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SORO ANTIBOTROPICO (PENTAVALENTE) E ANTICROTALICO PB022-00
SORO ANTIBOTROPICO (PENTAVALENTE), ANTICROTALICO E PB023-00
ANTILAQUETICO

SORO ANTIBOTULINICO (TRIVALENTE) PB024-00
SORO ANTICROTALICO PB025-00
SORO ANTIDIFTERICO PB026-00
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SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-B PARA USO
HUMANO

SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-RH (ANTI-D, ANTI-C,
ANTI-E, ANTI-c, ANTI-e E ANTI-C") PARA USO HUMANO

SOROS HIPERIMUNES PARA USO HUMANO
TINZAPARINA SODICA

TOXOIDE TETANICO ADSORVIDO

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA E TETANO ADULTO
VACINA ADSORVIDA DIFTERIA E TETANO INFANTIL
VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO E PERTUSSIS

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

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

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO, PERTUSSIS, POLIOMIELITE 1,
2 E 3 (INATIVADA) E HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)

VACINA BCG

VACINA CAXUMBA (ATENUADA)

VACINA FEBRE AMARELA (ATENUADA)

VACINA HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)
VACINA HEPATITE B (RECOMBINANTE)

VACINA INFLUENZA (ANTIGENO DE SUPERFICIE, INATIVADA)
VACINA INFLUENZA (FRAGMENTADA, INATIVADA)

VACINA MENINGOCOCICA ACWY (POLISSACARIDICA)
VACINA MENINGOCOCICA C (CONJUGADA)

VACINA POLIOMIELITE 1, 2 E 3 (ATENUADA)

VACINA POLIOMIELITE 1, 2 E 3 (INATIVADA)

VACINA RAIVA (INATIVADA)

VACINA ROTAVIRUS HUMANO (ATENUADA)

VACINA RUBEOLA (ATENUADA)

VACINA SARAMPO (ATENUADA)

VACINA SARAMPO, CAXUMBA, RUBEOLA

VACINA SARAMPO, CAXUMBA, RUBEOLA E VARICELA (ATENUADA)
VACINA SARAMPO, RUBEOLA

VACINA VARICELA (ATENUADA)

VACINAS PARA USO HUMANO

PB035-00

PB036-00

PB037-01
PB038-00
PB039-00
PB040-00
PB041-00
PB042-00
PB043-00

PB044-00

PB045-00

PB046-00
PB047-00
PB048-00
PB049-01
PB050-01
PB051-00
PB052-00
PB053-01
PB054-00
PB055-00
PB056-00
PB057-01
PB058-00
PB059-00
PB060-00
PB061-00
PB062-00
PB063-00
PB064-00
PB065-01
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DALTEPARINA SODICA
Dalteparinum natricum

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

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

A massa molecular média relativa varia de 5600 Da a 6400 Da, com um valor caracteristico de cerca
de 6000 Da. O grau de sulfatacdo é de 2,0 a 2,5 sulfatos por unidade dissacaridica. A poténcia da
dalteparina sddica deve ser, no minimo, 110 Ul e, no maximo, 210 Ul de atividade antifator Xa por
miligrama, em relacdo a substancia dessecada. A atividade do antifator Ila deve ser, no minimo, 35
Ul/mg e, no maximo, 100 Ul/mg, em relacdo a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator
Xa pela atividade antifator lla deve ser entre 1,9 e 3,2.

A dalteparina sodica deve ser produzida por meio de procedimentos validados de fabricacdo e
purificacdo sob condicdes destinadas a minimizar a presenca de grupos N-NO. O processo de
fabricacéo deve ter sido validado para reduzir qualquer contaminagdo por grupos N-NO a limites
permitidos utilizando um método validado de quantificacéo.

IDENTIFICACAO

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

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

C. Proceder conforme descrito no teste C. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa molecular média relativa varia entre 5600 Da
e 6400 Da; a porcentagem em massa de cadeias mais baixas do que 3000 Da ¢, no minimo, 13,0%
(m/m); a porcentagem em massa de cadeias de massas moleculares mais elevadas do que 8000 Da
varia entre 15,0% (m/m) e 25,0% (m/m).

CARACTERISTICAS

Aspecto da preparacdo. Dissolver 1 g da amostra em 10 mL de agua purificada. A preparacédo é
limpida (5.2.25).

ENSAIOS DE PUREZA

Nitrito. No maximo 5 ppm. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta

eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatégrafo provido de dispositivo eletroquimico adequado com as
seguintes caracteristicas e ajustes: um eletrodo de trabalho adequado, um detector de potencial + 1,00
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V versus um eletrodo de referéncia Ag/AgCl e um detector com sensibilidade de 0,1 uA e uma coluna
de 125 mm de comprimento e 4,3 mm de diametro interno, empacotada com resina de troca i0nica
(aniénica) forte (10 um), mantida a 40 °C, fluxo da Fase movel de 1 mL/minuto.

Fase movel: solucéo constituida por 13,61 g de acetato de sddio SQR dissolvido em agua purificada.
Ajustar o pH para 4,3 com &cido fosforico SR e diluir para 1000 mL utilizando &gua purificada.

Nota: lavar todos os balGes volumétricos, pelo menos, trés vezes com agua purificada antes do
preparo das solucBes e antes de preparar as Solugdes de referéncia (c), (d) e (e); lavar todas as
pipetas com a Solucéo de referéncia (b).

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

Solucao de referéncia (a): dissolver 60 mg de nitrito de sédio SQR em agua purificada e diluir até
1000 mL com o mesmo solvente.

Solucgéo de referéncia (b): utilizar uma pipeta previamente lavada com Solugdo de referéncia (a).
Diluir 1 mL da Solucéo de referéncia (a) para 50 mL com agua purificada.

Solucao de referéncia (c): diluir 1 mL da Solucéo de referéncia (b) para 100 mL com agua purificada
(correspondente a 1 ppm de nitrito na amostra).

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

Solucéo de referéncia (e): diluir 5 mL da Solucéo de referéncia (b) para 100 mL com &gua purificada
(correspondente a 5 ppm de nitrito na amostra).

Procedimento: injetar 100 puL da Solucéo de referéncia (d). Quando os cromatogramas séo registrados
nas condicGes prescritas, o tempo de retencdo para o nitrito é 3,3 a 4,0 minutos. O teste sé é valido
se: 0 numero de pratos tedricos calculados para o pico de nitrito for de pelo menos 7000 por metro de
coluna (a dalteparina sédica ird bloguear os sitios de ligacdo da fase estacionaria, 0 que resultard em
menores tempos de retencdo e menor eficiéncia de separacdo para o analito; o desempenho inicial da
coluna pode ser parcialmente restaurado utilizando 58 g/L de solucédo de cloreto de s6dio SQR, a um
fluxo de 1 mL/minuto durante uma hora; ap0s a regeneracao, a coluna é lavada com 200 mL a 400
mL de &gua purificada); o fator de simetria para o pico de nitrito for inferior a 3; o desvio padréo
relativo da area de pico para o nitrito obtido a partir de seis injecdes for inferior a 3%.

Injetar 100 puL cada uma das Solucbes de referéncia (c) e (e). O teste s6 é valido se: o fator de
correlacdo para uma relacéo linear entre a concentracdo e a resposta para as Solucgdes de referéncia
(©), (d) e (e) for, no minimo, 0,995; a relacdo sinal-ruido para Solucéo de referéncia (c) for, no
minimo, 5 (se o nivel de ruido é demasiado elevado, a recalibracdo do eletrodo é recomendada); uma
injecdo em branco de &gua purificada ndo der origem a picos espurios.

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

Boro. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emisséo otica com plasma indutivamente
acoplado (5.2.13.2.2). Utilizar comprimento de onda especifico para o boro. A linha de emisséo a ser
utilizada é 249,733 nm. Utilizar um aparelho apropriado, cujas configuragfes possam ser otimizadas
conforme indicacdo do fabricante. No maximo 1 ppm. Preparar as solugdes descritas a seguir.
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Solucéo amostra: dissolver 0,25 g da substéncia a ser analisada em cerca de 2 mL de agua, adicionar
100 pL de acido nitrico SQR e diluir para 10 mL utilizando o mesmo solvente.

Solucéo de referéncia (a): preparar uma solucdo 1% (v/v) de acido nitrico em agua.

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

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

Solucao de referéncia (d): dissolver 0,25 g de dalteparina sdica padrdo sem boro detectavel em cerca
de 2 mL de uma solucdo de 1% (v/v) de acido nitrico em &gua, adicionar 10 pL de uma solucdo de
5,7 mg/mL de acido borico e diluir para 10 mL com o mesmo solvente. Esta solu¢do contém 1 mg/mL
de boro.

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

f = (Padréo. - Padrao.) x 2
(Padréoca - Branco)

em que

Padrdo: = Solucao de referéncia (d);
Padréoo = Solugéo de referéncia (c);
Padrdoca = Solucéo de referéncia (b);
Branco = Solucéo de referéncia (a).

Perda por dessecacdo (5.2.9.1). Pesar cerca de 1 g da amostra. Dessecar a amostra a 60 °C sobre
pentoxido de fésforo a uma pressdo méxima de 670 Pa durante trés horas. No maximo 5%.
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ENOXAPARINA SODICA
Enoxaparinum natricum

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

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

A massa molecular média relativa varia de 3800 Da a 5000 Da, com um valor caracteristico de cerca
de 4500 Da. O grau de sulfatacdo é cerca de dois sulfatos por unidade dissacaridica. A poténcia deve
ser, no minimo, 90 Ul e, no méximo, 125 Ul de atividade antifator Xa por miligrama, calculado em
relacdo a substancia dessecada. A atividade antifator Ila deve ser, no minimo, 20,0 Ul e, no méaximo,
35,0 Ul por miligrama, calculada em relacédo a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator
Xa pela atividade antifator Ila deve estar entre 3,3 e 5,3.

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

IDENTIFICACAO

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

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

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

CARACTERISTICAS

Aspecto da preparacao. Dissolver 1 g da amostra em 10 mL de agua purificada. A preparacdo €
limpida (5.2.25).

ENSAIOS DE PUREZA

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

Absorvancia especifica. 14,0 a 20,0 em relacdo a substancia dessecada, determinado a 231 nm.
Dissolver 50,0 mg da amostra em 100 mL de acido cloridrico 0,01 M.
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Conteudo de alcool benzilico. No méximo 0,1% (m/m). Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatdégrafo provido de detector
ultravioleta a 256 nm; pré-coluna de 20 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octilsilano (5 um); coluna de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octilsilano (5 um), mantida a temperatura de 40 °C, fluxo da Fase movel de 1 mL/minuto.

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

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

Solucao de referéncia: preparar solucdo de 0,25 g/L de alcool benzilico em agua. Separar 0,50 mL
dessa solucdo e diluir para 10,0 mL utilizando &gua.

Procedimento: injetar volumes iguais de Solugdo de referéncia e Solugdo amostra (20 pL), registrar
0s cromatogramas e medir a resposta dos picos. Calcular o teor percentual (m/m) de alcool benzilico
segundo a expresséo:

C
X 100

a r
_X_
Sr Ga

em que
Sa = area sob o pico de alcool benzilico da Solugdo amostra;
r = area sob o pico de alcool benzilico da Solugéo de referéncia;

Cr = concentragéo de alcool benzilico na Solugo de referéncia (mg/mL);
Ca = concentragdo de alcool benzilico na Solugdo amostra (mg/mL).

Sédio. 11,3% a 13,5% em relacdo a substancia dessecada.
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HEPARINA CALCICA SOLUCAO INJETAVEL

A heparina calcica injetavel € uma solucéo esteril de heparina célcica dissolvida em agua para injecéo.
Ela exibe uma poténcia de, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da poténcia indicada no rotulo
em termos de unidades internacionais de heparina por mL.

CARACTERISTICAS
Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

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

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

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 0,03 UE/UI de heparina.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento da monografia de Heparina sodica, solugéo injetavel.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.
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HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR
Heparinum massae molecularis minoris

As heparinas de baixo peso molecular sdo preparagdes que contém uma mistura de cadeias
polissacaridicas de peso molecular variado. Por defini¢do, as heparinas de baixo peso molecular
devem apresentar peso molecular médio menor que 8000 Da e, para isso, € necessario que no minimo
60% da massa total apresente peso molecular menor que 8000 Da. Sdo obtidas atraves do
fracionamento ou despolimerizacdo da heparina suina. As heparinas de baixo peso molecular
apresentam diferencas estruturais quimicas nos terminais redutores ou nao redutores da cadeia
polissacaridica decorrentes do método de fracionamento utilizado. A atividade anticoagulante decorre
da inibicdo de diversos fatores da cascata de coagulacdo, prolongando o tempo de coagulacdo do
sangue. Isso ocorre principalmente através da potencializacdo da inativacdo do fator Xa. A poténcia
anticoagulante €, no minimo, 80 e, no maximo, 125 unidades de atividade antifator Xa por miligrama,
em relacdo a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator Xa pela atividade antifator lla deve
ser, no minimo, 1,5. Os animais dos quais a heparina € derivada devem preencher 0s requisitos
sanitérios para a espécie em questdo e o processo de producdo deve garantir a remog¢ao ou inativacdo
de agentes infecciosos.

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento, segundo os métodos de Atividade antifator Xa e
de Atividade antifator lla.

B. Utilizar a técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear unidimensional de préton.
Preparar as solugdes conforme descrito a seguir.

Solucdo padréo: preparar solucdo em concentracao de, no minimo, 20 mg/mL da heparina de baixo
peso molecular utilizada como padrao interno em éxido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido
trimetilsililpropiénico de sodio.

Solugdo amostra: preparar solugdo em concentracdo de, no minimo, 20 mg/mL da amostra em Oxido
de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropiénico de sodio.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar um espectrdmetro de ressonancia magnética
nuclear de, no minimo, 500 MHz operando o pulso (Transformada de Fourier) para aquisicdo de :H
sob decaimento livre utilizando 16 scans em pulso de 90°. O ensaio deve ser realizado sob a
temperatura constante de 25 °C e um programa de supressao de agua. A janela espectral dever ser no
minimo de 10 a -2 ppm. Para todas as amostras, o grupo metila do composto trimetilsililpropidnico
deve ser referenciado em 0,00 ppm. Os espectros obtidos devem ser similares ao da heparina de baixo
peso molecular especifica de referéncia.

O espectro da amostra deve ser semelhante ao do padréo. Nao deve ser observado o deslocamento
quimico entre 2,13 e 2,16 ppm, correspondente as regides N-acetil.
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Figura 1 - Espectros de RMN 1D de 'H de quatro tipos
diferentes de heparina de baixo peso molecular.

Painel A — enoxaparina; Painel B — tinzaparina; Painel C — dalteparina; Painel D — nadroparina. Os sinais designados
como Al e A2 correspondem ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas; Os sinais 11 e I5
correspondem ao H1 e H5 do &cido a-idurdnico 2- sulfatado; [1U1 e [JU4 correspondem ao H1 e H4 do acido urdnico
4.5 insaturado e 2- sulfatado. Os sinais referentes aos aglcares ciclicos (N-sulfatada, 1,6 anidro p-glucosamina ou B-
manosamina) também estdo indicados nos painéis. HOD — agua deuterada.

C. Utilizar a técnica de cromatografia de filtracdo em gel para determinacdo da distribuicdo de peso
molecular dos oligossacarideos presentes na solucdo de heparina de baixo peso molecular. Utilizar
cromatografia liquida de alta eficiéncia provida com detector de indice de refracéo e leitor ultravioleta
a 234 nm; uma pré-coluna de 6,0 mm de diametro x 4,0 cm de altura, empacotada com matriz de
silica de 7 um de didmetro e duas colunas analiticas em série, de 7,5 mm de didmetro x 30 cm de
altura, empacotadas com matriz de silica de 5 um ou 10 um que fraciona proteinas na faixa de
aproximadamente 10 000 a 500 000 Da. Minimo de 20 000 pratos tedricos por metro. Fluxo da fase
movel de 0,3 mL/minuto.

Preparar as solugdes conforme descrito a seguir.

Fase movel: solucdo de acetato de amoénio 0,1 M, pH 6,0.

Solucgéo padréao de calibracéo de peso molecular para heparinas de baixo peso molecular: solubilizar
a amostra de heparina de baixo peso molecular padrdo para calibragdo de peso molecular na

concentragdo de 10 mg/mL na fase movel no momento de realizar o ensaio.

Solugdo amostra: solubilizar a amostra-teste na concentragdo de 10 mg/mL na fase movel.
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Procedimento: injetar 20 uL da Solucéo padréo para determinagédo do perfil de elui¢do do padréo de
calibracéo e, posteriormente, injetar 20 uL da amostra-teste para comparagdo com o perfil de eluicdo
da Solucgéo padréo.

Calibragdo: para a deteccdo, usar um detector de indice de refracdo conectado em série a um leitor
de ultravioleta a 234 nm. E necessario medir o tempo decorrido entre a detecgdo dos dois leitores
cuidadosamente, para que ambos os cromatogramas estejam alinhados corretamente. O tempo de
retencdo utilizado para os célculos de calibracdo deve ser o tempo do detector de indice de refragédo

(RI).

