[image: image35.jpg]Boletim
Boas Prdticas
SINDUSFARMA e Auditorias

Farmacéuticas





[image: image34.jpg]Boletim
Boas Prdticas
SINDUSFARMA e Auditorias

Farmacéuticas






NESTA SEÇÃO

Boletim nº 022/10
Resp.: Jair Calixto 

Fone: (11) 3897-9765

e-mail: jaircalixto@ sindusfarma.org.br
Consulta Pública nº 62 de 28 de junho de 2010.

D.O.U de 30/06/2010

A Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, no uso das atribuições que lhe confere o inciso IV do art. 11 e o art. 35 do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto nº 3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso V e nos §§ 1º e 3º do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo I da Portaria nº 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de agosto de 2006, em reunião realizada em 15 de junho de 2010,
considerando que é responsabilidade da ANVISA a atualização e revisão periódica da Farmacopéia Brasileira;
considerando o Processo de Revisão de Monografias da Farmacopéia Brasileira e o desenvolvimento e revisão de métodos gerais da Farmacopéia Brasileira por instituições de ensino superior;
considerando que devem ser observadas as especificações de qualidade determinadas pela Farmacopéia Brasileira, para fins de controle de qualidade, registro e análises fiscais de produtos sujeitos ao regime de vigilância sanitária;
adota a seguinte Consulta Pública e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicação:
Art. 1º Fica aberto, a contar da data de publicação desta Consulta Pública, o prazo de 30 (trinta) dias para que sejam apresentadas sugestões quanto às propostas de revisão e atualização das Monografias da Farmacopéia Brasileira, descritas no Anexo desta Consulta.
Art. 2º Informar que as monografias descritas no Anexo, estarão disponíveis, na íntegra, durante o período de consulta no endereço eletrônico www.anvisa.gov.br, e as sugestões com a justificativa e a identificação da monografia deverão ser encaminhadas por escrito para o seguinte endereço: Agência Nacional de Vigilância Sanitária/DIMCB/Farmacopéia Brasileira, SIA trecho 5 área especial nº 57, Bloco “E”, 1º Andar, Sala 4, Brasília/DF, CEP 71.205.050, ou Fax: (061) 3462-6791 ou e-mail: cp62.farmacopeia@anvisa.gov.br.
Art. 3º Findo o prazo estipulado no Art. 1º, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária submeterá à Comissão da Farmacopéia Brasileira as contribuições enviadas, para avaliação e os encaminhamentos devidos.
DIRCEU RAPOSO DE MELLO
ANEXO

Monografias da Farmacopéia Brasileira para consulta pública
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ÁLCOOL ETÍLICO
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Etanol ou Álcool etílico
Contém, no mínimo, 95,1% (V/V), correspondendo a 92,55% (m/m), e, no máximo, 96,9% (V/V),correspondendo a 95,16% (m/m), de C2H6O a 20 ºC, calculado a partir da densidade relativa empregando atabela alcoométrica. Para álcool etílico absoluto, contém, no mínimo, 99,5% (V/V) correspondendo a 99,18%(m/m), de C2H6O a 20 ºC, calculado a partir da densidade relativa empregando a tabela alcoométrica.
DESCRIÇAO
Características físicas. líquido incolor, límpido, volátil e inflamável, higroscópico.

Solubilidade. Miscível com a água e com o cloreto de metileno.
IDENTIFICAÇÃO
A. O espectro de absorção no infravermelho (V.2.14.) da amostra apresenta máximos de absorçãosomente nos mesmos comprimentos de onda e com as mesmas intensidades relativas daqueles observados noespectro de etanol SQR.
B. Densidade relativa: 0,805 a 0,812, determinada a 20 ºC. Para álcool etílico absoluto, não mais que 0,793, determinada a 20 ºC.
ENSAIOS DE PUREZA
Aspecto da Solução

Limpidez da solução. Solução de hidrazina: transferir 1,0 g de sulfato de hidrazina para um balão volumétrico de 100 ml, dissolver e completar o volume com água e agitar. Deixar em repouso por 4 a 6 horas.
Solução de metenamina: transferir 2,5 mg de metenamina para um balão volumétrico de 100 ml, adicionar 25 ml de água e agitar até dissolver.
Suspensão opalescente primária: transferir 25 ml da solução de hidrazina para o balão volumétrico de 100 ml contendo a solução de metenamina. Agitar e deixar em repouso por 24 horas. (Esta suspensão é estável por 2 meses, se mantida em frasco de vidro fechado e sem defeitos. A suspensão pode aderir ao vidro e deve ser agitada antes do uso.)
Padrão de opalescência: transferir 15 ml da suspensão opalescente primária para um balão volumétrico de 1000 ml, completar o volume com água e agitar. (Esta solução não deve ser utilizada após 24 horas do preparo.)
Suspensões de referência: transferir 5 ml do padrão de opalescência para um balão volumétrico de 100 ml, completar o volume com água e agitar para obter a suspensão de referência A. Transferir 10 ml para outro balão de 100 ml, completar com água e agitar para obter a suspensão de referência B.
Solução amostra A: amostra a ser examinada.
Solução amostra B: Diluir 1 ml da solução amostra A para 20 ml de água e deixar em repouso por 5 minutos antes do uso.
Procedimento: Transferir uma porção da solução amostra A e da solução amostra B para tubos de vidro incolor e transparente com diâmetro interno entre 15 mm e 25 mm, de forma a obter aproximadamente 40 mm de profundidade. Transferir para um tubo semelhante o mesmo volume de suspensão de referência A, suspensão de referência B e água e para outro tubo a mesma quantidade de água. Comparar as soluções amostra A, solução amostra B, suspensão de referência A, suspensão de referência B e água, empregando fundo escuro e luz. A solução amostra A e solução amostra B têm a mesma claridade da água ou não apresentam maior opalescência que a suspensão de referência A.
Cor da solução. Solução padrão estoque: combinar 3,0 ml de cloreto férrico CS, 3,0 ml de cloreto de cobalto CS, 2,4 ml de sulfato cúprico CS e 1,6 ml de ácido clorídrico diluído (10 g/l).
Solução padrão: transferir 1 ml da solução padrão estoque para um balão volumétrico de 100 ml, completar o volume com ácido clorídrico diluído (10 g/l) e agitar. Utilizar esta solução logo após o preparo.
Procedimento: Transferir uma porção desta solução para um tubo de vidro incolor e transparente com diâmetro interno entre 15 mm e 25 mm, de forma a obter aproximadamente 40 mm de profundidade. Transferir para um tubo semelhante o mesmo volume de amostra e para outro tubo a mesma quantidade de água. A solução amostra não tem coloração mais intensa que a solução padrão.
Acidez ou alcalinidade. Procedimento: Adicionar 20 ml de água fervida e esfriada a 20 ml da amostra e adicionar 0,1 ml de fenolftaleína SI. A solução deve ser incolor. Adicionar 1,0 ml de hidróxido de sódio 0,01 M. A solução torna-se rósea (30 ppm, expresso como ácido acético).
Absorção de luz. Registrar o espectro de absorção no ultravioleta da amostra entre 200 e 400 nm empregando cubeta de 1 cm de caminho óptico. Absorvância máxima de 0,08 a 240 nm, 0,06 entre 250 e 260 nm e 0,02 entre 270 e 340 nm.
Limite de resíduos não voláteis. Evaporar 100 ml de amostra em banho de água e secar o resíduo a 105 ºC por 1 hora. Esfriar em dessecador e pesar. O resíduo pesa não mais que 2,5 mg: não mais que 0,025% de resíduos não voláteis.
Impurezas orgânicas voláteis. Proceder conforme descrito em Cromatografia a gás (V.2.17.5). Utilizar cromatógrafo provido de detector de ionização de chamas, utilizando mistura de nitrogênio, ar sintético e hidrogênio (1:1:10) como gases auxiliares à chama do detector; coluna capilar de 30 m de comprimento e 0,53 mm de diâmetro interno, preenchida com fase estacionária ligada G 27, com espessura do filme de 5 μm; temperatura da coluna de 35 ºC a 260 ºC (35 ºC mantida durante 5 minutos, aumentada a 175 ºC a 8 ºC por minuto, aumentada a 260 ºC a 35 ºC e mantida a esta temperatura por pelo menos 16 minutos), temperatura do injetor a 70 ºC e temperatura do detector a 260 ºC; utilizar hélio como gás de arraste; fluxo do gás de arraste de 1 ml/minuto.
Solução amostra: Dissolver em 50 ml de água, livre de compostos orgânicos, exatamente, cerca de 1 g de amostra.
Solução padrão: preparar uma solução, em água livre de compostos orgânicos, contendo em cada ml, 10 μg de cloreto de metileno, 1 μg de clorofórmio, 2 μg benzeno, 2 μg de 1,4-dioxano e 2 μg de tricloroetileno. Injetar, separadamente, 1 μl da solução amostra e da solução padrão no cromatógrafo a gás. Obter os cromatogramas e medir a área dos picos. Identificar, baseado no tempo de retenção, qualquer pico presente no cromatograma da solução amostra. A presença e a identificação dos picos no cromatograma devem ser estabelecidas comparando os cromatogramas da solução amostra e solução padrão. Limite: Benzeno 100 ppm, clorofórmio 50 ppm, dioxano 100 ppm, cloreto de metileno 500 ppm e tricloroetileno 100 ppm. Cumpre o teste.
DOSEAMENTO
Determinar a quantidade de C2H6O a 20 ºC, a partir da densidade relativa empregando a tabela de alcoometria (ver capítulo específico).
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.
ROTULAGEM

Observar a legislação vigente.
CLORIDRATO DE ETAMBUTOL COMPRIMIDO

Contém, no mínimo, 95,0% e, no máximo, 105,0% da quantidade declarada de cloridrato de etambutol. Os comprimidos devem ser revestidos.
IDENTIFICAÇÃO

A. Pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar quantidade do pó equivalente a 0,1 g de cloridrato de etambutol e misturar com 3ml de metanol em gral de vidro. Adicionar 5 ml de metanol, homogeneizar e filtrar. Recolher o filtrado em béquer contendo 100 ml de acetona. Agitar a mistura e deixar ocorrer cristalização por 15 minutos. Remover o sobrenadante e secar os cristais com ar comprimido. Proceder conforme descrito no teste A de Identificação da monografia de Cloridrato de etambutol.
B. Pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar quantidade de pó equivalente a 0,1 g de cloridrato de etambutol e agitar com 10ml de água. Adicionar 2 ml de sulfato cúprico a 1 % (p/V) e 1 ml de hidróxido de sódio M. Desenvolve-se coloração azul.
C. Pesar e pulverizar os comprimidos. Agitar quantidade de pó equivalente a 1 g de cloridrato de etambutol com 10 ml de água. A solução obtida responde às reações do íon cloreto (V.3.1.1).
D. O tempo de retenção do pico principal do cromatograma da solução amostra, obtida no método de Doseamento, correspondente àquele do pico principal da solução SQR.
CARACTERÍSTICAS
Determinação de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegração (V.1.4.1). Cumpre o teste.
TESTE DE DISSOLUÇÃO (V.1.5)

Meio de dissolução: tampão fosfato 0,01 M pH 6,8, 900 ml

Aparelhagem: pás, 100 rpm

Tempo: 45minutos

Procedimento: após o teste, retirar alíquota do meio de dissolução e filtrar, desprezando os 10 ml iniciais. Determinar a quantidade de etambutol dissolvido conforme descrito em Doseamento. Preparar a solução padrão como descrito a seguir.

Solução padrão: pesar com exatidão, 22,2 mg de cloridrato de etambutol SQR e transferir para balão volumétrico de 50 ml. Dissolver e completar o volume com o meio de dissolução. Homogeneizar e filtrar.

Tolerância: não menos que 75% (Q) da quantidade declarada de C10H24N2O2.2HCl se dissolvem em 45 minutos.
ENSAIOS DE PUREZA

Limite de aminobutanol. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (V.2.17.1), utilizando sílica-gel G, como suporte, e mistura de hidróxido de amônio concentrado, água e metanol (10:15:75), como fase móvel. Aplicar, separadamente, à placa, 2 μl de cada uma das soluções, recentemente preparada, descritas a seguir.
Solução (1): pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar quantidade do pó equivalente a 0,5 g de cloridrato de etambutol, adicionar 7 ml metanol e agitar por 5 minutos. Completar o volume para 10ml com o mesmo solvente e filtrar, de modo a obter solução a 50 mg/ml.
Solução (2): solução de aminobutanol SQR a 0,5 mg/ml em metanol. Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar secar ao ar e aquecer a 110 °C por 10 minutos. Resfriar e nebulizar com ninidrina SR. Aquecer a 110 °C por 5 minutos. Qualquer mancha secundária corresponde ao aminobutanol obtida no cromatograma com a solução (1) não é mais intensa que aquela obtida com a solução (2) (1%).
DOSEAMENTO
Por Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). Utilizar cromatógrafo provido de detector ultravioleta a 270 nm; coluna de 100 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno, empacotada com sílica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5μm); mantida a temperatura de 40°C; fluxo da fase móvel de 2,0 mL/minuto.
Fase móvel: mistura de tampão acetato de amônio pH 5,0 e metanol (94:6).

Diluente: água e metanol (94:6).

Solução amostra: pesar e pulverizar os comprimidos. Transferir 20 mg de cloridrato de etambutol, exatamente pesada, para balão volumétrico de 50 ml. Adicionar diluente, agitar, completar o volume com o diluente e filtrar. Diluir o filtrado quantitativamente com a fase móvel até obter solução de concentração semelhante à da solução padrão.
Solução padrão: dissolver quantidade exatamente pesada de cloridrato de etambutol SQR no diluente, de modo a obter solução a 0,4 mg/ml. Homogeneizar e filtrar. Injetar replicatas de 20 μl da solução padrão. A eficiência da coluna é maior ou igual a 2000 pratos teóricos. A assimetria é menor que 2,5. O desvio padrão relativo das áreas de replicatas dos picos registrados não deve ser maior que 2,0%.
Procedimento: injetar, separadamente, 20 μL da solução padrão e amostra, registrar os cromatogramas e medir a área dos picos. Calcular o teor de C10H24N2O2.2HCl nos comprimidos a partir das respostas obtidas com as soluções padrão e amostra.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.
ROTULAGEM

Observar a legislação vigente.
REAGENTES

Solução tampão acetato de amônio pH 5,0: transferir quantitativamente 50 g de acetato de amônio e 0,2 g de acetato de cobre para balão volumétrico de 1000 ml. Dissolver e avolumar com água, homogeneizar e ajustar a pH 5,0 com ácido acético p.a.

Solução tampão fosfato 0,01 M pH 6,8: pesar com exatidão 1,4 g de fosfato de sódio dibásico anidro e

transferir para balão volumétrico de 1000 ml. Solubilizar e completar o volume com água. Ajustar o pH da

solução para 6,8 com ácido fosfórico 10% v/v. Homogeneizar.
ENDRO

Anethi fructus

Anethum graveolens L. – APIACEAE

A droga vegetal é constituída pelos frutos, que são diaquênios (esquizocarpos), contendo, no mínimo, 2% de óleo essencial. O óleo essencial é constituído de, no mínimo, 30% de carvona e, no mínimo, 30% de dilapiol.
CARACTERES ORGANOLÉPTICOS

Possui odor aromático e sabor característico.
DESCRIÇÃO MACROSCÓPICA

O fruto é um diaquênio ovalado, dividido em dois mericarpos comprimidos dorsalmente, de 0,30 cm a 0,60 cm de comprimento e 0,12 cm a 0,30 cm de largura, castanho a castanho-claro, com dois estilopódios e ápice dos estiletes retrorsos. Na dessecação, os mericarpos estão usualmente separados e, em regra, não estão acompanhados pelos carpóforos; restos do estilopódio e do cálice podem ocorrer. Cada mericarpo apresenta duas arestas marginais prolongadas em uma ala circundante, larga, membranácea, mais clara, amarelada e três arestas dorsais, longitudinais, filiformes, castanho-claras a amareladas, pouco elevadas, mas

evidentes, todas primárias. A face comissural é achatada e um pouco côncava pela dessecação, mostrando nitidamente a linha do carpóforo. A cutícula de cada mericarpo é recoberta por uma cera epicuticular formada por curtos filamentos distribuídos ao acaso. Estes filamentos são bem mais densos na face comissural, o que a torna esbranquiçada. O mericarpo, em secção transversal, é plano-convexo, deixando visíveis seis canais secretores elípticos, quatro deles grandes e estreitos, distribuídos na porção dorsal e dois, raramente mais, grandes, na face comissural ou ventral. Em cada aresta dorsal ocorrem feixes vasculares. Aqueles correspondentes às alas são levemente maiores do que os demais. O endosperma é oleoso e côncavo na face comissural.
DESCRIÇÃO MICROSCÓPICA

Em secção transversal, o mericarpo, achatado dorsalmente, mostra três arestas primárias dorsais, estreitas, e duas arestas primárias laterais, alongadas. O epicarpo é constituído por cutícula estriada, formada por filamentos de cera dispostos ao acaso e por uma camada incolor de células epidérmicas achatadas e de paredes finas, exceto a periclinal externa, que é mais espessa. O mesocarpo é formado externamente por algumas camadas de células parenquimáticas achatadas, de paredes mais finas, quando comparadas com as das camadas mais internas, que mostram evidentes pontoações. Na região do mesocarpo, correspondente às arestas primárias, tanto marginais quanto dorsais, localizam-se cordões de fibras, com alguns elementos vasculares, nem sempre visíveis. Os cordões de fibras correspondentes às arestas dorsais são menos desenvolvidos do que aqueles correspondentes às arestas marginais aladas. Na região entre as arestas e na região comissural, ocorrem os canais secretores, esquizógenos, de forma elíptica e estreito-alongada no sentido tangencial. O epitélio secretor é formado por células achatadas tangencialmente e de paredes espessas. Na porção do canal secretor voltado para o epicarpo e logo abaixo deste, ocorrem esclereídes de

paredes espessas, quadrados ou retangulares, com numerosas e conspícuas pontoações. A porção mais interna do mesocarpo é composta por duas a três camadas de células amarelo-acastanhadas, muito achatadas tangencialmente, de paredes espessas, quando comparadas com as do epicarpo. O endocarpo é composto por uma camada de células lignificadas. Entre o pericarpo e a semente, na face comissural, há uma câmara ao lado da rafe. 
Usualmente associada ao endocarpo, ocorre a testa, formada por uma única camada de células, em regra colapsadas, de cor castanha e paredes finas. O endosperma é abundante, composto por células de paredes espessas, as mais externas mais alongadas e completamente preenchidas por grãos de amido. Gotas de óleo esféricas e inúmeros cristais de oxalato de cálcio de diferentes formas, também estão presentes. As camadas mais internas deste tecido possuem forma mais poliédrica e geralmente menor quantidade de grãos de amido. As células com grãos de amido, quando submetidas ao lugol, ficam avermelhadas e as gotas de óleo, isoladas no material, coram-se de amarelo a alaranjado. As gotas de óleo podem ocupar grande parte do volume celular.
DESCRIÇÃO MICROSCÓPICA DO PÓ

O pó atende a todas as exigências estabelecidas para a espécie, menos os caracteres macroscópicos. São características: cor castanha; porções da epiderme do epicarpo, cujas células têm cutícula coberta por filamentos de cera dispostos ao acaso; porções do mesocarpo com células poligonais a retangulares de paredes com pontoações evidentes; porções do endocarpo com células de paredes sinuosas; cristais diminutos de diferentes formas, principalmente drusas, ocorrem abundantemente e agregados; cristais isolados em forma de prismas, principalmente romboédricos, em geral maiores do que os cristais agregados; agrupamentos de fibras associados aos feixes vasculares; elementos traqueais de espessamento helicoidal e/ou anelado, ou ocasionalmente, reticulado ou pontoado; porções do endosperma constituído por tecido parenquimático de paredes espessas, com células repletas de grãos de amido; esclereídes como descritos; canais secretores, ou porções destes, com células do epitélio secretor.
IDENTIFICAÇÃO

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (V.2.17.1), utilizando sílica-gel GF254, com espessura de 0,25 mm, como suporte, e mistura de tolueno e acetato de etila (93:7), como fase móvel. Aplicar, separadamente, à placa, em forma de banda, 10 _l das soluções (1), (2) e (3), recentemente preparadas, descritas a seguir.
Solução (1): agitar, por 10 minutos, 0,5 g da droga pulverizada com 10 ml de diclorometano. Filtrar. Concentrar o filtrado em banho-maria, até resíduo, em temperatura não superior a 60 °C. Ressuspender o resíduo em 10 ml de tolueno.

Solução (2): diluir 2 _l do óleo essencial, obtido em Doseamento de óleos essenciais, em 1 ml de tolueno.

Solução (3): diluir 2 _l de carvona em 1 ml de tolueno. Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar secar ao ar. Examinar sob luz ultravioleta (254 nm). Uma das manchas principais obtidas com a solução (1) corresponde em posição e intensidade àquela obtida com a solução (3), atribuída à carvona (Rf de aproximadamente 0,60). O cromatograma também apresenta uma mancha intensa com Rf em torno de 0,80, correspondente ao dilapiol. Nebulizar a placa com vanilina sulfúrica SR e deixar em estufa entre 100 ºC e 105 ºC, durante 5 minutos. A mancha correspondente à carvona apresenta coloração rosa, e a correspondente ao dilapiol apresenta coloração marrom.
ENSAIOS DE PUREZA

Material estranho (V.4.2.2). No máximo 2%.

Água (V.4.2.3). No máximo 11%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No máximo 7%.
DOSEAMENTO

A. Determinação do conteúdo de carvona.

Solução A: transferir para frasco de vidro fechado, de aproximadamente, 150 mm x 25 mm, 1,5 g do óleo essencial logo após sua extração e adicionar 10 ml da Solução B, previamente preparada.

Solução B: dissolver 7,0 g cloridrato de hidroxilamina em 90 ml de etanol 90%, aquecer brandamente se necessário. Adicionar 1,6 ml de solução de amarelo de dimetila e hidróxido de potássio 1M em etanol 90%, em quantidade suficiente somente até produzir cor amarela sem formar precipitado no fundo do frasco, e diluir com etanol 90% para a obtenção de 100 ml. Titular a Solução A com hidróxido de potássio 1M diluído em etanol 90%; até que a cor rósea mude para amarela intensa. Colocar o tubo em banho de água de 70°C a 80°C e, em intervalos de 5 minutos, neutralizar com hidróxido de potássio 1M em etanol 90%. Após 40 minutos, completar a titulação até atingir a mesma cor amarela da solução B. Repetir o procedimento utilizando como cor padrão para a determinação do ponto final da titulação, a solução titulada na primeira determinação, com adição de 0,5 ml de hidróxido de potássio 1M em etanol 90%. Calcular o conteúdo de carvona da segunda determinação. Cada ml de hidróxido de potássio 1M em etanol 90%, equivale a 151,4 mg de carvona, C10H14O.
B. Proceder conforme descrito em Determinação de óleos essenciais (V.4.2.6). Utilizar balão de 250 ml contendo 100 ml de água como líquido de destilação e 0,5 ml de xilol. Reduzir os frutos dessecados a pó grosseiro. Proceder imediatamente à determinação do óleo essencial, a partir de 25 g da droga em pó. Destilar por 4 horas.
C. Proceder conforme descrito em Cromatografia a gás (V.2.17.5). Utilizar cromatógrafo provido de detector de ionização de chamas, utilizando mistura de nitrogênio, ar sintético e hidrogênio (1:1:10) como gases auxiliares à chama do detector; coluna capilar de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno, preenchida com polidifenildimetilsiloxano, com espessura do filme de 0,25 μm; temperatura da coluna de 60°C a 300°C, a 3°C por minuto (total: 80 minutos); temperatura do injetor a 220°C; temperatura do detector a 250°C; hélio a 80 kPa de pressão, como gás de arraste; fluxo do gás de arraste de 1 ml/minuto.
Solução amostra: diluir o óleo essencial obtido em Óleos essenciais na razão de 2:100 em éter etílico.
Procedimento: injetar 1 μl desta solução no cromatógrafo a gás, utilizando divisão de fluxo de 1:50. A carvona e o dilapiol apresentam tempos de retenção linear (Índice de Kóvats) de 1.236 e 1.615 respectivamente. As concentrações relativas são obtidas por integração manual ou eletrônica. Calcular o Índice de Kóvats (IK), segundo a expressão:
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes, bem-fechados, ao abrigo da luz e calor.

__________________________________________________________________________

XII.2. REAGENTES E SOLUÇÕES REAGENTES

Vanilina sulfúrica SR

Preparação – Dissolver 1 g de vanilina em 100 ml de metanol. Adicionar 4 ml de ácido clorídrico e 5 ml de

ácido sulfúrico.
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Figura 1: Anethum graveolens L. 
A. diaquênio em vista lateral; car. carpóforo; est. estilopódio; 
B. mericarpo em vista frontal; 
C. vista da face comissural do mericarpo; 
D. aspecto geral de um mericarpo em secção transversal; cns. canal secretor; em. embrião; en. endosperma; fb. fibras; 
E. detalhe da secção transversal do mericarpo, como assinalado em D; cns. canal secretor; cr. cristais; cu. cutícula; ec. esclereíde; en. endosperma; epi. epicarpo; eps. epitélio secretor; ga. grão de amido; gl. gota lipídica; me. mesocarpo; 
F. detalhe da secção transversal do mericarpo na região de uma aresta dorsal, como assinalado em D; cu. cutícula; en. endosperma; epi. epicarpo; fb. fibras; fv. feixe vascular; me. mesocarpo; 
G. detalhe de células do endosperma; cr. cristal; ga. grão de amido; gl. gota lipídica; 
H. cristais de diferentes formas; 
I. detalhes do pó; c. cordão de fibras em vista longitudinal; cme. detalhe de células do mesocarpo com paredes espessas; el. detalhe de elementos traqueais em vista longitudinal. As escalas correspondem: em A, B, C, D. a 1 mm; em E, F, I a 100 μm; em G e H a 50 μm.
FATOR VII DA COAGULAÇÃO SANGUÍNEA HUMANA LIOFILIZADA

Fator VII Coagulationis Humanus Cryodesiccatus
DEFINIÇÃO

O Fator VII da coagulação sanguínea de origem humana liofilizado é uma fração protéica do plasma que contém o Fator VII (um derivado glicoprotéico de cadeia simples), podendo igualmente conter pequenas quantidades da sua forma ativada (o derivado de 2 cadeias ou Fator VIIa), assim como os Fatores II, IX, e X, a Proteína C e a Proteína S. É preparado a partir de plasma humano de acordo com a monografia Plasma Humano para Fracionamento. A atividade da preparação, reconstituída de acordo com as indicações que figuram no rótulo, não é inferior a 15 U.I. de Fator VII por mililitro.
PRODUÇÃO

O método de preparação deve ser desenvolvido de modo a manter a integridade funcional do Fator IX, minimizar a ativação de qualquer Fator de coagulação (para limitar o potencial trombogênico) e deve incluir uma ou várias etapas que demonstrem eliminar ou inativar os agentes infecciosos conhecidos e não conhecidos. Se forem acrescentadas substâncias para inativação viral na etapa de produção, um procedimento de purificação deve ser validado de modo a demonstrar que as concentrações dessas substâncias foram reduzidas a um nível aceitável, e que tais resíduos não comprometem a segurança da preparação. A atividade especifica não é inferior a 2 U.I. de Fator VII por miligrama de proteínas totais, antes da eventual adição de um estabilizante protéico.
A fração que contém o Fator VII é dissolvida num diluente apropriado. Pode ser adicionado heparina, antitrombina e outras substâncias auxiliares, como um estabilizante. Não se adiciona qualquer conservante antimicrobiano. A solução é filtrada através de um filtro esterilizante e depois distribuída assepticamente nos frascos finais e imediatamente congelada. Em seguida é liofilizada e os frascos são fechados sob vácuo ou sob gás inerte.
É demonstrada a regularidade do método de produção, no que diz respeito às atividades dos Fatores II,IX e X da preparação, expressas em unidades internacionais e em relação à atividade do Fator VII.
É demonstrada a regularidade do método de produção, no que diz respeito à atividade do Fator VIIa da preparação. A atividade do Fator VIIa pode ser determinada, com um Fator Tissular recombinante solúvel que não ativa o Fator VII em Fator VIIa, mas que tem função de cofator específico do Fator VIIa: após incubação da mistura do Fator Tissular recombinante solúvel e fosfolipídios com uma diluição da amostra e do plasmadeficiente em Fator VII, junta-se cloreto de cálcio e determina-se o tempo, de coagulação; o tempo decoagulação é inversamente proporcional à atividade do Fator VIIa da amostra.
CARACTERÍSTICAS

Aspecto. Pó ou sólido friável, podendo ser branco, amarelo claro, verde ou azul.

pH (V.2.19.). O pH da amostra está compreendido entre 6,5 e 7,5.