Deve-se calcular um fator de normalizagéo para determinar a massa molecular relativa proveniente
darazdo RI/UV da seguinte maneira: calcule a area total sob a curva de UV234 (YUV234) € sob a curva
de RI (ZRI) atraves de integracdo numerica da area de interesse (excluindo picos de sal e solventes
no final do cromatograma). Calcular a razéo r utilizando a seguinte expressao:

»RI
Y=g
Z UV:E-i
Calcular o fator f usando a expressao a seguir:
M?‘!E
f N ra

Em que

Mna = massa molecular relativa média do padrdo de heparina de baixo peso molecular para calibracéo
CRS determinado pelo fabricante.

Certificar que as respostas de UV2z4 e RI estdo alinhadas e calcular a massa molecular relativa (M)
de cada ponto usando a seguinte expressao:

RI
UVazs

M=f

A tabela resultante de tempos de retencdo e massa molecular relativa de cada ponto deve ser utilizada
para derivar uma calibracdo para o sistema de cromatografia criando uma relacdo matematica para os
valores tabelados. Recomenda-se tragar uma curva polinomial de 3° grau. Extrapolar os valores desta
curva de calibracdo tracada para valores de massas moleculares mais elevados néo é valido.

Injetar 20 uL da Solucio amostra e registrar o cromatograma pelo periodo de tempo necessario para
a completa eluicdo da amostra e dos picos de solventes.

A massa molecular relativa média é definida pela formula:

Y (RLM;)
v R,

em que

RI; = massa da substancia que elui na fragéo i;
Mi = massa molecular relativa correspondente a fragao i.
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Os valores de massa molecular relativa média devem ser, no maximo, 8000 e pelo menos 60% da
massa total deve ter uma massa molecular relativa menor que 8000. Além disso, 0s parametros de
massa molecular (massa molecular relativa média e porcentagem das cadeias compreendidas dentro
de valores especificos) devem corresponder a preparagdo referéncia.

Comparar o tempo de retengé@o dos picos da amostra-teste com os picos oriundos da amostra padréo.
O critério de validacdo ocorre caso 0s picos da amostra-teste correspondam aos picos da amostra
padréo.
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Figura 2 — Perfil de eluigéo das diferentes heparinas de
baixo peso molecular pelo método de cromatografia de gel filtracéo.

Andlise da distribuicdo de pesos moleculares dos oligossacarideos encontrados em diferentes preparagdes de LMWH.
Preparacdes de enoxaparina (A), tinzaparina (B), dalteparina (C), nadroparina (D) e padrdo de calibragdo de peso
molecular (E). Os ndmeros representam as unidades dissacaridicas (2— dissacarideo, 4— tetrassacarideo, 6-
hexassacarideo, 8- octassacarideo, 10- decassacarideo, 12- dodecassacarideo).

CARACTERISTICAS
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Caracteristicas fisicas. Pé branco ou quase branco, higroscopico.

Solubilidade. Soluvel em agua.

ENSAIOS DE PUREZA
pH (5.2.19). 5,5 a 8,0. Determinar em solucéo aquosa a 1% (p/v).

Proteinas. Adicionar cinco gotas de acido tricloroacético a 20% (p/v) em 1 mL de solucdo aquosa da
amostra a 1% (p/v). Néo deve haver formagé&o de precipitado ou turbidez.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg do material em 10 mL de &gua. A absorvancia medida a
260 nm e 280 nm deve ser, no maximo, 0,20 e 0,15, respectivamente.

Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Método I, macrodeterminacdo. No minimo 1,5% e, no maximo, 2,5%
de nitrogénio, calculado em relacéo a substancia dessecada.

Sédio. Entre 10,5% e 13,5% de sodio determinado conforme descrito em Espectrofotometria de
absorcdo atémica (5.2.13.1).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Ensaio de identificacdo C. Preparar a solucdo de referéncia
utilizando 1,5 mL de solucgéo padréo de chumbo (10 ppm de Pb). 0,5 g em conformidade com o teste
de C. No méaximo 30 ppm.

Perda por dessecacao (5.2.9.1). No maximo 10%, determinado a partir de 1000 g em estufa a vacuo
a 60 °C, por trés horas, em pressao que nao exceda 0,67 kPa.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 0,01 UE por Ul de atividade anti-Xa de
heparina de baixo peso molecular.

DOSEAMENTO
Atividade antifator Xa

Tampdao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano para obter concentragdo de 20 mM, cloreto de sédio para 150 mM e cloreto de célcio
para 10 mM em agua destilada contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH
para 7,4 com solucéo diluida de &cido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o conteudo da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampé&o tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solugdo a 0,02 Ul/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina
humana.
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Solugdo de fator Xa humano: reconstituir o conteido do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucdo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
obter solucdo a 1,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Xa humano.

Solucéo de substrato cromogénico para fator Xa: dissolver quantidade de N-a-benziloxicarbonil-D-
arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina diidrocloridratado em &gua destilada estéril obtendo
solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a
obter a solugéo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solucéo de parada: preparar uma solucdo a 50% (v/v) de &cido acético em agua.

Solucgéo padréo: utilizar solugéo padréo de heparina de baixo peso molecular. Pode ser utilizada outra
preparacdo, cuja poténcia tenha sido determinada em relacdo ao padrédo. Reconstituir o conteudo da
ampola de heparina de baixo peso molecular conforme recomendado pelo fabricante e misturar
levemente até completa dissolucdo. A partir da solugédo reconstituida, preparar diluicbes em solucéo
tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos cinco solugdes com
concentracdo variando entre 0,2 e 0,005 Ul/mL de atividade anti-Xa.

Solucdo amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter solu¢Bes com atividades aproximadamente iguais as da Solucéo padrao.

Procedimento: dois diferentes tipos de medicGes podem ser realizados, a Medi¢do cinética e a
Medi¢do “endpoint”.

Medicéao cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo constante a relacdo entre os volumes. Executar o teste em microplacas e
realizar a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de microplacas a 37 °C. O ensaio deve
ser realizado com cada Solugdo padrdo e Solugdo amostra em duplicata. Em cada poco da
microplaca, adicionar 40 pL de Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou da Solucéo
amostra, 25 pL da Solucéo de antitrombina humana e 10 uL da Solugédo de fator Xa humano. Apds
dois minutos de incubacédo a 37°C, adicionar 25 pL da Solucéo de substrato cromogénico para fator
Xa. Registrar a absorvancia medida em 405 nm contra o branco durante cinco minutos. O branco é o
teste realizado na auséncia da adicdo de heparina de baixo peso molecular, utilizando 40 pL de
Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medi¢dao “enpoint”: proceder como descrito na Medigdo cinética. Apds a adicdo do substrato
cromogénico, esperar quatro minutos e parar a rea¢do com a adi¢do de 50 pL de Solucéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacdo entre inclinacdo das retas ou sobre paralelismo podem
ser usados dependendo do melhor modelo que descreva a correlacao entre a concentragdo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia ou mudanga de
absorvancia por minuto contra as concentragdes em logaritmo das Solu¢Ges amostra e das Solucdes
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina de baixo peso molecular em Ul/mg.

Relagdo entre inclinacdo das retas: para cada série, calcular a regressao da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das alteracGes na absorcéo por minuto contra as concentragdes das Solugdes amostra
e das Solugdes padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina de baixo peso molecular em
Ul/mg, de base seca.
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Critéerios de aceitacao: a poténcia das heparinas de baixo peso molecular deve apresentar, no minimo,
80 e, no méximo, 125 da atividade antifator Xa por mg.

Atividade antifator lla

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Xa, com excecéo da Solugéo de fator Xa humano
que deve ser trocada por Solucdo de fator lla humano e da Solugdo de substrato cromogénico N-a-
benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina  diidrocloridratado que deve ser
trocada pela Solucdo de substrato cromogénico H-D-fenilalanina-L-arginina-p-nitroanilina
diidrocloridrato. O tampéo a ser utilizado nesse ensaio é tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4,
porém sem adicdo de cloreto de célcio. Preparar a Solucdo de fator Ila humano e a Solucdo de
substrato cromogénico para fator Ila como descrito a seguir.

Solucdo de fator lla humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucdo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 sem adicéo
de cloreto de calcio, de modo a obter solucdo a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator 11a humano.
Solugdo de substrato cromogénico para fator lla: dissolver quantidade de H-D-fenilalanina-L-
arginina-p-nitroanilina diidrocloridrato em agua destilada estéril obtendo solucdo 2 mM. Antes do
uso, diluir em Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solugédo 0,4 mM.
Proceder ao abrigo de luz direta.

Proceder com as anélises estatisticas e calculos indicados em Atividade antifator Xa.

Critérios de aceitacdo: a razdo da atividade antifator Xa/antifator Ila deve ser, no minimo, 1,5.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacédo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.
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HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR SOLUCAO INJETAVEL

As preparacdes injetaveis de heparina de baixo peso molecular séo solucfes estéreis de heparina de
baixo peso molecular diluida em &gua para injecdo. A poténcia anticoagulante €, no minimo, 90% e,
no maximo, 110% da poténcia anti Xa declarada no rétulo em unidades por mililitro. A razdo da
atividade antifator Xa/antifator lla deve ser observada de acordo com o tipo de solugdo de heparina
de baixo peso molecular analisada. A enoxaparina apresenta uma faixa de variacao da razao atividade
antifator Xa/antifator lla entre 3,3 e 5,3. Para a tinzaparina a razdo varia entre 1,5 e 2,5. A dalteparina
apresenta razdo entre 1,9 e 3,2 e a nadroparina entre 2,5 e 4,0.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19).5,5a7,5.

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

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 0,01 UE/UI de heparina de baixo peso
molecular.

DOSEAMENTO
Atividade antifator Xa

Tampdao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano para obter concentracdo de 20 mM, cloreto de sddio para 150 mM e cloreto de célcio
para 10 mM em agua destilada contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH
para 7,4 com solugdo diluida de &cido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o contetdo da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampd&o tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solugdo a 0,02 UlI/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina
humana.

Solucdo de fator Xa humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucéo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
obter solugdo a 1,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Xa humano.

Solucgéo de substrato cromogénico para fator Xa: dissolver quantidade de N-a-benziloxicarbonil-D-
arginil-L-glicil-Larginina-p-nitroanilina diidrocloridratado em agua destilada estéril obtendo solugéo
2 mM. Antes do uso, diluir em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a
solugéo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solucéo de parada: preparar uma solugdo a 50% (v/v) de &cido acético em agua.
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Solucéo padréo: utilizar solucao padrdo de heparina de baixo peso molecular. Pode ser utilizada outra
preparacdo, cuja poténcia tenha sido determinada em relacdo ao padrdo. Reconstituir o conteudo da
ampola de heparina de baixo peso molecular conforme recomendado pelo fabricante e misturar
levemente até completa dissolugdo. A partir da solugdo reconstituida, preparar diluicdes em solucéo
Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos cinco solu¢Ges com
concentragéo variando entre 0,2 e 0,005 Ul/mL de atividade anti-Xa.

Solucéo amostra: dissolver quantidade da amostra em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter solucGes com atividades aproximadamente iguais as da Solugéo padrao.

Procedimento: dois diferentes tipos de medi¢bes podem ser realizados, a Medicdo cinética e a
Medicdo “endpoint”.

Medicgao cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo constante a relacdo entre os volumes. Executar o teste em microplacas e
realizar a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de microplacas a 37 °C. O ensaio deve
ser realizado com cada Solugdo padrdo e Solugdo amostra em duplicata. Em cada poco da
microplaca, adicionar 40 pL de Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou da solugéo
amostra, 25 UL da Solugéo de antitrombina humana e 10 pL da Solucéo de fator Xa humano. Apds
dois minutos de incubacéo a 37 °C, adicionar 25 pL da Solucéo de substrato cromogénico para fator
Xa. Registrar a absorvancia medida em 405 nm contra o branco durante cinco minutos. O branco é o
teste realizado na auséncia da adicdo de heparina de baixo peso molecular, utilizando 40 pL de
Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medi¢do “endpoint”: proceder como descrito na Medicdo cinética. Apods a adicdo do substrato
cromogénico, esperar quatro minutos e parar a rea¢do com a adi¢ao de 50 pL de Solugéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacdo ente inclinacdo das retas ou sobre paralelismo podem
ser usados dependendo do melhor modelo que descreva a correlagdo entre a concentragéo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia ou mudanga de
absorvancia/minuto contra as concentracGes em logaritmo das solucdes de amostra e das solugcdes
padrGes e calcular a poténcia da heparina sddica de referéncia em Ul/mL utilizando métodos
estatisticos para ensaios de linhas paralelas. Expressar a poténcia da heparina de baixo peso molecular
em Ul/mL.

Relacdo entre inclinacéo das retas: para cada série, calcular a regressao da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das altera¢des na absorgdo por minuto contra as concentragdes das solugdes de amostra
e das solucdes padrdes e calcular a poténcia da heparina de baixo peso molecular padrdo em Ul/mL
utilizando métodos estatisticos para ensaios de relacdo entre inclinacao das retas. Expressar a poténcia
de heparina de baixo peso molecular em Ul/mL.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das preparacOes injetaveis de heparina de baixo peso molecular
deve apresentar, no minimo, 90% e, no maximo, 110% da atividade declarada no rétulo. A poténcia
deve ser expressa em Ul/mL.

Atividade antifator lla

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Xa, com excecéo da Solucéo de fator Xa humano
que deve ser trocada por Solugéo de fator lla humano e da Solugdo de substrato cromogénico N-a-
benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina  diidrocloridratado que deve ser
trocada pela Solucdo de substrato cromogénico H-D-fenilalanina-L-arginina-p-nitroanilina
diidrocloridrato. O tampao a ser utilizado nesse ensaio é tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4,
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porém sem adi¢cdo de cloreto de célcio. Preparar a Solugdo de fator lla e a Solugdo de substrato
cromogénico como descrito a seguir.

Solucdo de fator lla humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugdo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 sem adi¢cao
de cloreto de calcio, de modo a obter solucdo a 2,0 Ul/mL (equivalente a 20 nM) de fator I1a humano.

Solugdo de substrato cromogénico para fator lla: dissolver quantidade de H-D-fenilalanina-L-
arginina-p-nitroanilina diidrocloridrato em agua destilada estéril obtendo solucdo 2 mM. Antes do
uso, diluir em Tamp&o tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solugédo 0,4 mM.
Proceder ao abrigo de luz direta.

Proceder com as anélises estatisticas e calculos indicados em Atividade antifator Xa.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das preparacdes injetaveis de heparina de baixo peso molecular
deve apresentar, no minimo, 90% e, no maximo, 110% da atividade declarada no rétulo. A poténcia
deve ser expressa em Ul/mL. A razdo da atividade antifator Xa/antifator lla deve ser observada de
acordo com o tipo de solucéo de heparina de baixo peso molecular analisada. A enoxaparina apresenta
uma faixa de variacdo da razdo atividade antifator Xa/antifator Ila entre 3,3 e 5,3. Para a tinzaparina,
a razdo varia entre 1,5 e 2,5. A dalteparina varia entre 1,9 e 3,2 e a nadroparina entre 2,5 e 4,0.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacédo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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HEPARINA SODICA BOVINA

A heparina sodica bovina é extraida a partir da mucosa intestinal bovina e é formada por uma mistura
de cadeias polissacaridicas heterogéneas e de peso molecular variado. E composta, em sua maioria,
por unidades de o-D-glucosamina N,6 sulfato e &cido idurbnico 2-O-sulfato. As unidades
dissacaridicas da heparina bovina sdo distintas da heparina suina principalmente devido ao menor
grau de 6-sulfatacdo da glucosamina. Em especial, observa-se maior proporcéo de unidades de a-
glucosamina ndo sulfatada na posicéo 6. Possui atividade anticoagulante pela inibicdo de diversos
fatores do sistema de coagulagdo, prolongando o tempo de coagulagdo do sangue. Isso ocorre
principalmente por meio da potencializacdo da inativacdaodo fator Xa e da trombina pela antitrombina.
Contém, no minimo, 100 unidades de atividade antifator lla por mg de heparina; em relacdo a
substancia dessecada. A razdo da atividade antifator Xa pela atividade antifator lla deve estar entre
0,9 e 1,1. Como critério de aceitacdo para cada ensaio realizado para a atividade antifator lla e Xa,
a poténcia calculada com base no peso seco deve estar compreendida entre 90 e 110% da poténcia
declarada. Os animais dos quais a heparina é extraida devem preencher os requisitos sanitarios para
a espécie em questdo e o processo de producdodeve garantir a remogao ou inativacdo de agentes
infecciosos.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco, higroscopico.
Solubilidade. Soluvel em agua.

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento, segundo os métodos | ou Il de Atividade
antifator Xa e de Atividade antifator Ila. A razdo da atividade antifator lla pela atividade antifator
Xa deve ser no minimo 0,9 e no maximo 1,1.

B. Utilizar a técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear unidimensional de
prétons.Preparar as solugdes conforme descrito a seguir.

Solucéo amostra: preparar solucdo em concentracao de, no minimo, 20 mg/mL da amostra em 6xido
de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropidnico de sédio.

Solucdo padréao: preparar solucdo em concentracdo de, no minimo, 20 mg/mL do padréo de heparina
sodica bovina em 6xido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de &cido trimetilsililpropidnico de sodio.

Solugdo para adequacédo do sistema: preparar solugdo a 1% (p/p) de sulfato de condroitina
supersulfatado SQR em Solugéo padréo.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar um espectrometro de ressonancia magnética
nuclear de, no minimo, 500 MHz, tempo de aquisi¢cdo minimo de 2 s, tempo de repeti¢do (tempo de
espera mais tempo de aquisi¢do) minimo de 4 s. O ensaio deve ser realizado a temperatura constante
de 35 °C com um programa de supressao de agua. A janela espectral deve ser,no minimo, de 10a -2
ppm. Paratodas as amostras, o grupo metila do composto trimetilsililpropidnico deve ser referenciado
em 0,00 ppm. Os espectros obtidos devem ser similares ao da Solugéo padréo.

Adequacao do sistema: os deslocamentos quimicos correspondentes as regides N-acetil da heparina
e do sulfato de condroitina supersulfatado na Solucédo para a adequacdo do sistema devem ser
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observados em 2,05 £ 0,03 ppm e 2,16 +0,03 ppm, respectivamente. Os deslocamentos quimicos
dos sinais correspondentes ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas (Al e A2),
ao H1 do &cido a-idurénico 2-sulfatado (I11), ao H1 das unidades de a.-glucosamina N-sulfatada (C1)
e ao grupamento metil da a-glucosamina N-acetilada (CH3) da solugdo padrdo estdo presentes em
5,40; 3,28; 5,22; 5,31 e 2,05 ppm, respectivamente. Os valores de ppm observados para cada sinal
ndo devem variar mais do que + 0,03 ppm.

Critério de aceitacdo das amostras: os deslocamentos quimicos dos sinais Al, C1, 11, A2 e CHs
devem ser observados a 5,40; 5,31; 5,22; 3,28 e 2,05 ppm, respectivamente. Os valores de ppm
observados para cada sinal ndo devem variar mais do que = 0,03 ppm. As integrais dos sinais Al e
C1 devem ser obtidas conforme a orientacéo dos paineis da Figura 1, Painel C (em azul). Realizar o
célculo de acordo com a férmula:

C1x100
Al

=30a58

Obrigatoriamente, o valor obtido deve estar entre 30 e 58. Nenhum sinal ndo identificado no
espectro,na regido de 0,10 — 2,00; 2,10 — 3,20 e 5,70 — 8,00 ppm, deve ultrapassar 4% da altura do
sinal Al (5,40 ppm). A Regido em 2,16 + 0,03 ppm, correspondente a regido N-acetil do sulfato de
condroitina supersulfatado ndo deve apresentar sinais com razao sinal-ruido maior ou igual a 2:1.

Nota: O EDTA podera ser adicionado a solu¢do amostra para a analise para melhorar a resolucéo
do pico do dcido o-idurdnico 2-sulfatado. Nao mais que 12 ug/mL podem ser adicionados e os
espectros devem ser registrados e comparados com e sem adicdo de EDTA. Os deslocamentos
quimicos dos sinais do EDTA complexados ao Ca™™ estdo dentro da faixa que compreende 2,5 - 3,1
ppm e o sinal caracteristico do EDTA livre possui deslocamento a 3,75 + 0,03 ppm em pH 6,0.
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Figura 1 - Espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensional de préton a 900MHz (Painel Superior)
e 500MHz (Painel intermediario). O painel inferior mostra a expanséo da regiéo indicada do Painel A.

Os sinais designados como Al e A2 correspondem ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas em
5,40 e 3,28 ppm, respectivamente; o sinal I1 corresponde ao H1 do acido a- idurdnico 2-sulfatado em 5,21 ppm; C1
corresponde ao H1 das unidades de a-glucosamina N-sulfatada em 5,31 ppm; e metil da glucosamina N-acetilada em
2,05 ppm. Os valores de ppm observados para cada sinal ndo devem variar de + 0,03 ppm. No painel inferior sdo
mostradas as expansdes das regides utilizadas para o calculo do critério de aceitacdo (em azul). O intervalo entre 5,70
e 5,00 ppm indica a correta integracdo dos sinais Al e C1.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 202 nm ou 215 nm, desde que atenda & adequabilidade
do sistema; pré-coluna de 50 mm de comprimento e 2,0 mm de diametro interno, empacotada com
resina trocadora de &nions com particulas porosas de 13 pm e poro de 10 A (compativel com a coluna
analitica); coluna analitica de 250 mm de comprimento e 2,0 mm de diametro interno, empacotada
com resina trocadora de anions, composta por um copolimero de etilvinilbenzeno/divinilbenzeno,
com particulas porosas de 9 pm e poro de 2000 A, revestida por microesferas de latex de 70 nm
funcionalizadas com ions de amonio quaternario alcano, mantida a 40 °C; fluxo da Fase movel de 0,5
mL/minuto. A coluna deve ser equilibrada por, pelo menos, 30 minutos com Eluente A da Fase médvel
antes do inicio da analise.

Eluente A: preparar solugédo de TRIS a 20 mM. Ajustar o pH para 7,4 com &cido cloridrico diluido.
Filtrar utilizando uma membrana de tamanho de poro de 0,22 um e desaerar por pelo menos 15
minutos antes de usar.
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Eluente B: preparar solucdo de TRIS a 20 mM e NaCl a 2,5 M. Ajustar o pH para 7,4 com &cido
cloridrico diluido. Filtrar utilizando um filtro de membrana de tamanho de poro de 0,22 um e desaerar
por pelo menos 15 minutos antes de usar.

Gradiente da fase movel: adotar sistema de gradiente descrito na tabela a seguir:

Tempo Eluente A Eluente B Elui¢éo
(minutos) (%) (%)
0-4 83,4 16,6 equilibrio
4-20 83,40 16,6100 gradiente linear
20-22 0 100 isocratica
22 - 40 83,4 16,6 equilibrio

Solugdo amostra (a): solucdo a 20 mg/mL da amostra em &gua destilada.

Solucdo amostra (b): adicionar 60 uL da Solucdo amostra (a) a 240 uL de dgua destilada no momento
de realizar o ensaio.

Solucéo amostra (c): misturar 50 pL da Solugdo amostra (a) com 50 L de nitrito de s6dio 2 M e 50
puL de &cido sulfarico 0,5 M. Misturar suavemente e, ap6s 60 minutos a temperatura ambiente,
adicionar 50 pL de hidroxido de sédio 1 M para interromper a reacdo. Adicionar 50 puL de agua
destilada para ajustar a concentracéo.

Solucéo de referéncia (a): solu¢do a 20 mg/mL do padréo de heparina bovina em &gua destilada.

Solucéo de referéncia (b): adicionar 60 pL da Solugdo de referéncia (a) a 240 uL de agua destilada
no momento de realizar o ensaio.

Solucao de referéncia (c): solucdo a 10 mg/mL de sulfato de dermatam SQR em &gua destilada.

Solucao de referéncia (d): solucdo a 10 mg/mL de sulfato de condroitina supersulfatado SQR em agua
destilada.

Solucgéo de referéncia (e): misturar 100 pL da Solucgéo de referéncia (a) com 30 pL da Solucéo de
referéncia (c) e 20 pL da Solucdo de referéncia (d). Completar o volume para 500 uL com agua
destilada.

Solucéo de referéncia (f): misturar 50 pL da Solugéo de referéncia (a) com 50 L de nitrito de sédio
2 M e 50 pL de acido sulfarico 0,5 M. Misturar suavemente e, ap6s 60 minutos a temperatura
ambiente, adicionar 50 pL de hidroxido de sodio 1 M para interromper a reacdo. Adicionar 50 pL de
agua destilada para ajustar a concentracao.

Solucéo de referéncia (g): misturar 50 puL da Solucéo de referéncia (a) com 15 pL da Solucéo de
referéncia (c) e 10 pL da Solucéo de referéncia (d). A essa mistura, adicionar 50 pyL de nitrito de
sodio 2 M e 50 pL de acido sulfarico 0,5 M. Misturar suavemente e, apds 60 minutos a temperatura
ambiente, adicionar 50 pL de hidroxido de sédio 1 M para interromper a reagdo. Adicionar 25 pL de
agua destilada para ajustar a concentracao.
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Injetar, separadamente, 50 pL das Solugbes de referéncia (e), (f) e (g) e registrar os cromatogramas.
Para a Solugéo de referéncia (e), a relagéo entre a altura do pico do sulfato de dermatam e o vale
(linha de base entre os picos de sulfato de dermatam e heparina bovina) é de, no minimo, 1,3. Os
tempos de retencdo relativos séo cerca de 0,9 para o sulfato de dermatam, 1,0 para a heparina sodica
bovina e cerca de 1,1 para o sulfato de condroitina supersulfatado (Figura 2B). O cromatograma obtido
com a Solugéo de referéncia (f) ndo apresenta nenhum pico no tempo de retencdo da heparina. O
cromatograma obtido com a Solucéo de referéncia (g) deve apresentar os picos referentes ao sulfato
de dermatam e ao sulfato de condroitina supersulfatado visualmente distintos (Figura 2C, em preto)..

Procedimento: injetar, separadamente, 50 uL das Solu¢des amostra (b) e (c) e da Solugcdo de
referéncia (b) e registrar os cromatogramas. O pico referente a heparina sddica bovina obtido com o
cromatograma da Soluc@o amostra (b) deve ser semelhante em forma e tempo de retencdo ao pico
obtido com a Solucédo de referéncia (b) (Figura 2A). N&o deve ser detectado nenhum pico no tempo
de retencdo do sulfato de condroitina supersulfatado no cromatograma da Solugcdo amostra (b).
Nenhum pico deve ser detectado no tempo de retencdo da heparina no cromatograma da Solucéo
amostra (c) (Figura 2C, em azul).
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Figura 2 — Perfil de eluicdo da heparina soédica bovina na cromatografia liquida em
coluna de troca idnica

O painel A mostra a eluicdo da heparina bovina (em preto) e da amostra-teste (em azul). O painel B mostra a elui¢do de
uma mistura de padrBes (em preto) e da amostra-teste (em azul). E o painel C mostra a elui¢cdo da mistura de padrfes (em
preto) e da amostra-teste (em azul) apds tratamento com acido nitroso
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D. Determinacédo de Peso Molecular.

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector de indice de refracdo; pré-coluna de 4,0 cm de comprimento e 6,0
mm de didmetro interno, empacotada com matriz de silica de 7 um de didmetro; coluna de 30 cm de
comprimento e 7,8 mm de didmetro interno, empacotada com matriz de silica de 3 um com poro de
500 A em série com uma coluna de 30 cm de comprimento e 7,8 mm de didmetro interno, empacotada
com matriz de silica de 3 um com poro de 290 A. Como alternativa, podem ser utilizadas duas colunas
com as mesmas medidas (30 cm de comprimento e 7,8 mm de didmetro interno), a primeira com
matriz de silica de 8 pm e poro de 450 A seguida de uma coluna com matriz de silica de 5 pm e poro
de 250 A, mantida a 40 °C; fluxo da Fase mével de 0,3 mL/minuto.

Fase movel: acetato de aménio 0,1 M, pH 6,0.
Solucé@o amostra: solucdo da amostra a 10 mg/mL em Fase mével.

Solucéo padréo: solucdo a 10 mg/mL em Fase mdvel do padrdo de calibracdo de peso molecular para
heparina ndo fracionada SQR.

Solucéo de adequacdo do sistema: solucdo a 10 mg/mL em Fase moével do padrdo de identificacdo
de heparina sddica SQR na concentracdo de 10 mg/mL preparada no momento de realizar o ensaio.

Injetar 20 pL da Solucéo de adequacdo do sistema. Registrar o cromatograma pelo periodo de tempo
necessario para a completa eluicdo da amostra e do pico atribuido ao sal. O peso molecular médio
(M) calculado para a Solugdo de adequacéo do sistema deve ser arredondado para o valor da centena
mais préximo. O valor encontrado deve ser de + 500 Da do valor de My, estabelecido para o padrdo
de identificacdo.

Deve haver resolucdo da linha de base entre os picos da heparina e do pico atribuido ao sal. O
coeficiente de regresséo linear da curva de calibracdo ndo deve ser menor que 0,99, utilizando uma
equacdo polinomial de terceira ordem.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da Solucdo padréo e da Solucdo amostra e registrar 0s
cromatogramas pelo periodo de tempo necessario para a completa eluicdo da amostra e do pico
atribuido ao sal. Calcular a area total sob o pico de heparina no cromatograma da solucdo de
calibracdo e a area cumulativa em cada ponto sob o pico como porcentagem do total. N&o incluir o
pico de sal. Usando a tabela fornecida para o calibrante de peso molecular para heparina, identificar
0S pontos no cromatograma para o qual a area percentual cumulativa esta mais proxima das fragdes
percentuais listadas na tabela e atribuir o peso molecular da tabela ao tempo de retengéo (tr)
correspondente no cromatograma. Para a curva de calibragé@o, os dados obtidos devem ser plotados
em um grafico como log do peso molecular em funcdo do tempo de retencéo (tr), obedecendo a uma
equacdo polinomial de terceira ordem. Utilizar um software de cromatografia de filtragdo em gel
(GPC) ou encontrar os valores de a, b, ¢ e d da equagdo de forma que log do peso molecular = a +

b(tr) + c(tr) ’4 d(tr) 3. Com os parametros obtidos, calcular o peso molecular aproximado para cada
tempo de elui¢do da cromatografia.

Utilizando a funcéo de calibracdo derivada como descrito acima, calcular o peso molecular médio
(Mw) de acordo com a seguinte formula:
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Mw = ¥ (RL.M)/YRI;

em que a resposta do detector em cada ponto é definida como RI e 0 peso molecular em cada ponto
é definido como M.

Determinar para o cromatograma da amostra-teste a porcentagem de heparina com peso molecular na
faixa de 8000 a 16000 (M so00—16000), & porcentagem de heparina com peso molecular na faixa de
16000 a 24000 (M 16000—24000) € @ porcentagem de heparina com peso molecular superior a 24000 (M
>24000). Arredondar os valores percentuais médios para o 1% mais proximo. O Mw obtido deve estar
entre 15000 e 19000 . O valor de M >24.000 deve estar abaixo de 20%, e a razdo entre Msgooo —16000 /
M 6000 —24000 deve ser acima de 1,0.

ENSAIOS DE PUREZA

Limite de galactosamina no total de hexosamina. Proceder conforme descrito em Cromatografia
a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector amperométrico
pulsado; coluna guarda de 3 cm de comprimento e 3 mm de didmetro interno seguida de coluna
analitica de 15 cm de comprimento e 3 mm de didmetro interno, empacotada com copolimero de
etilvinilbenzeno/divinilbenzeno (6,5 um didmetro) aglomerado com microesferas de 130 nm de latex
funcionalizadas com amina quaternaria, mantida a 30 °C; fluxo da Fase movel de 0,5 mL/minuto. A
coluna deve ser equilibrada por, pelo menos, 60 minutos com Fase mével antes do inicio da analise
e, por 10 minutos, antes de cada injecdo. A coluna deve ser limpa passando-se hidréxido de potassio
100 mM por pelo menos 10 minutos apds cada injecgao.

Fase movel: hidréxido de potassio 14 mM.

Solucdo amostra: transferir 12 mg da amostra para um tubo de ensaio com tampa de rosca de 7 mL,
dissolver em 5 mL de &cido cloridrico 5 M e tampar.

Solucéo amostra hidrolisada: aquecer a Solu¢do amostra por 6 horas a 100 °C. Resfriar a temperatura
ambiente e diluir com agua (1:100).

Solucéo padréo de glucosamina: cloridrato de glucosamina SQR a 1,6 mg/mL em &cido cloridrico 5
M.

Solucéo padréo de galactosamina: cloridrato de galactosamina SQR a 16 pg/mL em &cido cloridrico
5M.

Solugéo padréo: misturar volumes iguais da Solugdo padréo de glucosamina e da Solucéo padréao de
galactosamina.

Solugéo padréao hidrolisada: transferir 5 mL da Solu¢do padréo para um tubo de ensaio com tampa
de rosca de 7 mL e aquecer por 6 horas a 100 °C. Resfriar a temperatura ambiente e diluir com agua
(1:100).

Injetar replicatas de 10 pL da Solucdo padréo hidrolisada. A resolucdo entre os picos de
galactosamina e glucosamina é, no minimo, 2,0. A eficiéncia da coluna é, no minimo, 2000 pratos
teoricos, em relacdo ao pico da glucosamina. O fator de cauda para os picos de galactosamina e
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glucosamina é entre 0,8 e 2,0.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 uL da Solucdo padrdo hidrolisada e da Solu¢cdo amostra
hidrolisada, registrar os cromatogramas por 10 minutos e medir as &reas sob os picos de
galactosamina e de glucosamina. Calcular a razdo de resposta de galactosamina para glucosamina
(GalNR) na Solucdo padréo hidrolisada, utilizando a formula:

GalNB> GlcNW)

Resultado: (GalNW X GIeN,
em que

GalNg = &rea sob o pico de galactosamina da Solucéo padrao hidrolisada.
GalNw = peso de galactosamina para a Soluc¢éo padrao.