Solubilidade. Ao conteúdo de um frasco da amostra juntar o volume do diluente indicado no rótulo, à temperatura recomendada, e agitar suavemente por no máximo 10 minutos. A amostra dissolve-se completamente formando uma solução límpida ou ligeiramente opalescente que pode ser corada.

Osmolalidade (número). A osmolalidade da amostra não é inferior a 240 mosmol /kg.
IDENTIFICAÇÃO

Reconstituir a amostra como indicado no rótulo, imediatamente antes de realizar a identificação, o ensaio (com exceção da solubilidade e da água) e o doseamento.
A. Realizar com a amostra, ensaios de precipitação com uma série adequada de soros específicos para as várias espécies. Recomenda-se que o ensaio seja realizado com soros específicos de proteínas plasmáticas de cada uma das espécies domésticas normalmente utilizadas na preparação de produtos biológicos. Demonstra-se que a preparação contém proteínas de origem humana e apresenta resultados negativos com soros específicos para as proteínas plasmáticas de outras espécies.

B. A determinação do Fator VII contribui para identificar a preparação.
DOSEAMENTO

Proteínas totais. Se necessário, deve-se diluir a preparação reconstituída com uma solução de cloreto de sódio 0,9% (p/V) de forma a obter-se uma solução que contenha cerca de 15 mg de proteínas em 2 ml. Num tubo de centrifuga de fundo redondo deve-se introduzir 2,0 ml desta solução. Juntar 2 ml de solução de molibdato de sódio a 75 g/l e 2 ml de uma mistura de ácido sulfúrico 1 volume isento de nitrogênio e água 30 volumes. Agitar e centrifugar durante 5 minutos. O líquido sobrenadante deve ser decantado permitindo-se que

o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Determinar o nitrogênio no resíduo pelo método de determinação de nitrogênio (V.3.4.2). Calcular o teor em proteínas devendo ser o resultado multiplicado por 6,25.
Água. Determinar por um método apropriado, como o método semi-micro (número), a perda por dessecação (V.2.20.) ou a espectrofotometria no infravermelho próximo (V.2.14.), Não mais que 2%.
Fatores de Coagulação Ativados (número). Realizar o ensaio dos Fatores de Coagulação Ativados. Para cada uma das diluições, o tempo de coagulação não é inferior a 150 segundos.
Heparina. Se tiver sido adicionada heparina durante a produção, determinar a sua quantidade de acordo com a monografia Determinação da Heparina nos Fatores de Coagulação. A amostra não contém mais do que a quantidade de heparina indicada no rótulo e não é superior a 0,5 U.I. de heparina por unidade internacional de Fator VII.

Trombina. Se a amostra contiver heparina, determinar a quantidade presente, como se indica no Ensaio de Heparina (número), e neutralize-a, juntando sulfato de protamina (10 μg de sulfato de protamina neutralizam 1 U.I. de heparina). Utilizar 2 tubos de ensaio e em cada um misturar volumes iguais da amostra reconstituída e de solução de fibrinogênio a 3 g/l. Mantenha um dos tubos a 37°C durante 6 horas e o outro à temperatura ambiente durante 24 horas. Num terceiro tubo, misturar um volume da solução de fibrinogênio com um volume de solução de trombina humana contendo 1 U.I. por mililitro e colocar o tubo num banho Maria a 37°C. Não se produz coagulação nos tubos da amostra. Produz-se coagulação em 30 segundos no tubo que contém trombina.
Esterilidade (V.5.1.1). A amostra cumpre o teste.

Toxicidade (V.5.1.3). A amostra cumpre o teste.

Pirogênios (V.5.1.2). A amostra cumpre o teste. Injetar, em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um volume da amostra correspondente a, pelo menos, 30 U.I. do Fator VII. 

Determinação do Fator VII de Coagulação Sanguínea (número). A atividade determinada não é inferior a 80 % nem superior a 125 % da atividade declarada. O intervalo de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não ultrapassa 80% a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

No rótulo indica-se no mínimo: o número de unidades internacionais do Fator IX em cada frasco; a quantidade de proteínas em cada frasco; o nome e a quantidade de qualquer substância adicionada, incluindo a heparina, quando aplicável; o nome e o volume do diluente necessário para reconstituir a preparação; as condições de conservação; o prazo de validade; que a transmissão de agentes infecciosos não pode ser totalmente excluída quando se administram medicamentos derivados do sangue ou do plasma humanos (este último pode ser indicado alternativamente no texto de bula).
FATOR IX DA COAGULAÇÃO SANGUÍNEA HUMANA LIOFILIZADO

Fator IX Coagulationis Sanguinis Humanus Cryodesiccatus

DEFINIÇÃO

O Fator IX da coagulação sanguínea de origem humana liofilizado é a fração protéica do plasma que contém o Fator IX da coagulação sanguínea de origem humana, obtido por um método que permite a separação do Fator IX dos outros Fatores do Complexo Protrombínico Humano (Fatores II, VII e X). É preparado a partir de plasma humano, de acordo com a monografia Plasma Humano para Fracionamento. A atividade da preparação, reconstituída de acordo com as indicações que figuram no rótulo, não é inferior a 20 U.I. Fator IX por mililitro.
PRODUÇÃO

O método de preparação deve ser desenvolvido de modo a manter a integridade funcional do Fator IX, minimizar a ativação de qualquer Fator de coagulação (para limitar o potencial trombogênico) e deve incluir uma ou várias etapas que demonstrem eliminar ou inativar os agentes infecciosos conhecidos e não conhecidos. Se forem acrescentadas substâncias para inativação viral na etapa de produção, um procedimento de purificação deve ser validado de modo a demonstrar que a concentração dessas substâncias foram reduzidas a um nível aceitável, e que tais resíduos não comprometem a segurança da preparação. A atividade específica não deve ser inferior a 50 U.I. de Fator IX por miligrama de proteínas totais, antes de eventual adição de um estabilizante protéico.
A fração que contém o Fator IX é solubilizada em diluente apropriado. Pode ser adicionado heparina, antitrombina e outras substâncias auxiliares, como um estabilizante. Não devem ser adicionados conservantes antimicrobianos. A solução é filtrada através de um filtro esterilizante e distribuída assepticamente nos frascos finais, e imediatamente congelada. Em seguida, são liofilizados sendo os frascos fechados a vácuo ou sob gás inerte.
A regularidade do método de produção é avaliada por procedimentos analíticos apropriados durante os estudos de desenvolvimento entre os quais figuram habitualmente os seguintes.
– Determinação do Fator IX,

– Determinação dos Fatores de Coagulação Ativados,

– Determinação da atividade dos Fatores de coagulação II, VII e X que não é superior a 5 % da atividade do Fator IX.
CARACTERÍSTICAS

Aspecto. Pó ou sólido friável, branco ou amarelo claro.

pH (V.2.19.). O pH da amostra está compreendido entre 6,5 e 7,5

Solubilidade. Ao conteúdo de um recipiente da amostra juntar o volume de diluente indicado no rótulo e agitar suavemente durante 10 minutos, à temperatura ambiente. Há dissolução total, formando-se uma solução límpida ou ligeiramente opalescente e incolor.

Osmolalidade (número). A osmolalidade da amostra não é inferior a 240 mosmol/kg.
IDENTIFICAÇÃO

A preparação a ser examinada deve ser reconstituída conforme declarado no rótulo, imediatamente antes da identificação (exceto teste de solubilidade e água) testes e ensaio.
A. Proceder aos ensaios de precipitação com a amostra, usando uma gama apropriada de soros específicos de espécies animais. O ensaio é realizado com soros específicos que contenham proteínasplasmáticas das espécies animais que normalmente se usam no país para a preparação de produtos de origem biológica. A amostra contém proteínas de origem humana e não precipita com os soros específicos que contenham proteínas plasmáticas de outras espécies animais.
B. A determinação da atividade coagulante do Fator IX contribui para identificar a amostra.
DOSEAMENTO

Heparina. Caso tenha sido adicionada heparina durante a produção, determinar a sua quantidade de acordo com a monografia Determinação da Heparina nos Fatores de Coagulação. A amostra não contém mais do que a quantidade de heparina indicada no rótulo e não é superior a 0,5 U.I de heparina por unidade internacional de Fator IX.
Proteínas totais. Se necessário, deve-se diluir a preparação reconstituída com uma solução de cloreto de sódio 0,9% (p/V) de forma a obter-se uma solução que contenha cerca de 15 mg de proteínas em 2 ml. Num tubo de centrifuga de fundo redondo deve-se introduzir 2,0 ml desta solução. Juntar 2 ml de solução de molibdato de sódio a 75 g/l e 2 ml de uma mistura de ácido sulfúrico 1 volume isento de nitrogênio e água 30 volumes. Agitar e centrifugar durante 5 minutos. O líquido sobrenadante deve ser decantado permitindo-se que

o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Determinar o nitrogênio no resíduo pelo método de determinação de nitrogênio (V.3.4.2). Calcular o teor em proteínas devendo ser o resultado multiplicado por 6,25. Este método pode não ser aplicável a certos produtos, notadamente aos que não contêm estabilizante protéico como a albumina, sendo utilizado outro método validado para o doseamento da proteína.
Fatores de Coagulação Ativados (número). Realizar a Determinação dos Fatores de CoagulaçãoAtivados. Se necessário, dilua a amostra para obter uma solução contendo 20 U.I. do Fator IX por mililitro. Para cada uma das diluições, o tempo de coagulação não é inferior a 150 segundos.
Água. Determinar por um método apropriado, como o método semi-micro (número), a perda por dessecação (V.2.20) ou a espectrofotometria no infravermelho próximo (V.2.14.), Não mais que 2%.
Esterilidade (V.5.1.1.) A amostra cumpre o teste.

Pirogênios (V.5.1.2.). A amostra cumpre o teste. Injetar em cada coelho por quilograma de massa corporal, um volume de solução da amostra reconstituída que corresponda a no mínimo 30 U.I. do Fator IX e no máximo 50 UI. do Fator IX.
Toxicidade (V.5.1.3). A amostra cumpre o teste.

Determinação do Fator IX de Coagulação Sanguínea (número). A atividade determinada não é inferior a 80 % nem superior a 125 % da atividade declarada. O intervalo de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não ultrapassa 80 % a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ao abrigo da luz.
ROTULAGEM

No rótulo indica-se no mínimo: o número de unidades internacionais do Fator IX em cada frasco; a quantidade de proteínas em cada frasco; o nome e a quantidade de qualquer substância adicionada, incluindo a heparina, quando aplicável; o nome e o volume do diluente necessário para reconstituir a preparação; as condições de conservação; o prazo de validade; que a transmissão de agentes infecciosos não pode ser totalmente excluída quando se administram medicamentos derivados do sangue ou do plasma humanos (este último pode ser indicado alternativamente no texto de bula).
HEPARINA CÁLCICA

Heparinum Calcicun
A heparina cálcica é uma preparação contendo o sal cálcio de uma mistura de glicosaminoglicanos sulfatados, de peso variável, presente em tecidos de mamíferos. Normalmente é obtida a partir do pulmão bovino ou a partir da mucosa intestinal suína. É composta de polímeros com unidades de D-glicosamina (Nsulfatada ou N-acetilada) e ácido urônico (ácido L-idurônico ou D-glicurônico) que se alternam unidas por ligações glicosídicas. Possui a propriedade característica de prolongar o tempo de coagulação sanguínea principalmente pela formação de complexo de alguns dos componentes da mistura com proteínas específicas do plasma potencializando a inativação da trombina (fator IIa). Outras proteases envolvidas no processo de coagulação, como o fator X ativado (fator Xa), também são inibidas. A razão da atividade anti-fator Xa pela potência do anti-fator IIa deve estar entre 0,9 e 1,1. A potência da heparina cálcica para administração parenteral não deve ser inferior a 140 UI por mg, em relação à substância dessecada. A heparina cálcica é essencialmente livre de sódio.
DESCRIÇÃO

Caracteres físicos. Pó branco ou quase branco, moderadamente higroscópico.

Solubilidade. Solúvel em água.

Constantes físico-químicas.

Poder rotatório específico (V.2.8): no mínimo +35. Determinar em solução a 4% (p/V).
IDENTIFICAÇÃO

A. Cumpre as exigências do ensaio da monografia da heparina sódica.

B. Examinar por espectrometria de ressonância magnética nuclear (RMN-H1).

C. Examinar por eletroforese capilar (novo método geral).
ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19). 5,0 a 8.0. Determinar em solução aquosa a 1% (p/V).

Proteínas. Adicionar 5 gotas de ácido tricloroacético a 20% (p/V) em 1 ml de solução aquosa da amostra a 1% (p/V). Não deve haver formação de precipitado ou turbidez.

Metais pesados. (V.3.2.3-Método I). No máximo 0,003%.

Perda por dessecação (V.2.9). Determinar em estufa a vácuo a 60 oC, por 3 horas. No máximo 5%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). No mínimo 28% e, no máximo, 41%.

TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Substâncias vasodepressoras (V.5.1.4). Cumpre o teste. Injetar 1 ml/kg, empregando solução da amostra contendo 5000 UI de heparina cálcica por ml em água para injetáveis.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No máximo 0,03 UE/UI de heparina.

ENSAIO BIOLÓGICO
(A) ATIVIDADE ANTI-FATOR XA

Proceder como descrito no teste de atividade Anti – fator Xa na monografia da heparina sódica. Preparar as soluções padrão utilizando heparina cálcica ao invés de heparina sódica. Resultados específicos são obtidos ENSAIO - Proceder como descrito em Ensaio da monografia de Heparina sódica, exceto em utilizar a solução de heparina cálcica para executar a preparação da amostra.
Na equação para cálculo de R, vA é a quantidade de heparina cálcica por mL de preparação de amostra. A potência da heparina cálcica em unidades de heparina por mg é P = antilog M.
DOSEAMENTO

Nitrogênio (V.3.4.2 – Método I). No mínimo 1,3% e, no máximo, 2,5% de nitrogênio, calculado em relação à substância dessecada.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislação vigente
ROTULAGEM

Observar a legislação vigente.
CLASSE TERAPÊUTICA

Anticoagulante.
HEPARINA CÁLCICA SOLUÇÃO INJETÁVEL
A heparina cálcica injetável é uma solução estéril de heparina cálcica dissolvida em água para injeção. Ela exibe uma potência não inferior a 90,0 por cento e não superior a 110,0 por cento da potência indicado norótulo em termos de unidades internacionais de heparina por mL.
IDENTIFICAÇÃO

A. Cumpre as exigências do ensaio.

B. Examinar por espectrometria de ressonância magnética nuclear (RMN-H1).

C. Examinar por eletroforese capilar (novo método geral).
CARACTERÍSTICAS

Determinação de volume (V.1.2). Cumpre o teste.

pH (V.2.19). 5,0 a 8,0
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No máximo 0,03 UE/UI de heparina.

Substâncias vaso depressoras (V.5.1.4). Cumpre o teste.
DETERMINAÇÃO DA POTÊNCIA

Proceder como indicado no ensaio em heparina sódica, substituindo a injeção de heparina cálcica paraa solução de heparina sódica preparada conforme as instruções para a preparação do ensaio. Nos termos do cálculo, vu na equação para R é o volume, em mL, da injeção por mL da preparação do ensaio. A potência da injeção de heparina de cálcio nas Unidades Internacionais Heparina por mL é P * = antilog M.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes para dose única ou multidose, em vidros tipo I.
ROTULAGEM

Observar a legislação vigente.
HEPARINA SÓDICA

Heparinum natricum
A heparina sódica é uma preparação contendo o sal sódico de uma mistura de glicosaminoglicanos sulfatados, de peso variável, presente em tecidos de mamíferos. Normalmente é obtida a partir do pulmão bovino ou a partir da mucosa intestinal suína. É composta de polímeros com unidades de D-glicosamina (Nsulfatada ou N-acetilada) e ácido urônico (ácido L-idurônico ou D-glicurônico) que se alternam unidas por ligações glicosídicas. Possui a propriedade característica de prolongar o tempo de coagulação sanguínea principalmente pela formação de complexo de alguns dos componentes da mistura com proteínas específicas do plasma potencializando a inativação da trombina (fator IIa). Outras proteases envolvidas no processo de coagulação, como o fator X ativado (fator Xa), também são inibidas. A razão da atividade anti-fator Xa pela potência do anti-fator IIa deve estar entre 0,9 e 1,1. A potência da heparina sódica para administração parenteral não deve ser inferior a 140 UI por mg, em relação à substância dessecada.
DESCRIÇÃO

Caracteres físicos. Pó branco ou quase branco, moderadamente higroscópico.

Solubilidade. Solúvel em água.

Constantes físico-químicas.

Poder rotatório específico (V.2.8): no mínimo +35. Determinar em solução a 4% (p/V).
IDENTIFICAÇÃO

A. Cumpre as exigências do Ensaio.

B. Examinar por espectrometria de ressonância magnética nuclear (RMN-H1). Solução padrão: Preparar uma solução de identificação de heparina sódica RS com no mínimo 12 mg por mL em óxido de deutério.

Solução de adequação ao sistema: Preparar uma solução de heparina sódica de adequação ao sistema SR com no mínimo 12 mg por ml em óxido de deutério.

Solução amostra: Preparar uma solução contendo no mínimo 12 mg de heparina sódica por mL em óxido de deutério.
Procedimento: utilizar um espectrômetro de RMN pulsado (transformada de Fourier) operando em não menos que 500 MHz para 1H, adquirem-se uma queda livre de indução. Registrar o espectro RMN-H1 da solução padrão e da solução de adequação de solução a 25°C: o número de transientes é ajustado até a razão sinal- ruído do sinal do grupamento N-acetil da heparina na solução padrão ser no mínimo 200/1 na região próxima a 2 ppm. A solução padrão deve ser executada pelo menos uma vez por dia enquanto as soluções amostras estão sendo analisadas. Para a solução padrão, o deslocamento químico correspondente aos prótons da heparina precisa ser definido em 2,04 ppm. 
Os deslocamentos químicos da heparina e do sulfato de condroitina supersulfatado no padrão de adequação do sistema é observado em 2,04 ± 0,02 e 2,16 ± 0,03 ppm, respectivamente. Registrar o espectro RMN-1H da solução teste a 25 ºC. Os prótons N-acetil da heparina precisam apresentar um sinal principal em 2,04 ± 0,02 ppm. Um sinal, correspondente aos prótons N-acetil do sulfato de dermatano, pode apresentar próximo a 2,08 ppm. A observação de uma ressonância em 2,16 ± 0,03 ppm indicaria a presença de sulfato de condroitina supersulfatado. O sulfato de condroitina supersulfatado não tem outras ressonâncias entre 2,12 e 3,00 ppm.
C. Para heparina sódica de origem suína.

Solução padrão: preparar uma solução de identificação heparina sódica padrão de referência em água com uma concentração de 2 mg/mL.

Solução de adequação de sistema: preparar uma solução de heparina sódica de adequação de sistema RS em água com a concentração de 2mg/mL.

Solução amostra: reconstituir uma quantidade exatamente pesada de heparina sódica em água a fim de obter uma solução de 2mg/mL. Filtrar a solução, se necessário.

Tampão para eletroforese capilar: transferir 1,0 g de fosfato sódico monobásico mono hidratado para um béquer e adicionar 195 mL de água. Ajustar o pH com ácido fosfórico até 3,5. Transferir a solução para um balão volumétrico de 200 mL e completar com água. Filtrar o tampão com um filtro de membrana com 0,2 μm. Desgaseificar o tampão antes do uso, se necessário.
SISTEMA ELETROFORÉTICO

Nota: Baseado nas exigências do instrumento, o campo aplicado através do capilar e as condições para a injeção da amostra podem variar para se obter a adequação do sistema. O eletroferográfico capilar é equipado com um detector de 200 nm e um capilar revestido de 60 a 65 cm (50 a 56 cm de tamanho efetivo) de sílica fundida, com um diâmetro interno de 50 μm, com temperatura controlada a 25º. Aplicar uma força de campo de 465,1 V /cm por 15 minutos, utilizando o tampão de eletroforese capilar como eletrólito em ambos os reservatórios de tampão. O eletroferográfico da heparina sódica de adequação do sistema RS, utilizando uma injeção de 30 segundos em psi e registrar as respostas dos picos como dirigido para o procedimento: o tempo de migração para a heparina sódica e o sulfato de condroitina supersulfatado difere não menos que 4,0% do tempo de migração da heparina, com o sulfato de condroitina supersulfatado sempre migrando mais que a heparina sódica. A linha de base é estável. Rinsar o capilar com ácido fosfórico 0,1 M por no pelo menos 0,5 minuto a 40 psi, seguido por água por pelo menos 2 minutos a 40 psi e então pelo tampão de eletroforese capilar por pelo menos 2 minutos a 40 psi entre as injeções.
Procedimento: o eletroferográfico da solução padrão e da solução amostra utilizando uma injeção de 30 segundos a 0,7 psi no final anódico do capilar e registrar os eletroferogramas. O eletroferograma da solução de adequação do sistema é similar ao da solução padrão e não exibe um pico agudo diferenciado em menos de um minuto na frente do pico principal da heparina.
D. Cumpre as exigências do teste de chama para sódio. (V.3.1.1-5).
ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19). 5,0 a 8.0. Determinar em solução aquosa a 1% (p/V).

Proteínas. Adicionar 5 gotas de ácido tricloroacético a 20% (p/V) em 1 ml de solução aquosa da amostra a 1% (p/V). Não deve haver formação de precipitado ou turbidez.

Metais pesados. (V.3.2.3-Método I). No máximo 0,003%.

Perda por dessecação (V.2.9). Determinar em estufa a vácuo a 60 oC, por 3 horas. No máximo 5%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). No mínimo 28% e, no máximo, 41%.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Substâncias vasodepressoras (V.5.1.4). Cumpre o teste. Injetar 1 ml/kg, empregando solução da amostra contendo 5000 UI de heparina sódica por ml em água para injetáveis.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No máximo 0,03 UE/UI de heparina.
ENSAIO BIOLÓGICO

ATIVIDADE ANTI-FATOR XA

Tampão tris (hidroximetil) aminometano e EDTA pH 8,4: dissolver 10,24 g de cloreto de sódio, 6,6 g de tris(hidroximetil)aminometano e 2,8 g de EDTA dissódico em água. Se necessário, ajustar o pH para 8,4 com solução diluída de ácido clorídrico ou hidróxido de sódio.
Solução antitrombina SR: reconstituir o conteúdo de uma ampola contendo antitrombina com água (ou conforme recomendado pelo fabricante). Diluir com tampão tris(hidroximetil)aminometano e EDTA pH 8,4 de modo a obter solução a 1 UI de antitrombina por ml. Solução de fator Xa bovino: reconstituir o conteúdo de uma ampola contendo fator Xa bovino com água (ou conforme recomendado pelo fabricante). Diluir a solução obtida em tampão pH 8,4, de modo a obter uma solução com valores de absorbância entre 0,65 e 1,25 medidas em 405 nm, quando testadas conforme descrito abaixo, mas utilizando 30 uL de tampão pH8,4 ao invés de 30 uL de solução padrão ou solução amostra.
A solução de fator Xa contem 3 unidades nano catalíticas por ml, mas pode variar dependendo do fabricante do factor Xa ,ou o substrato utilizado.
Solução de substrato cromogênico:

Preparar uma solução cromogênica adequada para o teste amidolítico (ver Especificações de reagentes em reagentes, indicadores e Soluções) específico para fator Xa em água para obter uma concentração de cerca de 1mM.

Solução de Parada: Preparar uma solução 20% (v/v) de ácido acético em água.

Solução amostra: dissolver quantidade exata da amostra de heparina sódica em tampão pH 8,4e diluir com o mesmo para obter soluções contendo atividades aproximadamente iguais às Soluções Padrão.

Solução padrão: utilizar padrão oficial de heparina. Pode ser utilizada outra preparação, cuja potência tenha sido calibrada frente ao padrão oficial. Reconstituir o conteúdo da ampola de heparina padrão oficial em água e misturar levemente até completa dissolução. Preparar diluições em solução tampão pH 8,4, de forma aobter de cinco até sete soluções contendo atividades conhecidas de 0,375; 0,3125; 0,25; 0,188; 0,125; 0,0625 e 0,0313 em unidades de heparina por ml. 

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realização do ensaio em tubos ou microplacas, mantendo a relação entre os volumes. Executar o teste com cada solução padrão e solução teste em duplicata. Para cada série de tubos plásticos em banho-maria a 37º C, transferir 120uL de tampão 8.4. Separadamente transferir 30uL de diferentes diluições de soluções padrão ou de soluções amostra aos tubos, Adicionar 150uL , para cada tubo, misturar e incubar por dois minutos. 
Adicionar 300uL de solução substrato cromogênico, pré aquecido a 37C por 15 minutos. Adicionar 150 uL de solução de parada em cada tubo e misturar, Preparar o branco para zerar o espectrofotômetro adicionando os reagentes em ordem inversa , começando com solução de parada e terminando com a adição de 150 uL de Tampão pH 8,4, e excluindo as soluções padrão ou as soluções amostra. Registrar a absorbância medida em 405 nm contra o branco.
CÁLCULOS: Construir um gráfico dos valores das absorbâncias das soluções padrão e as soluções amostra contra as concentrações de heparina em unidades. Construir retas separadas de melhor ajuste utilizando análise de regressão linear dos mínimos quadrados para as soluções padrão e as soluções amostra e determinar a inclinação de cada reta de regressão. Calcular a potência da heparina sódica pela formula:

[image: image6.jpg]



No qual P é a potência do Padrão de referência da heparina sódica, SA e SP são as inclinações das retas a partir das soluções amostra e das soluções padrão, respectivamente. Expressar a potência do Anti-Fator Xa da solução amostra como uma porcentagem da concentração de heparina determinada no Ensaio. Calcular a porcentagem de Atividade de anti-fator Xa contra a atividade anticoagulante pela formula:
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ENSAIO
Preparação do padrão: determinar por um teste preliminar se necessário, aproximadamente, a quantidade mínima de padrão de referência de heparina sódica a qual, quando adicionada em 0,8 ml de salina, mantém a fluidez em 1 ml de plasma preparado por 1 hora após adição de 0,2 mL de solução de cloreto de cálcio (1 em 100). Esta quantidade fica geralmente entre 1 e 3 unidades de heparina. No dia do ensaio preparar as soluções padrão de forma a conter em cada 0,8 ml de salina, a quantidade acima determinada do Padrão de referência.
Preparação da amostra: dissolver cerca de 25 mg de heparina, exatamente pesada, em quantidade suficiente de salina a fim de se obter a concentração de 1 mg/mL e diluir quantitativamente para a concentração estimada para corresponder a aquela de Preparação padrão. Preparação do plasma: coletar o sangue de ovelha diretamente no frasco contendo solução de citrato de sódio 8% na proporção de 1 volume para cada 19 volumes de sangue ser coletado. Misturar imediatamente, agitando e invertendo gentilmente o frasco. Imediatamente centrifugar o sangue e juntar o plasma de diferentes frascos. Para cada 1 mL de plasma em um tubo limpo adicionar 0,2 mL de solução de cloreto de cálcio (1 em 100 ) e misturar. Considerar o plasma adequado para a utilização se um coágulo sólido se formar dentro de 5 minutos. Estocar o plasma para uso futuro, subdividir o lote em porções não maiores que 100 mL de volume, congelar e evitar descongelamento parcial antes da utilização. Para utilização no ensaio, aquecer o plasma congelado em banho-maria numa temperatura que não exceda os 37ºC. Remover o material particulado do plasma descongelado por filtração.
Procedimento: em tubos de 13X100 mm, meticulosamente limpos, adicionar quantidades de preparação padrão, selecionar os valores para que o maior não exceda 0,8 mL e para que eles correspondam aproximadamente a uma série geométrica na qual cada etapa é de aproximadamente 5% maior do que o imediatamente inferior. Em cada tubo adicionar salina suficiente para obter o volume total de 0,8 mL. Adicionar 1,0 mL do plasma preparado a cada tubo. Em seguida adicionar 0,2 mL de solução de cloreto de cálcio (1 em100), anote o tempo, inserir imediatamente uma rolha apropriada em cada tubo e misturar o conteúdo, invertendo três vezes de modo a que toda a superfície interna do tubo esteja úmida.
Da mesma forma, estabelecer uma série usando a preparação da amostra, completando todo processo de preparação e mistura de ambos os tubos da preparação padrão e os de preparação da amostra dentro de 20 minutos após a adição do plasma preparado. Uma hora, exatamente marcada, após a adição do cloreto de cálcio a 1% (p/V) determinar, por observação, a extensão do coágulo em cada tubo.Identificando três graus (0,25;0,50;0,75) entre o zero (0,00) e a coagulação total (1,00 ). Se a série não apresentar dois tubos com graduação acima de 0,50 e dois tubos abaixo de 0,50, repetir o ensaio usando soluções do padrão e da amostra co concentração modificada.
CÁLCULOS

Transformar em logaritmos os volumes da preparação padrão usados em 5 ou 6 tubos que constituem a série , de modo que b, pelo menos dois tubos apresentem graus de coagulação menores que 0,5 e pelo menos dois iguais ou maiores que 0,5. Confeccionar tabela correlacionando os tubos numerados consecutivamente com o grau de coagulação observado. Denominar x os logaritmos dos volumes utilizados e y os graus de coagulação correspondentes. Calcular as médias emparelhadas xi e yi dos tubos 1,2e3, dos tubos 2,3 e4, dos tubos 3,4e5e, quando a série consistir de 8 tubos, dos tubos 6,7 e8, e assim sucessivamente. Se para um destes pares de médias o grau de coagulação médio yi for exatamente 0,50 , o correspondente xi é a mediana logaritmo do volume da preparação padrão xp Caso isto não ocorra, calcular o xp a partir dos valores emparelhados de yi, xi e yi+1,xi+1 que ocorram imediatamente abaixo e acima do grau 0,5, como:
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A partir dos dados emparelhados obtidos nos tubos da amostra, calcular do mesmo modo a mediana do logaritmo do volume Xa, O logaritmo da potencia da amostra é:
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Onde R =vP /vU é a razão de unidades de heparina (vP 0 por mL de Preparação Padrão a mg (vA ) de heparina sódica por ml de preparação amostra. Repetir o teste independentemente e calcular a média de dois ou mais valores de M para obter M. Se a segunda determinação de M diferir de mais de 0,05 a partir da primeira determinação, realizar outros testes até que o logaritmo do intervalo de confiança, calculado conforme intervalo de confiança calculado conforme intervalos de confiança para os testes individuais em Design e análise de Ensaios biológicos (111) não exceda 0,20. A potencia da Heparina Sódica em unidades de Heparina por mg :
[image: image10.jpg]P=antilogh!.