GIcNw = peso de glucosamina para a Solugéo padréo.

GIcNg = &rea sob o pico de glucosamina da Solugéo padréo hidrolisada.

Calcule a porcentagem de galactosamina na hexosamina total, utilizando a féormula:

(et

GalNy
|(Garne) + 6teny |

Resultado = X 100

em que
GalNy = area sob o pico de galactosamina da Solu¢do amostra hidrolisada.

GalNr = razéo de resposta de galactosamina para glucosamina (GalNr) na Solugdo padrdo
hidrolisada.

GIcNy = area sob o pico de glucosamina da Solugdo amostra hidrolisada.

A porcentagem da area sob o pico de galactosamina da hexosamina total da Solucdo amostra
hidrolisada ndo é maior que 1,0%.

pH (5.2.19). 5,0 a 8,0. Determinar em solucdo aquosa a 1% (p/v).
Proteinas.

A. Adicionar cinco gotas de acido tricloroacético a 20% (p/v) em 1 mL de solucdo aquosa da
amostraa 1% (p/v). N&o deve formar precipitado ou turbidez.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria no ultravioleta, visivel, e
infravermelho
(5.2.14).

Solucéo A: misturar dois volumes de hidroxido de sodio 1% com dois volumes de carbonato de sddio
5% e diluir para cinco volumes com agua.

Solugédo B: misturar dois volumes de sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) 1,25% com dois volumes de
tartarato de sodio (C4HsNa206.2H20) 2,98% e diluir para cinco volumes com &gua.

Solugdo C: misturar um volume da Solugéo B com 50 volumes da Solugéo A.

Solucéo D: diluir adequadamente o reagente fosfomolibdotungstico em dgua de modo que as solugdes
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amostra e padrdo tenham o valor de pH entre 10,00 e 10,50 apds adi¢édo das Solucbes C e D.
Solugdo amostra: preparar solucdo da amostra de concentracdo de 5 mg/mL em agua.

Solucdo referéncia: preparar solucdo de albumina bovina R (cerca de 96% de proteina) de
concentracdo de 100 mg/mL em &gua. Fazer diluicGes com &gua de maneira a obter no minimo cinco
solucdes referéncia tendo concentracdes de proteina distribuidas uniformemente na faixa de 5 pg/mL
a 100 pg/mL.

Procedimento: adicionar 5 mL da Solugdo C para cada 1 mL das Solugdes referéncias, Solucéo
amostra e branco (agua), respectivamente. Deixar em repouso por 10 minutos. Adicionar 0,5 mL da
Solugdo D, misturar e deixar em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. Medir as
absorvancias das solugdes a 750 nm, utilizando a solucéo branco para ajuste do zero.

Curva de calibracdo: a relacdo da absorvancia e a concentracao de proteina ndo € linear. Contudo,
se afaixa de concentracdo utilizada para tracar a curva padrdo for suficientemente pequena, em
ualtimo caso, se aproximaré da linearidade. Construir uma curva padrao plotando as absorvéancias das
solucdes referéncia contra suas concentracdes, utilizando regresséo linear, tracar uma reta linear de
melhor ajuste aos pontos plotados. Determinar a concentracdo de proteina na solugdo amostra, através
de sua absorvéancia e da curva padrdao. No maximo 0,5% em relacéo a substancia dessecada.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg em 10 mL de &gua. A absorvancia é medida a 260 nm
eo resultado deve ser, no maximo, 0,15.

Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Método I, macrodeterminacéo. No minimo, 1,5% e, no maximo, 2,5%
de nitrogénio, calculado em relacdo a substancia dessecada.

Sodio. Entre 10,5% a 13,5% de sddio determinado conforme descrito em Espectrofotometria de
absorcdo atémica (5.2.13.1).

Perda por dessecacao (5.2.9.1). Determinar em estufa a vacuo a 60 °C por trés horas. No maximo,
8%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo, 0,03 UE/UI de heparina sodica bovina.
DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Método |

Atividade antifator lla

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano para obter concentragdo de 20 mM, cloreto de sodio para 150 mM em agua destilada
contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com solucéo diluida de

acido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o contetdo da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampé&o tris (hidroximetil)
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aminometano pH 7,4, de modo a obter solucdo 0,02 Ul/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina
humana.

Solugdo de fator Ila humano: reconstituir o conteddo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucéo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
obter solucdo a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Ila humano.

Solugéo de substrato cromogénico para fator lla humano: dissolver quantidade de dicloridrato de H-
D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida  (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) em &gua
destiladaestéril obtendo solu¢do 2,0 mM. Antes do uso, diluir em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH7,4 de modo a obter a solucdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solucéo de parada: preparar uma solugdo a 50% (v/v) de acido acético em &gua.

Solucdo padrdo: para os ensaios de doseamento utilizar padrdo de heparina sédica SQR.
Reconstituir o conteudo da ampola do padrdo de heparina sédica SQR conforme recomendado pelo
fabricante e misturar levemente até completa dissolucdo. A partir da solucdo reconstituida, preparar
diluicdes em solucdo tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos
dez solugbes com concentracdo variando entre 0,1 e 0,0001 Ul/mL de atividade anti-lla. As
concentracgdes utilizadas devem apresentar, no minimo, cincopontos dentro de uma faixa linear. A
faixa de concentracdo utilizada pode ser adaptada para contemplar essa linearidade.

Solugdo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter solu¢Ges com atividades aproximadamente iguais as da Solucdo padrao.

Procedimento: dois diferentes tipos de medi¢es podem ser realizados, a medi¢do cinética e a
medicéo “endpoint”.

Medicéo cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporc¢des entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Executar o teste em microplacas e realizar a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com cada Solugdo padréo e Solugdo amostra em
duplicata. Em cada poco da microplaca adicionar: 40 uL de Tampao tris (hidroximetil) aminometano
pH 7,4 ou 40 uL da Solucéo padréo ou 40 pL Solugdo amostra; 25 pL da Solugdo de antitrombina e
10 pL da Solucéo de fator lla humano. Ap6s dois minutos de incubacdo a 37 °C, adicionar 25 uL da
Solugéo de substrato cromogénico para fator Ila humano. Registrar a absorvancia medida em 405
nm contra 0 branco durante cinco minutos. O branco é o teste realizado na auséncia da adi¢cdo de
heparina,

utilizando 40 pL de Tamp@o tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medicao “endpoint”: Apds a adi¢do da Solucdo de substrato cromogénico para fator Ila humano
registrar a absorvancia medida a 405nm e determinar o tempo para a adi¢do da Solucéo de parada
com base na linearidade da relagcdo dose-resposta. Estabelecido o referido tempo, proceder a mesma
reacao seguida de adicé@o de 50 pL de Solucéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacéo entre inclinacéo das retas ou sobre paralelismo podem
ser usados dependendo do melhor modelo que descreva a correlacdo entre a concentracao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressao da absorvancia ou mudanca de
absorvancia/minuto contra as concentragdes em logaritmo das solu¢Ges de amostra e das solucGes
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sédica bovina em Ul/mg, de base seca.
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Relacdo entre inclinacéo das retas: para cada série, calcular a regresséo da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das alteragdes na absorc¢ao por minuto contra as concentragdes das solugdes de amostra
e das solucGes padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina sodica bovina em Ul/mg, de
base seca.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das heparinas sédicas bovinas deve apresentar, no minimo, 100 Ul
da atividade antifator lla por mg.

Atividade antifator Xa

Proceder conforme descrito em Atividade antifator I1a, com excecao da Solucao de fator Ila humano
que deve ser trocada por Solucéo de fator Xa humano e da Solugdo de substrato cromogénico
dicloridrato de  H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida  (H-D-Phe-Pip-Arg-
pPNA.2HCI)que deve ser trocada pela Solugdo de substrato cromogénico dicloridrato de N-o-
benziloxicarbonil- D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-nitroanilida (N-o-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA.2HCI.
O tampao a ser utilizado nesse ensaio € tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, porém com adicéo
de cloreto de calcio 10 mM. Preparar a Solucdo de fator Xa humano e a Solucdo de substrato
cromogénico para fator Xa humano como descrito a seguir.

Solucdo de fator Xa humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucdo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 com adicao
de cloreto de célcio, de modo a obter solucdo a 1,0 UI/mL (equivalente a 20 nM).

Solucdo de substrato cromogénico para fator Xa humano: dissolver quantidade de dicloridrato de N-
a-benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-nitroanilida (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-
PNA.2HCI) em agua destilada estéril obtendo solucédo 2,0 mM. Antes do uso, diluir em Tampao tris
(hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solu¢do 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz
direta.

Proceder com as andlises estatisticas e calculos indicados em Atividade antifator lla.

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina bovina sddica deve apresentar, no minimo, 100 Ul da
atividade antifator Ila por mg. A razdo da atividade antifator Xa/antifator Ila deve ser, no minimo,
0,9, e, no maximo, 1,1.

B. Método Il
Atividade antifator lla

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,
10,2 g de cloreto de sédio, 2,8 g edetato de sddio e 10,0 g de polietilenoglicol 6000 em 800 mL de
agua destilada. Ajustar o pH para 8,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou hidroxido de sédio
e completar com &gua para 1000 mL.

Solucéo de antitrombina: reconstituir o contetldo da ampola de antitrombina conforme recomendado
pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solucdo de antitrombina a 5,0 Ul/mL. Diluir com o mesmo tampao para se obter
uma concentracdo de 0,125 Ul/mL.

Solucé&o de trombina humana: reconstituir o contetdo da ampola de trombina humana (fator l1a) em
agua destilada para uma concentragio de 20 Ul/mL e diluir em tampéo
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tris(hidroximetil)aminometano pH 8,4, de modo a obter uma solucéo de trombina a 5,0 Ul/mL.

Solugdo de substrato cromogénico: diluir um substrato cromogénico de trombina para teste
amidolitico em &gua para que se obtenha 1,25 mM.

Solucéo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v) de acido acético em agua.

Solugédo padréo: reconstituir o contetido da ampola do padréo de heparina sédica SQR e misturar
levemente até completa dissolugdo. A partir da solucao reconstituida, preparar diluicbes em solucéo
tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelomenos quatro solu¢ées com
concentragdo variando entre 0,005 e 0,03 Ul/mL.

Solucéo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampé&o tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solu¢bes com atividades aproximadamente iguais as da solucao padréo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporgdes entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
O ensaio deve ser realizado com cada solucéo padrédo e solucdo amostra em duplicata. Os tubos
devem ser identificados de acordo com o numero de replicatas a serem testadas. Distribuir os brancos
nas colunas de forma que representem o comportamento dos reagentes durante o ensaio. O branco é
0 teste realizado na auséncia da adicdo de heparina, utilizando 50-100pL de tampéo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4.

Todas as solugdes de reagentes, padrdo e amostra em teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15
minutos antes de serem adicionadas nos tubos. Transferir para cada um dos tubos plésticos,
separadamente, um volume fixo (por exemplo, 50-100 uL) de cada uma das diferentes dilui¢ces de
Solugéo padréo, ou Solugdo amostra ou tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4. Adicionar
em cada um dos tubos um volume dobrado da Solugéo de antitrombina (100-200 ul). Homogeneizar
todos 0s tubos, suavemente, sem produzir bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo, um minuto.
Adicionar em cada tubo 25-50 pL da Solugéo de trombina humana e incubar a 37 °C por, no minimo,
um minuto. Adicionar 50-100 pL da Solugéo de substrato cromogénico, homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medi¢Oes podem ser realizados, a medicéo cinética e a medi¢do “endpoint”.

Medicao “endpoint’: parar a reacdo apds um minuto com 50-100 uL de solucdo de parada. Registrar
a absorvéancia de cada solucdo a 405 nm. O desvio padréo relativo entre as leituras obtidas com o
branco deve ser menor que 10%.

Medicéo cinética: registrar a mudanca na absorvancia para cada solu¢do durante um minuto, medida
em 405 nm. Expressar como mudanca na absorcdo por minuto (AOD/minuto) das solucGes e dos
brancos, os quais devem apresentar valores superiores devido a auséncia de heparina. O desvio padrao
relativo entre as leituras obtidas com o branco deve ser menor que 10%.

Calculos: os modelos estatisticos para analise da relacdo ente inclinagcdo das retas ou sobre
paralelismo podem ser usados dependendo do modelo que descreva melhor a correlacéo entre a
concentragéo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a regressao da absorvancia ou mudanga de
absorvancia/minuto contra o logaritmo das concentracdes das solu¢des de amostra e das solugdes de
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sodica bovina em Ul/mg de base seca.
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Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada serie, determinar a regressao do logaritmo da
absorvancia ou o logaritmo das alteragdes na absorgdo por minuto contra as concentragdes das
solugdes de amostra e das solugdes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos
estatisticos para ensaios de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina bovina
sodica em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina sddica bovina deve apresentar, no minimo, 100 Ul da
atividade antifator lla por mg.

Atividade antifator Xa

Tampdao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano, acido edético ou edetato de sédio, e cloreto de sédio em agua destilada contendo
polietilenoglicol 6000 a 0,1% para se obter concentracfes de 0,05 M; 0,0075M e 0,175 M,
respectivamente. Se necessario, ajustar o pH para 8,4 com solucdo diluida de &cido cloridrico ou
hidroxido de sadio.

Solugéo de antitrombina: reconstituir o conteudo da ampola de antitrombina conforme recomendado
pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solucéo de antitrombina a 1,0 Ul/mL.

Solugcdo de fator Xabovino: reconstituir o conteddo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugéo obtida em tampé&o tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de modo a
obter uma solucdo que resulte em 0,65 a 1,25 de absorvancia a 405 nm quando testada como descrito
abaixo, substituindo os 30 pL de solugdo de amostra por 30 pL de solucéo tampéo pH 8,4.

Solucao de substrato cromogénico para fator Xa: diluir em &gua um substrato cromogénicopara teste
amidolitico, especifico para o fator Xa, para que se obtenha uma concentracdo de 1 mM.

Solucéo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v) de acido acético em agua.

Solucéo padrao: reconstituir o contetldo da ampola do padréo de heparina sédica SQR e misturar
levemente até completa dissolucdo. A partir da solucdo reconstituida, preparar diluicdes em solugédo
tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelomenos cinco solugdes com
concentracgdo variando entre 0,03 e 0,375 UI/mL de atividade antifator Xa.

Solucdo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solu¢bes com atividades aproximadamente iguais as da solugdo padréo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporgdes entre as preparag0es de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Transferir 120 pL de tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4 para tubos plasticos mantidos
a 37 °C. Em cada tubo, separadamente, adicionar 30 pL das diferentes dilui¢cbes da Solugdo padrao
ou da Solucéo amostra. Adicionar em cada tubo 150 pL da Solucéo de antitrombina pré-aquecida a
37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar por dois minutos. Adicionar 300 pL da Solugao de
fator Xa humano pré-aquecida a 37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar por dois minutos.
Adicionar 300 puL da Solugéo de substrato cromogénico para fator Xa humano pré-aquecida a 37 °C
por 15 minutos, homogeneizar e, apos incubar por dois minutos, adicionar em cada tubo 150 pL da
Solucéo de parada e misturar. Para zerar o espectrofotdmetro, preparar um branco, adicionando os
reagentes em ordem inversa, a partir da Solucéo de parada até a adicéo final de 150 uL do tampao
tris (hidroximetil) nometano pH 8,4, omitindo a Solugdo padréo e Solucdo amostra. Registrar a
absorvancia medida em 405 nm contra o branco.
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Calculos: determinar os valores do logaritmo da absorvancia contra as concentra¢des das solucdes de
amostra e das solucdes padrées. Calcular a atividade da amostra usando 0s métodos estatisticos para
0 ensaio de relacdo entre inclinacdo das retas. Calcular a atividade antifator Xa segundo a equacéo:

(%)

em que:

P = poténcia da heparina sodica padréo de referéncia;

SA = inclinacgdo da reta para a Solu¢cdo amostra;
SP = inclinagdo da reta para a Solucéo padréo;

Expressar a atividade antifator Xa da heparina sddica bovina em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitacdo: calcular a relacdo da atividade do antifator Xa contra a poténcia do antifator
Ila (antifator Xa / antifator I1a), que deve estar compreendida entre 0,9 e 1,1.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.
ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.
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HEPARINA SODICA SUINA

A heparina sodica suina é extraida de mucosa intestinal suina e é formada por uma mistura de cadeias
polissacaridicas de peso molecular variado. E composta, preponderantemente, por unidades
alternadas de a-D-glucosamina N- e 6- disulfatadas e &cido a-idurénico 2-sulfatado. Possui atividade
anticoagulante devido a inibicéo de diversos fatores do sistema de coagulagéo, prolongando o tempo
de coagulacdo do sangue. Isso ocorre principalmente por meio da potencializagdo da inativagao do
fator Xa e da trombina pela antitrombina. Contém, no minimo, 180 unidades de atividade antifator
Ila por mg de heparina, em relacéo a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator Xa pela
atividade antifator Ila deve estar entre 0,9 e 1,1. Como critério de aceitacdo para cada ensaio realizado
para a atividade antifator Ila e Xa, a poténcia calculada com base no peso seco deve estar
compreendida entre 90% e 110% da poténcia declarada. Os animais dos quais a heparina € extraida
devem preencher os requisitos sanitarios para a especie em questdo e o processo de producdo deve
garantir a remocao ou inativacao de agentes infecciosos.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco, higroscopico.
Solubilidade. Soltuvel em agua

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento, segundo os métodos | ou Il de Atividade
antifatorXa e de Atividade antifator lla. A razdo da atividade antifator Xa pela atividade antifator
Ila deve ser, no minimo, 0,9 e, no méximo, 1,1

B. Utilizar a técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear unidimensional de
préton. Preparar as solugbes conforme descrito a seguir.

Solucdo amostra: preparar solucdo em concentracdo de, no minimo, 20 mg/mL da amostra em éxido
de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropidnico de sodio.

Solucdo padréo: preparar solucdo em concentracdo de, no minimo, 20 mg/mL de padrdo de
identificacdo heparina sodica SQR em Oxido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de &cido
trimetilsililpropiénico de sodio.

Solucdo para adequacdo do sistema: preparar solucdo a 1% (p/p) de sulfato de condroitina
supersulfatado SQR em Solucéo padréo.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar um espectrdmetro de ressonancia magnética
nuclear de, no minimo, 500 MHz, tempo de aquisicdo minimo de 2s, tempo de repeticdo (tempo de
espera mais tempo de aquisi¢cdo) minimo de 4s. O ensaio deve ser realizado a temperatura constante
de 35 °C com um programa de supresséo de dgua. A janela espectral deve ser, no minimo, de 10 a-2
ppm. Paratodas as amostras, o grupo metila do composto trimetilsililpropidnico deve ser referenciado
em 0,00 ppm. Os espectros obtidos devem ser similares ao da Solucéo padréo

Adequacdo do sistema: os deslocamentos quimicos correspondentes as regides N-acetil da heparina
e do sulfato de condroitina supersulfatado na Solucéo para a adequacéo do sistema devem ser
observados em 2,05 = 0,03 ppm e entre 2,16 £ 0,03 ppm, respectivamente. Os deslocamentos

quimicos dos sinais correspondentes ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas
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(Ale A2), ao H1 do &cido a-idurdnico 2-sulfatado (I11), ao H1 das unidades de a.-glucosamina N-
sulfatada (C1) e ao grupamento metil da a-glucosamina N-acetilada (CH3) da solucéo padréo estéo
presentes em 5,40; 3,28; 5,22; 5,31 e 2,05 ppm, respectivamente. Os valores de ppm observados para
cada sinal ndo devem variar mais do que = 0,03 ppm.

Critério de aceitacdo das amostras: os deslocamentos quimicos dos sinais Al, C1, 11, A2 e CHs
devem ser observados a 5,40; 5,31; 5,22; 3,28 e 2,05 ppm, respectivamente. Os valores de ppm
observados para cada sinal ndo devem variar além de + 0,03 ppm. As integrais dos sinais Al e C1
devem ser obtidas conforme a orientacdo dos painéis da Figura 1, Painel C (em azul). Realizar o
calculo de acordo com a formula:

C1x100

<20
Al

Obrigatoriamente, o valor obtido deve ser menor que 20%. Nenhum sinal ndo identificado no
espectro, na regido de 0,10 - 2,00; 2,10 - 3,20 e 5,70 - 8,00 ppm, deve ultrapassar 4% da altura do
sinal Al (5,40 ppm). A Regido em 2,16 + 0,03 ppm, correspondente a regido N-acetil do sulfato de
condrotina supersulfatado ndo deve apresentar sinais com razao sinal-ruido maior ou igual a 2:1.

Nota: O EDTA podera ser adicionado a solu¢do amostra para a analise para melhorar a resolugéo
do pico do acido a-idurdnico 2-sulfatado. Nao mais que 12 ug/mL podem ser adicionados e os
espectros devem ser registrados e comparados com e sem adicdo de EDTA. Os deslocamentos
quimicos dos sinais do EDTA complexados ao Ca™™ estdo dentro da faixa que compreende 2,5 - 3,1
ppm e o sinal caracteristico do EDTA livre possui deslocamento a 3,75 £ 0,03 ppm em pH 6,0.
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Figura 1 — Espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensional de préton a 900 MHz (Painel Superior) e
500 MHz (Painel intermediario). O painel inferior mostra a expansao da regido indicada do espectro a 900 MHz.

Os sinais designados como Al e A2 correspondem ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- e N-disulfatadas em
5,40 e 3,28 ppm, respectivamente; o sinal I1 corresponde ao H1 do acido a- idurénico 2-sulfatado em 5,21 ppm; C1
corresponde ao H1 das unidades de a-glucosamina N-sulfatada em 5,31 ppm; e metil da glucosamina N-acetilada em
2,05 ppm. Os valores de ppm observados para cada sinal ndo devem variar de + 0,03 ppm. No painel inferior sdo
mostradas as expansdes das regides utilizadas para o calculo do critério de aceitacdo (em azul). O intervalo entre 5,70
e 5,00 ppm indica a correta integracao dos sinais Al e C1.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 202 nm ou 215 nm, desde que atenda a adequabilidade
do sistema; pré-coluna de 50 mm de comprimento e 2,0 mm de diametro interno, empacotada com
resina trocadora de &nions com particulas porosas de 13 pm e poro de 10 A (compativel com a coluna
analitica); coluna analitica de 250 mm de comprimento e 2,0 mm de diametro interno, empacotada
com resina trocadora de anions, composta por um copolimero de etilvinilbenzeno/divinilbenzeno,
com particulas porosas de 9 pm e poro de 2000 A, revestida por microesferas de latex de 70 nm
funcionalizadas com ions de amonio quaternario alcano, mantida a 40 °C; fluxo da Fase movel de 0,5
mL/minuto. A coluna deve ser equilibrada por, pelo menos, 30 minutos com Eluente A da Fase mével
antes do inicio da analise.

Eluente A: preparar solucéo de TRIS a 20 mM. Ajustar o pH para 7,4 com acido cloridrico diluido.
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Filtrar utilizando uma membrana de tamanho de poro de 0,22 um e desaerar por pelo menos 15
minutos antes de usar.

Eluente B: preparar solucdo de TRIS a 20 mM e NaCl a 2,5 M. Ajustar o pH para 7,4 com &cido
cloridrico diluido. Filtrar utilizando uma membrana de tamanho de poro de 0,22 um ¢ desaerar por

pelo menos 15 minutos antes de usar.

Gradiente da fase movel: adotar sistema de gradiente descrito na tabela a seguir:

Tempo Eluente A Eluente B Elui¢éo
(minutos) (%) (%)
0-4 83,4 16,6 equilibrio
4-20 83,4—0 16,6—100 gradiente linear
20 - 22 0 100 isocratica
22— 40 83,4 16,6 equilibrio

Solugdo amostra (a): solucdo a 20 mg/mL da amostra em &gua destilada.

Solucdo amostra (b): adicionar 60 uL da Solucdo amostra (a) a 240 L de dgua destilada no momento
de realizar o ensaio. Concentragao final de 4mg/mL

Solucéo amostra (c): misturar 50 puL da Solugdo amostra (a) com 50 L de nitrito de s6dio 2 M e 50
puL de acido sulfarico 0,5 M. Misturar suavemente e ap0s 60 minutos a temperatura ambiente,
adicionar 50 pL de hidroxido de sédio 1 M para interromper a reacdo. Adicionar 50 uL de agua
destilada para ajustar a concentracao.

Solucdo de referéncia (a): solucdo a 20 mg/mL do padrédo de identificacdo de heparina sddica SQR
em agua destilada.

Solucéo de referéncia (b): adicionar 60 pL da solucdo de referéncia (a) a 240 uL de agua destilada
no momento de realizar o ensaio.

Solucao de referéncia (c): solucdo a 10 mg/mL de sulfato de dermatam SQR em &gua destilada.

Solucao de referéncia (d): solubilizar sulfato de condrotina supersulfatado SQR na concentracéo de
10 mg/mL em &gua destilada.

Solugéo de referéncia (e): misturar 100 puL da Solucédo de referéncia (a) com 30 pL Solucéo de
referéncia (c) e 20 pL da Solucdo de referéncia (d). Completar o volume para 500 uL com agua
destilada.

Solucéo de referéncia (f): misturar 50 pL da Solugéo de referéncia (a) com 50 pL de nitrito de sédio
2 M e 50 pL de acido sulfarico 0,5 M. Misturar suavemente e, ap6s 60 minutos a temperatura
ambiente, adicionar 50 pL de hidroxido de sodio 1 M para interromper a reacdo. Adicionar 50 pL de
agua destilada para ajustar a concentracao.

Solucéo de referéncia (g): misturar 50 puL da Solucéo de referéncia (a) com 15 pL da Solucéo de
referéncia (c) e 10 pL da Solugdo de referéncia (d). A essa mistura, adicionar 50 pL de nitrito de
sodio 2 M e 50 pL de acido sulfarico 0,5 M. Misturar suavemente e, apds 60 minutos a temperatura
ambiente, adicionar 50 pL de hidréxido de sédio 1 M para interromper a rea¢do. Adicionar 25 pL de
agua destilada para ajustar a concentracao.
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Injetar, separadamente, 50 pL das Solugdes de referéncia (e), (f) e (g) e registrar os cromatogramas.
Para a Solugéo de referéncia (e), a relagéo entre a altura do pico do sulfato de dermatam e o vale
(linha de base entre os picos de sulfato de dermatam e heparina suina) é de, no minimo, 2,0. Os tempos
de retencdo relativa séo cerca de 0,8 para o sulfato de dermatam, 1,0 para a heparina sodica suina e
cerca de 1,1 para o sulfato de condroitina supersulfatado (Figura 2B). O cromatograma obtido com a
Solucéo de referéncia (f) ndo apresenta nenhum pico no tempo de retencdo da heparina. O
cromatograma obtido com a Solucéo de referéncia (g) deve apresentar os picos referentes ao sulfato
de dermatam e ao sulfato de condroitina supersulfatado visualmente distintos (Figura 2C, em preto).

Procedimento: injetar, separadamente, 50 pL das Solugdes amostra (b) e (c) e 50 uL da Solucéo de
referéncia (b). O pico referente a heparina sodica suina obtido no cromatograma da Solugdo amostra
(b) deve ser semelhante em forma e tempo de retengéo ao pico obtido no cromatograma da Solugéo
de referéncia (b) (Figura 2A). N&o deve ser detectado nenhum pico no tempo de retengdo do sulfato
de condrotina supersulfatado no cromatograma da Solugdo amostra (b). Nenhum pico deve ser
detectado no tempo de retencdo da heparina no cromatograma da Solugdo amostra (c) (Figura 2C,
em azul).
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Figura 2 — Perfil de eluicdo da heparina sodica suina na cromatografia liquida em
coluna de troca idnica.

O painel A mostra a elui¢éo do padréo de heparina suina SQR (em preto) e da amostra-teste (em azul). O painel B mostra
a eluicdo de uma mistura de padrdes (em preto) e da amostra-teste (em azul). O painel C mostra a eluicdo da mistura de
padrdes (em preto) e da amostra-teste (em azul) apés o tratamento com acido nitroso
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D. Determinacao de Peso Molecular.

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatdgrafo provido de detector de indice de refracéo; pré-coluna de 4,0 cm de comprimento e 6,0
mm de didmetro interno, empacotada com matriz de silica de 7 um de diametro; coluna de 30 cm de
comprimento e 7,8 mm de didmetro interno, empacotada com matriz de silica de 3 um com poro de
500 A em série com uma coluna de 30 cm de comprimento e 7,8 mm de didmetro interno, empacotada
com matriz de silica de 3 um com poro de 290 A. Como alternativa, podem ser utilizadas duas colunas
com as mesmas medidas (30 cm de comprimento e 7,8 mm de diametro interno), a primeira com
matriz de silica de 8 um e poro de 450 A seguida de uma coluna com matriz de silica de 5 um e poro
de 250 A, mantida a 40 °C; fluxo da Fase mével de 0,3 mL/minuto.

Fase movel: acetato de aménio 0,1 M, pH 6,0.
Solucé@o amostra: solucdo da amostra a 10 mg/mL em Fase mével.

Solucao padrao: solucdo a 10 mg/mL em Fase movel do padréo de calibracdo de peso molecular para
heparina ndo fracionada SQR.

Solucéo de adequacdo do sistema: solucdo a 10 mg/mL em Fase moével do padrdo de heparina para
identificacdo SQR na concentracao de 10 mg/mL preparada no momento de realizar o ensaio.

Injetar 20 pL da Solucéo de adequacdo do sistema. Registrar o cromatograma pelo periodo de tempo
necessario para a completa eluicdo da amostra e do pico atribuido ao sal. O peso molecular médio
(M) calculado para a Solugdo de adequacéo do sistema deve ser arredondado para o valor da centena
mais préximo. O valor encontrado deve ser de + 500 Da do valor de My, estabelecido para o padrdo
de identificacdo.

Deve haver resolucdo da linha de base entre os picos da heparina e do pico atribuido ao sal. O
coeficiente de regresséo linear da curva de calibracdo ndo deve ser menor que 0,99, utilizando uma
equacdo polinomial de terceira ordem.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 UL da Solucéo padréo e da Solucdo amostra e registrar 0s
cromatogramas pelo periodo de tempo necessario para a completa eluicdo da amostra e do pico
atribuido ao sal. Calcular a area total sob o pico de heparina no cromatograma da solugdo de
calibracdo e a area cumulativa em cada ponto sob o pico como porcentagem do total. N&o incluir o
pico de sal. Usando a tabela fornecida para o calibrante de peso molecular para heparina, identificar
0s pontos no cromatograma para o qual a area percentual cumulativa estd mais proxima das fracbes
percentuais listadas na tabela e atribuir o peso molecular da tabela ao tempo de retencédo (tr)
correspondente no cromatograma. Para a curva de calibragédo, os dados obtidos devem ser plotados
em um grafico como log do peso molecular em funcdo do tempo de retencéo (tr), obedecendo a uma
equacdo polinomial de terceira ordem. Utilizar um software de cromatografia de filtragdo em gel
(GPC) ou encontrar os valores de a, b, ¢ e d da equagdo de forma que log do peso molecular = a +

b(tr) + c(tr) ° d(tr) 3. Com os parametros obtidos, calcular o peso molecular aproximado para cada
tempo de eluicdo da cromatografia.

Utilizando a funcdo de calibracdo derivada como descrito acima, calcular o peso molecular médio
(Mw) de acordo com a seguinte formula:

My = ¥ (RL.M)/SRI;
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em que a resposta do detector em cada ponto é definida como RI e 0 peso molecular em cada ponto
é definido como M.

Determinar para o cromatograma da amostra-teste a porcentagem de heparina com peso molecular na
faixa de 8000 a 16000 (M soo0—16000), & porcentagem de heparina com peso molecular na faixa de
16000 a 24000 (M 16000—24000) € @ porcentagem de heparina com peso molecular superior a 24000 (M
>24000). Arredondar os valores percentuais médios para o 1% mais proximo. O Mw obtido deve estar
entre 15000 e 19000. O valor de M >24.000 deve estar abaixo de 20%, e a razdo Mzgooo —16000 / M16000
_24000 deve ser acima de 1,0.

ENSAIOS DE PUREZA

Limite de galactosamina no total de hexosamina. Proceder conforme descrito em Cromatografia
a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector amperométrico
pulsado; coluna guarda de 3 cm de comprimento e 3 mm de didmetro interno seguida de coluna
analitica de 15 cm de comprimento e 3 mm de didmetro interno, empacotada com copolimero de
etilvinilbenzeno/divinilbenzeno (6,5 um didmetro) aglomerado com microesferas de 130 nm de latex
funcionalizadas com amina quaternaria, mantida a 30 °C; fluxo da Fase movel de 0,5 mL/minuto. A
coluna deve ser equilibrada por, pelo menos, 60 minutos com Fase mdvel antes do inicio da analise
e, por 10 minutos, antes de cada injecdo. A coluna deve ser limpa passando-se hidréxido de potassio
100 mM por pelo menos 10 minutos apds cada injecao.

Fase movel: hidroxido de potassio 14 mM.

Solugdo amostra: transferir 12 mg da amostra para um tubo de ensaio com tampa de rosca de 7 mL,
dissolver em 5 mL de &cido cloridrico 5 M e tampar.

Solucéo amostra hidrolisada: aquecer a Solu¢do amostra por 6 horas a 100 °C. Resfriar a temperatura
ambiente e diluir com agua (1:100).

Solucéo padréo de glucosamina: cloridrato de glucosamina SQR a 1,6 mg/mL em &cido cloridrico 5
M.

Solucéo padréo de galactosamina: cloridrato de galactosamina SQR a 16 pg/mL em &cido cloridrico
5M.

Solucao padrdo: misturar volumes iguais da Solucdo padrao de glucosamina e da Solucéo padréao de
galactosamina.