DETERMINAÇÃO DA POTÊNCIA

Proceder conforme descrito em Ensaio biológico de heparina (V.5.2.6), utilizando o Método A, ou, alternativamente, o Método B.
DOSEAMENTO

Nitrogênio (V.3.4.2 – Método I). No mínimo 1,3% e, no máximo, 2,5% de nitrogênio, calculado em relação à substância dessecada. Sódio (V.2.13 – Método I). 9,5% a 12,5% de sódio determinado conforme descrito em Espectrofotometria de absorção atômica.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente.
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.
CLASSE TERAPÊUTICA

Anticoagulante.
HEPARINA SÓDICA SOLUÇÃO INJETÁVEL
Solução estéril de heparina sódica em água para injetáveis. A potência é de, no mínimo, 90,0% e, no máximo, 110,0% da potência declarada de heparina sódica.
IDENTIFICAÇÃO
A. Cumpre as exigências do ensaio.

B. Examinar por espectrometria de ressonância magnética nuclear (RMN-H1).

C. Examinar por eletroforese capilar (novo método geral).

D. Teste de chama para sódio (v.3.1.1). Cumpre o teste.
CARACTERÍSTICAS
Determinação de volume (V.1.2). Cumpre o teste.

pH (V.2.19). 5,0 a 8,0

TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No máximo 0,03 UE/UI de heparina.

Substâncias vaso depressoras (V.5.1.4). Cumpre o teste.

POTÊNCIA ANTI-FATOR Xa Proceder conforme descrito em Potência anti-fator Xa na monografia de Heparina sódica. No mínimo, 90% e, no máximo, 110%.
DETERMINAÇÃO DA POTÊNCIA

Proceder conforme descrito em Ensaio biológico de heparina (V.5.2.6), utilizando o Método A, ou, alternativamente, o Método B. 
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes para dose única ou multidose, em vidros tipo I.
ROTULAGEM

Observar a legislação vigente.
HIDRASTE

Hydrastidis radix

Hydrastis canadensis L. – RANUNCULACEAE
A droga vegetal consiste de rizomas e raízes, dessecados e fragmentados, contendo, no mínimo, 2,5% de hidrastina, base seca, e no mínimo, 3,0% de berberina, base seca.
CARACTERES ORGANOLÉPTICOS

A droga tem odor fraco e sabor fortemente amargo.
DESCRIÇÃO MACROSCÓPICA

O rizoma cresce horizontal ou obliquamente e sustenta numerosas e pequenas ramificações, além das raízes adventícias. O rizoma é cilíndrico, tortuoso, muitas vezes dilatado, enrugado longitudinalmente, com 1 cm a 6 cm de comprimento e 0,2 cm a 1,0 cm de diâmetro; externamente é castanho-amarelado ou castanhoacinzentado e internamente amarelo-claro no centro a amarelo-esverdeado próximo à margem. Externamente é marcado por numerosas cicatrizes, mais ou menos circulares, provenientes da queda dos caules, e outras

menores, da queda dos brotos e raízes. As raízes, originadas nas superfícies ventral e lateral, são numerosas, filiformes, com 0,1 cm de diâmetro e 3,5 cm de comprimento, curvadas, retorcidas, frágeis, facilmente separáveis e destacáveis, de coloração semelhante à do rizoma.
DESCRIÇÃO MICROSCÓPICA

O rizoma mostra, da periferia para o centro, os seguintes tecidos: fragmentos de súber castanhoamarelados, compostos de células poligonais em vista frontal, com paredes finas e lignificadas; fragmentos, em secção transversal, freqüentemente com massa irregular de material castanho granular, que na sua parte externa pode obscurecer as células do súber. Parênquima cortical com cerca de 25 camadas de células, de paredes finas, poligonais a arredondadas, em secção transversal e alongadas em secção longitudinal, contendo grãos de amido e massas amareladas. Os grãos de amido são, na maioria, simples, podendo também apresentar 2, 3 ou 4 componentes. As células da região externa deste parênquima têm paredes espessadas com aparência das de um colênquima. A seguir, observa-se um círculo de 12 a 20 feixes vasculares colaterais, separados por largas fileiras de células parenquimáticas de coloração alaranjado-amarelada a amareloesverdeada.
O xilema é constituído de elementos de vaso pequenos, dos tipos helicoidal, pontoado e reticulado (mais raro), com placa de perfuração em paredes terminais oblíquas. A parte central é ocupada por um amplo parênquima medular. O corte transversal da raiz mostra uma epiderme formada por uma única camada de células, castanho-amareladas, com paredes externas suberificadas. Essas em vista frontal são mais alongadas e irregulares do que aquelas do rizoma, algumas dão origem a tricomas. O parênquima cortical, de células de

paredes espessadas, contém amido. A endoderme possui células de paredes ligeiramente lignificadas; nas raízes jovens, em secção tangencial, as células mostram-se alongadas, de paredes finas e marcadamentesinuosas. O sistema vascular apresenta de 2 a 6 arestas do xilema, alternadas com o floema. A medula consiste de uma pequena área central de células parenquimáticas, pouco evidentes.
DESCRIÇÃO MICROSCÓPICA DO PÓ

O pó atende a todas as exigências estabelecidas para a espécie, menos os caracteres macroscópicos. São características: cor amarelada a amarelo-esverdeada; abundantes grãos de amido esféricos, isolados ou reunidos em grupos de dois, três ou quatro componentes; fragmentos de parênquima contendo grãos de amido; poucos fragmentos do súber castanho-amarelado, composto de células poligonais em vista frontal, e, em vista transversal, mostrando massas irregulares de substância granular castanho-escuro sobre o lado externo do súber; fragmentos de tecido vascular, contendo elementos de vaso com pontoações areoladas, alguns com espessamento helicoidal, infreqüentes fibras do xilema, de 200 μm a 300 μm de comprimento, de paredes delgadas e poros simples; fragmentos ocasionais da endoderme; numerosas massas esféricas a ovóides, de substância granular castanho-alaranjada, dispersas por todo o pó. O pó não contém cristais de oxalato de cálcio nem células esclerificadas (esclereídes).
IDENTIFICAÇAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (V.2.17.1), utilizando cromatoplaca de sílica-gel GF254, com espessura de 250 μm, como fase estacionária, e n-propanol-ácido fórmico-água (90:1:9), como fase móvel. Aplicar, separadamente, em forma de banda 15 μl a 20 μl da solução amostra e 3 μl a 5 μl da solução referência, preparadas como descrito a seguir.
Solução amostra: extrair 0,5 g da droga pulverizada com 15 ml de etanol a 60% sob agitação magnética durante 15 minutos. Filtrar. Repetir a operação duas vezes e reunir os extratos. Concentrar sob vácuo até volume de cerca de 5 ml. Ajustar o resíduo a 10 ml.
Solução referência: solução recentemente preparada de cloridrato de hidrastina e cloridrato de berberina a 0,l% (p/V) em etanol a 60%. Desenvolver o cromatograma em percurso de cerca de 10cm. Após secagem da placa ao ar, examiná-la sob luz ultravioleta (365 nm). Em seguida revelar com reagente de Dragendorff e examiná-la novamente. O cromatograma apresenta mancha de fluorescência amarelo vivo na mesma altura que a obtida com a solução referência de berberina (Parte inferior da cromatoplaca) e uma segunda mancha, abaixo da berberina, apresentando fluorescência azul-escuro, na mesma altura que a obtida com a solução referência de hidrastina. Ainda, uma mancha de fluorescência azul escuro e outra de coloração azul claro vivo, podem ser observadas. Após revelação com Dragendorff, manchas de coloração amareladas são observadas.
B. Adicionar 5 ml de diclorometano a 1 g da droga pulverizada e deixar em maceração durante 1 hora, com agitação ocasional. Filtrar. Evaporar o filtrado. Adicionar ao resíduo 1 ml de ácido sulfúrico e um cristal de molibdato de amônio, que se cora de azul intenso, caracterizando a presença de hidrastina.
ENSAIOS DE PUREZA
Matéria estranha (V.4.2.2). No máximo 2%.

Determinação de água (V.4.2.3). No máximo 10%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No máximo 8%.
DOSEAMENTO
Proceder conforme descrito em Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). Utilizar cromatógrafo provido de detector de ultravioleta a 235 nm; pré-coluna contendo fase reversa C-18 endcapped e coluna analítica de 75 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno, empacotada com C-18 endcapped (3,5 μm); vazão da fase móvel de 0,30 ml/min. Volume injetado: 10 μl.

Eluente : 0,05 M de fosfato monobásico de potássio/ acetonitrila 73/27 (v/v)

Solução padrão: dissolver 10 mg de cloridrato de hidrastina R e 10 mg de cloreto de berberina R em metanol R e avolumar para 25 ml com o mesmo solvente (solução A). Diluir 1 ml da solução A para balão volumétrico de 25 ml utilizando metanol como solvente (solução B).
Conformidade do sistema cromatográfico: injete a mistura de padrão (solução B) nas condições cromatográficas descritas, a hidrastina elui antes da berberina. Calcule a resolução cromatográfica entre os picos. A resolução deve ser no mínimo 1,5 entre os picos da hidrastina e berberina.
Solução amostra: num balão de fundo redondo de 100 ml contendo 1,000g da amostra pulverizada junte 50 ml de solução de amônia 10 ml/l em álcool R. Aqueça à ebulição com refluxo durante 30 min. Deixe esfriar à temperatura ambiente e filtre em algodão hidrófilo recolhendo o filtrdo em um erlenmeyer. Junte o algodão hidrófilo ao resíduo contido o balão de fundo redondo e repita a extração por 2 vezes com 30 ml da solução de amônia 10ml/l em álcool R de cada vez, aquecendo com refluxo durante 10 min e filtrando em algodão para o mesmo erlenmeyer utilizado anteriormente. Filtre em papel de filtro os filtrados reunidos no erlenmeyer para um balão de fundo redondo de 250 ml, lave o balão e o papel de filtro com 20 ml da solução de amônia 10 ml/l em álcool R. Evapore o filtrado à secura a pressão reduzida em banho a 55°C. Dissolva o resíduo em 50 ml da fase móvel. Dilua 1:50 ml na fase móvel, filtre em membrana de 0,45 μm e injete no cromatógrafo.
Curva de calibração: diluir 2,0 ml da solução padrão A em balão volumétrico de 25 ml completando o volume com a fase móvel. Alíquotas de 1, 2, 3, 5 e 7 ml são diluídas na fase móvel para 10 ml, obtendo-se as concentrações de 3,2; 6,4; 9,6; 16,0 e 22,4 μg/ml para cloridrato de hidrastina e cloreto de berberina. Filtrar as soluções em membrana de 0,45 μm e injetar no cromatógrafo.
Procedimento: injetar, separadamente 10 μl das soluções padrão e amostra e obter as áreas

correspondentes aos picos de hidrastina e berberina. O tempo de retenção relativo é cerca de 8,2 minutos para a hidrastina e 10,8 minutos para a berberina. Calcular o teor de hidrastina e berberina na amostra a partir da equação da reta obtida com as curvas de calibração do cloridrato de hidrastina e cloreto de berberina. O resultado é expresso pela média das determinações em gramas de hidrastina e berberina, separadamente, por 100 gramas da droga considerando a determinação de água.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente bem-fechado, ao abrigo da luz e calor.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A HEPATITE A

Immunoglobulinum Humanum Hepatitidis A
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra a hepatite A é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma proveniente de doadores selecionados contendo anticorpos contra o vírus da hepatite A. Pode ser adicionada a ela a imunoglobulina humana normal.
A imunoglobulina humana contra o vírus da hepatite A satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a hepatite A é avaliada por comparação com a atividade de uma preparação de referência aferida em unidades internacionais, por meio de um ensaio com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos imunoquímico). A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação de referência internacional da imunoglobulina humana contra a hepatite A. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde.
A atividade indicada não é inferior a 600 U.I. por mililitro, nem inferior à atividade indicada. Os limites de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. No rótulo indica-se o número de unidades internacionais por recipiente.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A HEPATITE B

Immunoglobulinum Humanum Hepatitidis B
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra a hepatite B é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, imunoglobulina humana contra a hepatite B principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma proveniente de doadores selecionados contendo anticorpos contra o vírus da hepatite B. Pode ser adicionada a ela imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana contra o vírus da hepatite B satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a hepatite B é avaliada por comparação com a atividade de uma preparação de referência aferida em Unidades Internacionais, por meio de um ensaio com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos imunoquímico). A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação de referência internacional da imunoglobulina humana contra a hepatite B. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência é indicada pela Organização Mundial de Saúde. A atividade indicada não é inferior a 100 U.I. por mililitro, nem inferior à atividade indicada.
Os limites de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.

CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. No rótulo indica-se o número de Unidades Internacionais por recipiente.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A HEPATITE B PARA USO INTRAVENOSO

Immunoglobulinum Humanum Hepatitidis B ad Usum Intravenosum
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra a hepatite B para uso intravenoso é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. É obtida a partir do plasma proveniente de doadores portadores de anticorpos específicos contra o antígeno de superfície da hepatite B. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal para administração por via intravenosa. A imunoglobulina humana contra a hepatite B para uso intravenoso satisfaz as exigência estabelecida na monografia Imunoglobulina Humana Normal para Administração por Via Intravenosa exceto no que se refere ao número mínimo de doadores, ao teor mínimo em proteínas totais e ao limite de osmolalidade.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a hepatite B para administração por via intravenosa é avaliada por comparação do título em anticorpos da amostra com a atividade de uma preparação de referênciaaferida em Unidades Internacionais, por meio de um imunodoseamento com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos imunoquímico). A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação internacional de referência da imunoglobulina da hepatite B. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde. A atividade indicada não é inferior a 50 U.I. por mililitro. A atividade determinada não é inferior à atividade indicada. Os limites de confiança (P=0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal para Administração por Via Intravenosa.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal para Administração por Via Intravenosa. No rótulo indica-se o número mínimo de Unidades Internacionais por recipiente.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A RAIVA

Immunoglobulinum Humanum Rabicum
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra a raiva é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma proveniente de doadores portadores de anticorpos específicos contra a raiva. Pode ser adicionada a ela a imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana contra a raiva satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a raiva é avaliada por comparação entre a dose necessária para neutralizar o poder infeccioso do vírus da raiva e a dose de uma preparação de referência aferida em Unidades Internacionais necessária para assegurar o mesmo grau de neutralização (Métodos imunoquímico).
Realizar a aferição em culturas celulares sensíveis e revelar a presença do vírus não neutralizado por imunofluorescência. A Unidade Internacional corresponde à atividade neutralizante específica para o vírus da raiva de uma determinada quantidade de uma preparação de referência internacional de imunoglobulina humana contra a raiva. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde.
Realizar a aferição em células sensíveis apropriadas. Utilizar a linha celular BHK 21, multiplicada no meio de cultura descrita a seguir, e submeter entre 18 a 30 passagens a partir do lote semente do ATCC. Recolha as células após uma incubação de 2 a 4 dias. Tratar as células com tripsina. Preparar uma suspensão de 500 000 células por mililitro (suspensão de células). Para aumentar a sensibilidade das células junte, se necessário, 10 minutos antes da utilização desta suspensão, 10 μg de dietilaminoetildextrano por mililitro.
Utilizar uma cepa de vírus fixa multiplicada em células sensíveis, por exemplo, a cepa CVS adaptada à cultura na linha celular BHK 21 (suspensão-mãe do vírus). Titular a suspensão-mãe do vírus do seguinte modo:
Preparar uma série de diluições da suspensão do vírus. Em placas com câmaras para culturas celulares (8 câmaras por placa), distribuir 0,1 ml de cada diluição. Juntar 0,1 ml do meio de cultura e 0,2 ml da suspensão de células. Incubar a 37°C em atmosfera de dióxido de carbono, durante 24 horas. Fixar, core por imunofluorescência e realizar os cálculos segundo as indicações descritas a seguir. Determinar o título da suspensão-mãe do vírus e preparar uma diluição de trabalho do vírus correspondente a 100 DICC50 por 0,1 ml.
Em cada ensaio verificar a quantidade do vírus realizando uma titulação controle: a partir da diluição correspondente a 100 DICC50 por 0,1 ml, realizar 3 diluições sucessivas de razão 10. Distribuir respectivamente 0,1 ml de cada diluição em 4 câmaras contendo 0,1 ml do meio de cultura e juntar 0,2 ml da suspensão de células. O ensaio só é válido se o título se situar entre 30 e 300 DICC50.
Diluir a preparação de referência com meio de cultura não suplementar até à concentração de 2 U.I. por mililitro (diluição-mãe de referência e conservar a uma temperatura inferior a -80°C). Preparar 2 pré-diluições apropriadas (1/8 e 1/10) da diluição-mãe de referência de modo que a diluição da preparação de referência que reduz de 50% o número de campos fluorescentes na placa de cultura celular se encontre entre as 4 diluições.
Juntar 0,1 ml de meio a cada câmara, exceto na 1ª de cada uma de 2 filas às quais se junta, respectivamente, 0,2 ml das 2 pré-diluições da diluição-mãe de referência e a seguir transfirir 0,1 ml sucessivamente para as outras câmaras.
Diluir a amostra a 1/100 com meio de cultura não suplementado (diluição-mãe de imunoglobulina) para reduzir ao mínimo os erros devidos à viscosidade da preparação não diluída. Prepare 3 pré-diluições apropriadas da diluição-mãe de imunoglobulina de modo que a diluição da amostra que reduz de 50% o número de campos fluorescentes na placa de cultura celular se encontre entre as 4 diluições.

Juntar 0,1 ml de meio a cada câmara, exceto na 1ª de cada uma de 3 filas às quais se adiciona respectivamente 0,2 ml das 3 pré-diluições da diluição-mãe de imunoglobulina. Preparar uma série de diluições de razão 2 transferindo 0,1 ml sucessivamente para as outras câmaras.
A todas as câmaras contendo as diluições da preparação de referência e as diluições da amostra, juntar 0,1 ml da suspensão de vírus correspondente a 100 DICC50 por 0,1 ml (diluição de trabalho), agitar manualmente e deixar em repouso a 37°C em atmosfera de dióxido de carbono durante 90 minutos, juntar 0,2 ml da suspensão de células agitar manualmente e deixe em repouso a 37°C em atmosfera de dióxido de carbono durante 24 horas. Após 24 horas eliminar o meio e retirar as paredes de plástico.
Lavar as câmaras monocelulares com solução tampão salina de fosfato de pH 7,4, e depois com uma mistura de 20 volumes de água e 80 volumes de acetona e fixe durante 3 minutos com uma mistura de 20 volumes de água e 80 volumes de acetona a -20°C. Espalhar nas lâminas o conjugado fluorescente de soro anti-rábico pronto a ser utilizado.
Deixar em repouso durante 30 minutos a 37°C numa atmosfera com uma umidade muito elevada. Lavar com solução tampão salina de fosfato de pH 7,4 e secar. Examinar 20 campos de cada câmara com uma ampliação de 250 vezes com um microscópio equipado para leitura com fluorescência. Registrar o número de campos contendo, no mínimo, 1 célula fluorescente. Verificar a dose do vírus de prova utilizado na placa para a titulação do vírus e determinar a diluição da preparação de referência e da amostra que reduz de 50% o número

de campos fluorescentes realizando os cálculos para o conjunto das 2 ou 3 diluições, por meio de uma análise de probabilidade iterativa. O ensaio só é válido quando a análise estatística demonstrar uma inclinação significativa da curva dose/efeito e não revelar desvio da linearidade ou do paralelismo.
A atividade indicada é, no mínimo, de 150 U.I. por mililitro. A atividade determinada não é inferior, nem superior a 2 vezes à atividade indicada. Os limites de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.
MEIO DE CULTURA PARA O CRESCIMENTO DAS CÉLULAS

BHK 21

Os meios comercializados com uma composição ligeiramente diferente daquela que se indica podem igualmente ser utilizado.

Cloreto de sódio 6,4 g

Cloreto de potássio 0,40 g

Cloreto de cálcio anidro 0,20 g

Sulfato de magnésio heptahidratado 0,20 g

Dihidrogenofosfato de sódio monohidratado 0,124 g

Glicose monohidratada 4,5 g

Nitrato férrico monohidratado 0,10 mg

Cloridrato de L-arginina 42,0 mg

L-cistina 24,0 mg

L-histidina 16,0 mg

L-isoleucina 52,0 mg

L-leucina 52,0 mg

Cloridrato de L-lisina 74,0 mg

L-fenilalanina 33,0 mg

L-treonina 48,0 mg

L-triptofano 8,0 mg

L-tirosina 36,0 mg

L-valina 47,0 mg

L-metionina 15,0 mg

L-glutamina 0,292 g

I-inositol 3,60 mg

Cloreto de colina 2,0 mg

Ácido fólico 2,0 mg

Nicotinamida 2,0 mg

Pantotenato de cálcio 2,0 mg

Cloridrato de piridoxal 2,0 mg

Cloridrato de tiamina 2,0 mg

Riboflavina 2,0 mg

Vermelho de fenol 15,0 mg

Bicarbonato de sódio 2,75 g

Água q.s.p. 1000 ml

Adicione ao meio o seguinte suplemento:

Soro fetal de vitela (aquecido durante 30 minutos a 56°C) 10 %

Caldo triptose fosfato 10 %

Benzilpenicilina sódica 60 mg/litro

Estreptomicina 0,1 g/litro

CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. No rótulo indica-se o número de Unidades Internacionais por recipiente.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A RUBÉOLA

Immunoglobulinum Humanum Rubellae
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra a rubéola é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma contendo anticorpos específicos contra o vírus da rubéola. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana contra a rubéola satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a rubéola é avaliada por comparação com a atividade de uma preparação de referência aferida em Unidades Internacionais, por meio de um ensaio apropriado de inibição de hemaglutinação. A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação de referência internacional de soro humano contra a rubéola. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde. A atividade indicada não é inferior a 4500 U.I. por mililitro. Os limites de confiança (P=0,95) da atividade

determinada não são inferiores a 50 %, nem superiores a 200 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.

ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. No rótulo indica-se o número de Unidades Internacionais por mililitro.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A VARICELA

Immunoglobulinum Humanum Varicellae
A imunoglobulina humana contra a varicela é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma contendo anticorpos específicos contra o Herpesvírus varicellae.
Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana contra varicela satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores, ao teor mínimo em proteínas totais e, nos casos autorizados, ao ensaio dos anticorpos contra o antígeno de superfície da hepatite B.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a varicela é avaliada por comparação com a atividade de uma preparação de referência aferida em Unidades Internacionais, por meio de um ensaio com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos imunoquímico). A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação de referência internacional da imunoglobulina humana contra a varicela.
A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde. A atividade determinada não é inferior a 100 U.I. por mililitro, nem inferior à atividade indicada. Os limites de confiança (P=0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. O rótulo deve conter a indicação do número de unidades internacionais contido no frasco.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA O SARAMPO

lmmunoglobulinum Humanum Morbillicum
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra o sarampo é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma contendo anticorpos específicos contra o vírus do sarampo. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana contra o sarampo satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
ATIVIDADE

A atividade da preparação líquida ou da preparação liofilizada reconstituída segundo as indicações contidas no rótulo é, no mínimo, de 50 U.I. de anticorpos neutralizantes do vírus do sarampo por mililitro.

A atividade é avaliada por comparação entre o título em anticorpos da amostra e de uma preparação de referência aferida em unidades internacionais, utilizando 1 dose de prova de vírus do sarampo em cultura celular apropriada.
A Unidade Internacional corresponde à atividade neutralizante específica para o vírus do sarampo de uma determinada quantidade da preparação internacional de referência do soro humano do sarampo.
A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde. Preparar diluições seriadas da amostra e da preparação de referência. Misturar volumes iguais de cada diluição e de uma suspensão de vírus do sarampo contendo cerca de 100 DICC50 em 0,1 ml. Incubar estas misturas ao abrigo da luz a 37°C durante 2 horas. Utilizar, no mínimo, 6 culturas celulares para cada mistura e inocular 0,2 ml da mistura por cultura. Incubar, pelo menos, durante 10 dias. Examinar as culturas quanto ao desenvolvimento do vírus.
Determinar a atividade comparando a diluição que contém a menor quantidade da amostra que tenha neutralizado o vírus com a da preparação de referência que manifeste idêntica atividade. Calcular a atividade da amostra em Unidades Internacionais de anticorpos neutralizantes do vírus do sarampo por mililitro.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. No rótulo indica-se o número de Unidades Internacionais por recipiente.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA O TÉTANO

Immunoglobulinum Humanum Tetanicum
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra o tétano é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. É obtida a partir do plasma contendo anticorpos específicos contra a toxina do Clostridium tetani. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana contra o tétano satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
PRODUÇÃO

Durante a produção é conveniente ser estabelecida uma relação satisfatória entre a atividade determinada por imunodoseamento como descrito em ATIVIDADE e a atividade determinada pelo ensaio abaixo descrito em Atividade antitóxica em camundongos.
DOSEAMENTO

Atividade antitóxica em camundongos.
 Avaliar a atividade pela determinação da dose que permite assegurar a proteção de camundongos contra os efeitos paralisantes de uma determinada dose de toxina tetânica. Esta dose é comparada com uma preparação de referência de uma imunoglobulina humana tetânica aferida em unidades internacionais, necessária para assegurar a mesma proteção. A Unidade Internacional de antitoxina corresponde à atividade neutralizante específica relativamente à toxina tetânica contida numa determinada quantidade do padrão internacional constituído pela imunoglobulina humana liofilizada. A correspondência entre a Unidade Internacional e o padrão internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde. A imunoglobulina humana contra o tétano é aferida em Unidades Internacionais por comparação com o padrão internacional.
Escolha dos animais. Utilizar camundongos com peso compreendido entre 16 e 20 g.

Preparação da toxina de teste. Preparar a toxina de teste por um método apropriado a partir do filtrado estéril de uma cultura de C. tetani em meio líquido. Os 2 métodos abaixo referidos são dados a título de exemplo, mas qualquer outro método apropriado pode ser utilizado.
(1) Ao filtrado de uma cultura de cerca de 9 dias, juntar 1 a 2 volumes de glicerina e conservar a mistura no estado líquido a uma temperatura ligeiramente inferior a 0°C.