Solugéo padréo hidrolisada: transferir 5 mL da Solugdo padréo para um tubo de ensaio com tampa
de rosca de 7 mL e aquecer por 6 horas a 100 °C. Resfriar a temperatura ambiente e diluir com agua
(1:100).

Injetar replicatas de 10 pL da Solucdo padréo hidrolisada. A resolucdo entre os picos de
galactosamina e glucosamina €, no minimo, 2,0. A eficiéncia da coluna é, no minimo, 2000 pratos
teoricos, em relacdo ao pico da glucosamina. O fator de cauda para os picos de galactosamina e
glucosamina é entre 0,8 e 2,0.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 pL. da Solugéo padréo hidrolisada e da Solugéo amostra
hidrolisada, registrar os cromatogramas por 10 minutos e medir as areas sob 0s picos de
galactosamina e de glucosamina. Calcular a razdo de resposta de galactosamina para glucosamina
(GalNR) na Solucéo padréo hidrolisada, utilizando a formula:
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GalNB> GlcNy,

Resultado:(GalNW X GIeN,

em que
GalNg = &rea sob o pico de galactosamina da Solucéo padrao hidrolisada.
GalNw = peso de galactosamina para a Soluc¢éo padrao.

GIcNw = peso de glucosamina para a Solugéo padréo.

GlcNg = &rea sob o pico de glucosamina da Solugéo padréo hidrolisada.

Calcule a porcentagem de galactosamina na hexosamina total, utilizando a formula:
(GalNU>
GalNy

GalNy
|(Garne) + Gteny |

Resultado = X 100

em que
GalNy = area sob o pico de galactosamina da Solu¢do amostra hidrolisada.

GalNr = razdo de resposta de galactosamina para glucosamina (GalNr) na Solugdo padrdo
hidrolisada.

GIcNy = area sob o pico de glucosamina da Solugdo amostra hidrolisada.

A porcentagem da &rea sob o pico de galactosamina da hexosamina total da Solucdo amostra
hidrolisada ndo é maior que 1,0%.

pH (5.2.19). 5,0 a 8,0. Determinar em solucdo aquosa a 1% (p/v).
Proteinas.

A. Adicionar cinco gotas de acido tricloroacético a 20% (p/v) em 1 mL de solucdo aquosa da
amostraa 1% (p/v). Nao deve formar precipitado ou turbidez.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria no ultravioleta, visivel, e infravermelho
(5.2.14).

Solucdo A: misturar dois volumes de hidroxido de s6dio 1% com dois volumes de carbonato de sodio
5% e diluir para cinco volumes com agua.

Solugéo B: misturar dois volumes de sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) 1,25% com dois volumes de
tartarato de sodio (C4HsNa206.2H20) 2,98% e diluir para cinco volumes com &gua.

Solugédo C: misturar um volume da Solugdo B com 50 volumes da Solucéo A.

Solucéo D: diluir adequadamente o reagente fosfomolibdotingstico em dgua de modo que as solugdes
amostra e padrdo tenham o valor de pH entre 10,00 e 10,50 ap0s adi¢do das Solucdes C e D.

Solucéo amostra: preparar solucdo da amostra de concentragdo de 5 mg/mL em agua.

Solucdo referéncia: preparar solucdo de albumina bovina R (cerca de 96% de proteina) de
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concentracao de 100 mg/mL em agua. Fazer diluicbes com agua de maneira a obter, no minimo, cinco
solucdes referéncia tendo concentragdes de proteina distribuidas uniformemente na faixa de 5 pg/mL
a 100 pg/mL.

Procedimento: adicionar 5 mL da Solugdo C para cada 1 mL das SolugOes referéncias, Solucéo
amostra e branco (agua), respectivamente. Deixar em repouso por 10 minutos. Adicionar 0,5 mL da
Solucdo D, misturar e deixar em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. Medir as
absorvancias das solugdes a 750 nm, utilizando a solucéo branco para ajuste do zero.

Curva de calibracao: a relacdo da absorvancia e concentracao de proteina ndo é linear. Contudo, se
afaixa de concentracgdo utilizada para tracar a curva padréo for suficientemente pequena, em ultimo
caso se aproximara da linearidade. Construir uma curva padrdo, plotando as absorvancias das
solugdes referéncia contra suas concentracdes, utilizando regressao linear, tragar uma reta linear de
melhor ajuste aos pontos plotados. Determinar a concentracdo de proteina na solugdo amostra, por
meio de sua absorvéancia e da curva padrdo. No maximo 0,5% em relacdo a substancia dessecada.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg em 10 mL de agua. A absorvancia é medida a 260 nm
eo resultado deve ser, no maximo, 0,15.

Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Método I, macrodeterminacéo. No minimo, 1,5% e, no maximo, 2,5%
de nitrogénio, calculado em relacdo a substancia dessecada.

Sédio. Entre 10,5% a 13,5% de sédio determinado conforme descrito em Espectrofotometria de
absorcdo atémica (5.2.13.1).

Perda por dessecacdo (5.2.9.1). Determinar em estufa a vacuo a 60 °C por trés horas. No maximo,
8%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo, 0,03 UE/UI de heparina sédica suina.
DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Método |

Atividade antifator Ila

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano para obter concentragdo de 20 mM, cloreto de sodio para 150 mM em agua destilada
contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com solucéo diluida de
acido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solugé@o de antitrombina humana: reconstituir o contetdo da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com tampé&o tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter soluc¢do 0,02 Ul/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina

humana.

Solugéo de fator lla humano: reconstituir o conteudo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugéo obtida em tampé&o tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
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obter solucdo a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Ila humano.

Solucéo de substrato cromogénico para fator lla humano: dissolver quantidade de dicloridrato de H-
D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida  (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) em  4&gua
destiladaesteril obtendo solucdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampdao tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 de modo a obter a solugdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solucéo de parada: preparar uma solucgdo a 50% (v/v) de acido acético em &gua.

Solugéo padrao: utilizar solugdo padréo de heparina sddica suina SQR. Reconstituir o conteudo da
ampola de heparina sodica suina SQR conforme recomendado pelo fabricante e misturar levemente
até completa dissolucdo. A partir da solugdo reconstituida, preparar diluicdes em solugdo tampao tris
(hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos dez solu¢Ges com concentracao
variando entre 0,1 e 0,0001 UI/mL. As concentracdes utilizadas devem apresentar, no minimo, cinco
pontos dentro de uma faixa linear. A faixa de concentracdo utilizada pode ser adaptada para
contemplar essa linearidade.

Solugdo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter solugbes com atividades aproximadamente iguais as da solucao heparina sédica
suina SQR.

Procedimento: dois diferentes tipos de medi¢es podem ser realizados, a medi¢do cinética e a
medicdo “endpoint”.

Medicao cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporgdes entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Executar o teste em microplacas e realizar a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com cada solucdo de heparina SQR e solucéo
amostra em duplicata. Em cada pogo da microplaca adicionar: 40 pL de tamp&o tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 ou 40 pL da Solugéo padréo ou 40 uL da Solugéo amostra; 25 uL da Solucéo
de antitrombina humana e 10 uL daSolucéo de fator Ila humano. Apo6s dois minutos de incubagao
a 37 °C, adicionar 25 pL da Solugéo de substrato cromogénico para fator Ila humano. Registrar a
absorvancia medida em 405 nm contra o branco durante cinco minutos. O branco é o teste realizado
na auséncia da adicdo de heparina, utilizando 40 pL de tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4.

Medic¢ao “endpoint”: Apos a adicdo da Solugdo de substrato cromogénico para fator Ila humano
registrar a absorvancia medida a 405nm e determinar o tempo para a adi¢cdo da Solucdo de parada
com base na linearidade da relacdo dose-resposta. Estabelecido o referido tempo, proceder a mesma
reacao seguida de adicédo de 50 pL de Solugéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacdo entre inclinagdo das retas ou sobre paralelismo devem
ser usados escolhendo o melhor modelo que descreva a correlagéo entre a concentracao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia ou mudanca de
absorvancia/minuto contra as concentracdes em escala logaritmica das solu¢Ges de amostra e das
solucgdes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de
linhas paralelas. Expressar a poténcia da heparina sodica suina em Ul/mg, de base seca.

Relagdo entre inclinagdo das retas: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das alteragdes na absorc¢ao por minuto contra as concentragdes das solugdes de amostra
e das solugdes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
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de relacdo entre inclinacao das retas. Expressar a poténcia da heparina sédica suina em Ul/mg, de
base seca.

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina sodica suina deve apresentar, no minimo, 180 Ul da
atividade antifator Ila por mg.

Atividade antifator Xa

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Ila, com excegéo da Solugéo de fator 11a humano,
que deve ser trocada por Solucdo de fator Xa humano e da Solucdo de substrato cromogénico
dicloridrato  de  H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida  (H-D-Phe-Pip-Arg-
PNA.2HCI), que deve ser trocada pela Solucdo de substrato cromogénico dicloridrato de N-a-
benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-nitroanilida(N-a-Z-D-Arg-Gly-ArgpNA.2HCI).
O tampéo a ser utilizado nesse ensaio € tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, porém com adicao
de cloreto de célcio 10 mM. Preparar a Solucdo de fator Xa humano e a Solugdo de substrato
cromogénico para fator Xa humano como descrito a seguir.

Solucdo de fator Xa humano: reconstituir o contetdo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucdo obtida em tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 com adicéo
de cloreto de calcio, de modo a obter solucdo a 1,0 Ul/mL (equivalente a 20 nM).

Solugéo de substrato cromogénico para fator Xa humano: dissolver quantidade de dicloridrato de N-
a-benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-nitroanilida (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-
pPNA.2HCI) em 4gua destilada estéril obtendo solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampao tris
(hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter a solucdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz
direta.

Proceder com as analises estatisticas e calculos indicados em Atividade antifator Ila.

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina sddica suina deve apresentar, no minimo, 180 Ul da
atividade antifator lla por mg. A razdo da atividade antifator Xa/antifator Ila deve ser, no minimo,
0,9 e, no maximo, 1,1.

B. Meétodo Il
Atividade antifator lla

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,
10,2 g de cloreto de sodio, 2,8 g edetato de sodio e 10,0 g de polietilenoglicol 6000 em 800 mL de
agua destilada. Ajustar o pH para 8,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou hidroxido de sédio
e completar com &gua para 1000mL

Solugdo de antitrombina humana: reconstituir o conteddo da ampola de antitrombina conforme
recomendado pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com tampao tris (hidroximetil) aminometano
pH 8,4, de modo a obter uma solugéo de antitrombina a 5,0 UI/mL. Diluir com 0 mesmo tampé&o para
se obter uma concentragdo de 0,125 Ul/mL.

Solugéo de trombina humana: reconstituir o conteudo da ampola de trombina humana (fator l1a) em
agua destilada para uma concentragdo de 20 Ul/mL e diluir em tampao tris (hidroximetil)
aminometano pH 8,4, de modo a obter uma solucdo de trombina a 5,0 Ul/mL.

Solugdo de substrato cromogénico: diluir um substrato cromogénico de trombina para teste
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amidolitico em agua para que se obtenha 1,25 mM.
Solucéo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v) de acido acético em agua.

Solucéo padréo: reconstituir o contetdo da ampola do padrédo de heparina sodica suina SQR e
misturar levemente até completa dissolucdo. A partir da solucdo reconstituida, preparar dilui¢cbes
em solucdo tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelo menos quatro
solugdes com concentracao variando entre 0,005 e 0,03 UI/mL.

Solucéo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampé&o tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solu¢bes com atividades aproximadamente iguais as da solucéo padréo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizagdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as propor¢des entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
O ensaio deve ser realizado com cada solucéo padréo e solugdo amostra em duplicata. Os tubos
devem ser identificados de acordo com o nimero de replicatas a serem testadas. Distribuir os brancos
nas colunas de forma que representem o comportamento dos reagentes durante o ensaio. O branco €
0 teste realizado na auséncia da adicdo de heparina, utilizando 50-100 pL de tampéo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4.

Todas as solucGes de reagentes, padrdo e amostra em teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15
minutos antes de serem adicionadas nos tubos. Transferir para cada um dos tubos plasticos,
separadamente, um volume fixo (por exemplo, 50-100 pL) de cada uma das diferentes dilui¢des de
Solucéo padréo, ou Solugdo amostra ou Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4. Adicionar
em cada um dos tubos um volume dobrado da Solugdo de antitrombina humana (100-200 ul).
Homogeneizar todos os tubos, suavemente, sem produzir bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo,
um minuto. Adicionar em cada tubo 25-50 pL da Solucéo de trombina humana e incubar a 37 °C por,
no minimo, um minuto. Adicionar 50-100 pL da Solucéo de substrato cromogénico, homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medicGes podem ser realizados, a medicéo cinética e a medi¢do “endpoint”.

Medicéo cinética: registrar a mudanca na absorvancia para cada solu¢do durante um minuto, medida
em 405 nm. Expressar como mudanga na absorgdo por minuto (AOD/min) das solugdes e dos brancos,
0s quais devem apresentar valores superiores devido a auséncia de heparina. O desvio padrdo relativo
entre as leituras obtidas com o branco deve ser menor que 10%.

Medicao “endpoint”: parar a reacdo apds um minuto com 50-100 uL de solucdo de parada. Registrar
a absorvancia de cada solucdo a 405 nm. O desvio padréo relativo entre as leituras obtidas com o
branco deve ser menor que 10%.

Calculos: os modelos estatisticos para analise da relagdo ente inclinacdo das retas ou sobre
paralelismo podem ser usados dependendo do modelo que descreva melhor a correlacdo entre a
concentragéo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a regressao da absorvancia ou mudanca de
absorvancia/minuto contra o logaritmo das concentrac6es das solucfes de amostra e das solucoes de
padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sddica suina em Ul/mg, de base seca.

Relagdo entre inclinacdo das retas: para cada serie, determinar a regressdao do logaritmo da
absorvancia ou o logaritmo das alteragdes na absor¢do por minuto contra as concentracdes das
solucdes de amostra e das solucdes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos
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estatisticos para ensaios de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina sddica
suina em Ul/mg, de base seca

Critérios de aceitacdo: a poténcia da heparina sodicas suina deve apresentar, no minimo, 180 Ul da
atividade antifator Ila por mg.

Atividade antifator Xa

Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano, acido edético ou edetato de sddio, e cloreto de s6dio em agua destilada contendo
polietilenoglicol 6000 a 0,1% para se obter concentragcdes de 0,05 M; 0,0075 M e 0,175 M,
respectivamente. Se necessario, ajustar o pH para 8,4 com solucdo diluida de acido cloridrico ou
hidréxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o conteudo da ampola de antitrombina conforme
recomendado pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampao tris (hidroximetil) aminometano
pH 8,4, de modo a obter uma solucéo de antitrombina a 1,0 Ul/mL.

Solucdo de fator Xabovino: reconstituir o conteudo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solucéo obtida em Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de modo a
obter uma solucéo que resulte em 0,65 a 1,25 de absorvancia a 405 nm quando testada como descrito
abaixo, substituindo os 30 pL de solu¢do de amostra por 30 pL de solucdo tampao pH 8,4.

Solucao de substrato cromogénico: diluir em agua um substrato cromogénico para teste amidolitico,
especifico para o fator Xa, para que se obtenha uma concentracdo de 1 mM.

Solucéo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v) de acido acético em agua.

Solucéo padréo: reconstituir o contetdo da ampola do padrdo de heparina sédica suina SQR e
misturar levemente até completa dissolucdo. A partir da solugdo reconstituida, preparar diluicdes em
solucéo tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelomenos cinco solugdes
com concentracdo variando entre 0,03 e 0,375 Ul/mL de atividade antifator Xa.

Solucdo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solucGes com atividades aproximadamente iguais as da solucdo padréo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporcdes entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Transferir 120 pL de tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4 para tubos plasticos mantidos
a 37 °C. Em cada tubo, separadamente, adicionar 30 pL das diferentes diluicGes da Solucdo padréo
ou da Solucéo amostra. Adicionar em cada tubo 150 pL da Solucéo de antitrombina pré-aquecida a
37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar por dois minutos. Adicionar 300 pL da Solugao de
fator Xa pré-aquecida a 37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar por dois minutos. Adicionar
300 pL da Solucéo de substrato cromogénico para fator Xa pré-aquecida a 37 °C por 15 minutos,
homogeneizar e, apos incubar por dois minutos, adicionar em cada tubo 150 pL da Solucéo de parada
e homogeneizar. Para zerar o espectrofotdmetro, preparar um branco, adicionando os reagentes em
ordem inversa, a partir da Solugdo de parada até a adicdo final de 150 pL do tampéo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4, omitindo a Solugéo padréo e Solugdo amostra. Registrar a
absorvancia medida em 405 nm contra o branco.

Calculos: determinar os valores do logaritmo da absorvancia contra as concentragdes das solugdes de
amostra e das solugdes padrdes. Calcular a atividade da amostra usando os métodos estatisticos para
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0 ensaio de relacdo entre inclinacao das retas. Calcular a atividade antifator Xa segundo a equacao:
P x (SA/SP)

em que

P = poténcia da heparina sddica suina padrdo de referéncia;

Sa = inclinacéo da reta para a Solugo amostra;

Sp = inclinagdo da reta para a Solucéo padréo.