(2) Precipitar a toxina por adição à cultura de sulfato de amônio, secar o precipitado sob vácuo em presença de pentóxido de difósforo, pulverizá-lo e conservá-lo seco em ampolas fechadas sob vácuo em presença de pentóxido de difósforo.
Determinação da dose da toxina de teste (dose Lp/10)

Preparar uma solução da preparação de referência em líquido apropriado de modo que contenha 0,5 U.I. de antitoxina por mililitro. Se a toxina for conservada no estado seco, reconstituir usando um líquido apropriado.
Preparar uma série de misturas da solução da preparação de referência e da amostra de modo que cada uma contenha 2,0 ml da solução da preparação de referência e uma quantidade variável da amostra. Completar cada mistura com o mesmo volume final de 5,0 ml utilizando um líquido apropriado. Deixar em repouso e ao abrigo da luz, durante 60 minutos. Utilizar um grupo de 6 camundongos para cada mistura. Injetar a cada um deles, por via subcutânea, 0,5 ml da mistura atribuída ao seu grupo. Manter os camundongos em observação durante 96 horas. Os que forem atingidos por paralisia podem ser sacrificados. A dose de teste da toxina corresponde à quantidade presente em 0,5 ml da mistura contendo a menor quantidade de toxina que provoca, durante o período de observação, a paralisia nos 6 camundongos aos quais foi administrada, apesar de a neutralização parcial devido a preparação de referência.
Determinação da atividade da imunoglobulina
Preparar uma solução da preparação de referência em líquido apropriado de modo que contenha 0,5 U.I. de antitoxina por mililitro. Preparar uma solução da toxina de teste em líquido apropriado de modo que contenha 5 doses por mililitro. Preparar uma série de misturas da solução da toxina de prova e da amostra de modo que contenham cada uma 2,0 ml da solução da toxina de prova e uma quantidade variável da amostra. Completar cada mistura com o mesmo volume final de 5,0 ml com líquido apropriado. Preparar uma segunda série de misturas da solução da toxina de teste e da solução da preparação de referência de modo que contenha cada uma 2,0 ml da solução da toxina de teste e uma quantidade variável da preparação de referência. 
Nesta segunda série, a diluição média da preparação de referência corresponde à mistura que contém 1 U.I. de antitoxina (2,0 ml da solução da preparação de referência). Completar cada mistura com o mesmo volume final de 5,0 ml, utilizando um líquido apropriado. Deixar em repouso as misturas das 2 séries ao abrigo da luz, durante 60 minutos. Utilizar um grupo de 6 camundongos para cada mistura. Injetar a cada um deles por via subcutânea, 0,5 ml da mistura atribuída ao seu grupo. Manter os camundongos em observação durante 96 horas. Os que forem atingidos por paralisia podem ser sacrificados. A mistura contendo a quantidade máxima de imunoglobulina que não protege nenhum camundongo da paralisia corresponde a 1 U.I. Esta quantidade serve para calcular a atividade da imunoglobulina em Unidades Internacionais por mililitro. O ensaio só é válido se todos os camundongos inoculados com a mistura contendo, até , 2,0 ml da solução da preparação de referência forem atingidos por paralisia e se todos os camundongos inoculados com as misturas contendo maiores volumes desta solução não apresentarem sintomas de paralesia.
ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra o tétano é avaliada por comparação do título de anticorpos da amostra e o de uma preparação de referência, aferida em Unidades Internacionais, com o auxílio de um ensaio de imunodoseamento com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos imunoquímico). A imunoglobulina humana contra o tétano é aferida em Unidades Internacionais por comparação com o padrão internacional. A atividade indicada não é inferior a 100 U.I. de antitoxina tetânica por mililitro. A atividade determinada não é inferior à atividade indicada. Os limites de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. O rótulo deve indicar o número de unidades internacionais contido no frasco.
IMUNOGLOBULINA HUMANA NORMAL

Immunoglobulinum Humanum Normale
DEFINIÇÃO

Imunoglobulina humana normal é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo principalmente IgG. Outras proteínas também podem estar presentes. A imunoglobulina humana normal contendo anticorpos IgG pode ser administrada via intramuscular ou via subcutânea. A imunoglobulina humana normal é obtida do plasma humano que cumpre os requisitos da monografia de Plasma Humano para Fracionamento. Não deve ser adicionado antibiótico na preparação.
PRODUÇÃO

O método de preparação deve incluir uma ou mais etapas que demonstrem remover ou inativar agentes infecciosos conhecidos; se substâncias são usadas para inativação viral devera demonstrar que nenhum resíduo presente na preparação final que apresente efeitos adversos nos pacientes tratados com a imunoglobulina. O produto deve demonstrar por meio de testes adequados em animais e avaliação durante os ensaios clínicos serem bem tolerados quando administrados por via intramuscular ou subcutânea. A imunoglobulina humana normal é preparada com pool de plasma de no mínimo 1.000 doadores por um método que deve ter demonstrado resultar num produto que:
- não transmitir infecção;

- concentração de proteínas de 160 g/l, contendo anticorpos de no mínimo 2 agentes (dos quais um viral e um bacteriano) disponíveis pela Preparação de Referencia ou Padrão Internacional, a concentração de cada anticorpo deve ser no mínimo 10 vezes maior que o pool de plasma inicial.

Se a imunoglobulina humana normal for preparada para a administração subcutânea, o método de produção deve demonstrar ter rendimento consistente do produto que cumpre com o teste de função Fc da imunoglobulina. A imunoglobulina humana normal é preparada como uma solução estabilizada, por exemplo, em uma solução de cloreto de sódio 0,9 % (p/V), uma solução de glicina 22,5 g/l ou, se a preparação é uma preparação liofilizada, uma solução de glicina 60 g/l. Preparações multidose deve conter um agente antimicrobiano. Preparações dose única não devem conter agentes antimicrobianos. No produto final a quantidade presente de agentes antimicrobianos ou estabilizadores usados não deve apresentar efeitos nocivos à saúde. A substância deve ser filtrada por meio de filtro de retenção às bactérias (filtração esterilizante). A preparação pode subseqüentemente ser liofilizada e os frascos vedados sob vácuo ou um gás inerte.
A estabilidade da preparação deve ser demonstrada por meio de testes adequados durante o

desenvolvimento do estudo de estabilidade.
IDENTIFICAÇÃO

A. Realizar na amostra ensaios de precipitação com uma gama apropriada de soros específicos de diferentes espécies de animais domésticos. É recomendável que o ensaio seja realizado com soros específicos das proteínas plasmáticas de cada espécie de animal doméstico correntemente utilizado para a preparação de produtos de origem biológica. A imunoglobulina humana normal contém proteínas de origem humana e dá resultados negativos com os soros específicos das proteínas plasmáticas de outras espécies.
B. Realizar na amostra um ensaio de imunoeletroforese segundo técnica apropriada. Usando um antisoro humano normal, comparar o soro humano normal com a amostra diluída de modo a conter 10 g/l de proteínas. O componente principal da amostra corresponde ao componente IgG do soro humano normal, podendo existir outras proteínas plasmáticas em pequenas quantidades. Se a albumina humana foi adicionada como estabilizante, pode ser visto como um composto importante.
CARACTERÍSTICAS

Aspecto - A preparação líquida é clara e a amarelo pálido ou ligeiramente marrom durante a estocagem podendo apresentar uma leve turbidez ou uma pequena quantidade de formação de partículas. A preparação liofilizada é um pó ou solido de massa friável branca ou ligeiramente amarelada.
Para a preparação liofilizada, a reconstituição deve ser de acordo com a rotulagem, imediatamente antes da identificação e outros testes, exceto para solubilidade e água.
Solubilidade. Para a preparação liofilizada, adicionar o volume do diluente de acordo com o rótulo. A preparação dissolve completamente dentro de 20 minutos à temperatura de 20 – 25 °C. pH (V.2.19). 5,0 a 7,2. Diluir a preparação a ser examinada em uma solução de cloreto de sódio 0,9 % (p/V) a uma concentração de proteínas de 10 g/l.
Osmolalidade (número). Não é inferior a 240 mosmol/kg.
DOSEAMENTO

Proteínas totais. Diluir a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até obter uma concentração de cerca de 15 mg de proteínas em 2 ml. Num tubo de centrífuga de fundo redondo introduza 2,0 ml desta solução. Juntar 2 ml de solução de molibdato de sódio a 75 g/l e 2 ml de uma mistura de 1 volume de ácido sulfúrico isento de nitrogênio e 30 volumes de água. Agitar, centrifugar durante 5 minutos. O líquido sobrenadante deve ser decantado permitindo-se que o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Dosar o nitrogênio no resíduo pelo método de determinação de nitrogênio (V.3.4.2). Calcular o teor em proteínas multiplicando a quantidade de nitrogênio por 6,25. O teor em proteínas não é inferior a 100 g/l e não superior a 180 g/l e conter não menos que 90% e nem mais que 100 % da quantidade indicada no rótulo.
Composição protéica. Examinada pela técnica eletroforese de zona. Usar tiras adequadas de acetato de celulose em gel ou agarose gel como meio suporte e solução tampão barbital pH 8,6 como solução eletrolítica. Se o acetato de celulose é o material suporte, o método descrito abaixo pode ser usado. Se o gel de Agarose é usado, e porque ele é normalmente parte do sistema automático, o manual de instrução do fabricante deve ser usado.
Solução da amostra. Diluir a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até uma

concentração de 50 g/l em imunoglobulina. Solução de referência. Reconstituir um padrão de referência para eletroforese de imunoglobulina humana e diluir com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até à concentração de 50 g/l em proteínas. Aplicar na tira 2,5 microlitros da solução teste ou aplicar 0,25 microlitros por mililitro se uma tira mais estreita for usada. Para outras tiras, aplicar da mesma maneira o mesmo volume da solução de referência. 
Aplicar um campo elétrico adequado de forma que a banda de albumina do soro humano aplicada na tira controle migre no mínimo 30 mm. Corar a tira com solução de negro de amido 10 B por 5 minutos. Descolorar com a mistura de 10 volumes de ácido acético glacial e 90 volumes de metanol de forma que o fundo esteja livre de coloração. Desenvolver a transparência das tiras com a mistura de 19 volumes de ácido acético glacial e 81 volumes de metanol. Medir a absorbância da banda em instrumentos de resposta linear e comprimento de onde 600 nm. Calcular o resultado da média de 3 medidas de cada banda.
Sistema adequado. Um eletroforetograma obtido com solução teste de acetado de celulose ou gel de agarose, a mobilidade da proteína não deve ser maior que 10% da banda protéica principal.
Distribuição do tamanho molecular. Proceder por cromatografia líquida (V.2.17.4).

Solução teste. Diluir a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até concentração apropriada ao sistema cromatográfico utilizado. A faixa de concentração de 4 – 12 g/l e a injeção de 500 – 600 microgramas de proteínas é normalmente adequada.
Solução referência. Diluir o padrão de imunoglobulina humana com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até obter uma concentração em proteínas igual à da solução teste.

A cromatografia pode ser realizada utilizando:

Coluna: – uma coluna de 0,6 m de comprimento e 7,5 mm de diâmetro interno ou 0,3 m de comprimento por 7,8 mm de diâmetro interno;

- fase estacionária: sílica gel hidrofílica para cromatografia, de um grau adequado para fracionamento de proteínas globulares com massa molecular relativa entre 10.000 e 500.000.

Fase móvel: dissolver 4,873 gramas de hidrogenofosfato dissódico dihidratado, 1,741 gramas de dihidrogenofosfato sódico monohidratado, 11.688 gramas de cloreto de sódio e 50 mg de azida sódica em um litro de água.

Faixa de fluxo: 0,5 ml/minuto.

Detecção: espectro fotômetro a 280nm. No cromatograma obtido com a solução referência o pico principal corresponde ao monômero de IgG e a um pico correspondente ao dímero com retenção relativa do pico principal 0,85. Identificar o pico no cromatograma obtido com a solução teste por comparação com cromatograma da solução referência; nenhum pico com o tempo de retenção menor que o do dímero corresponde aos polímeros e agregados. A preparação a ser examinada cumpre com o teste se no cromatograma obtido com a solução teste:

– o tempo de retenção relativa, em relação ao pico correspondente do cromatograma obtido com a solução padrão, for de 1 ± 0,02 para o monômero e o dímero, - área do pico: a soma das áreas dos picos do monômero e dímero representa não menos que 85% da área total do cromatograma e a soma das áreas dos picos dos polímeros e agregados representam não mais que 10% da área total do cromatograma. Esta exigência não se aplica às preparações a que se adicionou albumina como estabilizante; no caso de preparações estabilizadas com albumina, realiza-se um ensaio de distribuição do tamanho molecular durante a fabricação antes da adição do estabilizante.
Hemaglutininas Anti-A e Anti-B. Se a imunoglobulina normal humana é para a preparação subcutânea, realizar o teste de Hemaglutininas anti-A e anti-B. diluir a preparação a ser examinada na concentração de 30 g/l de imunoglobulina antes da preparação da serie de diluições da serem usadas no teste. A aglutinação deve ser inferior ã diluição de 1:64.
Anticorpo Anti-D. Se a imunoglobulina normal é para administração subcutânea, deve cumprir com o teste para anticorpos anti-D na imunoglobulina normal para administração intravenosa.
Anticorpo para o Antígeno de Superfície da Hepatite B. Não menos que 0,5 UI/g de imunoglobulina, determinado por um Método Imunoquímico adequado.
Anticorpo para Vírus da Hepatite A. Se a intenção for usar para da profilaxia da Hepatite A, devecumprir com os seguintes requerimentos adicionais. Determinar o conteúdo de anticorpos por comparação coma preparação de um padrão de referência calibrado em UI, usando um método de imunodoseamento adequado, especifico e sensível.
A Unidade Internacional é a quantidade de atividade do padrão internacional de imunoglobulina anti-A. O equivalente na Unidade do padrão internacional está declarado pela Organização Mundial de Saúde.
O padrão de referência da Imunoglobulina Humana contra a Hepatite A é calibrado em unidades internacionais em comparação com o padrão internacional. A potência declarada não deve ser menor que 100 UI/ml. A potência estimada não deve ser menor que a potência declarada. O intervalo de confiança (P = 0,95) da potência estimada não deve ser menor que 80% e, maior que 125%.
Água. Determinado por um método apropriado como o método semi--micro (número), a perda por secagem (V.2.20) ou a espectrofotometria no infravermelho próximo (V.2.14). Não mais que 2 %.
Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Pirogênios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um volume correspondente a 1,0 ml de imunoglobulina.
CONSERVAÇÃO

Conservar a preparação líquida em recipiente de vidro incolor, ao abrigo da luz e à temperatura indicada no rótulo. Conservar a preparação liofilizada em recipiente de vidro incolor, a pressão reduzida ou sob gás inerte, ao abrigo da luz e a uma temperatura que não ultrapasse 25°C.
ROTULAGEM

O rótulo deve declarar:

- para a preparação líquida, o volume da preparação e o conteúdo protéico devem ser expressos em g/l;

- para a preparação liofilizada, a quantidade de proteínas no frasco;

- a via de administração;

- para a preparação liofilizada, o nome ou composição e o volume do diluente para reconstituição a ser adicionado;

- quando aplicável, que a preparação é adequada para o uso na profilaxia da infecção da Hepatite A;

- quando aplicável, a atividade da imunoglobulina anti Hepatite A em UI/ml;

- nas preparações multidose, o nome e a concentração do agente antimicrobiano.
IMUNOGLOBULINA HUMANA NORMAL PARA ADMINISTRAÇÃO

POR VIA INTRAVENOSA

Immunoglobulinum Humanum Normale ad Usum Intravenosum
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana normal para administração por via Intravenosa é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G (IgG). Podem estar presentes outras proteínas. Contém anticorpos IgG de indivíduos normais. Esta monografia não se aplica às preparações produzidas por um processo que tenha por fim obter uma preparação contendo fragmentos ou quimicamente modificada. A imunoglobulina humana normal para administração por via intravenosa é obtida a partir de plasma que satisfaz às exigências da monografia Plasma Humano para Fracionamento. Não é

adicionado ao plasma utilizado nenhum antimicrobiano.
PRODUÇÃO

O método de preparação compreende uma ou várias etapas que demonstraram que eliminam ou inativam os agentes infecciosos conhecidos. Tem sido demonstrado que os resíduos no produto final das substâncias eventualmente utilizadas nos processos destinados a inativar os vírus não tenham qualquer efeito indesejável nos pacientes tratados com a imunoglobulina. A inocuidade da preparação pronta para administração por via intravenosa terá sido demonstrada por ensaios apropriados em animais e por um estudo durante os ensaios clínicos. A imunoglobulina humana normal para administração por via intravenosa é preparada a partir do plasma recolhido de no mínimo 1.000 doadores, segundo um método por meio do qual se saiba ser possível obter uma preparação que:
– não transmitir infecção;

– na concentração em imunoglobulina de 50 g/l contém, pelo menos, dois anticorpos (um viral e outro bacteriano) para os quais existe um padrão internacional ou uma preparação de referência; a concentração detais anticorpos é, pelo menos, 3 vezes superior à da matéria-prima inicial; tem uma distribuição definida em subclasses da imunoglobulina G e satisfaz ao ensaio da função Fc (número).
A imunoglobulina humana normal para administração por via intravenosa prepara-se quer na forma de solução estabilizada, quer liofilizada. Pode adicionar-se um estabilizante. Nos dois casos, a preparação sofre uma filtração esterilizante. Nenhum conservante antimicrobiano é adicionado nem durante o fracionamento do plasma, nem no pool de Plasma final. A estabilidade do produto final é demonstrada por ensaios realizados durante os estudos de desenvolvimento.
IDENTIFICAÇÃO

A. Realizar na amostra ensaios de precipitação com uma gama apropriada de soros específicos de diferentes espécies de animais domésticos. É recomendável que o ensaio seja realizado com soros específicos das proteínas plasmáticas de cada espécie de animal doméstico correntemente utilizado para a preparação de produtos de origem biológica. A imunoglobulina humana normal contém proteínas de origem humana e dá resultados negativos com os soros específicos das proteínas plasmáticas de outras espécies.
B. Realizar na amostra um ensaio de imunoeletroforese segundo técnica apropriada (Métodos Imunoquímico). Usando um anti-soro humano normal, compare o soro humano normal com a amostra diluída de modo a conter 10 g/l de proteínas. O componente principal da amostra corresponde ao componente IgG do soro humano normal, podendo existir outras proteínas plasmáticas em pequenas quantidades. Se a albumina humana foi adicionada como estabilizante, pode ser visível como um composto importante.
E - I

CARACTERÍSTICAS

Aspecto - A preparação líquida é límpida ou ligeiramente opalescente e incolor ou amarela clara. A preparação liofilizada é um pó branco ou ligeiramente amarelado ou uma massa sólida e friável. No caso de uma preparação liofilizada, a sua reconstituição é feita segundo as indicações do rótulo imediatamente antes de realizar a identificação e os ensaios, salvo os de solubilidade e de teor em água.
Solubilidade. No caso de uma amostra liofilizada, juntar o volume do diluente indicado no rótulo. À temperatura de 20°C a 25°C, a amostra dissolve-se completamente em 30 minutos.
pH (V.2.19). O pH da solução está compreendido entre 4,0 e 7,4. Dilua a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até à concentração de 10 g/l em proteínas.

Osmolalidade (número). Não é inferior a 240 mosmol/kg.
DOSEAMENTO

Proteínas totais. Dilua a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até obter uma concentração de cerca de 15 mg de proteínas em 2 ml. Num tubo de centrífuga de fundo redondo introduza 2,0 ml desta solução. Junte 2 ml de solução de molibdato de sódio a 75 g/l e 2 ml de uma mistura de 1 volume de ácido sulfúrico isento de nitrogênio e 30 volumes de água. Agite, centrifugue durante 5 minutos. O líquido sobrenadante deve ser decantado permitindo-se que o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Dosar o nitrogênio no resíduo pelo método de determinação de nitrogênio (V.3.4.2). Calcule o teor em proteínas

multiplicando a quantidade de nitrogênio por 6,25. O teor em proteínas não é inferior a 30 g/l e conter não menos que 90% e nem mais que 110 % da quantidade indicada no rótulo.
Composição em proteínas. Realizar uma eletroforese de zona (número), utilizando como suporte tiras de gel de acetato de celulose apropriadas e como solução de eletrólito a solução tampão de barbital de pH 8,6. Solução da amostra. Diluir a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até uma concentração de 30 g/l em imunoglobulina.
Solução padrão. Reconstituir um padrão de referência para eletroforese de imunoglobulina humana e diluir com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até à concentração de 30 g/l em proteínas. Aplicar numa tira 4,0 μl da solução da amostra em spot de 10 mm ou aplicar 0,4 μl por milímetro se utilizar uma tira mais estreita. Numa outra tira aplicar, nas mesmas condições, o mesmo volume da solução padrão. Aplicar um campo elétrico apropriado de modo que a banda da albumina do soro humano normal num eletroforetograma padrão migre, pelo menos, 30 mm. Tratar as tiras com solução de negro de amido 10B durante 5 minutos e com uma mistura de 10 volumes de ácido acético glacial com 90 volumes de metanol durante o tempo estritamente necessário para obter a descoloração da moldura. Provocar a transparência da moldura com uma mistura de 19 volumes de ácido acético glacial com 81 volumes de metanol. Determinar a absorbância das bandas em 600 nm com auxílio de um aparelho que neste comprimento de onda dê resposta linear no intervalo de medida.

Realizar 3 determinações sobre cada tira e calcular a média das leituras em cada tira. No eletroforetograma da amostra, 5% das proteínas, no máximo, podem ter mobilidade diferente da banda principal. Este limite não é aplicável se foi adicionada albumina à preparação como estabilizante; no caso de preparações estabilizadas com albumina, realiza-se um ensaio de composição em proteínas durante a produção antes de juntar o estabilizante. O ensaio só é válido se no eletroforetograma obtido com a solução padrão a proporção de proteínas contidas na banda principal estiver compreendida entre os limites indicados na literatura que acompanha a preparação do padrão de referência.
Distribuição do tamanho molecular. Proceder por cromatografia líquida (V.2.17.4).

Solução problema. Diluir a amostra com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até concentração apropriada ao sistema cromatográfico utilizado. Geralmente, são convenientes uma concentração entre 4 e 12 g/l e a injeção de 500 a 600 μg de proteína.

Solução padrão. Diluir o padrão de imunoglobulina humana com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até obter uma concentração em proteínas igual à da solução da amostra.

A cromatografia pode ser realizada utilizando:

– uma coluna de 0,6 m de comprimento e 7,5 mm de diâmetro interno cheia com sílica gel hidrófila para cromatografia;

– uma solução contendo por litro 4,873 g de hidrogenofosfato dissódico dihidratado, 1,741 g de dihidrogenofosfato sódico monohidratado, 11,688 g de cloreto de sódio e 50 mg de azida sódica, como fase móvel, com um débito de 0,5 ml/minuto;

– um espectrofotômetro regulado para 280 nm, como detector.

No cromatograma obtido com a solução padrão, o pico principal corresponde ao monômero IgG e aparece um pico correspondente ao dímero com um tempo de retenção em relação ao monômero de cerca de 0,85. Identifique os picos no cromatograma obtido com a solução problema por comparação com o cromatograma obtido com a solução padrão; os picos com tempo de retenções menores que o do dímero corresponde aos polímeros e aos agregados. A amostra satisfaz ao ensaio se no cromatograma obtido com a solução problema:

– o tempo de retenção, em relação ao pico correspondente do cromatograma obtido com a solução padrão, for de 1 ± 0,02 para o monômero e o dímero,

– a soma do monômero e do dímero representar, no mínimo, 90% da área total do cromatograma e os polímeros e agregados representarem, no máximo, 3 % da área total. Esta exigência não se aplica às preparações a que se adicionou albumina como estabilizante; no caso de preparações estabilizadas com albumina, realizar um ensaio de distribuição do tamanho molecular durante a fabricação antes da adição do estabilizante.

Atividade anticomplementar (número). A proporção de complemento consumido não é superior a 50 % (1 CH50 por miligrama de imunoglobulina).

Ativador da pré-calicreína (número): no máximo, 35 U.I./ml, calculado em relação a uma diluição da amostra contendo 30 g/l de imunoglobulina.

Hemaglutininas anti-A e anti-B (número). Realizar os ensaios das Hemaglutininas anti-A e anti-B. Se a amostra tiver um teor em imunoglobulinas superior a 30 g/l, diluir até esta concentração antes de preparar as diluições para o ensaio. As diluições a 1/64 não apresentam sinais de aglutinação.

Imunoglobulina Imunoglobulina A. Como determinado através do Método Imunoquímico (número) apropriado, o conteúdo de imunoglobulina A não é superior ao indicado no conteúdo do rótulo. 
Água. Determinado por um método apropriado como o método semi-micro (número), a perda por secagem (V.2.20) ou a espectrofotometria no infravermelho próximo (V.2.14). Não mais que 2 %.

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.
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Pirogênios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um volume correspondente a 1,0 ml de imunoglobulina.

Anticorpos contra o antígeno de superfície da hepatite-B. O teor da amostra em anticorpos contra o antígeno de superfície da hepatite-B, determinado por um Método Imunoquímico apropriado (número), não é inferior a 0,5 U.I./g de imunoglobulina.
CONSERVAÇÃO

Conservar a preparação líquida em recipiente de vidro incolor, ao abrigo da luz e à temperatura indicada no rótulo. Conservar a preparação liofilizada em recipiente de vidro incolor, a pressão reduzida ou sob gás inerte, ao abrigo da luz e a uma temperatura que não ultrapasse 25°C.
ROTULAGEM

No rótulo indica-se:

– no caso de um produto líquido, o volume da preparação no recipiente e o teor em proteínas expresso em gramas por litro;

– no caso de um produto liofilizado, a quantidade de proteínas no frasco;

– a quantidade de imunoglobulina no frasco;

– a via de administração,

– as condições de conservação;

– o prazo de validade;

– no caso do produto liofilizado, o nome ou a composição e o volume do diluente;

– a distribuição das sub-classes da imunoglobulina G na preparação;

– nos casos apropriados, a quantidade de albumina adicionada como estabilizante;

– o teor máximo de imunoglobulina A.
REAGENTES E SOLUÇÕES REAGENTES

Negro de amido 10B

Fórmula e massa molecular – C22H14N6Na2O9S2 - 617.

Sinonímia – Negro de naftaleno 12B. 5-Amino-4-hidroxi-6-[4-nitrofenil)azo]-3-(fenilazo)naftaleno-2,7- dissulfonato dissódico.

.

Descrição- pó castanho escuro a negro.

.

Solubilidade - ligeiramente solúvel na água, solúvel no álcool.

Solução de negro de amido 10B

Solução de negro de amido 10B a 5 g/l numa mistura de ácido acético e metanol (10:90 V/V).
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA A VARICELA PARA USO INTRAVENOSO

Immunoglobulinum Humanum Varicellae ad Usum Intravenosum
A imunoglobulina humana contra a varicela para uso intravenoso é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. É obtida a partir do plasma contendo anticorpos específicos contra o herpes vírus humano 3 (vírus da varicela-zoster 1). Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal para administração por via endovenosa. A imunoglobulina humana contra a varicela para uso intravenoso satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal para Administração por Via Intravenosa exceto no que se refere ao número mínimo de doadores, ao teor mínimo em proteínas totais e ao limite de osmolalidade.
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ATIVIDADE

A atividade da imunoglobulina humana contra a varicela para uso intravenoso é avaliada por comparação do título de anticorpos da amostra com a atividade de uma preparação de referência aferida em Unidades Internacionais, por meio de um imunodoseamento com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos imunoquímico). A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação de referência internacional da imunoglobulina humana contra a varicela. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde. A atividade indicada não é inferior a 25 U.I. por mililitro. A atividade determinada não é inferior à atividade indicada. Os limites de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 125 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal para Administração por Via Intravenosa.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal para Administração por Via Intravenosa. O rótulo deve conter a indicação do número de unidades internacionais contido no frasco.
IMUNOGLOBULINA HUMANA CONTRA O ANTÍGENO D

Immunoglobulinum Humanum anti-D
DEFINIÇÃO

A imunoglobulina humana contra o antígeno D é uma preparação estéril, líquida ou liofilizada contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparação é destinada a ser administrada por via intramuscular. É obtida a partir do plasma proveniente de doadores D-negativos, contendo títulos elevados de imunoglobulinas contra o antígeno D específico e pequenas quantidades de anticorpos contra outros grupos sanguíneos. Pode ser adicionada a ela imunoglobulina humana normal.
A imunoglobulina humana anti-D satisfaz às exigências estabelecidas na monografia Imunoglobulina Humanas Normal, exceto no que se refere ao número mínimo de doadores e ao teor mínimo em proteínas totais.
PRODUÇÃO

Estabilidade: Para a preparação líquida, realizar um ensaio de degradação acelerada, realizado por aquecimento a 37°C durante 4 semanas no produto final; a perda de atividade anti-D não é superior a 20 % do valor inicial.
Para limitar a carga viral do virus B19 em pools de plasma utilizados por fabricantes da imunoglobulina anti D, o pool de plasma é testado quanto a presença do vírus B19 mediante o emprego de técnicas de amplificação de ácidos nucléicos devidamente validados. No máximo 10UI por microlitro.
Um controle positivo com 10 UI do DNA do vírus B19 por microlitro e um controle interno preparado através da adição de um marcador apropriado a uma amostra do pool de plasma a ser usado no teste. O teste é inválido se o controle positivo for não reagente ou se o resultado obtido com o controle interno indicar a presença de inibidores.
Se for adicionado a preparação imunoglobulina humana e ou solução de albumina humana o pool de plasma ou pools de origem devem cumprir o requisitos apresentados anteriormente para o DNA de vírus B19.
ATIVIDADE

Realizar a determinação da imunoglobulina humana anti-D (número). A atividade determinada não é inferior à atividade indicada. Os limites de confiança (P=0,95) da atividade determinada não são inferiores a 80 %, nem superiores a 120 %.
CONSERVAÇÃO

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal.
ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina Humana Normal. No rótulo indica-se o número de Unidades Internacionais por recipiente.
INSULINA

Insulinum

C256H381N65O76S6 (bovina) 5777,55

C254H377N65O75S6 (suína) 5733,50

Insulina é uma proteína que afeta o metabolismo da glicose. Ela é obtida do pâncreas de bovinos e suínos saudáveis, ou ambos, utilizados como alimento pelos humanos. A potência não é menor que 26,5 unidades de insulina em cada mg; insulina rotulada como purificada contém não menos que 27,0 unidades de insulina em cada mg, calculada na base seca. O teor de pró-insulina, não é mais que 10 ppm. 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 suínos.
IDENTIFICAÇÃO

A. O tempo de retenção do pico de insulina no cromatograma da preparação do ensaio corresponde ao tempo de retenção das espécies apropriadas no cromatograma de preparação de identificação, conforme obtido no ensaio. Observação: pode ser necessário aplicar a mistura da preparação do ensaio e preparação da identificação.
B. Continuar como indicado para o teste de identificação B com insulina humana, exceto para uso de 1 mg de insulina Norma de referência das espécies adequadas para preparar a solução padrão de digestão, para usar a 1 mg de insulina para preparar a solução do teste de digestão, e para obter uma resolução, R, entre os fragmentos II e III de digestão, não inferior a 1,9: cumpre os requisitos.
Preparação de identificação

Preparar uma solução de insulina (suína) e insulina (bovina) (padrão de referência) em ácido clorídrico 0,01 N, contendo cerca de 0,6 mg de cada por ml.