Expressar a atividade antifator Xa da heparina sddica suina em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitacdo: calcular a relacdo da atividade do antifator Xa contra a poténcia do antifator
Ila (antifator Xa / antifator I1a), que deve estar compreendida entre 0,9 e 1,1.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM
Observar a legislacdo vigente.
CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.
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HEPARINA SODICA SOLUCAO INJETAVEL

A preparacao injetavel de heparina sddica € uma solucgéo estéril de heparina sodica diluida em agua
para injecdo. A poténcia anticoagulante €, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da a poténcia
declarada no rétulo em unidades por mililitro.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19).5,0a7,5.

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

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 0,03 UE/UI de heparina.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Método |

Atividade antifator lla

Tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4: dissolver quantidades de tris (hidroximetil)
aminometano para obter concentracdo de 20 mM, cloreto de sédio para 150 mM em agua destilada
contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com solucéo diluida de
acido cloridrico ou hidréxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o conteido da ampola de antitrombina humana
conforme recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir com Tampéo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solucdo 0,02 Ul/mL (equivalente a 40 nM) de antitrombina
humana.

Solugéo de fator Ila humano: reconstituir o conteddo do frasco conforme recomendado pelo
fabricante. Diluir a solugédo obtida em tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de modo a
obter solucgéo a 2,0 UI/mL (equivalente a 20 nM) de fator Ila humano.

Solugéo de substrato cromogénico para fator 1la humano: dissolver quantidade de dicloridrato de H-
D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) em dgua destilada
estéril obtendo solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4 de modo a obter a solugéo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solucéo de parada: preparar uma solugdo a 50% (v/v) de &cido acético em agua.
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Solucdo padréo: utilizar solugdo padréo de heparina SQR. Reconstituir o conteido da ampola de
heparina SQR conforme recomendado pelo fabricante e misturar levemente até completa dissolucéo.
A partir da solucdo reconstituida, preparar diluicbes em solucdo tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos dez solu¢des com concentracgdo variando entre 0,1
e 0,0001 Ul/mL. As concentragdes utilizadas devem apresentar, no minimo, cinco pontos dentro de
uma faixa linear. A faixa de concentracdo utilizada pode ser adaptada para contemplar essa
linearidade.

Solugdo amostra: diluir quantidade da amostra em tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4
de modo a obter solugdes com atividades aproximadamente iguais as da solucéo de heparina SQR.

Procedimento: dois diferentes tipos de medi¢bes podem ser realizados, a Medicdo cinética e a
Medicdo “endpoint”.

Medicao cinética: os volumes descritos podem ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporgdes entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Executar o teste em microplacas e realizar a leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com cada solucdo de heparina SQR e solucéo
amostra em duplicata. Em cada pogo da microplaca, adicionar 40 pL de tampé&o tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 ou da solug¢do amostra, 25 pL da Solucé@o de antitrombina humana e 10 uL da
Solucéo de fator Ila humano. Apds dois minutos de incubacdo a 37 °C, adicionar 25 pL da Solucéo
de substrato cromogénico para fator Ila humano. Registrar a absorvancia medida em 405 nm contra
0 branco durante cinco minutos. O branco é o teste realizado na auséncia da adigdo de heparina,
utilizando 40 pL de tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4.

Medi¢do “endpoint”: proceder como descrito na Medicdo cinética. Apds a adicdo do substrato
cromogénico, esperar quatro minutos e parar a rea¢do com a adi¢do de 50 pL de Solugéo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacdo entre inclinagcéo das retas ou sobre paralelismo devem
ser usados escolhendo o melhor modelo que descreva a correlagéo entre a concentracéo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a regressdo da absorvancia ou mudanca de
absorvancia por minuto contra as concentracdes em escala logaritmica das solucdes de amostra e das
solucBes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de
linhas paralelas. Expressar a poténcia da heparina sédica em Ul/mL.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, calcular a regressao da absorvancia em logaritmo
ou o logaritmo das alterac@es na absor¢do por minuto contra as concentracdes das solucdes de amostra
e das solucGes de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios
de relacdo entre inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina sédica em Ul/mL.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das preparacdes injetaveis de heparina sddica deve apresentar, no
minimo, 90% e, no maximo, 110% da atividade declarada pelo rotulo. A poténcia deve ser expressa
em Ul/mL.

B. Método II

Atividade antifator lla

Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4: dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,
10,20 g de cloreto de sddio, 2,80 g edetato de sddio e, se necessario, 0 a 10,0 g de polietilenoglicol
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6000 e/ou 2,0 g de albumina sérica bovina ou humana em 800 mL de agua destilada. Ajustar o pH
para 8,4 com solucdo diluida de &cido cloridrico ou hidroxido de sédio e completar com &gua para 1
000 mL.

Solucéo de antitrombina: reconstituir o conteudo da ampola de antitrombina conforme recomendado
pelo fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solucdo de antitrombina a 5,0 UI/mL. Diluir com 0 mesmo tampao para se obter
uma concentracdo de 0,125 Ul/mL.

Solucéo de trombina humana: reconstituir o conteddo da ampola de trombina humana (fator l1a) em
agua destilada para uma concentracdo de 20 UI/mL e diluir em Tampéo tris (hidroximetil)
aminometano pH 8,4, de modo a obter uma solucgéo de trombina a 5,0 UI/mL.

Solugdo de substrato cromogénico: diluir um substrato cromogénico de trombina para teste
amidolitico em &gua para que se obtenha 1,25 mM.

Solucdo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v) de acido acético em agua.

Solucdo padrao: reconstituir o contetdo da ampola de heparina sddica padréo de referéncia primario
ou secundario e misturar levemente até completa dissolucdo. A partir da solugdo reconstituida,
preparar diluicbes em solucdo tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de forma a obter pelo
menos quatro solu¢des com concentracdo variando entre 0,005 e 0,03 Ul/mL.

Solugdo amostra: dissolver quantidade da amostra em tampéo tris (hidroximetil) aminometano pH
8,4 de modo a obter solucGes com atividades aproximadamente iguais as da solucao padréo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados para realizagdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo as proporcdes entre as preparacdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
O ensaio deve ser realizado com cada solugédo de heparina e solugdo amostra em duplicata. Os tubos
devem ser identificados de acordo com o numero de replicatas a serem testadas. Distribuir os brancos
nas colunas de forma que representem o comportamento dos reagentes durante o ensaio. O branco é
0 teste realizado na auséncia da adicdo de heparina, utilizando 50 puL a 100 puL de Tampao tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4.

Todas as solucdes de reagentes, padrdo e amostra em teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15
minutos antes de serem transferidas para os tubos. Transferir para cada um dos tubos plasticos,
separadamente, um volume fixo (por exemplo, 50 pL a 100 pL) de cada uma das diferentes diluices
de Solucdo padrdo, ou Solucdo amostra ou tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4.
Adicionar em cada um dos tubos um volume dobrado da Solugé@o de antitrombina (100 a 200 pL).
Homogeneizar todos os tubos, suavemente, sem produzir bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo,
um minuto. Adicionar em cada tubo 25 pL a 50 pL da Solugdo de trombina humana e incubar a 37
°C por, no minimo, um minuto. Adicionar 50 pL a 100 pL da Solucéo de substrato cromogénico,
homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medicdes podem ser realizados, a Medicao cinética e a Medi¢do “endpoint”.

Medicéao cinetica: registrar a mudanca na absorvancia para cada solugdo durante um minuto, medida
em 405 nm. Expressar como mudanca na absorcéo por minuto (AOD/min) das solucGes e dos brancos,
0s quais devem apresentar valores superiores devido a auséncia de heparina. O desvio padrdo relativo
entre as leituras obtidas com o branco deve ser menos que 10%.
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Medi¢do “endpoint”: parar a reagdo apos um minuto com 50 pL a 100 uL de Solucéo de parada.
Registrar a absorvancia de cada solucdo a 405 nm. O desvio padrdo relativo entre as leituras obtidas
com o branco deve ser menor que 10%.

Célculos: os modelos estatisticos para analise da relacdo ente inclinacdo das retas ou sobre
paralelismo podem ser usados dependendo do modelo que descreva melhor a correlacdo entre a
concentragéo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a regressdo da absorvancia ou mudanca de
absorvancia por minuto contra o logaritmo das concentracdes das solucdes de amostra e das solucbes
de padr@es e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina sodica em Ul/mL.

Relacdo entre inclinacdo das retas: para cada série, determinar a regressdo do logaritmo da
absorvancia ou o logaritmo das alteragdes na absorgdo por minuto contra as concentragdes das
solugdes de amostra e das solucdes de padrées e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos
estatisticos para ensaios de relagao entre inclinacao das retas. Expressar a poténcia da heparina sédica
em Ul/mL.

Critérios de aceitacdo: a poténcia das preparacdes injetaveis de heparina sddica deve apresentar, no
minimo, 90% e, no maximo, 110% da atividade declarada pelo rétulo. A poténcia deve ser expressa
em Ul/mL.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacdo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.
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INSULINA
Insulinum

| |
H—Gli—IIe—VaI—GIu—GIn—Cis—(|:is—AIa—Ser—VaI—Cis—Ser—

10
Leu—Tir—GIn—Leu—GIu—Asn—Tir—(ltis—Asn—OH
20
[
H—Fen—Val—Asn—GIn—His—Leu—Cis—Gli—Ser—His—Leu—Val—
10
|
Glu—Ala—Leu—Tir—Leu—Val—Cis—Gli-Glu-Arg—Gli—Fen—
20

Fen—Tir—Thr—Pro—Lis—Ala—OH
30

INSULINA BOVINA

| |
H-Gli—I Ie—VaI—GIu—GIn—Cis—(|:is—Thr—Ser—IIe—Cis—Ser—

10
Leu—Tir—GIn—Leu—Glu—Asn—Tir—Cis— Asn—OH
| 20
{
H—Fen—Val—Asn—GIn—His—Leu—Cis—Gli—Ser—His—Leu—Val—
10

|

Glu—Ala—Leu—Tir—Leu—Val—Cis—Gli-Glu-Arg—Gli—Fen—
20
Fen—Tir—Thr—Pro—Lis—Ala—OH
30

INSULINA PORCINA

C254H377N6507556; 5733,50 (bOVi na)
Cas56H381Nes076Se; 5777,55 (porcina)
insulina; 04908

Insulina (bovina)

[11070-73-8]

Insulina (porcina)

[12584-58-6]

Insulina é uma proteina que afeta 0 metabolismo da glicose. Ela € obtida do pancreas de bovinos e
suinos saudaveis, ou ambos, utilizados como alimento pelos humanos. A quantidade €, no minimo,
26,5 unidades de insulina em cada miligrama; insulina rotulada como purificada contém, no minimo,
27,0 unidades de insulina em cada miligrama, calculada na base seca. O teor de pré-insulina é, no
méaximo, 10 ppm.

Nota: uma unidade de insulina € equivalente a 0,0342 mg da insulina pura derivada de bovinos ou
0,0345 mg da insulina pura derivada de suinos.

IDENTIFICACAO
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A. O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Preparacdo do ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Preparacéo de identificagao.

Nota: pode ser necessario aplicar a mistura da Preparacdo do ensaio com a Preparacdo de
identificacéo.

B. Determinacdo dos fragmentos peptidicos. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna
de 100 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (1,5 um a 10 pm), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase
movel de 1,0 mL/minuto.

Tampao sulfato: misturar volumes iguais de sulfato de aménio 2 M e acido sulfurico 0,5 M e filtrar.

Solucdo enzimatica: preparar uma solucao de protease Staphylococcus aureus V-8 em agua, contendo
uma atividade de 500 Ul/mL.

Tampédo HEPES: dissolver 2,38 g de HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico)
em cerca de 90 mL de agua em um baldo volumétrico de 100 mL. Ajustar o pH para 7,5 utilizando
hidréxido de s6dio 5 M. Diluir com &gua até completar o volume do bal&o e misturar.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de 100 mL de acetonitrila, 700 mL de &gua
e 200 mL de Tampao sulfato.

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de 400 mL de acetonitrila, 400 mL de 4gua
e 200 mL de Tampao sulfato.

Solucdo padrao de digestao: dissolver, conforme a espécie indicada, 6 mg de insulina SQR em 3 mL
de &cido cloridrico 0,01 M e transferir 500 pL da solugdo resultante para um frasco limpo. Adicionar
2 mL de Tampdo HEPES e 400 pL de Solucdo enzimatica e incubar a 25 °C durante seis horas.
Interromper a digestdo pela adi¢ao de 2,9 mL de Tampéo sulfato.

Solucéo teste de digestdo: para 1 mg de insulina, adicionar 500 pL de &cido cloridrico 0,01 M e
misturar para dissolver. Proceder conforme indicado para Solucéo padrao de digestéo, iniciando por
“adicionar 2 mL de Tampdo HEPES”.

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente descrito na tabela a seguir.

Tempo Eluente A Eluente B Eluicio
(minutos) (%) (%)

0 90 10 equilibrio
0-60 90 — 30 10 — 70 gradiente linear
60 — 65 30—-0 70 — 100 gradiente linear
65— 70 0 100 isocrética
70-71 0—90 100 — 10 gradiente linear
71— 86 90 10 reequilibrio

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais de Solucédo padréo de digestéo e Solucao teste
de digestdo, registrar os cromatogramas e medir a area sob os picos. O perfil cromatografico da
Solugéo teste de digestdo corresponde aquele da Solugcdo padréo de digestdo. Realizar ensaio em
branco e fazer as corre¢Bes necessarias. O fator de cauda €, no méximo, 1,5. A resolucdo entre 0s
picos do fragmento de digestao Il e do fragmento de digestéo 111 €, no minimo, 1,9.
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Nota: fragmento | elui a0 mesmo tempo na insulina derivada de suinos e insulina humana; fragmento
Il elui a0 mesmo tempo em todas as insulinas; e fragmento 11l elui ao mesmo tempo na insulina
derivada de bovinos e suinos.

Nota: o volume a ser injetado é dependente da resolugdo do equipamento. Deve ser injetado um
volume necessario para obtencdo da separacao e resolucao dos picos.

CARACTERISTICAS

Perda por dessecacao (5.2.9.1). Determinar em 0,2 g da amostra. Dessecar em estufa a 105 °C, por
16 horas. No maximo 10%.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagdes complexométricas (5.3.3.4). Determinar o
teor de zinco de cerca de 10 mg da amostra, pesada com exatiddo. No maximo, 1,0%, calculado na
base seca.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadas. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de 250
mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octadecilsilano (1,5 um a 10 um), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase mével de 1,0

mL/minuto.

Diluente: dissolver 28,4 g de sulfato de sédio anidro em 1000 mL de dgua. Adicionar 2,7 mL de &cido
fosforico. Ajustar, se necessario, o pH para 2,3 utilizando etanolamina e homogeneizar.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada do Diluente e acetonitrila (82:18).
Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada do Diluente e acetonitrila (50:50).

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente descrito na tabela a seguir:

Tempo Eluente A Eluente B Eluicao
(minutos) (%) (%)
0 81 19 equilibrio
0-60 81 19 isocrética
60 — 85 81 — 36 19 — 64 gradiente linear
85-91 36 64 isocrética
91-92 36 — 81 64 — 19 gradiente linear

Solugdo amostra: transferir cerca de 7,5 mg de insulina para um frasco que tenha tampa adequada e
adicionar 2 mL de acido cloridrico 0,01 M. Tampar o frasco e agitar, gentilmente, para dissolucao.

Nota: a Solugdo amostra pode ser armazenada em temperatura ambiente por até duas horas e em
refrigeracéo por ate 12 horas.
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Solucdo padrédo A: dissolver uma quantidade, pesada com exatiddo, das espécies apropriadas de
insulina SQR em acido cloridrico 0,01 M para obter uma solu¢cdo com uma concentracdo conhecida
de cerca de 3,75 mg/mL.

Solucéo padréo B: pipetar 1 mL da Solugdo padrdo A, transferir para um baldo volumétrico de 10
mL, completar o volume com acido cloridrico 0,01 M e homogeneizar.

Solucéo padréo C: pipetar 1 mL da Solucéo padréo B, transferir para um baldo volumétrico de 10
mL, completar o volume com &cido cloridrico 0,01 M e homogeneizar.

Nota: as trés solucdes padrdo podem ser armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas e
em refrigerador por até 48 horas.

Solucdo de adequacdo do sistema: proceder conforme descrito para a Solucdo de adequacdo do
sistema no Método fisico-quimico em Doseamento.

Ajustar a composicdo da Fase movel e a duracdo da elui¢do isocratica para obter um tempo de
retencdo de cerca de 31 minutos para a insulina, com a eluicdo da insulina desamido A-21 pouco
antes do inicio da fase de eluicdo por gradiente linear. Injetar a Solugdo padréo A, Solucéo padrdo B

e Solucéo padrao C, registrar os cromatogramas e medir as respostas de pico conforme indicado no
Procedimento. Calcular o fator X1 (dez vezes a razdo entre as areas da Solucao padréo B pela Solugcdo

padrdo A) segundo a expressao:
o-(%, )

em que

re = area de resposta de pico obtido para a Solucéo padréo B;
ra = area de resposta de pico obtido para a Solugdo padréo A.