Solução padrão: dissolver uma quantidade pesada com exatidão da Insulina (Padrão De Referência) das espécies adequadas em ácido clorídrico 0,01 N para obter uma solução com uma concentração conhecida de cerca de 1,5 mg/ml.

Preparação de ensaio: transferir cerca de 15 mg de insulina, pesada com exatidão, para um balão volumétrico de 10 ml, e dissolver e diluir com ácido clorídrico 0.01 N para obter uma solução contendo uma concentração de cerca de 1,5 mg por ml.

Sistema cromatográfico: o cromatógrafo líquido é provido com um detector de 214 nm e uma coluna de 4,6 mm × 15 cm que contém empacotamento L1. A temperatura da coluna é mantida em 40°C, e a taxa de fluxo é cerca de 1 ml por minuto. Fazer a cromatografia da solução padrão, e registrar as respostas de pico conforme indicado para o procedimento: o desvio padrão relativo para replicar injeções não é maior que 1,6%. Fazer a cromatografia da solução de adequação do sistema, e registrar as respostas de pico conforme indicado para o procedimento: a resolução, R, entre insulina e A-21 insulina desamido não é menor que 2,0; e o fator de cauda para o pico de insulina não é mais que 1,8.
Procedimento: injetar separadamente volumes iguais (cerca 20 μL) da preparação do ensaio, da preparação de identificação, e da preparação padrão no cromatógrafo, registrar os cromatogramas, e medir as respostas de pico para insulina e A-21 insulina desamido, utilizando o cromatograma da preparação de identificação para identificar os picos de insulina. Para insulina derivada de uma única espécie, calcular a potência em base não seca, em unidades de insulina por mg, de insulina na preparação do ensaio pela fórmula:
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Na qual CS é a concentração, em unidades de insulina por ml, de insulina (padrão de referência) na preparação padrão; CU é a concentração, em mg por ml, de insulina na preparação de ensaio; e ΣrU e ΣrS são as somatórias das áreas dos picos de insulina e A-21 insulina desamido obtidas respectivamente dos cromatogramas da preparação de ensaio e da

preparação padrão. 
Do valor obtido no teste para perda em secagem, calcular a potência em base seca. Para insulina derivada da mistura de bovina e suína, calcular a potência total como a somatória das potências das insulinas derivadas de bovinos e suínos, determinadas separadamente.
CARACTERÍSTICAS

Perda em secagem (V.2.9). Secagem de cerca de 200 mg, pesada com exatidão, a 105°C por 16 horas:

a perda não deve ser maior que 10,0% do peso.
ENSAIOS FÍSICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Determinar o teor de zinco de cerca de 10 mg da amostra, pesada com exatidão: não mais que 1,0% é encontrado, calculado na base seca.

Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). Proceder conforme descrito. Utilizar cromatógrafo provido de um detector de 214 nm e uma coluna de 4,6 mm × 25 cm que contém empacotamento L1. A temperatura da coluna é mantida em 40°C, e a taxa de fluxo é cerca de 1 ml por minuto. O cromatógrafo é programado como se segue.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Contagem de microrganismos viáveis totais (V.5.1.6). A contagem bacteriana total não exceda 300 UFC por grama, sendo o teste feito em uma parcela de cerca de 0,2 g, pesada com exatidão.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Conter não mais que 10 unidades de endotoxina em cada mg.
ENSAIOS DE PUREZA

Substâncias relacionadas.

Solvente: dissolver 28,4 g de sulfato de sódio anidro em 1000 ml de água. Pipetar 2,7 ml de ácido fosfórico dentro da solução, ajuste, se necessário, com etanolamina a um pH de 2,3, e misturar. 

Solução A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada do solvente e acetonitrila (82:18).

Solução B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada do solvente e acetonitrila (50:50).

Fase móvel: use misturas variáveis da solução A e da solução B, conforme indicado para o sistema cromatográfico. Fazer ajustes, se necessário proceder conforme descrito em Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). Solução de adequação do sistema – Proceder conforme indicada no ensaio.
Solução padrão A: dissolver uma quantidade pesada com exatidão da insulina (padrão de referência) das espécies adequadas em ácido clorídrico 0,01 N para obter uma solução com uma concentração conhecida de cerca de 3,75 mg/ml Solução padrão B: pipetar 1 ml de solução padrão A em um balão volumétrico de 10 ml, diluir ácido clorídrico 0,01 N para o volume do balão, e misturar.
Solução padrão C: pipetar 1 ml da solução padrão B em um balão volumétrico de 10ml, diluir com ácido clorídrico 0,01 N para o volume do balão, e misturar. Observação: estas três soluções padrão podem ser armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas e em refrigerador por até 48 horas.
Solução teste: Transferir cerca de 7,5 mg de insulina para um frasco tampado adequado, e adicionar 2,0 ml de ácido clorídrico 0.01 N. Tampar o frasco, e agitar gentilmente para dissolução. Armazenar a solução por não mais que 2 horas em temperatura ambiente ou por não mais que 12 horas em refrigeração.
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Ajuste a composição da fase móvel e a duração da eluição isocrática para obter um tempo de retenção de cerca de 31 minutos para a insulina, com a eluição A-21 da insulina desamido pouco antes do início da fase de eluição gradiente. Soluções cromatográficas padrão A, B e C, registram cromatogramas, e mede as respostas de pico conforme indicado para o procedimento: calcular o fator X1 pela fórmula: 10(rB/rA) na qual Rb e rA são as áreas de respostas de pico obtidas respectivamente para a solução padrão B e solução padrão A.
O valor de X1 fica entre 0,91 e 1,09. calcular o fator X2 pela fórmula: 100(rC/rA) na qual rC e rA são as áreas de respostas de pico obtidas respectivamente para a solução padrão C e solução padrão A. O valor de X2 fica entre 0,7 e 1,3. Fazer a cromatografia da solução de adequação do sistema, e registrar as respostas de pico conforme indicado para o procedimento: a resolução, R, entre insulina e A-21 insulina desamido não é menor que 2,0; e o fator de cauda para o pico de insulina não é mais que 1,8.
Procedimento: injetar um volume (cerca de 20 μl) da solução teste no cromatógrafo, registrar o cromatograma e medir as áreas de respostas para o pico de insulina principal, o pico de A-21 insulina desamido, e picos de quaisquer outras impurezas. Calcular a porcentagem de insulina, %I, na parcela deinsulina tomada pela fórmula: 100(rI/rs) na qual rI é a resposta de pico de insulina, e rs é a soma das respostas de todos os picos. Calcular a porcentagem de A-21 insulina desamido, %D, na parcela de insulina tomada pela fórmula: 100(rD/rs) na qual rD é a resposta de A-21 insulina desamido, e rs é a soma das respostas de todos os picos. Calcular a porcentagem de outros compostos relacionados à insulina na parcela de insulina tomada pela fórmula:

100 (%I + %D). Não mais que 10.0% de A-21 insulina desamido é encontrado, e não mais que 5.0% de outros compostos relacionados com insulina é encontrado. Para insulina derivada de uma única espécie, medir as respostas de quaisquer picos correspondentes à insulina bovina ou suína, e calcular respectivas concentrações como porcentagem de rs: a quantidade de contaminação cruzada não é mais que 1.0%.
Limite de proteínas de alto peso molecular

Solução de arginina: preparar uma solução de arginina-L em água contendo 1 mg por ml. Fase móvel: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de solução de arginina, acetonitrila, e ácido acético glacial (65:20:15). Fazer ajustes, se necessário. Proceder conforme descrito em Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4).
Solução de resolução: dissolver 4 mg de insulina contendo mais de 0.4% de proteínas de alto peso molecular em 1 ml de ácido clorídrico 0,01 N. Armazenar esta solução em um refrigerador, e utilizar em 7 dias. Observação: insulina contendo a porcentagem indicada de proteínas de alto peso molecular pode ser preparada, deixando a insulina em temperatura ambiente por 5 dias.
Solução teste: transferir cerca de 4 mg de insulina para um pequeno frasco, e adicionar 1,0 ml de ácido clorídrico 0.01 N, e misturar até dissolver. Armazenar esta solução em um refrigerador, e utilizar em 7 dias. 

Sistema cromatográfico: proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). O cromatógrafo líquido é provido com um detector de 276 nm e uma coluna de 7,8 mm × 30 cm que contém empacotamento L20. A taxa de fluxo é cerca de 0,5 ml por minuto. Fazer a cromatografia da solução de resolução, e registrar as respostas de pico conforme indicado para o procedimento: os tempos de retenção estão entre 13 e 17 minutos para os complexos poliméricos de insulina, cerca de 17,5 minutos para o dímero covalente de insulina, e entre 18 e 22 minutos para o monômero de insulina, com sais eluindo após o monômero de insulina, e a razão da altura do pico do dímero covalente de insulina para a altura do vale entre o pico do dímero covalente de insulina e o pico do monômero de insulina não é menor que 2,0.
Procedimento: injetar um volume (cerca de 100 μl) da solução de teste no cromatógrafo, registrar o cromatograma, e medir as áreas de respostas de pico, sem considerar quaisquer picos que tenham tempos de retenção maiores que aquele do monômero de insulina. Calcular a porcentagem de proteínas de alto peso molecular na parcela da insulina tomada pela fórmula: 100ΣrH/(ΣrH + rM) no qual ΣrH é a somatória das respostas para todos os picos que tenham tempos de retenção menor que o do monômero de insulina, e rM é a resposta de pico do monômero de insulina: não mais que 1,0% é encontrado.
ENSAIO

Fase móvel: dissolver 28,4 g de sulfato de sódio anidro em 1000 ml de água, pipetar 2,7 ml de ácido fosfórico na solução, e ajustar com etanolamina para um pH de 2,3, se necessário. Preparar uma mistura filtrada e desgaseificada dessa solução e acetonitrila (74:26). A acetonitrila é aquecida a uma temperatura igual a ou maior que 20°C para evitar precipitação. Fazer ajustes, se necessário.
Solução de adequação de sistema: dissolver cerca de 1,5 mg de insulina em 1,0 ml de ácido clorídrico 0,01 N. Deixar em temperatura ambiente por não menos que 3 dias para obter uma solução contendo não menos que 5% de insulina desamido A-21.
Observação: a seguinte preparação de identificação, preparação padrão, e preparação de ensaio podem ser armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas ou em refrigeração por até 48 horas.
POTÊNCIA

Ensaios de Insulina

A manifestação mais proeminente da atividade da insulina, uma diminuição abrupta da glicose sanguínea, foi à base para ensaios biológicos do tempo da primeira utilização clínica. O procedimento, ainda que relativamente trabalhoso, tem o grande mérito de refletir o efeito em um paciente diabético. O advento de métodos físico-químicos sofisticados e ainda práticos (por exemplo, cromatografia líquida) para medir quantitativamente a potência da insulina resultou em um teste resumido mais exato e preciso para insulina e produtos relacionados. 
Contudo, a bioidentidade da insulina e produtos de insulina não pode ser acessado por estes métodos. Assim, um teste qualitativo em coelhos está incluído neste capítulo, e sua utilização é solicitada em monografias apropriadas. Método da glicemia dos coelhos quantitativo é utilizado para determinar a potência dos padrões de referência de insulina, para a validação da estabilidade das novas preparações de insulina, e para determinar

as atividades específicas dos análogos de insulina.
MÉTODO DE GLICEMIA DE COELHOS – QUANTITATIVO.

Padrões de referência: glicose SQR, insulina (padrão de referência), insulina (bovino) (padrão de referência), insulina humana (padrão de referência), insulina (suíno) (padrão de referência).
Diluente: preparar uma solução aquosa contendo 0.1% a 0.25% (p/v) de cresol ou fenol, 1.4% a 1.8% (p/v) de glicerina, e ácido clorídrico suficiente para produzir um pH entre 2,5 e 3,5, a menos que indicado de outra forma em uma monografia individual.

Solução de estoque padrão: dissolver uma quantidade adequada e pesada com exatidão de insulina (Padrão De Referência) ou um frasco de insulina (Padrão De Referência) liofilizada de espécies apropriadas no diluente para fazer a solução de estoque padrão contendo 40 unidades de insulina por ml e possuindo um pH entre 2,5 e 3,5, a não ser que indicado de outra maneira em monografia individual. Armazenar em local fresco, protegido de congelamento, dever ser utilizado em 6 meses.
Soluções padrão: diluir parcelas de soluções de estoque padrão com diluente para fazer duas soluções, uma para conter 1,0 unidade de insulina por ml (Solução padrão 1), e a outra para conter 2,0 unidades de insulina por ml (Solução padrão 2).
Solução de estoque do ensaio: proceder como indicado para solução de estoque padrão, exceto para utilização de quantidade adequada da preparação para teste corrente de insulina RS. A solução de estoque do ensaio contém cerca de 40 unidades de insulina por ml.
Soluções de ensaio: diluir parcelas da solução de estoque de ensaio com diluente para fazer duas diluições da preparação do teste, uma de cada a ser esperada, na base da suposta potência, para conter 1,0 unidades de insulina por ml (Solução de ensaio 1), e a outra para conter 2,0 unidades de insulina por ml (Solução de ensaio 2). No caso de uma injeção de insulina neutra, ajustar para um pH de 2,5 para 3,5 anterior à produção das diluição.
Doses das soluções a serem injetadas: selecionar com base na experiência da dose das diluições a serem injetadas, cujo volume será normalmente entre 0,30 ml e 0,50 ml. Para cada animal o volume da solução padrão é o mesmo que o da solução de ensaio.

Preparação do animal: selecionar coelhos adequados e saudáveis, cada um pesando não menos que 1,8kg. Mantenha os coelhos no laboratório por não menos que 1 semana antes da utilização no ensaio, mantendo os em uma alimentação uniforme adequado, com água disponível em todos os momentos.Procedimento: dividir os coelhos em quatro grupos iguais preferencialmente não menor que seis coelhos cada. No dia anterior, cerca de 20 horas antes do ensaio, fornecer a cada coelho uma quantidade de alimentos a serem consumidos no prazo de 6 horas. Siga o mesmo esquema de alimentação antes de cada dia de teste.Durante o ensaio, retirar todos os alimentos até depois da amostra de sangue final seja coletada. Manipular os coelhos com cuidado para evitar a excitação excessiva, e injetar por via subcutânea, nas doses indicadas no seguinte esquema (veja Tabela 1), a segunda injeção de ser feita no dia após a primeira injeção, ou não mais de 1 semana depois. O tempo entre a primeira e a segunda injeção é a mesma para todos os coelhos.
Tabela 1
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Amostras de sangue: em 1 hora ± 5 minutos e 2 horas e meia ± 5 minutos após o tempo de injeção, obter 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.Determinação glicose: determinar o teor de glicose das amostras de sangue através de um procedimento adequado que seja adaptado à análise automatizada. 
O procedimento a seguir pode ser usado.Solução anticoagulante: dissolver 1 g de edetato de sódio e 200 mg de fluoreto de sódio em 1 litro de água, e misturar.Preparações padrão de glicose: transferir concentrações conhecidas de glicose RS aos recipientes adequados e diluir quantitativamente e por etapas, com solução anticoagulante (1:9) para obter uma série de preparações padrão de glicose que contenham entre 20 e 100 mg por 100 ml, tendo conhecido concentrações semelhantes para as concentrações nas amostras de sangue de coelho.Preparações para o teste - Pipetar em recipientes separados e adequados 0,1 ml de cada amostra de sangue e 0,9 ml da solução anticoagulante.
Procedimento: submeter às preparações de teste a diálise através de uma membrana semipermeável por um tempo suficiente para que a glicose atravesse a membrana em uma solução salina TS contendo glicoseoxidase, peroxidase de rábano, 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona cloridrato de TS, e N, N-dimetilanilina. As absorbâncias das preparações de ensaio são determinadas a 600 nm, em um calorímetro. As absorbâncias das preparações padrão de glicose são igualmente determinadas, no início e no final de cada execução.
CÁLCULO: calcular a resposta de cada coelho para cada injeção, a partir da soma dos dois valores glicêmicos, e subtrair a sua resposta, não considerando a ordem cronológica em que as respostas foram observadas, para obter as diferenças individuais, y, como mostra a Tabela 2.
Quando os dados para um ou mais coelhos estão faltando em um ensaio, não use o intervalo de confiança de fórmulas dadas aqui, mas procurar a ajuda estatística. Os dados podem ainda ser analisados com análise adequada da variância.

Quando o número de coelhos, f, realizada através do ensaio é o mesmo em cada grupo, totalizar os y’s em cada grupo e calcular Ta = -T1 + T2 + T3 - T4 e Tb = T1 + T2 + T3 + T4. O logaritmo da potência relativa das diluições teste é M’ = 0,301 Ta/Tb. A potência da injeção em unidades por mg equivale a antilog (log R + M), onde R = VS/VU1, em que VS é o número de unidades por ml de solução padrão e VU é o número de mg de insulina por ml da solução de ensaio correspondente.
Determinar o intervalo de confiança de 95% para o log-potência relativa usando o Teorema de Fieller (veja apêndice e Desenho e análises de ensaios biológicos 111). Se o intervalo de confiança é mais do que 0, 082, o que corresponde a P = 0,95, para limites de confiança de cerca de ± 10% da potência computada, repetir o teste até que os dados combinados de dois ou mais ensaios, redeterminados como descrito na combinação de ensaios independentes no desenho e análises de ensaios biológicos (111), cumprirem este limite aceitável.

Tabela 2
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Bioidentidade (V.5.2.3) – Cumprir as exigências do teste de bioidentidade sob ensaios de insulina Continuar como indicado pelo método de glicemia de coelhos - quantitativo com as seguintes alterações:
Procedimento: dividir os coelhos em quatro grupos iguais de dois coelhos cada.
CÁLCULO: continuar como indicado para cálculo previsto no método de glicemia de coelhos -

quantitativo, mas não determinam o intervalo de confiança do intervalo do log de potência relativa, M’. Interpretação: se o valor da potência obtido não é menor que 15 unidades/mg, a exigência do teste de bioidentidade está atendida. Se o valor da potência é inferior a 15 unidades/mg, repetir o teste usando mais oito coelhos. Se a potência média dos dois conjuntos de testes não for inferior a 15 unidades por mg, a exigência do teste foi atendida.
Apêndice: Teorema de Fieller para determinação do intervalo de confiança para uma razão Esta versão do Teorema de Fieller é para o caso em que o numerador e o denominador não são correlacionados. A equação assume que o numerador e o denominador são normalmente distribuídos e os grupos de coelhos são de tamanho igual.
Em seguida, o intervalo de confiança de 95% para a relação é:
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Onde f (graus de liberdade do erro padrão) = 4 (k - 1), onde k é o número de coelhos em um grupo, não estão no percentil 97,5 superior da distribuição t com f graus de liberdade

[image: image17.jpg]T}

Se g 21, o denominador n&o ¢ significativamente diferente de 0 e a férmula ndo funciona.

S, =0301kJS? +82 + 82 +82

S, =leyS> + 87 + 87 +5?




EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislação vigente.
ROTULAGEM.

Observar a legislação vigente.
INSULINA INJETÁVEL
Insulina injetável é uma solução isotônica e estéril de insulina. Ela possui uma potência não menor que 95,0% e não maior que 105,0% da potência especificada no rótulo, expressa em unidades de insulina.
IDENTIFICAÇÃO

O tempo de retenção do pico de insulina no cromatograma da preparação do Ensaio corresponde ao tempo de retenção das espécies apropriadas no cromatograma de preparação de identificação, conforme obtido no ensaio. Observação: pode ser necessário aplicar a mistura da preparação do ensaio e preparação da identificação.
CARACTERÍSITICAS

Matéria particulada (V.1.7): cumprir as exigências para injeções de pequeno volume.
ENSAIOS FÍSICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Entre 10 e 40 μg para cada 100 unidades de insulina para espécies apropriadas.
TESTE DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Contém não mais que 80 unidades de endotoxina em cada 100 unidades de insulina.
Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.
ENSAIO DE PUREZA

pH (V.2.19): entre 7,0 e 7,8, determinado potenciometricamente.

Proteínas de alto peso molecular (PAPM):

Solução de arginina, fase móvel, solução de adequação de sistema, e sistema cromatográfico: proceder como indicado no teste para limite de proteínas de alto peso molecular com insulina.

Solução de teste: quantitativamente adicionar 4 μL de ácido clorídrico 6 N por ml de um volume de injeção medido com exatidão, e misturar. Procedimento: proceder como indicado para procedimento no teste de limite para proteínas de alto peso molecular com insulina. Não mais que 2,0% é encontrado.
ENSAIO

Fase móvel, preparação de identificação, preparação padrão e solução de adequação de sistema, e sistema de cromatografia: proceder como indicado no ensaio com insulina. Observação: a seguinte preparação de identificação, preparação padrão, e preparação de ensaio podem ser armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas ou em refrigeração por até 48 horas.
Preparação de ensaio 1 (para injeção rotulada como contendo 40 unidades de insulina por ml): adicionar 2,5 μL de ácido clorídrico 9,6 N por ml de um volume medido com exatidão da injeção. Deixar a suspensão, se presente, clarificar, e misturar.
Preparação de ensaio 2 (para injeção rotulada como contendo 100 unidades de insulina por ml): adicionar 2,5 μL de ácido clorídrico 9,6 N por ml de um volume medido com exatidão da injeção. Deixar a suspensão, se presente, clarificar, e misturar.
Observação: coleta de diversos pacotes de unidades pode ser necessária para obter volume suficiente do material de teste. Pipetar 2 ml dessa solução em um balão volumétrico de 5 ml, diluir ácido clorídrico 0,01 N para o volume do balão, e misturar.
Procedimento: injetar separadamente volumes iguais (cerca de 20 μL) da preparação do ensaio, da preparação de identificação, e da preparação padrão no cromatógrafo, registrar os cromatogramas, e medir as respostas de pico para insulina e A-21 insulina desamido, utilizando o cromatograma da preparação de identificação para identificar os picos de insulina. Para injeção de insulina preparada de uma única espécie, calcular a potência, em unidades de insulina por ml, da injeção tomada pela fórmula:
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Na qual C é a concentração, em unidades de insulina por ml, de insulina padrão de referência na preparação padrão; D é o fator de diluição; e ΣrU e ΣrS são as somatórias das áreas dos picos de insulina e A-21 insulina desamido obtidas respectivamente dos cromatogramas da preparação de ensaio e da preparação padrão. Para insulina derivada da mistura de bovina e suína, calcular a potência total como a somatória das potências das insulinas derivadas de bovinos e suínos, determinadas como indicado acima.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente.
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.
INSULINA HUMANA 

C257H383N65O77S6                                  5807,58
      
 04918

Insulina humana é uma proteína correspondente a um princípio ativo elabora no pâncreas humano que afeta o metabolismo dos carboidratos (particularmente glicose), lípides, e proteínas. É derivada por modificação enzimática da insulina do pâncreas suíno de modo a alterar a seqüência de aminoácidos apropriadamente, ou produzida por síntese microbiana via processo de DNA recombinante. 
A potência, calculada na base seca, não é menor que 27,5 unidades de insulina humana em cada mg. O teor de pró-insulina de insulina humanaderivada de suínos, não é mais que 10 ppm. O teor de proteínas derivado de célula hospedeira de insulina humana derivada de um processo de DNA recombinante, determinado por um método apropriado e validado, não é maior que 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 eucarióticas são determinados por um método validado.
Observação: uma unidade de insulina humana equivale a 0,0347 mg de insulina humana pura.
IDENTIFICAÇÃO

A: O tempo de retenção do principal pico no cromatograma da preparação do ensaio corresponde àquele no cromatograma da preparação padrão, conforme obtido no ensaio.

B: Determinar os fragmentos peptídicos, utilizando o seguinte procedimento de mapeamento de peptídeos 
Tampão sulfato: Misturar volumes iguais de sulfato de amônia 2,0 M e ácido sulfúrico 0,5 M, e filtrar.

Solução enzimática: preparar uma solução de protease Staphylococcus aureus V-8 em água, contendo uma atividade de 500 unidades por ml.

Tampão HEPES: dissolver 2,38 g de HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfônico) em cerca de 90 ml de água em um balão volumétrico de 100ml. Ajustar com hidróxido de sódio 5 M a um pH de 7,5, diluir com água até completar o volume do balão e misturar.

Solução A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de 100 ml de acetonitrila, 700 ml de água, e 200 ml de tampão sulfato.

Solução B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de 400 ml de acetonitrila, 400 ml de água, e 200 ml de tampão sulfato.

Fase móvel: use misturas variáveis da solução A e da solução B, conforme indicado para o sistema cromatográfico. Fazer ajustes, se necessário proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4).

Solução de digestão padrão: dissolver cerca de 6 mg de insulina humana (Padrão De Referência) em 3 ml de ácido clorídrico 0,01 N, e transferir 500 μl da solução resultante para um frasco limpo. Adicionar 2.0 ml de tampão HEPES e 400 μL de solução enzimática, e incubar a 25°C por 6 horas. Interromper a digestão pela adição de 2,9 ml de tampão sulfato.

Solução teste de digestão: para 1 mg de insulina humana, adicionar 500 μl de ácido clorídrico 0,01 N, e misturar para dissolver. Proceder conforme indicado para solução de digestão padrão, iniciando por “adicionar 2.0 ml de tampão HEPES”.

Sistema cromatográfico: proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). O cromatógrafo líquido é provido com um detector de 214 nm e uma coluna de 4,6 mm × 10 cm que contém empacotamento L1. A taxa de fluxo é cerca de 1 ml por minuto. A temperatura da coluna é mantida a 40°C. O cromatógrafo é programado como se segue.
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Fazer a cromatografia da solução de resolução, e registrar as respostas de pico conforme indicado para o procedimento: o cromatógrafo da solução de digestão padrão corresponde àquele do cromatograma padrão fornecido com insulina humana (padrão de referência). Para o cromatograma da digestão padrão o fator de cauda não é maior que 1,5; resolução, R, não é menor que 3,4 para fragmentos de digestão II e III.
Observação: fragmento I elui ao mesmo tempo na insulina derivada de suínos 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 suínos. Procedimento: utilizando o programa de gradiente, conduzir uma amostra branca. Injetar volumes iguais de solução de digestão padrão e solução de digestão teste no cromatógrafo, e registre os cromatogramas. 
O perfil cromatográfico da solução de digestão teste corresponde àquele da solução de digestão padrão.
CARACTERISTICAS FÍSICAS

Perda em secagem (V.2.9). Secagem de cerca de 200 mg, pesada com exatidão, a 105°C por 16 horas: a perda não deve ser maior que 10,0% do peso.
ENSAIOS FÍSICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Determinar o teor de zinco de cerca de 10 mg da amostra, pesada com exatidão: não mais que 1,0% é encontrado, calculado na base seca.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Contagem de microrganismos viáveis totais (V.5.1.6). A contagem bacteriana total não exceda 300 UFC por grama, sendo o teste feito em uma parcela de cerca de 0,2 g, pesada com exatidão.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Conter não mais que 10 unidades de endotoxina em cada mg. POTÊNICA

Bioidentidade (V.5.2.3). Cumpre o teste de bioidentidade sobre insulina.
ENSAIOS DE PUREZA

Substâncias relacionadas. Proceder conforme indicado para teste de compostos relacionados na insulina, com exceção para a utilização do seguinte programa de eluição gradiente. O programa requer inicialmente eluição isocrática por cerca de 36 minutos com a fase móvel consistindo de uma mistura de 78% Solução A e 22% Solução B. Seguida da fase de eluição gradiente, o sistema retorna para as condições iniciais de 78% de solução A e 22% de solução B. Ajustar a composição da fase móvel de modo que o tempo de retenção do pico principal de insulina humana seja entre 15 e 25 minutos. O teor de A-21 insulina desamido e de outros compostos relacionados à insulina não seja maior que 2.0% cada da quantidade total de insulina e do total de compostos relacionados.
Limite de proteínas de alto peso molecular. Proceder como indicado no teste de limite de proteínas de alto peso molecular na insulina. Não mais que 1,0% é encontrado.
ENSAIO

Fase móvel, preparação padrão, preparação de ensaio, solução de resolução, sistema cromatográfico, e procedimento. Proceder conforme indicado no ensaio na insulina com exceção para utilizar insulina humana (padrão de referência) e qualquer outro substituto de insulina humana para insulina do começo ao fim.
* Fragmento I consiste de aminoácidos A5 a A17 e B1 a B13. Fragmento II consiste de aminoácidos A18 a A21 e B14 a B21. Fragmento III consiste de aminoácidos B22 a B30. Fragmento IV consiste de aminoácidos A1 a A4. A refere-se à cadeia-A da insulina humana, e B refere-se à cadeia B da insulina humana.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.
INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSÃO E INJEÇÃO INSULINA HUMANA

Insulina humana isofana suspensão e insulina humana injeção é uma suspensão estéril tamponada de insulina humana, complexada com sulfato de protamina, em uma solução de insulina humana.
IDENTIFICAÇÃO

A. O tempo de retenção do principal pico no cromatograma da preparação do ensaio corresponde àquele no cromatograma da preparação padrão, conforme obtido no ensaio.
ENSAIOS FISICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Entre 0,02 mg e 0,04 mg para cada 100 unidades de insulina humana
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Contém não mais que 80 unidades de endotoxina em cada 100 unidades de insulina humana.

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.
ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19): entre 7,0 e 7,8, determinado potenciometricamente.

Limite de proteínas de alto peso molecular. Proceder como indicado no teste de limite de proteínas de alto peso molecular na injeção de insulina: não mais que 3,0% é encontrado.

Mudar para leitura: Teor de insulina humana solúvel.

Observação: utilizar um ou dois métodos citados abaixo.
MÉTODO 1

Fase móvel, solução de adequação de sistema, e sistema de cromatografia. Proceder como indicado no ensaio com insulina.

Solução de teste de insulina solúvel: manter a temperatura a 25 ± 1 por todo o procedimento. Transferir 5.0 ml da injeção para um tubo de centrífuga. Adicionar 20 μl de hidróxido de sódio 1 N, e ajustar com ácido clorídrico 0,05 N ou hidróxido de sódio 0,05 N para um pH de 8,20 ± 0.02 se a concentração total de zinco for aproximadamente 20 μg por ml ou ajustar para um pH de 8,35 ± 0,02 se a concentração total de zinco for 30 μg por ml. Registrar o volume, em μl, de ácido ou base requerido para ajustar o pH. Misturar, e deixar em descanso por 1 hora. Centrifugar, transferir o sobrenadante para outro tubo de centrífuga, e repetir a centrifugação. Transferir 2 ml do sobrenadante para outro tubo, adicionar 5 μl de ácido clorídrico 9,6 N, e misturar.
Solução de teste de insulina total: transferir 2 ml de injeção para um recipiente apropriado, adicionar 5 μl de ácido clorídrico 9,6 N, a deixar a suspensão clarificar. Diluir a solução resultante com ácido clorídrico 0,01 N para a mesma concentração teórica de insulina como solução de teste de insulina solúvel (por exemplo, se a injeção for rotulada por conter 20% de insulina solúvel, o fator de diluição é 100/20 = 5).
Procedimento: injetar volumes iguais separadamente (cerca de 20 μl) de solução de teste de insulina solúvel e solução de teste de insulina total no cromatógrafo, registrar os cromatogramas, e medir as respostas de pico para insulina e A-21 insulina desamido. Calcular a quantidade de insulina humana solúvel como uma porcentagem de teor de insulina total da injeção pela fórmula:
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Na qual D é o fator de diluição para a solução de teste de insulina total; VA é o número de μl adicionado para ajustar o pH da solução de teste de insulina solúvel; e rS e rT são as respostas respectivamente da solução de teste de insulina solúvel e a solução de teste de insulina total. A porcentagem de insulina humana solúvel está no intervalo L ± 5, onde L é a porcentagem de insulina humana solúvel especificada no rótulo do produto.
MÉTODO 2

Fase móvel, solução de adequação de sistema, e sistema de cromatografia. Proceder como indicado no ensaio com insulina.

Solução tampão Tris 0,1 M: dissolver 3.54 ± 0.01 g de Tris(hidroximetil)aminometano cloridrato e 3.34 ± 0.01 g de Tris (hidroximetil)aminometano em 500 ml de água. O pH da solução tampão Tris 0,1 M deve ser entre 8,15 e 8,35.
Solução de teste de insulina solúvel: diluir um volume adequado da injeção com solução tampão Tris 0,1 M para obter uma solução contendo cerca de 6 unidades de insulina humana de insulina solúvel por ml (por exemplo, 2 ml de 70/30 suspensão de insulina humana isofana e injeção de insulina humana contendo 100 unidades de insulina humana por ml seria diluída com 8 ml de solução tampão Tris 0,1 M para obter um filtrado que contenha 6 unidades de insulina humana de insulina solúvel por ml). Imergir o recipiente em banho-maria a 25 ± 1°C por 30 ± 2 minutos. Imediatamente, passar esta solução por um filtro 0.2-μm utilizando seringa descartável. Transferir 2 partes do filtrado para um recipiente adequado, adicionar 1 parte de ácido clorídrico 0,2 N (por exemplo, o fator de diluição para a solução de teste de insulina solúvel que contenha 30% de insulina solúvel é 5 × 3/2 = 7.5).
Solução de teste de insulina total: para cada ml de injeção, adicionar 3,0 μl de ácido clorídrico 9,6 N, misturar, e deixar a suspensão clarificar. Diluir a solução resultante com ácido clorídrico 0,01 N para 4 unidades de insulina humana por ml (por exemplo, se o produto está rotulado como contendo um total de 100 unidades de insulina humana por ml, o fator de diluição é 25. Calcular a quantidade de insulina humana solúvel como uma porcentagem de teor de insulina total da injeção pela fórmula:
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No qual DS e DT são fatores de diluição para solução teste de insulina solúvel e solução teste de insulina total, respectivamente; rS e rT são respostas de pico obtidas respectivamente de solução teste de insulina solúvel e de solução teste de insulina total. A porcentagem de insulina humana solúvel está no intervalo L ± 5, onde L é a porcentagem de insulina humana solúvel especificada no rótulo do produto.
DETERMINAÇÃO DE POTÊNCIA

Baseada na somatória da própria insulina e componentes da insulina desamido, conforme determinada no ensaio, não é menor que 95,0 % e não mais que 105.0 % da potência especificada no rótulo, expressa em unidades de insulina humana em cada ml. Outros Ensaios. Proceder conforme indicado no ensaio sobre injeção de insulina humana.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente.
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente
INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSÃO

Insulina humana isofana suspensão é uma suspensão estéril de cristais de insulina humana zinco e sulfato protamina na água tamponada para a injeção, combinados de uma maneira tal que a fase sólida da suspensão é composta por cristais de insulina humana, protamina, e zinco. O sulfato de protamina é preparado a partir do esperma ou a partir dos testículos em maturação de peixes pertencentes ao gênero Oncorhynchus Suckley, ou Salmo Linné (família Salmonidae). Sua potência, com base na soma de seus componentes de insulina e insulina desamido, como no ensaio, não é inferior a 95,0 por cento e não mais de 105,0 por cento da

potência declarada no rótulo, expressa em unidades de insulina humana em cada ml.
IDENTIFICAÇÃO

A. Insulina no sobrenadante (teste de solução): centrifugar 10 ml da suspensão a 1500 × g por 10 minutos. Usar o sobrenadante. Procedimento: determinar o teor de insulina da solução de teste por um método adequado: a concentração de insulina não é superior a 1,0 unidade de insulina humana por ml.
B. Limite de proteínas de alto peso molecular: proceder como indicado no ensaio de Limite de proteínas de alto peso molecular com injeção de insulina: não mais que 3,0% é encontrado.
CARACTERISITICA

Proceder como indicado no ensaio sob injeção de insulina humana.
ENSAIOS FISICO-QUÌMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Entre 0,021 mg e 0,04 mg por cada 100 unidades de insulina humana.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Não contém mais de 80 unidades de endotoxina por 100 unidades de insulina humana.

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre as exigências, quando testado como indicado para Filtração por membranas em Teste de esterilidade do produto a ser examinado, e a suspensão a ser filtrada imediatamente depois de ter sido reduzido a uma solução clara pela adição de um recém-preparado 1 em 100 solução de ácido ascórbico em fluido A.
ENSAIO DE PUREZA

pH (V.2.19). Entre 7,0 e 7,5, determinado potenciometricamente.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente.
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.
INSULINA LISPRO

C257H383N65O77S6                           5.807,58                                                04920

Insulina lispro é idêntica em estrutura à insulina humana, exceto que ela tem de lisina e prolina nas posições 28 e 29, respectivamente, da cadeia B, enquanto esta seqüência é invertida em insulina humana.
Insulina lispro é produzida por síntese microbiana através de um processo de DNA recombinante. Sua potência é igual ou superior a 27,0 unidades de insulina lispro por mg, calculada na base seca. O teor de pró-insulina lispro, determinada por um método adequado, não é superior a 10 ppm. O teor de proteína derivado da célula hospedeira, determinada por um método adequado e validado, não é superior a 10 ppm. Uma unidade de insulina lispro é equivalente a 0,0347 mg de pura insulina lispro.
IDENTIFICAÇÃO

R: O tempo de retenção do pico principal do cromatograma da preparação de ensaio corresponde à que consta do cromatograma da solução padrão, obtido no ensaio. B: Determinar os fragmentos de peptídeos, usando o seguinte procedimento de mapeamento peptídico.
Tampão sulfato, tampão HEPES, a fase móvel, solução de teste digestão e procedimento – Proceder como indicado para o teste de identificação B com insulina humana. Solução padrão de digestão: proceder como indicado para o teste de identificação B com insulina humana, exceto para uso insulina lispro (padrão de referência), ao invés da insulina humana (padrão de referência).
Sistema cromatográfico: proceder como indicado para o teste de identificação B com insulina humana, exceto para usar o seguinte programa de eluição.
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A taxa de fluxo é de cerca de 0,8 ml por minuto.
CARACTERÍSTICA
Perda por secagem (V.2.9). Secagem de cerca de 300 mg, pesada com exatidão, a 105°C por 16 horas. Perde não mais de 10,0% de seu peso.
ENSAIOS FÍSICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Determinar o teor de zinco de cerca de 20 mg de insulina lispro, pesada com exatidão: entre 0,30% e 0,60% é encontrado, calculado na base seca.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Contagem de microrganismos viáveis totais (V.5.1.6). A contagem total de bactérias aeróbias não exceda 100 por grama, uma parcela de cerca de 0,3 g, pesada com exatidão, a ser utilizada.

Endotoxinas bacterianas (V 5.1.9.). Não mais de 10 unidades de endotoxina/mg, o método cinético cromogênico sob técnicas fotométricas sendo usado.
ENSAIOS DE PUREZA

Limite de proteínas de alto peso molecular. Proceder como indicado no ensaio de limite de proteínas de alto peso molecular com insulina: não mais que 0,25% é encontrado.
Substâncias relacionadas.

Solvente: proceder como indicado no ensaio.

Solução A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de solvente e acetonitrila (82:18).

Solução B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de solvente e acetonitrila (50:50). Fase móvel - Use misturas variáveis d solução A e da solução B, conforme indicado por sistema cromatográfico. Faça ajustes se necessário proceder conforme descrito em Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4).
Solução de adequação do sistema: dissolver uma quantidade pesada com exatidão da insulina lispro em ácido clorídrico 0,01 N para obter uma solução contendo cerca de 3,5 mg por ml. Deixe repousar em temperatura ambiente para obter uma solução contendo entre 0,8% e 11% A-21 insulina lispro desamido.
Solução teste: dissolver cerca de 3,5 mg de insulina lispro em 1,0 ml de ácido clorídrico 0,01 N. Guardar a solução para não mais de 56 horas no refrigerador.

Sistema cromatográfico: proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). A cromatografia líquida é equipada com um detector de 214 nm e um 4,6-mm × 25-cm de coluna que contém embalagem L1. A temperatura da coluna é mantida a 40°C, e a taxa de fluxo é de cerca de 1 ml por minuto. O cromatógrafo foi programado da seguinte forma.

Ajustar a composição da fase móvel e a duração da eluição isocrática para obter um tempo de retenção de cerca de 41 minutos para a insulina lispro, com insulina lispro desamido A-21, eluindo perto do início da fase de gradiente linear. Executar o cromatógrafo para a solução de adequação do sistema, e registrar as respostas de pico conforme indicação do procedimento: a resolução, R, entre a insulina lispro e A-21 insulina lispro desamido não seja inferior a 2,5, e do fator de cauda para o pico de insulina lispro não seja superior a 2.0.
Procedimento: proceder conforme indicado para procedimento no teste de compostos relacionados com insulina: não superior a 1,00% do A-21 insulina lispro desamido é encontrado, não mais de 0,50% de qualquer outro composto relacionado à insulina lispro individuais é encontrado, e não mais de 2,00% de impurezas totais, excluindo A-21 insulina lispro desamido, é encontrado.
ENSAIO

Solvente: dissolver 28,4 g de sulfato de sódio anidro em 1000 ml de água, misturar e ajustar com ácido fosfórico para um pH de 2,3. Fase móvel: misturar 745 ml de solvente e 255 ml de acetonitrila. Fazer ajustes se necessário (veja Adequação do sistema de cromatografia - proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4).
Solução do sistema de adequação: dissolver uma quantidade pesada com exatidão da insulina lispro em ácido clorídrico 0,01 N para obter uma solução com uma concentração de cerca de 1 mg por ml. Deixe repousar em temperatura ambiente para obter uma solução contendo entre 0,8% e 11% A-21 insulina lispro desamido.
Preparação padrão: dissolver uma quantidade pesada com exatidão da insulina lispro (padrão de referência) em ácido clorídrico 0,01 N para obter uma solução com uma concentração de cerca de 0,7 mg por ml. Preparação de ensaio: dissolver uma parcela pesada com exatidão da insulina lispro em ácido clorídrico 0,01 N para obter uma solução com uma concentração de cerca de 0,8 mg por ml.
Sistema cromatográfico: proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). A cromatografia líquida é equipada com um detector de 214 nm e um 4,6-mm × 10-cm de coluna que contém embalagem L1. A temperatura da coluna é mantida a 40°C, e a taxa de fluxo é de cerca de 0,8 ml por minuto. Ajustar a fase móvel para fornecer um tempo de retenção de cerca de 24 minutos para o pico principal de insulina lispro. Executar o cromatógrafo triplicata de injeções de solução de adequação do sistema, e

registrar as respostas de pico de acordo conforme indicado nas instruções para o procedimento: a resolução, R, entre a insulina lispro e A-21 a insulina lispro desamido não seja inferior a 3,0, o fator de cauda para o pico de insulina lispro não seja superior a 1,5, e o desvio padrão relativo para replicar as injeções não seja superior a 1,1%.
Procedimento: injetar separadamente volumes iguais (cerca de 20μl) da preparação padrão e da preparação de ensaio no cromatógrafo, registrar os cromatogramas e medir as áreas para os picos principais.
Calcular a potência, na unidade de insulina lispro por mg, baseado na fórmula:
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Na qual CS é a concentração, em unidades de insulina lispro por ml, da insulina lispro padrão de referência na preparação padrão; CU é a concentração, em mg por ml, da insulina lispro na preparação de ensaio, e rU e rS são as áreas de pico da insulina lispro obtidas a partir da preparação de ensaio e preparação padrão, respectivamente. A partir do valor obtido no teste de perda por secagem, calcular a potência na base seca.
DETERMINAÇÃO DE POTÊNCIA

Bioidentidade: continuar como indicado para teste de bioidentidade em ensaios de insulina, exceto para obter a primeira amostra de sangue aos 45 minutos, ao invés de 1 hora, após o tempo de injeção: cumpre o teste.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente.
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.

INSULINA HUMANA ZINCO SUSPENSÃO
Insulina humana zinco suspensão é uma suspensão estéril de insulina humana em água tamponada para a injeção, modificada pela adição de um sal de zinco adequado de modo que a fase sólida da suspensão é constituída por uma mistura de insulina cristalina e amorfa em uma razão de cerca de 7 partes de cristais e de 3 partes de material amorfo. Sua potência, com base na soma dos seus componentes de insulina e insulina desamido, não é inferior a 95,0 por cento e não mais de 105,0 por cento da potência declarada no rótulo, expressa na unidade de insulina humana em cada ml.
IDENTIFICAÇÃO

A. Cumprir as exigências nos testes para a identificação da insulina no sobrenadante sob insulina humana isofana suspensão.
B. Insulina não extraída por solução de acetona tamponada com insulina zinco suspensão. Centrifugar uma quantidade de suspensão representando 1.000 unidades de insulina, e descartar o sobrenadante. Suspender o resíduo em 8,4 mL de água, rapidamente acrescentar 16,6 ml de tampão acetona SR, agitar vigorosamente e centrifugar dentro de 3 minutos após a adição do tampão acetona. Desprezar o sobrenadante, repetir o tratamento com água e acetona tampão, centrifugar e descartar o sobrenadante. Dissolver o resíduo cristalino em 5 mL de ácido clorídrico diluído (1 em 100), transferir para um balão de 25 mL, e diluir com água para volume. A concentração de insulina, determinada por um método adequado, é entre 63% e 77% do teor de insulina de uma quantidade igual de suspensão.
ENSAIOS FÍSICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Entre 0,12 mg e 0,25 mg para cada unidade de insulina e teor de zinco no sobrenadante. Centrifugar uma porção de suspensão suficiente para o teste, e determinar o teor de zinco no sobrenadante límpido, conforme indicado a concentração de zinco, em mg/mL, é entre 20% e 65% da concentração de zinco da suspensão.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Não contém mais de 80 unidades de endotoxina por 100 unidades de insulina humana.

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.
ENSAIO DE PUREZA

pH (V.2.19). Entre 7,0 e 7,8, determinado potenciometricamente.

Proteínas de alto peso molecular. Proceder como indicado no ensaio de limite de proteínas de altopeso molecular com injeção de insulina: não mais que 1,5% é encontrado.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.
INSULINA HUMANA ZINCO SUSPENSÃO ESTENDIDA
Insulina humana zinco suspensão estendida é uma suspensão estéril de insulina humana em água tamponada para a injeção, modificada pela adição de um sal de zinco adequado de modo a que a fase sólida da suspensão é predominantemente cristalina. Sua potência, com base na soma dos seus componentes de insulina e insulina desamido, não seja inferior a 95,0 por cento e não mais de 105,0 por cento da potência declarada no rótulo, expressa em unidades de insulina humana por ml.
IDENTIFICAÇÃO

A. Cumprir as exigências nos testes para a identificação da insulina no sobrenadante sob insulina humana isofana suspensão.
B. Insulina não extraída por solução de acetona tamponada com insulina zinco suspensão.
C. A concentração de insulina, determinada por um método adequado, não é inferior a 90% do teor de insulina de uma quantidade igual de suspensão.
ENSAIOS FÍSICO-QUÍMICOS

Teor de zinco (V.3.4.4). Entre 0,12 mg e 0,25 mg para cada unidade de insulina e teor de zinco no sobrenadante. Centrifugar uma porção de suspensão suficiente para o teste, e determinar o teor de zinco no sobrenadante límpido. Conforme indicado a concentração de zinco, em mg/mL, é entre 20% e 65% da concentração de zinco da suspensão.
TESTES DE SEGURANÇA BIOLÓGICA

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Não contém mais de 80 unidades de endotoxina por 100 unidades de insulina humana.

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste
ENSAIO DE PUREZA

pH (V.2.19): entre 7,0 e 7,8, determinado potenciometricamente.

Limite de proteínas de alto peso molecular: Proceder como indicado no ensaio de limite de proteínas de alto peso molecular com injeção de insulina: não mais que 1,5% é encontrado.
DETERMINAÇÃO DA POTÊNCIA

Proceder como indicado no ensaio sob injeção de insulina.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conforme legislação vigente.
ROTULAGEM

Conforme legislação vigente.
MALEATO DE DEXCLORFENIRAMINA SOLUÇÃO ORAL

Contém, no mínimo, 90,0% e, no máximo, 100,0% da quantidade declarada de maleato de

dexclorfeniramina.
IDENTIFICAÇÃO

A. O espectro de absorção no infravermelho (V.2.14) corresponde em posição e intensidade relativa dos picos ao espectro obtido com maleato de dexclorfeniramina SQR.
B. Diluir o equivalente a 20 mg de maleato de dexclorfeniramina para 100 ml com ácido clorídrico (1:120). Diluir 10 ml para 100 ml com o mesmo solvente. O espectro de absorção no ultravioleta exibe os máximos e mínimos nos mesmos comprimentos de onda que uma solução de maleato de dexclorfeniramina padrão, preparada nas mesmas condições.
C. O tempo de retenção do pico principal do cromatograma da solução amostra, obtida no método de Doseamento, correspondente àquele do pico principal da solução padrão.

CARACTERÍSTICAS

Determinação de volume (V.1.2). Cumpre o teste.
DOSEAMENTO

1) Transferir quantitativamente volume da solução oral equivalente a 8 mg de maleato de dexclorfeniramina para funil de separação de 250 ml e ajustar o pH da solução para 11,0 com hidróxido de sódio M. Extrair com duas porções de 75 ml de hexano e combinar os extratos num segundo funil de separação. Repetir a extração com três porções de 50 ml de ácido clorídrico (1:20), completando o volume para 200 ml com o mesmo solvente. Pesar 40 mg de maleato de dexclorfeniramina SQR, dissolver em água e completar para 100 ml com o mesmo solvente. Transferir 10 ml desta solução para funil de separação e ajustar o pH para 11,0 com hidróxido de sódio M. 
Extrair com duas porções de 50 ml de hexano, agitando 2 minutos cada porção, antes da separação das fases. Combinar os extratos num segundo funil de separação, extrair com duas porções de 40 ml de ácido clorídrico (1:20). Combinar os extratos em balão volumétrico e completar o volume par 100 ml com o mesmo solvente. Filtrar a solução, desprezando as primeiras porções do filtrado. Calcular o teor de C16H19ClN2.C4H4N4 pelas absorvâncias medidas, relacionando-as com as concentrações das soluções.
2) Por Cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). Utilizar cromatógrafo provido de detector ultravioleta a 262 nm; coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno, empacotada com sílica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5μm); mantida a temperatura ambiente; fluxo da fase móvel de 1,0 mL/minuto.
Fase móvel: mistura de água, acetonitrila e ácido trifluoracético (70:30:0,5). Solução amostra: transferir volume conhecido da amostra para balão volumétrico. Adicionar água, homogeneizar, de modo a obter solução a 40 μg/ml. Filtrar. Solução padrão: dissolver quantidade exatamente pesada de maleato de dexclorfeniramina SQR em água, de modo a obter solução a 0,4 μg/ml. Homogeneizar e filtrar. Injetar replicatas de 20 μl da solução padrão. O desvio padrão relativo das áreas de replicatas dos picos registrados não deve ser maior que 2,0%.
Procedimento: injetar, separadamente, 20 μL da solução padrão e amostra, registrar os cromatogramas e medir a área dos picos. Calcular o teor de C16H19ClN2.C4H4O4 nos comprimidos a partir das respostas obtidas com as soluções padrão e amostra.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.
ROTULAGEM

Observar a legislação vigente.
MISTURAS DE PLASMA HUMANO EXCEDENTE TRATADO POR INATIVAÇÃO VIRAL

Plasma Humanum Collectum Excederem Deinde Conditum ad Viros Exstinguendos
DEFINIÇÃO

Preparação congelada ou liofilizada, estéril, apirogênica, obtida a partir de plasma humano proveniente de doadores do mesmo grupo sanguíneo AB0. A preparação é descongelada ou reconstituída antes de seu uso de modo a obter uma solução injetável. O plasma humano utilizado deve satisfazer às exigências da monografia Plasma Humano para Fracionamento.
PRODUÇÃO

As unidades de plasma destinadas à produção são congeladas a uma temperatura igual ou inferior a - 30°C dentro das primeiras 6 horas seguintes à separação das frações celulares sanguíneas e no máximo, nas 24 horas que se seguem à coleta. A mistura é preparada a partir de unidades de plasma pertencentes ao mesmo grupo sanguíneo AB0.
A mistura de plasma é examinada a partir de métodos de sensibilidade e especificidade apropriados quanto a presença do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg), de anticorpos contra o vírus da hepatite C e de anticorpos contra o HIV. Nestes ensaios, a mistura do plasma deve fornecer resultados negativos.
Monografias

L – P
A mistura de plasma também deve ser submetida à pesquisa do RNA do vírus da hepatite C de acordo com a monografia Técnicas de Amplificação de Ácidos Nucléicos, devidamente validada. O ensaio inclui um padrão positivo com 100 U.I. de RNA do vírus da hepatite C por mililitro e, para identificar a presença eventual de inibidores, um padrão interno preparado por adição de um marcador apropriado à amostra da mistura de plasma. O ensaio só é válido se o padrão positivo for reativo ou se o resultado obtido com o padrão interno não indicar a presença de inibidores.
A mistura satisfaz ao ensaio se não for reativa para o RNA do vírus da hepatite C. A mistura de plasma também deve ser submetida à pesquisa do DNA do vírus B19 de acordo com a monografia Técnicas de Amplificação de Ácidos Nucléicos, devidamente validada. O pool deve conter no máximo 10UI por microlitro. Um controle positivo 10UI de DNA por microlitro do vírus B19, e para identificar a presença eventual de inibidores, um padrão interno preparado por adição de um marcador apropriado à amostra da mistura de plasma. O ensaio só é válido se o padrão positivo for reativo ou se o resultado obtido com o padrão interno não indicar a presença de inibidores.
O método de preparação é realizado de modo a evitar a ativação de qualquer fator de coagulação e assim, limitar o seu potencial de ação trombogênico. Compreende uma ou várias etapas para as quais se tenha demonstrado a eliminação ou inativação de agentes infecciosos conhecidos. No caso de serem utilizadas substâncias para inativação viral durante a produção, o processo de purificação subseqüente deve ser validado de modo a demonstrar que a concentração destas substâncias encontra-se em um nível apropriado e que os eventuais resíduos não comprometem a inocuidade da preparação.
O método típico utilizado para a inativação de vírus envelopados é o processo solvente-detergente, que consiste no tratamento com uma mistura de fosfato de tributila e de octoxinol 10; em seguida, esses reagentes são removidos por extração em fase oleosa ou sólida, de modo a que o teor residual no produto final seja inferior a 2 μg/ml para fosfato de tributila e a 5 μg/ml para o octoxinol 10. Não deve ser adicionado nenhum conservante antimicrobiano.
A solução é filtrada através de uma membrana esterilizante, distribuída assepticamente nos recipientes finais e imediatamente congelada. Os recipientes finais são compostos por material plástico, satisfazendo às exigências para recipientes de material plástico para sangue e seus componentes (IX.2.2.2.); ou vidro, satisfazendo às exigências para os recipientes de vidro para uso farmacêutico (IX.2.1.). Pode, em seguida, ser liofilizada.
CARACTERÍSTICAS

Aspecto - Após o seu descongelamento, a solução apresenta-se como líquido límpido ou ligeiramente opalescente, isenta de partículas sólidas e gelatinosas. A preparação liofilizada apresenta-se como pó branco ou amarelo claro ou sólido friável. Reconstituir ou descongelar a amostra como indicado no rótulo, imediatamente antes de realizar a identificação, testes e ensaios.

pH (V.2.19.): 6,5 a 7,6.

Osmolaridade - (número): no mínimo, 240 mosmol/kg.
IDENTIFICAÇÃO

A. Examinar a amostra por eletroforese comparando com o plasma humano normal. Os eletroforetogramas apresentam as mesmas bandas.
B. Realizar ensaios de precipitação a partir de uma gama apropriada de soros específicos de espécies de animais domésticos. É aconselhável que o ensaio seja realizado com soros específicos de proteínas plasmáticas de cada uma das espécies domésticas normalmente utilizadas no país para a preparação de produtos de origem biológica. A amostra contém proteínas de origem humana e dá resultado negativo para as proteínas específicas plasmáticas de outras espécies.
C. A mistura satisfaz a Determinação do Título de Hemaglutininas anti-A e anti-B (ver Ensaio).
DOSEAMENTO

Proteínas totais - Diluir a amostra em uma solução de cloreto de sódio 0,9 % (p/V), de modo a obter uma solução que contenha cerca de 15 mg de proteínas em 2 ml. Num tubo de centrífuga de fundo redondo, introduza 2,0 ml desta solução. Juntar 2 ml de uma solução de molibdato de sódio a 75 g/l e 2 ml de uma mistura de ácido sulfúrico 1 volume, isento de nitrogênio, e 30 volumes de água. Agitar, centrifugar durante 5 minutos, decantar o líquido sobrenadante e deixar escoar com o tubo invertido sobre um papel de filtro. Realizar o doseamento do nitrogênio no resíduo através do método de digestão com ácido sulfúrico (V.3.4.2.) e calcular o teor de proteínas multiplicando o resultado por 6,25. O teor em proteínas totais não é inferior a 45 g/l.
Anticorpos contra eritrócitos irregulares - Quando examinada por exame indireto de antiglobulinas, a amostra não diluída não revela sinais de presença de anticorpos contra eritrócitos irregulares.
Hemaglutininas anti-A e anti-B (número). A presença das Hemaglutininas (anti-A ou anti-B) corresponde ao grupo sanguíneo indicado no rótulo.
Citrato - No máximo, 25 mmol/l, determinado por cromatografia líquida (V.2.17.4). Solução problema - Diluir a amostra com um volume igual de uma solução de cloreto de sódio 0,9 % (p/V) . Filtrar com filtro de porosidade 0,45 μ. Solução padrão - Dissolver 0,300g de citrato de sódio em água e diluir a 100,0 ml com o mesmo solvente.

Coluna:

– dimensões: l = 0,3 m; Ø = 7,8 mm.

– fase estacionária: resina trocadora de cátions (9 μ).

Fase móvel: solução de ácido sulfúrico a 0,51 g/l.

Débito: 0,5 ml/minutos.

Detecção: espectrofotômetro em 215 nm.

Tempo da equilibração: 15 minutos.

Injeção: 10 μl.

Tempo de retenção do citrato: cerca de 10 minutos.

Cálcio- No máximo, 5,0 mmol/l. Espectrometria de absorção atômica (número)

Comprimento de onda: 622 nm.

Potássio: No máximo, 5,0 mmol/l. Espectrometria de emissão atômica (V.2.23.)

Comprimento de onda: 766,5 nm.

Sódio: no máximo, 200 mmol/l. Espectrometria de emissão atômica (V.2.23.).

Comprimento de onda: 589 nm.

L - P

Fatores de Coagulação Ativados (número) - Satisfaz a determinação dos Fatores de Coagulação Ativados. Realizar o ensaio com 0,1 ml da amostra em vez de diluições a 1/10 e 1/100. O tempo de coagulação para o tubo que contem a amostra não é inferior a 150 segundos.
Anticorpos contra o vírus da hepatite A - No mínimo 2 U.I./ml, determinado de acordo com a monografia Métodos Imunoquímico apropriado. O padrão de imunoglobulina humana da hepatite A é adequado para uso como uma preparação de referência
Água - Determinado por um método apropriado, como: o método semi-micro (número), a perda por secagem (V.2.20.) ou a espectrofotometria no infravermelho próximo (V.2.14.). O teor está compreendido dentro dos limites aprovados pelas autoridades competentes.
Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.
Pirogênios (V.2.19). A amostra satisfaz o ensaio de Pirogênios. Injetar em cada coelho 3ml da amostra por quilograma de massa corporal.
Fator VIII - Realizar a Determinação do Fator VIII de Coagulação Humana (número) utilizando um plasma padrão calibrado em relação ao Padrão Internacional do Fator VIII da coagulação sanguínea humana. A atividade determinada não é inferior a 0,5 U.I./ml. O intervalo de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não ultrapassa 80% a 120%.
Fator V - Com solução tampão de imidazol de pH 7,3, preparar, de preferência em duplicata, 3 diluições a 1/10 e a 1/40 da amostra. Para cada diluição proceder do seguinte modo: misturar 0,1 ml de substrato de plasma deficiente em Fator V, 0,1 ml da diluição da amostra, 0,1 ml de reagente de tromboplastina e 0,1 ml de solução de cloreto de cálcio a 3,5 g/l. Registrar o tempo de coagulação, ou seja, o intervalo entre o momento da adição da solução de cloreto de cálcio e os primeiros sinais de formação de fibrina. Observar mediante aparelho

apropriado. 
Determinar, em duplicata e nas mesmas condições, os tempos de coagulação de 4 diluições entre 1/10 e 1/80 de plasma humano normal na solução tampão de imidazol de pH 7,3. Uma unidade de Fator V corresponde à atividade de 1 ml de plasma humano normal. O plasma humano normal é preparado a partir de mistura de unidades de plasma provenientes de pelo menos 30 doadores e é conservado a uma temperatura igual ou inferior a -30°C. Verificar a validade do ensaio e calcular a atividade da amostra através de procedimentos estatísticos aplicáveis aos ensaios biológicos (V.I). A atividade determinada não é inferior a 0,5 unidades/ml. O intervalo de confiança (P = 0,95) da atividade determinada não ultrapassa os 80% a 120%.
ROTULAGEM

O rótulo deve indicar o grupo sanguíneo AB0 e o método utilizado para a inativação viral.
REAGENTES E SOLUÇÕES REAGENTES
Reagente de tromboplastina

Agite 1,5 g de pó de cérebro de boi, seco com acetona, com 60 ml de água a 50°C, durante 10-15 minutos. Centrifugue a 1.500 rpm, durante 2 minutos e decante o líquido sobrenadante. Conservação- o extrato, armazenado no frigorífico, conserva a atividade durante vários dias. Pode adicionar-se cresol, na quantidade de 3 g/l, como antimicrobiano.
Substrato de plasma deficiente em Fator V

Utilize de preferência um plasma congenitamente deficiente ou preparado do seguinte modo: Separe o plasma do sangue humano que tenha sido colhido em 1:10 do seu volume de uma solução de oxalato de sódio a 13,4 g/l. Incube a 37°C durante 24-36 horas. Examinado pelo método descrito para a solução do Fator V da coagulação, o plasma apresenta um tempo de coagulação de 70-100 segundos. Se o tempo de coagulação for inferior a 70 segundos, incube o plasma de novo durante 12-24 horas. Conservação: em pequenas quantidades, a temperatura igual ou inferior a -20°C.
SENE

Sennae folium

Senna alexandrina Mill. – FABACEAE

A droga vegetal é constituída dos folíolos dessecados contendo, no mínimo, 2,5% de derivadoshidroxiantracênicos, expressos em senosídeo B, e 0,6% de senosídeo B e 0,5 senosídeo A. Não deve ser utilizada antes de um ano após a sua coleta.
IDENTIFICAÇÃO

Caracteres organolépticos

A droga possui odor peculiar, sabor amargo e adstringente.
Descrição macroscópica

Folíolos inteiros, lanceolados, de ápice agudo, obtuso, raro retuso ou retuso-mucronado e base aguda a obtusa, assimétrica, margem levemente revoluta, cartáceos, quebradiços, verde-acinzentados a verdeacastanhados, com face abaxial mais clara, de 0,6 cm a 5,0 cm de comprimento e 0,2 cm a 1,0 cm de largura; lâmina pilosa em ambas as faces; tricomas tectores cônicos, geniculados, em maior quantidade na face abaxial; venação camptódroma-broquidódroma, as nervuras de maior ordem chegando até a margem e a nervura principal proeminente na face abaxial. Peciólulo curto, normalmente curvo para a face abaxial, com até 0,1 cm de comprimento e até 0,1 cm de largura; face adaxial cilíndrica ou côncava, com duas costelas laterais, face abaxial convexa; tricomas iguais aos da lâmina, antrorsos.
Descrição microscópica

Folíolo com lâmina de simetria isobilateral, anfiestomática, com estômatos paracíticos, anisocíticos ou anomocíticos. Em vista frontal, a cutícula é lisa e a epiderme apresenta células poligonais de paredes anticlinais espessas e retilíneas, além de células epidérmicas com distribuição radial em torno da base dos tricomas tectores, que são unicelulares, cônicos, geniculados, com cutícula verrucosa. 
Em secção transversal, a cutícula é espessa e a epiderme uniestratificada, com células de diferentes formas e de paredes periclinais espessas, e com raros idioblastos cristalíferos contendo monocristais prismáticos e os estômatos são localizados pouco abaixo das demais células epidérmicas; o parênquima paliçádico é uniestratificado; aquele voltado para a face adaxial é contínuo e formado por células bastante alongadas, ricas em cloroplastídios e grãos de amido; algumas destas células apresentam mucilagem, as quais incham e coram com adição de azul de metileno; o parênquima esponjoso possui células de formas variadas, espaços intercelulares pequenos, poucos cloroplastídios, muitos idioblastos contendo grandes drusas e os feixes secundários são similares ao principal e distribuem-se neste tecido; o parênquima paliçádico voltado para a face abaxial é interrompido na região da nervura principal e é formado por células mais curtas do que aquelas voltadas para a face adaxial. No bordo da lâmina ocorre colênquima subepidérmico uniestratificado ou parênquima paliçádico, seguidos por vários idioblastos cristalíferos contendo monocristais prismáticos, além de feixes de menor desenvolvimento com grande quantidade de fibras.
 O feixe principal é colateral e apresenta floema bem desenvolvido e procâmbio geralmente descontínuo, formado por duas camadas celulares; os tecidos condutores são acompanhados externamente por fibras e por idioblastos cristalíferos contendo monocristais prismáticos; junto à face abaxial ocorre uma a quatro camadas de colênquima anelar, seguido por um clorênquima pouco desenvolvido, com células de pequenas dimensões, paredes pouco espessas e poucos cloroplastídios, e por um parênquima de células poligonais, com paredes espessas e pequenos espaços intercelulares. Gotas lipídicas, em pequena quantidade, ocorrem em todos os tecidos. O peciólulo, em vista frontal, apresenta cutícula lisa, epiderme com células de diferentes formas, estômatos em menor densidade e tricomas em maior quantidade que os da lâmina. 
Em secção transversal, a cutícula é espessa, a epiderme é uniestratificada, com células poligonais pequenas, seguida de uma ou duas camadas de colênquima anelar, parênquima cortical formado por células poligonais de paredes espessas e poucos cloroplastídios e grande quantidade de idioblastos contendo drusas; endoderme com grande quantidade de grãos de amido; sistema vascular formado por dois pequenos feixes colaterais na região das costelas e geralmente um único feixe colateral bem desenvolvido na região central, com procâmbio visível e envolto por bainha fechada de fibras, ou vários feixes distribuídos em forma de anel

aberto para a face adaxial e todos envoltos por bainha de fibras, a qual apresenta externamente idioblastos cristalíferos, contendo monocristais prismáticos de grande volume. Gotas lipídicas ocorrem em todos os tecidos, em maior quantidade nos vasculares.
Descrição microscópica do pó

O pó atende a todas as exigências estabelecidas para a espécie, menos os caracteres macroscópicos. São característicos: coloração verde-acinzentada a verde-amarelada; porções de tricomas tectores, em vista lateral; fragmentos de epiderme com estômatos, em vista frontal; fragmentos da epiderme com estômatos e com tricomas, em vista frontal; porções de epiderme mostrando a região de inserção do tricoma, em vista frontal; fragmentos da epiderme sobre região da nervura principal, com estômatos, em vista frontal e com cristais do tipo drusas, visíveis por transparência; fragmentos da epiderme do peciólulo, em vista frontal; células epidérmicas, em secção transversal; idioblastos cristalíferos e agrupamentos de fibras, em secção longitudinal; porções de elementos traqueais, em secção longitudinal; porções do mesofilo, conforme descrito, em secção transversal; porção dos parênquimas de assimilação em secção transversal e do feixe vascular, em secção longitudinal; porção de feixe vascular, em secção longitudinal; cristais dos tipos monocristais prismáticos e drusas isolados. As seguintes estruturas, se presentes no pó, caracterizam presença de impureza correspondente à raque: fragmento de porção de feixes vasculares e de parênquima em secção longitudinal; fragmentos de elementos traqueais, com espessamento reticulado, em secção longitudinal; porção isolada de elemento traqueal, com espessamento helicoidal, em secção transversal; porção de xilema, em secção transversal.
Descrição macroscópica das impurezas

A raque, se presente como impureza, mede de 2,5 cm a 13,0 cm de comprimento e até 0,1 cm de largura, é cilíndrica ou côncava na face adaxial, com duas costelas bem desenvolvidas, e convexa na face abaxial; cicatrizes da inserção dos folíolos bem definidas. 

Descrição microscópica das impurezas 

A raque, se presente como impureza, apresenta, em vista frontal, epiderme com células alongadas ou poligonais, de paredes retilíneas, estômatos e tricomas iguais aos da lâmina.
Em secção transversal, a cutícula é espessa e rugosa, a epiderme é uniestratificada, o colênquima é semelhante ao do peciólulo, o parêquima cortical é formado por células de forma e volume variável, de paredes espessas, com espaços intercelulares evidentes, cloroplastídios e idioblastos contendo drusas e, em sua porção voltada para a face adaxial, apresenta grande quantidade de grãos de amido; endoderme rica em grãos de amido; sistema vascular central formado por três a o to feixes colaterais e o conjunto envolto por bainha contínua de fibras de pequeno calibre e, externamente a estas, ocorrem idioblastos contendo monocristais prismáticos, iguais aos da lâmina; um feixe vascular menor ocorre em cada uma das costelas, com calota de fibras externa ao floema; o parênquima medular é formado por poucas células de forma poligonal e com paredes espessas, possui poucos grãos de amido e cloroplastídios, além de idioblastos contendo grandes drusas.
Em estágio de desenvolvimento secundário, o câmbio tem três a quatro camadas, o floema e a bainha de fibras são bem desenvolvidos e o anel xilemático pode não ser contínuo. Gotas lipídicas ocorrem no floema, no parênquima cortical, na endoderme e no xilema.
A. A 25 mg da droga pulverizada (180 μm) adicionar 50 ml de água e 5 ml de ácido nítrico. Aquecer em banho-maria por 15 minutos, deixar esfriar e agitar com 40 ml de éter etílico. Dessecar a fase etérea com sulfato de sódio anidro. Transferir 5 ml para cápsula de porcelana, evaporar em banho-maria até secura, esfriar e alcalinizar com hidróxido de amônio. Desenvolve-se coloração avermelhada.
B. Mediante microssublimação, obtem-se, inicialmente, gotículas amarelas, as quais tomam aspecto cristalino. Este sublimado, quando tratado com hidróxido de potássio alcoólico 5% (p/V), produz coloração róseo-avermelhada.
Cromatografia em camada delgada

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (V.2.17.1), utilizando sílica-gel GF254, com espessura de 0,25 mm, como suporte, e acetato de etila-n-propanol–água-ácido acético (40:40:29:1) como fase móvel. Aplicar, separadamente, em forma de banda, 10 μl da solução (1) e 10 μl da solução (2), preparadas recentemente, como descrito a seguir.
Solução (1): adicionar a 0,5 g da droga moída 5 ml de mistura de etanol:água (1:1, v/v). Aquecer á ebulição. Filtrar.

Solução (2): dissolver separadamente 2,5 mg de senosídeo A e 2,5 mg de senosídeo B em 1 ml de metanol e 1 ml de água, aquecer ligeiramente, se necessário.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar secar ao ar. Nebulizar a placa com ácido nítrico a 25% e aquecer por 10 minutos a 120 °C. Deixar esfriar e nebulizar a placa com solução de hidróxido de potássio a 5% (p/v) até o aparecimento de manchas. O cromatograma obtido com a solução (2) apresenta, duas manchas de coloração castanho-avermelhadas referentes ao senosídeo B (Rf aproximadamente 0,2) e senosídeo A (Rf aproximadamente 0,4). O cromatograma obtido com a solução (1) apresenta manchas similares em posição e coloração às manchas obtidas no cromatograma da solução (2). O cromatograma apresenta ainda duas outras manchas de cor castanho-purpúrea pálida, imediatamente acima das primeiras, correspondentes ao senosídeo C (Rf aproximadamente 0,5) e senosídeo D (Rf aproximadamente 0,45).
ENSAIOS DE PUREZA

Material estranho (V.4.2.2). No máximo 2 %, correspondente às raques foliares.

Água (V.4.2.3). No máximo 10%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No máximo 12%.
DOSEAMENTO

Derivados hidroxiantracênicos

Extração: pesar, exatamente, cerca de 0,15 g da droga pulverizada (180 μm) em balão de fundo redondo com boca esmerilhada, juntar 30 ml de água, misturar e pesar o conjunto. Aquecer em manta de aquecimento, sob refluxo, durante 15 minutos. Deixar esfriar, pesar e restabelecer o peso inicial com água e filtrar desprezando os 10 ml iniciais. Transferir 10 ml do filtrado para um funil de separação de 50 ml, adicionar uma gota de ácido clorídrico 2M e lavar com 3 porções de 5 ml de clorofórmio. Rejeitar a fase clorofórmica.
Centrifugar a fase aquosa durante 10 minutos a 2000 rpm. Transferir 4 ml do líquido sobrenadante para balão de fundo redondo com boca esmerilhada. Ajustar o pH da solução para 7-8 com cerca de 80 μl de solução de carbonato de sódio a 5%. Juntar 8 ml de solução de cloreto férrico hexa-hidratado a 10,5% (p/V). Misturar e aquecer, sob refluxo, em banho-maria durante 20 minutos. Adicionar 0,4 ml de ácido clorídrico concentrado e manter o aquecimento por 20 minutos, agitando freqüentemente, até dissolução do precipitado. 
Resfriar a solução e transferir para funil de separação de 50 ml, e extrair com 10 ml e duas vezes de 7 ml de éter etílico, previamente utilizado para lavar o balão de fundo redondo. Reunir os extratos etéreos e lavar com duas vezes de 10 ml de água. Transferir a camada etérea para balão volumétrico de 25 ml e completar o volume com éter etílico.
Solução amostra: evaporar 5 ml da solução etérea, em banho-maria, até resíduo. Ressuspender o resíduo com 5 ml de acetato de magnésio 0,5% (p/V) em metanol. Filtrar se necessário.
Solução branco: usar metanol. Medir a absorvância da solução amostra em 515 nm (V.2.14-3) imediatamente após o seu preparo, utilizando a solução branco para ajuste do zero. Calcular o teor de derivados hidroxiantracênicos, calculado como senosídeo B, utilizando 240 como valor de absorvância específica, segundo a expressão:
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Em que:

SB = derivados hidroxiantracênicos;

A = absorvância da amostra;

m = massa da amostra considerando a determinação de água.

Senosídeo B e Senosídeo A
Proceder conforme descrito em cromatografia líquida de alta eficiência (V.2.17.4). Utilizar cromatógrafo provido de detector ultravioleta a 270 nm; pré-coluna empacotada com sílica octadecilsilanizada, coluna de 150 mm de comprimento e 3,9 mm de diâmetro interno, empacotada com sílica octadecilsilanizada (4 μm), mantida a temperatura ambiente(25°C ± 2°C); fluxo da fase móvel de 0,9 ml/minuto.
Eluente A: água-ácido trifluoracético (100:0,08).

Eluente B: acetonitrila (100).

Gradiente de fase móvel: adotar sistema de gradiente linear, conforme tabela a seguir.
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Solução amostra: pesar exatamente, cerca de 0,2 g da droga seca e moída (180 μm) e colocar em tubo de centrífuga. Adicionar 5 ml de solução de bicarbonato de sódio 0,05% (p/V) e levar ao banho de ultrasom por 10 minutos. Centrifugar por 20 minutos a 2000 rpm. Separar o sobrenadante transferindo-o para balão volumétrico de 5 ml e completar o volume. Filtrar o sobrenadante através de membrana. Diluir 50 μl da solução resultante em 150 μl de água.
Solução padrão estoque: dissolver 10 mg do padrão de senosídeo B e A em 10,0 ml de metanol. Curva de calibração: diluir uma alíquota de 2,5 ml da solução padrão estoque, em balão volumétrico de 25 ml de modo a obter solução a 50 μg/ml. Diluir alíquotas de 2 ml, 2,5 ml, 3 ml, 3,5 ml, 4 ml e 4,5 ml em balão volumétrico de 5 ml, com metanol, de modo a obter concentrações de 20 μg/ml, 25 μg/ml, 30 μg/ml, 35 μg/ml, 40 μg/ml e 45 μg/ml.
Procedimento: injetar, separadamente, 10 μl das soluções da curva de calibração e da solução amostra. Registrar os cromatogramas e medir as áreas dos picos. O tempo de retenção é de aproximadamente 18,0 minutos para o senosídeo B e 20,7 minutos para o senosídeo A. Calcular o teor de senosídeo B e senosídeo A na amostra a partir da equação da reta obtida com a curva de calibração. O resultado é expresso pela média das determinações em gramas de senosídeo B e senosídeo A por 100 gramas da droga (%), considerando o teor de água.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente de vidro bem fechado, ao abrigo da luz, calor e umidade.
LEGENDAS:

Figura 1 - Senna alexandrina Mill. – 
A. a-d. aspecto geral de diferentes formas de folíolos; a. face adaxial de folíolo com ápice agudo; b. face abaxial do mesmo folíolo; c. face abaxial de folíolo com ápice retuso; d. face abaxial de folíolo com ápice retuso-mucronado; bfa: base foliar assimétrica; lf: lâmina foliar; pll: peciólulo;
B. detalhe parcial da venação do folíolo na região da nervura principal até a margem; np: nervura principal; mg: margem; 
C. detalhe da epiderme voltada para a face adaxial, na região intercostal, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; tt: tricoma tector; 
D. detalhe da epiderme voltada para a face adaxial, na região da nervura principal, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; 
E. detalhe da epiderme voltada para a face abaxial, na região intercostal e na região da nervura principal, em vista frontal; bt: base do tricoma; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; ri: região intercostal; rnp: região da nervura principal; tt: tricoma tector; 
F. detalhe da região da nervura principal, em secção transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; cl: clorênquima; clo: cloroplastídio; cm: célula contendo mucilagem; co: colênquima; cu: cutícula; ep: epiderme; f: floema; fb: fibra; fv: feixe vascular; gl: gota lipídica; ic: idioblasto cristalífero; p:parênquima: pj: parênquima esponjoso; pp: parênquima paliçádico; x: xilema; 
G. detalhe da região intercostal edo bordo, em secção transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; clo: cloroplastídio; cm: célula contendo mucilagem; cu: cutícula; ep: epiderme; es: estômato; ga: grão de amido; gl: gota lipídica; f: floema; fb: fibra; fv:

feixe vascular; ic: idioblasto cristalífero; pj: parênquima esponjoso; pp: parênquima paliçádico; tt: tricoma tector;x: xilema. As escalas correspondem em A (a, b e d) a 5 mm, em A (c) a 4 mm, em B a 1 mm e em C – G a 100 μm. 

Figura 2 - Senna alexandrina Mill. 
A. detalhe da epiderme do peciólulo voltada para a face adaxial, em vista frontal; bt: base do tricoma; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; 
B. detalhe da epiderme do peciólulo voltada para a face abaxial, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; tt: tricoma tector; 
C. representação esquemática do peciólulo, em secção transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; co: colênquima; cu: cutícula; cx: córtex; end: endoderme; ep: epiderme; f: floema; fb: fibra; pc: parênquima cortical; x: xilema; tt: tricoma tector; 
D. detalhe do peciólulo, em secção transversal, conforme destacado em C; ab: face abaxial; clo: cloroplastídio; co: colênquima; cu: cutícula; cx: córtex; end: endoderme; ep: epiderme; f: floema; fb: fibra; ga: grão de amido; gl: gota lipídica; ic: idioblasto cristalífero; pc: parênquima cortical; pto: pontoação; x: xilema;
E. representação esquemática da impureza, correspondente à raque, em secção transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; co: colênquima; cst: costela; cu: cutícula; cx: córtex; end: endoderme; ep: epiderme; f: floema; fb: fibra; fv: feixe vascular; pc: parênquima cortical; pm: parênquima medular; x: xilema; 
F a-i. detalhes do pó das impurezas correspondentes à raque; a: detalhe de porção da epiderme com tricoma tector, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; tt: tricoma tector; b. detalhe de porção da epiderme com estômato, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; c. detalhe de porção da epiderme com idioblastos cristalíferos contendo monocristal prismático, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; ic: idioblasto cristalífero; d. detalhe de porção do parênquima cortical com idioblasto cristalífero contendo drusa, em secção transversal; 
ic: idioblasto cristalífero; pc: parênquima cortical; e. detalhe de porção do parênquima cortical com idioblastos cristalíferos contendo drusas, em secção longitudinal; ic: idioblasto cristalífero; pc: parênquima cortical; f. fragmento de porção de feixes vasculares e de parênquima em secção longitudinal; eh: elemento traqueal com espessamento helicoidal; fb: fibra; ic: idioblasto cristalífero; pm: parênquima medular; g. fragmentos de elementos traqueais, com espessamento reticulado, em secção longitudinal; h. detalhe de porção isolada de elemento traqueal, com espessamento helicoidal, em secção transversal; i. detalhe de porção de xilema, em secção transversal; 
G. a-m. detalhes do pó do folíolo; a. detalhe de porção de epiderme da lâmina, sob a região da nervura principal, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; b. detalhe de porção epiderme da lâmina, com estômatos e tricoma tector, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; tt: tricoma tector; c. detalhe de porção da epiderme do peciólulo, voltada para a face abaxial, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; d. detalhe de porção da epiderme da lâmina, mostrando base do tricoma tector, em vista frontal; bt: base do tricoma; cfe: célula fundamental da epiderme; e. detalhe de porção da epiderme da lâmina, em secção transversal; cu: cutícula; f. detalhe de porção da região intercostal, em secção transversal; ab: face abaxial; ad: face adaxial; clo: cloroplastídio; cu: cutícula; eh: elemento traqueal, com espessamento helicoidal, em secção longitudinal; ep: epiderme; gl: gota lipídica; ic: idioblasto cristalífero; pj: parênquima esponjoso; pp: parênquima paliçádico; g. detalhe de fragmento de epiderme mostrando porção de nervura, estômatos e, idioblastos cristalíferos, por transparência, em vista frontal; cfe: célula fundamental da epiderme; es: estômato; ic: idioblasto cristalífero; pn: porção de nervura; h. detalhe de porção de elemento traqueal, com espessamento helicoidal, em secção longitudinal, isolado; i. detalhe de porção de elementos traqueais agrupados, com espessamento helicoidal, em secção longitudinal; j. detalhe de porção agrupamento de fibras associadas a idioblastos cristalíferos, em seçção longitudinal; fb: fibra; ic: idioblasto cristalífero; 
l. porções de tricomas tectores isolados, em vista lateral; m. detalhe de cristais isolados do tipo drusas e monocristais prismáticos. As escalas correspondem em A, B, D, F (a – i) e G (a – m) a 100 μm e em C e E a 400 μm.
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SOLUÇÃO DE ALBUMINA HUMANA

Albumini Humani Solutio
DEFINIÇÃO

Solução de albumina humana é uma solução protéica, estéril e apirogênica obtida do plasma humano que está de acordo com as exigências da monografia Plasma Humano para Fracionamento.
PRODUÇÃO

A obtenção da albumina é realizada sob condições controladas particularmente no que tange ao pH, a força iônica e a temperatura de modo que a concentração em albumina no produto final não seja inferior a 95 %.
A solução de albumina humana é preparada como uma solução concentrada contendo 150-250 g / l de proteína total, ou como uma solução isotônica contendo 35-50 g / l de proteína total. Pode ser acrescentado contra os efeitos do calor um estabilizador como o caprilato de sódio (octanoato de sódio) ou N acetiltriptofano ou uma combinação destes dois, a uma concentração adequada. Se forem acrescentadas substâncias para inativação viral na etapa de produção, um procedimento de purificação deve ser validado de modo a demonstrar que as concentrações dessas substâncias foram reduzidas a um nível aceitável, e que tais resíduos não comprometem a segurança da preparação.
Nenhum conservante antimicrobiano é adicionado em qualquer fase da preparação. A solução final é submetida a uma filtração esterilizante e é distribuída assepticamente em recipientes estéreis que são, então, fechados de modo a evitar a contaminação. A solução no seu recipiente final é aquecida a 60 ± 1,0 °C e mantida a esta temperatura por tempo não inferior a 10 horas. Os recipientes são então incubados a 30-32 °C durante pelo menos 14 dias ou a 20-25°C durante pelo menos quatro semanas e analisados visualmente para evidenciar uma possível contaminação microbiana.
CARACTERÍSTICAS

Aspecto - Líquido límpido ligeiramente viscoso, geralmente incolor, amarelo acastanhado ou

esverdeado. pH (V.2.19) 6,7 a 7,3. Diluir a preparação a ser examinada com uma solução de Cloreto de Sódio a 0,9 % (p/V) para obter uma solução contendo 10 g/l de proteína.
IDENTIFICAÇÃO

A. Fazer ensaios de precipitação com amostras apropriadas de soros específicos de diferentes espécies. Recomenda-se que o ensaio seja efetuado com soros específicos das proteínas plasmáticas de cada espécie de animal doméstico habitualmente utilizado no país para a preparação de produtos de origem biológica. A solução contém proteínas humanas e dá resultados negativos com os soros específicos das proteínas plasmáticas de outras espécies.
B. Fazer um ensaio usando um dos Métodos Imunoquímico segundo técnica apropriada. Com o auxílio de um soro humano normal, comparar um soro normal com a amostra, após diluição prévia de ambos, de modo a conterem 10 g/l de proteínas. O componente principal da amostra corresponde ao componente principal do soro humano normal, podendo existir outras proteínas plasmáticas em pequenas quantidades.
DOSEAMENTO

Determinação de volume (V.1.2). Cumpre o teste

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste

Pirogênios (V.5.1.2). Cumpre o teste.

No caso de uma solução contendo 35 a 50 g/l de proteínas, injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, 10 ml da preparação a ser examinada. No caso de uma solução contendo 150 a 250 g/l de proteínas, injetar, em cada coelho, por quilograma de massa corporal, 5 ml da preparação a ser examinada.
Proteínas totais. Diluir a preparação com uma solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/V) para obter uma solução que se espera conter aproximadamente 15 mg de proteína em 2 ml. Num tubo de centrífuga de fundo arredondado introduza 2,0 ml desta solução. Juntar 2 ml de solução de molibdato de sódio a 75 g/1 e 2 ml de uma mistura constituída de 1 volume de ácido sulfúrico livre de nitrogênio e 30 volumes de água. Agitar, centrifugar durante 5 minutos, decantar o líquido sobrenadante e inverter o tubo, permitindo que o seu conteúdo escorra sobre papel de filtro. Determinar o teor de nitrogênio presente no resíduo após mineralização pelo método de determinação do nitrogênio (V.3.4.2.) e calcular o teor de proteínas multiplicando a quantidade de nitrogênio por 6,25. A preparação contém não menos que 95% e não mais que 105% da quantidade de proteína declarada no rótulo.
Composição de proteínas. Fazer uma eletroforese, utilizando como suporte tiras de gel de acetato de celulose apropriado e como solução de eletrólito a solução tampão de barbital de pH 8,6.
Solução da amostra. Diluir a amostra em uma solução de Cloreto de Sódio 0,9% (p/V) de modo a obter uma concentração de 20 g/l em proteínas.
Solução de Referência. Diluir um padrão de albumina humana para eletroforese com uma solução de Cloreto de Sódio a 0,9% (p/V) até obter uma concentração de 20 g/l em proteínas.
Aplicar numa tira 2,5 μl da solução da amostra em traços de 10 mm ou depositar 0,25 μl por milímetro se for utilizada uma tira mais estreita. Aplicar nas mesmas condições um volume igual da solução de referência numa 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 solução reagente de negro de amido 10B durante 5 minutos e em seguida com uma mistura de 10 volumes de ácido acético glacial e 90 volumes de metanol durante o tempo estritamente necessário para obter a descoloração do suporte. Provocar a transparência do suporte com uma mistura de 19 volumes de ácido acético glacial e 81 volumes de metanol. 
Determinar a absorbância das bandas em 600 nm com auxilio de um aparelho que, neste comprimento de onda, dê uma resposta linear no intervalo de medida. Realizar 3 determinações sobre cada tira e calcular a média das leituras para cada tira. No eletroforetograma da solução amostra, 5 % das proteínas, quando muito, podem ter uma mobilidade diferente da banda principal. O ensaio só é válido se, no eletroforetograma obtido com a solução de referência, a proporção de proteínas contidas na banda principal estiver compreendida entre os limites estabelecidos pelo fabricante que acompanha a preparação de referência.
Ativador da precalicreina (número). A amostra não contém mais de 35 U.I. de ativador da precalicreínapor mililitro.
Distribuição do tamanho molecular. Cromatografia líquida.(número)
Solução da amostra Diluir a amostra numa solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/V) até uma concentração apropriada ao sistema cromatográfico utilizado. Uma concentração compreendida entre 4 e 12 g/l e a injeção de 50 a 600 μg de proteínas é geralmente conveniente. A cromatografia pode ser realizada utilizando uma coluna de 60 cm de comprimento e 7,5 mm de diâmetro interno, cheia com gel de sílica hidrófila para cromatografia (proteínas globulares com relação massa moleculares na faixa de 10.000-500.000), como fase móvel, com uma vazão de 0,5 ml/minuto uma solução contendo por litro: 4,873 g de fosfato disódico dihidratado, 1,741 g de fosfato mono- sódico mono-hidratado, 11,688 g de cloreto de sódio e 50 mg de azida sódica. Como detector, um espectrofotômetro regulado para 280 nm. O pico devido aos polímeros e aos agregados está situado na parte do cromatograma correspondente ao volume de exclusão. Desconsiderar o pico devido ao estabilizador. A área do pico devido aos polímeros e agregados não seja superior a 10% da área total do cromatograma (correspondente a cerca de 5% de polímeros e agregados).
Hemoglobina. Diluir a amostra com solução reagente de cloreto de sódio a 9 g/l até uma concentração de 10 g/l em proteínas. Determinar a absorbância (número) em 403 nm, utilizando a água como líquido de compensação. A absorbância não é superior a 0,15.
Alumínio. Máximo 2,0 x 102μg /l. por Espectrometria de absorção atômica (número). Usar um forno como gerador atômico. Usar recipientes de plástico para a preparação das soluções e uso de equipamentos de plástico, sempre que possível. Lavar copos (ou equipamentos) em ácido nítrico (200 g/l de HNO3) antes de usar.
Usar a solução de teste de preparação para ser examinada diluída, se necessário. Soluções de referência. Preparar soluções, pelo menos, 3 de referência em um intervalo que mede a concentração de alumínio esperado da preparação para ser examinada, por exemplo, a diluição de alumínio solução-padrão (10 ppm de Al) com 1 g/l de solução octoxinol 10.
Solução de Monitoramento. Adicionar solução-padrão de alumínio (10 ppm de Al) ou um material de referência adequado certificado para a solução de teste em uma quantidade suficiente para aumentar a concentração de alumínio de 20 mg / l.
Solução do Branco. 1 g/l solução de octoxinol 10.

Comprimento de onda. 309,3 nm ou outro adequado.

Orifício. 0,5 nm de largura.

Tubo de pirólise. revestidos, com plataforma integrada.
Tabela 1 - Condições adequadas de funcionamento encontradas, citadas como exemplo

[image: image29.jpg]Temperatura final Tempo de Tempo decorrido 5
Passo 3 Gas
(° Q) deslocamento (s) (s)
1 120 10 80 Argénio
z 200 5 20 Argénio
8 650 5 10 Argénio
4 1300 5 10 Argénio
5 1300 1 10 Nenhum gés
& 2500 07 4 Nenhum gés
Z 2600 05 3 Argénio
& 20 129 3 Nenhum gés





Antecedentes do corretor. Desligado.

Dispositivo de atomização do forno, entre as leituras.

As condições de funcionamento na Tabela 1 são citados como um exemplo de condições consideradas adequadas para um determinado aparelho, que podem ser modificados para obter melhores condições.

Injeção. Cada uma das seguintes soluções 3 vezes: solução do branco, soluções de referência, a solução de teste e solução de monitoramento

Adequação do sistema:

A recuperação do alumínio adicionado na preparação da solução de monitoramento está dentro do intervalo de 80-120 %.

Construir uma curva de calibração a partir da média das leituras obtidas com as soluções de referência e determinar o teor de alumínio da preparação para ser analisado através da curva de calibração.
Potássio. Determinar o teor em potássio por espectrometria de emissão atômica. (número) Determinar a intensidade emitida em 766,5 nm. A amostra não contém mais de 0,05 milimol de K+1 por grama de proteínas.
Sódio. Determinar o teor em sódio por espectrometria de emissão atômica (número). Determinar a intensidade emitida em 589 nm. A amostra contém: no mínimo 95% e no máximo, 105% do teor em Sódio indicado no rótulo, e no máximo, 160 milimol de Na+1 por litro.
CONSERVAÇÃO

Ao abrigo da luz
ROTULAGEM

No rótulo teve conter:
O nome da preparação; o volume da preparação; o teor em proteínas expresso em gramas por litro; o teor em sódio expresso em milimoles por litro; as condições de conservação; a data de validade; a menção de que o produto não é utilizado se estiver turvo ou se tiver formado um depósito; o nome e a concentração de todas as substâncias adicionadas (por exemplo estabilizantes); que a transmissão de agentes infecciosos não pode ser totalmente excluída quando se administram medicamentos derivados do sangue ou do plasma humanos (este último pode ser indicado alternativamente no texto de bula).

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Reagentes e Soluções Reagentes

Sílica Gel Hidrofílica

Especificação –. Reagente para cromatografia de troca iônica

Gel de sílica, muito finamente dividida (3-10 μ), cuja superfície foi modificada para fornecer

características hidrofílicas. O tamanho das partículas é indicado após o nome do reagente em testes onde é usado.
Octoxinol 10

Sinonímia –– α-[4-(1,1,3,3-Tetrametillbutil)fenil]-ω-hidroxipoli(oxietileno)

Fórmula e massa molecular- C34H62O11 - 647

Especificação –. Reagente (Triton X-100 é adequado)

Descrição- Líquido límpido, viscoso amarelo empalidecido
DEAE Agarose

Especificação –. Reagente para cromatografia de troca iônica

Descrição- Entrelaçados de agarose substituídos com grupos dietilaminoetil, e apresenta-se como grânulos.
Arginina

Sinonímia –– L-Arginina

Fórmula e massa molecular- C6H14N4O2 - 174.2

Especificação –. Reagente

Ponto de fusão – cerca de 235°, com decomposição
Barbital

Sinonímia –– Ácido 5,5-dietillbarbitúrico

Fórmula e massa molecular- C8H12N2O3 - 184.2

Especificação –. Reagente

Ponto de fusão – cerca de 190°
Barbital Sódico

Sinonímia –– Sódio 5,5-dietillbarbitúrico

Fórmula e massa molecular- C8H11N2NaO3 - 206.2

Especificação –. Reagente

___________________________________________________________________________

SOLUÇÕES TAMPÃO

Solução Tampão de Barbital Sódico pH 8.6

Dissolva 1.38 g de barbital, 8.76 g de barbital sódico e 0.38 g de lactato de cálcio em água suficiente para obter 1000 ml.
SOLUÇÕES ANTICOAGULANTES CONSERVADORAS E PRESERVADORAS DO

SANGUE HUMANO
Solutiones Anticoagulantes Conservantes et Preservantes de Sanguinem Humanum
DEFINIÇÃO

As soluções anticoagulantes conservadoras e preservadoras do sangue, componentes e derivados excedentes são soluções estéreis e apirogênicas, preparadas a partir de água para preparações injetáveis,acondicionadas em sistemas fechados apropriados e esterilizados (IX.2.2.2.1).
Contêm, no mínimo, 95,0 % e no máximo, 105,0 % dos teores em citrato de sódio (C6H5Na3O7, 2H2O),em glicose monohidratada (C6H12O6,H2O) ou em glicose anidra (C6H12O6) e em fosfato monossódico dihidratado (NaH2PO4,2H2O) indicados na Tabela 2.
Contêm, no mínimo, 90,0 % e no máximo, 110,0 % do teor em ácido cítrico mono-hidratado (C6H8O7, H2O) ou em ácido cítrico anidro (C6H8O7) indicado na Tabela 1. Desde que autorizadas e registradas na ANVISA, outras substâncias, tais como agentes de conservação dos glóbulos vermelhos, podem ser adicionadas à solução com a condição de que o seu nome e a sua concentração sejam indicados no rótulo. As soluções anticoagulantes conservadoras e preservadoras do sangue, componentes e derivados excedentes são contidas em sistemas fechados, estéreis e apirogênicos de vidro (IX.2.1.) ou de material plástico (IX.2.2.2.1.).
Monografias

Q – Z
Tabela 1 - Soluções anticoagulantes conservadoras e preservadoras contendo

Ácido Cítrico, Citrato de Sódio e Glicose (ACD)
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FORMULAS

A B

Citrato de sédio 220g9 13,29

Acido citrico mono-hidratado 80g 4849

ou Acido citrico anidro 739 4449
Glicose mono-hidratada(*) 2459 1479

ou Glicose anidra(*) 22349 1349
Agua para preparagées injetaveis 1000 ml 1000 mi

q.s.p
Volume utilizado habitualmente para 15.0 ml 250 ml
100 ml de sangue ! s

(*) Pode exigir-se que esta substancia satisfaga ao ensaio de pirogénios.




CARACTERÍSTICAS

Aspecto - Soluções incolores ou de fraca coloração amarela, límpidas e praticamente isentas de partículas.
pH (V.2.19.). O pH da amostra está compreendido entre 4,7 e 5,3.
IDENTIFICAÇÃO

A. Proceder por cromatografia em camada delgada (número) utilizando uma placa de gel de sílica G.

Solução problema. Tomar 2 ml da solução da fórmula A ou 3 ml da solução da fórmula B e completar a 100 ml com uma mistura de 2 volumes de água e 3 volumes de metanol.

Solução padrão (a). Dissolver 10 mg de glicose SQR numa mistura de 2 volumes de água e 3 volumes de metanol e completar 20 ml com a mesma mistura de solventes.

Solução padrão (b). Dissolver 10 mg, respectivamente, de glicose SQR, de frutose SQR, de lactose SQR e de sacarose SQR numa mistura de 2 volumes de água e 3 volumes de metanol e completar a 20 ml com a mesma mistura de solventes. Aplicar, separadamente, na placa 2 μl de cada solução e secar cuidadosamente. Correr no percurso de 15 cm com uma mistura de 10 volumes de água, 15 volumes de metanol, 25 volumes de ácido acético anidro e 50 volumes de cloreto de etileno. Os volumes dos solventes são medidos com precisão, pois um ligeiro excesso de água é suficiente para turvar a solução. Secar a placa numa corrente de ar quente. Repetir imediatamente a corrida renovando a fase móvel. Secar a placa numa corrente de ar quente. Pulverizar, uniformemente, com solução de 0,5 g de timol numa mistura de 5 ml de ácido sulfúrico e 95 ml de álcool. Aquecer a 130°C durante 10 minutos. A mancha principal do cromatograma obtido com a solução problema é semelhante, quanto à posição, coloração e dimensões, à mancha principal do cromatograma obtido com a solução padrão (a). O ensaio só é válido se o cromatograma obtido com a solução padrão (b) apresentar 4 manchas nitidamente separadas.
B. A 2 ml da amostra juntar 5 ml de solução cupri-cítrica. Aquecer a ebulição. Forma-se um precipitado alaranjado e a solução líquida sobrenadante é corada de amarelo.

C. A 2 ml da solução da fórmula A juntar 3 ml de água ou a 4 ml da solução da fórmula B juntar 1 ml de água. A solução dá a reação dos Citrato (número).

D. 0,5 ml da amostra dão a reação (b) do Sódio (número).
DOSEAMENTO

Hidroximetilfurfural. A 2,0 ml de amostra juntar 5,0 ml de solução de p-toluidina a 100 g/l em 2-propanol contendo 10 % (V/V) de ácido acético glacial e depois 1,0 ml de solução de ácido barbitúrico a 5 g/l. A absorbância (V.2.14) da solução determinada em 550 nm, após um repouso de 2 a 3 minutos, não é superior à de um padrão preparado, simultaneamente e nas mesmas condições, com 2,0 ml de uma solução contendo 5 ppm de hidroximetilfurfural para as soluções da fórmula A ou 3 ppm de hidroximetilfurfural para as soluções da fórmula B.

Esterilidade (V.5.1.1.). Cumpre o teste.

Pirogênios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Diluir com uma solução apirogênica de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) até obter uma concentração em citrato de sódio de cerca de 5 g/l. Injetar em cada coelho, por quilograma de peso corporal, 10 ml da solução diluída.

Ácido cítrico. Titular 10,0 ml da solução da fórmula A ou 20,0 ml da solução da fórmula B com hidróxido de sódio 0,2 M em presença de 0,1 ml de solução de fenolftaleína até viragem para róseo. 1 ml de hidróxido de sódio 0,2 M corresponde a 14,01 mg de C6H8O7, H2O ou 12,81 mg de C6H8O7.

Citrato de sódio. Preparar uma coluna para cromatografia com um comprimento de 10 cm e um diâmetro interno de 10 mm, cheia com uma resina trocadora de íons fortemente ácida (300-840 μ). Manter uma altura de 1 cm de líquido acima da resina durante todo o ensaio. Lavar a coluna com 50 ml de água deionizada com um débito de 12-14 ml por minuto. Tomar 10,0 ml de solução da fórmula A ou 15,0 ml de solução da fórmula B e completar 40 ml com água deionizada. Transferir esta solução para o reservatório da coluna, lavando o recipiente 3 vezes com alguns mililitros de água deionizada, de cada vez. Faça passar a solução através da coluna à razão de 12-14 ml por minuto, recolhendo o eluato. Lavar a coluna 2 vezes com 30 ml de cada vez e 1 vez com 50 ml de água deionizada. A coluna pode ser utilizada para 3 determinações sucessivas antes de ser regenerada com 3 vezes o seu volume de ácido clorídrico diluído. Reunir o eluato e os líquidos de lavagem (cerca de 150 ml). Titular com hidróxido de sódio 0,2 M em presença de 0,1 ml de solução de fenolftaleína.
Calcular o teor em citrato de sódio, expresso em gramas por litro, usando as fórmulas:

para a solução de fórmula A: 1,961 n – 1,40 C

ou 1,961 n – 1,53 C’

para a solução de fórmula B: 1,307 n – 1,40 C

ou 1,307 n – 1,53 C’

Q - Z

Onde:

n = número de mililitros de hidróxido de sódio 0,2 M gastos,

C = teor em ácido cítrico monohidratado, expresso em gramas por litro, determinado no ensaio anterior,

C’ = teor em ácido cítrico anidro, expresso em gramas por litro, determinado no ensaio anterior.
Açúcares reduzidos. Diluir 5,0 ml de solução da fórmula A ou 10,0 ml de solução da fórmula B com água e completar 100,0 ml com o mesmo solvente. Num erlenmayer de 250 ml com rolha introduzir 25,0 ml da solução e 25,0 ml de solução cupri-cítrica. Juntar alguns fragmentos de esferas de vidro poroso e adaptar um condensador de refluxo. Levar à ebulição dentro de 2 minutos e manter em ebulição exatamente durante 10 minutos. Resfriar, juntar 3 g de iodeto de potássio dissolvidos em 3 ml de água e, com cuidado e em pequenos volumes, 25 ml de solução de ácido sulfúrico a 25% (p/p). Titular com tiossulfato de sódio 0,1 M em presença de 0,5 ml de solução de amido adicionado no final da titulação (n1 ml). Faça um ensaio em branco nas mesmas condições, utilizando 25,0 ml de água (n2 ml). Calcular o teor em açúcares reduzidos, expressos em glicose anidra ou em glicose monohidratada, conforme o caso, com o auxílio do quadro abaixo:
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CONSERVAÇÃO

Em sistemas fechados, estéreis, apirogênicos e ao abrigo da luz.
ROTULAGEM

No rótulo do recipiente indica-se no mínimo:

– a composição e o volume da solução,

– a quantidade máxima de sangue a ser colhido no recipiente.
Tabela 2 - Soluções anticoagulantes conservadoras e preservadoras contendo

Ácido Cítrico, Citrato de Sódio, Fosfato e Glicose (CPD)
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Agua para preparagdes injetaveis q.s.p 1000 ml
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(*) Pode exigir-se que esta substancia satisfaga ao ensaio de pirogénios .




CARACTERÍSTICAS

Aspecto - Soluções incolores ou ligeiramente amareladas e límpidas e praticamente isentas de partículas.

pH (V.2.19.).O pH da amostra está compreendido entre 5,3 e 5,9.
IDENTIFICAÇÃO

A. Proceda por cromatografia em camada delgada (número), utilizando uma placa de gel de sílica G.

Solução problema. Tome 2 ml da amostra e complete 100 ml com uma mistura de 2 volumes de água e 3 volumes de metanol.

Solução padrão (a). Dissolva 10 mg de glicose SQR numa mistura de 2 volumes de água e 3 volumes de metanol e complete 20 ml com a mesma mistura de solventes.

Solução padrão (b). Dissolva 10 mg, respectivamente, de glicose SQR, de frutose SQR.de lactose SQR e de sacarose SQR numa mistura de 2 volumes de água e 3 volumes de metanol e complete 20 ml com a mesma mistura de solventes. Aplique, separadamente, na placa 2 μl de cada solução e seque cuidadosamente. Corram no percurso de 15 cm com uma mistura de 10 volumes de água, 15 volumes de metanol, 25 volumes de ácido acético anidro e 50 volumes de cloreto de etileno. Os volumes dos solventes são medidos com precisão, pois um ligeiro excesso de água é suficiente para turvar a solução. Secar a placa numa corrente de ar quente.
Repita imediatamente o desenvolvimento renovando a fase móvel. Secar a placa numa corrente de ar quente. Pulverize uniformemente com uma solução de 0,5 g de timol numa mistura de 5 ml de ácido sulfúrico e 95 ml de álcool. Aqueça a 130°C durante 10 min. A mancha principal do cromatograma obtido com a solução problema é semelhante, quanto à posição, coloração e dimensões, à mancha principal do cromatograma obtido com a solução padrão (a). O ensaio só é válido se o cromatograma obtido com a solução padrão (b) apresentar 4 manchas nitidamente separadas.
B. A 2 ml da amostra juntar 5 ml de solução cupri-cítrica. Aqueça à ebulição. Forma-se precipitado alaranjado e a líquida sobrenadante cora de amarelo.
C. A 2 ml da amostra juntar 3 ml de água. A solução dá a reação dos Citrato (número).
D. 1 ml da amostra dá a reação (b) dos Fosfato (número).
E. 0,5 ml da amostra dão a reação (b) do Sódio (número).
DOSEAMENTO

Hidroximetilfurfural. A 2,0 ml de a amostra juntar 5,0 ml de solução de p-toluidina a 100 g/l em 2- propanol contendo 10 % (V/V) de ácido acético glacial e, depois, 1,0 ml de solução, de ácido barbitúrico a 5 g/l. A absorbância (V.2.14) da solução determinada em 550 nm, após um repouso de 2 a 3 minutos, não é superior à de um padrão preparado, simultaneamente e nas mesmas condições, com 2,0 ml de solução contendo 5 ppm de hidroximetilfurfural.
Monografias

Esterilidade (V.5.1.1.). Cumpre o teste.

Pirogênios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Dilua com uma solução apirogênica de cloreto de sódio 0,9 % (p/V) até obter uma concentração em citrato de sódio de cerca de 5 g/l. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, 10 ml da solução diluída.
Fosfato monossódico. Tomar 10,0 ml da amostra e completar 100,0 ml com água. A 10,0 ml desta solução juntar 10,0 ml de reagente nitro-molibdato de vanádio. Misturar e deixar em repouso a 20 a 25°C durante 30 min. Preparar, simultaneamente e nas mesmas condições, uma solução padrão com 10,0 ml de solução de fosfato monopotássico a 0,219 g por litro. Determinar a absorbância (V.2.14.) das duas soluções em 450 nm, utilizando como líquido de compensação uma solução preparada nas mesmas condições com 10 ml de água.
Calcule o teor (F) em fosfato monossódico di-hidratado, expresso em gramas por litro, usando a fórmula:
11,46 X C X A1

A2
C = concentração da solução padrão em fosfato monopotássico, expressa em gramas por litro,

A1 = absorbância da solução problema,

A2 = absorbância da solução padrão.
Ácido cítrico. Titular 20,0 ml da amostra com hidróxido de sódio 0,2 M em presença de 0,1 ml de solução de fenolftaleína. Calcular o teor em ácido cítrico mono-hidratado, expresso em gramas por litro (C), ou o teor em ácido cítrico anidro, expresso em gramas por litro (C’), usando as fórmulas seguintes:
C = 0,7005 n – 0,4490 F
C’ = 0,6404 n – 0,4105 F
n = número de mililitros de hidróxido de sódio 0,2 M gastos,

F = teor em fosfato monossódico di-hidratado, expresso em gramas por litro, determinado no ensaio anterior.
Citrato de sódio. Preparar uma coluna para cromatografia com um comprimento de 10 cm e um diâmetro interno de 10 mm, cheia com uma resina trocadora de iões fortemente ácida (300-840 μ). Mantenha uma altura de 1 cm de líquido acima da resina durante todo o ensaio. Lavar a coluna com 50 ml de água, deionizada, com um débito de 12-14 ml por minuto. Tomar 10,0 ml da amostra e completar 40 ml com água, deionizada. Transfira esta solução para o reservatório da coluna, lavando o recipiente 3 vezes com alguns mililitros de água deionizada de cada vez. 
Faça passar a solução através da coluna à razão de 12-14 ml por minuto e recolha o eluato. Lave a coluna 2 vezes com 30 ml de cada vez e 1 vez com 50 ml de água deionizada. A coluna pode ser utilizada para 3 determinações sucessivas antes de ser regenerada com 3 vezes o seu volume de ácido clorídrico diluído. Reúna o eluato e os líquidos de lavagem (cerca de 150 ml). Titular com hidróxido de sódio 0,2 M em presença de 0,1 ml de solução de fenolftaleína. Calcular o teor em citrato de sódio, expresso em gramas por litro, usando as fórmulas seguintes:
1,961 n – 1,257 F – 1,40 C

Ou

1,961 n – 1,257 F – 1,53 C’
n = número de mililitros de hidróxido de sódio 0,2 M gastos.

F = teor em fosfato monossódico di-hidratado, expresso em gramas por litro, determinado no ensaio anterior, 

C = teor em ácido cítrico mono-hidratado, expresso em gramas por litro, determinado no ensaio anterior,

C’ = teor em ácido cítrico anidro, expresso em gramas por litro, determinado no ensaio anterior.
Açúcares reduzidos. 
Dilua 5,0 ml da amostra em água e completar 100,0 ml com o mesmo solvente. Num erlenmayer de 250 ml com rolha introduza 25,0 ml desta solução e 25,0 ml de solução cupri-cítrica. Juntar pérolas de vidro e adaptar um refrigerante de refluxo. Levar à ebulição dentro de 2 minutos e mantenha-a exatamente durante 10 min. Resfriar, juntar 3 g de iodeto de potássio dissolvidos em 3 ml de água e, com cuidado e em pequenos volumes, 25 ml de solução de ácido sulfúrico a 25 % (p/p). Titular com tiossulfato de sódio 0,1 M em presença de 0,5 ml de solução de amido adicionados no final da titulação (n1). Realizar um ensaio em branco nas mesmas condições, utilizando 25,0 ml de água (n2). Calcule o teor em açúcares redutores, expressos em glicose anidra ou em glicose hidratada, conforme o caso, com o auxílio do quadro indicado anteriormente.
CONSERVAÇÃO

Em recipiente estanque de fecho inviolável, ao abrigo da luz.
ROTULAGEM

No rótulo do recipiente indica-se:

– A composição e o volume da solução,

– A quantidade máxima de sangue a ser colhido no recipiente.
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