O valor de X; deve estar entre 0,91 e 1,09.

Calcular o fator X2 (cem vezes a razdo entre as areas da Solucéo padréo C pela Solugéo padréo A)

segundo a expresséo:
100x (rc/ j
I’.A

em que

rc = area de respostas de pico obtido para a Solucéo padréo C;
ra = area de respostas de pico obtido para a Solu¢ao padréo A.

O valor de X> deve estar entre 0,7 e 1,3.
Injetar a Solugdo de adequacéo do sistema e registrar as respostas de pico conforme indicado em

Procedimento. A resolucéo, R, entre insulina e insulina desamido A-21 €, no minimo, 2,0. O fator de
cauda para o pico de insulina €, no maximo, 1,8.
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Nota: o volume a ser injetado é dependente da resolucdo do equipamento. Deve ser injetado um
volume necessério para obtencdo da separacao e resolugdo dos picos.

Procedimento: injetar um volume de cerca de 20 pL da Solugdo amostra, registrar o cromatograma

e medir as areas de respostas para o pico de insulina principal, o pico de insulina desamido A-21 e
picos de quaisquer outras impurezas. Calcular a porcentagem de insulina (%l), na parcela de insulina

utilizada segundo a expressao:
%I =100 (V)
I’S

em que

r = a resposta, em area, sob o pico de insulina.
rs = a soma das respostas, em area, sob todos 0s picos.

Calcular a porcentagem de insulina desamido A-21 (%D) na parcela de insulina utilizada, segundo a

expressao:
%D =100 (ro/j
rS

em que

Ip = a resposta, em area, sob o pico de insulina desamido A-21.
rs = a soma das respostas, em area, de todos 0s picos.

Calcular a porcentagem de outros compostos relacionados a insulina na parcela de insulina utilizada,
segundo a expresséo:

100 (%l +%D)

No méximo 10,0% de insulina desamido A-21 sdo encontrados e no maximo 5,0% de outros
compostos relacionados com insulina sdo encontrados. Para insulina derivada de uma Unica espécie,
medir as respostas de quaisquer picos correspondentes a insulina bovina ou suina, e calcular
respectivas concentragcbes como porcentagem de rs. A quantidade de contaminacédo cruzada € de, no
méaximo, 1,0%.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder conforme descrito em Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 276 nm;
coluna de 300 mm de comprimento e 7,8 mm de didametro interno, empacotada com silica
quimicamente ligada grupo diidroxipropano (5 pum a 10 um) fluxo da Fase movel de 0,5 mL/minuto.

Solucgéo de arginina: preparar uma solucao de L-arginina em agua contendo 1 mg/mL.

Fase movel: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de Solucéo de arginina, acetonitrila e
acido acético glacial (65:20:15). Fazer ajustes, se necessario.

Solugdo amostra: transferir cerca de 4 mg de insulina para um pequeno frasco, adicionar 1 mL de
acido cloridrico 0,01 M e misturar até dissolver. Armazenar essa solu¢do em um refrigerador e utilizar
em sete dias.
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Solucéo de resolucdo: dissolver 4 mg de insulina contendo mais de 0,4% de proteinas de alto peso
molecular em 1 mL de acido cloridrico 0,01 M. Armazenar essa solu¢ao em um refrigerador e utilizar
em sete dias.

Nota: insulina contendo a porcentagem indicada de proteinas de alto peso molecular pode ser
preparada deixando a insulina em temperatura ambiente durante 5 dias.

Fazer a cromatografia da Solucéo de resolucdo injetando 100 pL e registrar as respostas de pico
conforme indicado para em Procedimento. Os tempos de retencdo estdo entre 13 e 17 minutos para
0s complexos polimeéricos de insulina, cerca de 17,5 minutos para o dimero covalente de insulina e
entre 18 e 22 minutos para 0 mondmero de insulina, com sais eluindo apds 0 mondmero de insulina.
A razdo da altura do pico do dimero covalente de insulina para a altura do vale entre o pico do dimero
covalente de insulina e o pico do mondmero de insulina ndo é menor que 2,0.

Procedimento: injetar 100 pL da Solucdo amostra, registrar o cromatograma e medir as areas de
respostas de pico, sem considerar quaisquer picos que tenham tempos de retencdo maiores que aquele
do monémero de insulina. Calcular a porcentagem de proteinas de alto peso molecular na parcela da
insulina utilizada segundo a expressao:

10021,
(Zr +1)
em que

>'rn = somatdria das respostas para todos os picos que tenham tempos de retengdo menor que o do
monémero de insulina;
rm = resposta de pico do monémero de insulina (no maximo 1,0% é encontrado).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do namero total de micro-organismos mesofilicos (5.5.3.1.2). A contagem bacteriana
total € de, no méximo, 300 UFC/g, sendo o teste realizado em uma parcela de, , cerca de 0,2 g da
amostra, pesada com exatidao.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 10 UE/mg.

DOSEAMENTO

Meétodo fisico-quimico

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de 150 mm de comprimento e 4,6 mm
de didametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada grupo octadecilsilano (1,5 um a

10 pm), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase mével de 1,0 mL/minuto.

Tampao sulfato de sodio: dissolver 28,4 g de sulfato de sédio anidro em 1000 mL de agua, adicionar
2,7 mL de acido fosforico e ajustar o pH para 2,3 utilizando etanolamina, se necessario.

Fase movel: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de Tampao sulfato de sédio com
acetonitrila (74:26). A acetonitrila € aquecida a uma temperatura igual ou superior a 20 °C para evitar
precipitacdo. Fazer ajustes, se necessario.
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Preparacéo padréo: dissolver uma quantidade, pesada com exatidao, de insulina adequada SQR em
acido cloridrico 0,01 M para obter uma solu¢cdo com uma concentracdo conhecida de cerca de 1,5
mg/mL.

Preparacdo de identificacdo: preparar uma solucdo de insulina suina SQR e insulina bovina SQR em
acido cloridrico 0,01 M, contendo cerca de 0,6 mg de cada por mL.

Preparacao do ensaio: transferir cerca de 15 mg de insulina, pesada com exatiddo, para um balédo
volumétrico de 10 mL, dissolver e diluir com &cido cloridrico 0,01 M para obter uma solucéao
contendo uma concentracdo de cerca de 1,5 mg/mL.

Solucéo de adequacao do sistema: dissolver cerca de 1,5 mg de insulina em 1 mL de acido cloridrico
0,01 M. Deixar em temperatura ambiente por ndo menos que trés dias para obter uma solucéo
contendo, no minimo, 5% de insulina desamido A-21.

Nota: a Preparacdo de identificacdo, a Preparacdo padréo e a Preparacdo do ensaio podem ser
armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas ou em refrigeracdo por até 48 horas.

Fazer a cromatografia da Preparacdo padrédo injetando 20 pL e registrar as respostas de pico
conforme indicado em Procedimento. O desvio padrdo relativo para as replicatas de injecdes é, no
méaximo, 1,6%. Fazer a cromatografia injetando 20 pL da Solucéo de adequacéo do sistema e registrar
as respostas de pico conforme indicado em Procedimento. A resolucéo, R, entre insulina e insulina
desamido A-21 é, no minimo, 2,0. O fator de cauda para o pico de insulina é, no méaximo, 1,8.

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais (cerca 20 pL) da Preparacéo do ensaio, da
Preparacéo de identificacdo e da Preparagdo padrdo, registrar os cromatogramas e medir as
respostas de pico para insulina e insulina desamido A-21, utilizando o cromatograma da Preparacéo
de identificacao para identificar os picos de insulina. Para insulina derivada de uma Unica especie,
calcular a quantidade em base ndo seca, em unidades de insulina por mg, de insulina na Preparacao

. Z r

em que

CS = concentracéo de insulina SQR na Preparacgéo padrao (unidades de insulina/mL);
CU = concentracdo de insulina na Preparacao de ensaio (mg/mL);

Zru e ZrS = somatorio das areas dos picos de insulina e insulina desamido A-21 obtidas,
respectivamente, dos cromatogramas da Preparacgéo de ensaio e da Preparacéo padréo.

Do valor obtido no teste Perda por dessecacéo, calcular a quantidade em base seca. Para insulina
derivada da mistura de bovina com suina, calcular a quantidade total como o somatorio das
quantidades das insulinas determinadas, separadamente.

Meétodo bioldgico

Ensaios de insulina
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A manifestacdo mais proeminente da atividade da insulina, uma diminuicdo abrupta da glicose
sanguinea, foi a base para ensaios biologicos do tempo da primeira utilizacdo clinica. O procedimento,
ainda que relativamente trabalhoso, tem o grande mérito de refletir o efeito em um paciente diabético.
O advento de métodos fisico-quimicos sofisticados e ainda préaticos (por exemplo, cromatografia a
liquido de alta eficiéncia) para medir, quantitativamente, a poténcia da insulina resultou em um teste
resumido mais exato e preciso para insulina e produtos relacionados. Contudo, a bioidentidade da
insulina e de seus produtos ndo pode ser acessada por esses métodos. Assim, um teste quantitativo
em coelhos esta incluido nessa monografia e sua utilizacdo é solicitada em monografias apropriadas.

O Método quantitativo de glicemia de coelhos é utilizado para determinar a poténcia dos padrdes de
referéncia de insulina, para a validacdo da estabilidade das novas preparacdes de insulina e para
determinar as atividades especificas dos analogos de insulina.

Método quantitativo de glicemia de coelhos

Padrdes de referéncia: glicose SQR, insulina SQR, insulina bovina SQR, insulina humana SQR,
insulina suina SQR.

Diluente: preparar uma solucdo aquosa contendo 0,1% a 0,25% (p/v) de cresol ou fenol, 1,4% a 1,8%
(p/v) de glicerina e &cido cloridrico suficiente para produzir um pH entre 2,5 e 3,5, a menos que
indicado de outra forma em uma monografia individual.

Solucdo estoque padréo: dissolver uma quantidade adequada e pesada com exatiddo de insulina
(Padréo de referéncia) ou um frasco de insulina (Padrao de referéncia) liofilizada de espécies
apropriadas no Diluente para fazer a Solucédo estoque padrao contendo 40 unidades de insulina por
mL e possuindo um pH entre 2,5 e 3,5, a ndo ser que indicado de outra maneira em monografia
individual. Armazenar em local fresco, protegida de congelamento; deve ser utilizada em seis meses.

Solugdes padrao: diluir parcelas de Solucéo estoque padrdo com Diluente para obter duas solucdes,
uma contendo uma unidade de insulina por mL (Solucéo padréo 1) e a outra contendo duas unidades
de insulina por mL (Solugéo padréao 2).

Solugdo estoque do ensaio: proceder como indicado para Solucdo estoque padrdo, exceto para
utilizacdo de quantidade adequada da preparacdo em analise no lugar da insulina SQR. A Solucéo
estoque do ensaio contém cerca de quarenta unidades de insulina por mL.

Solugdes de ensaio: diluir parcelas da Solugdo estoque do ensaio com Diluente para obter duas
diluices da preparacdo do teste, uma das quais se espera que contenha uma unidade de insulina por
mL (Solugéo de ensaio 1), baseando-se na suposta poténcia, e a outra que contenha duas unidades de
insulina por mL (Solucdo de ensaio 2). No caso de uma injecdo de insulina neutra, ajustar para um
pH de 2,5 a 3,5, antes de realizar as dilui¢Ges.

Doses das solugdes a serem injetadas: selecionar, baseando-se em testes ou experiéncias anteriores,
a dose das dilui¢Bes a serem injetadas, cujo volume geralmente estara entre 0,30 mL e 0,50 mL. Para
cada animal, o volume da Solucéo padréo € o mesmo que o da Solucéo de ensaio.

Preparacao do animal: selecionar coelhos adequados e saudaveis, cada um pesando, no minimo, 1,8
kg. Manter os coelhos no laboratério por ndo menos que uma semana antes da utilizacdo no ensaio,
mantendo-0s em uma alimentacao uniforme adequada, com agua disponivel em todos 0s momentos.

Procedimento: separar os coelhos em quatro grupos iguais, preferencialmente ndo menores que seis
coelhos cada. No dia anterior, cerca de 20 horas antes do ensaio, fornecer a cada coelho uma



Farmacopeia Brasileira, 72 edicio PB010-00

quantidade de alimentos a ser consumida no prazo de seis horas. Seguir 0 mesmo esquema de
alimentacdo antes de cada dia de teste. Durante o ensaio, retirar todos os alimentos até depois da
amostra de sangue final ser coletada. Manipular os coelhos com cuidado para evitar a excitacao
excessiva e injetar, por via subcutanea, as doses indicadas na Tabela 1. A segunda injecéo deve ser
feita no dia seguinte a primeira injecdo ou, no maximo, uma semana depois. O tempo entre a primeira
e a segunda injecdo é o mesmo para todos os coelhos.

Tabela 1 — Doses a serem injetadas nos coelhos por via subcutanea de acordo com o
Método quantitativo de glicemia de coelhos.

Grupo | Primeira injecdo \ Segunda injecéo
1 Solugéo padréo 2 Solugéo de ensaio 1
2 Solucéo padrédo 1 Solucéo de ensaio 2
3 Solucéo de ensaio 2 Solucéo padréo 1
4 Solucdo de ensaio 1 Solucdo padréo 2

Amostras de sangue: uma hora * cinco minutos e duas horas e meia x cinco minutos apés a injecéo,
coletar de cada coelho uma amostra adequada de sangue de uma veia marginal da orelha. O sangue
também pode ser colhido de forma eficaz a partir da artéria central auricular.

Determinacéo do teor de glicose: determinar o teor de glicose das amostras de sangue por meio de
um procedimento adequado que seja adaptado a analise automatizada. O procedimento a seguir pode
ser usado.

Solucdo anticoagulante: dissolver 1 g de edetato dissddico e 200 mg de fluoreto de sdédio em 1000
mL de &gua e misturar.

PreparacOes padréo de glicose: transferir concentragdes conhecidas de glicose SQR a recipientes
adequados e diluir, quantitativamente e por etapas, com solucdo anticoagulante (1:9) para obter uma
série de PreparacOes padrdo de glicose que contenham entre 20 e 100 mg por 100 mL, com
concentracdes conhecidas semelhantes as concentraces das amostras de sangue dos coelhos.

PreparacOes de teste: pipetar e transferir para recipientes separados e adequados 0,1 mL de cada
amostra de sangue e 0,9 mL da Solugéo anticoagulante.

Procedimento: submeter as Preparaces de teste a dialise através de uma membrana semipermeavel
por um tempo suficiente para que a glicose atravesse a membrana em uma solucao de cloreto de sodio
a 0,9% (p/v) contendo glicose oxidase, peroxidase de rabanete (enzima peroxidase HPR), cloridrato
de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona SR e N,N-dimetilanilina. As absorvancias das Preparacfes
de teste sdo determinadas a 600 nm em um colorimetro. As absorvancias das Preparacdes padréo de
glicose sdo igualmente determinadas, no inicio e no final de cada execucdo.

Calcular a resposta de cada coelho para cada injecdo, a partir da soma dos dois valores glicémicos.
Calcular as diferencas individuais, y, subtraindo as respostas conforme indicado na Tabela 2, ndo
considerando a ordem cronoldgica.

Quando os dados para um ou mais coelhos estdo faltando em um ensaio, ndo usar o intervalo de
confianca de férmulas descritas na monografia, mas procurar ajuda estatistica. Os dados podem,
ainda, ser analisados com analise adequada da variancia.

Quando o numero de coelhos, f, utilizado no ensaio é 0 mesmo em cada grupo, determinar a soma de
y para cada grupo e calcular Ta=-T1+ T2+ T3-Tse Tp =T1+ T2 + T3 + T4. O logaritmo da poténcia
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relativa das diluigodes teste ¢ M’ = 0,301 Ta/Tp. A poténcia da inje¢cdo em unidades por mg equivale a
antilog (log R + M’), em que R = Vs/Vy, Vs € 0 nimero de unidades por mL de Solucéo padréo e
Vu é 0 nimero de mg de insulina por mL da Solucéo de ensaio correspondente.

Determinar o intervalo de confianca de 95% para o log-poténcia relativa utilizando o Teorema de
Fieller (veja o apéndice no final da monografia e Procedimentos estatisticos aplicaveis aos ensaios
bioldgicos descritos no capitulo 8.). Se o intervalo de confianca € maior do que 0,082, o que
corresponde a P = 0,95, para limites de confianca de cerca de + 10,0% da poténcia computada, repetir
0 teste até que os dados combinados de dois ou mais ensaios, redeterminados como descrito em
Procedimentos estatisticos aplicaveis aos ensaios bioldgicos, cumprirem esse limite aceitavel.

Tabela 2 — Registro dos calculos das respostas dos coelhos no Método quantitativo de glicemia de coelhos.

Desvios
Resposta Resposta | padréo das

Grupo Diferencas individual (y) | total (T) diferencas
O]

1 Solucgéo padréo 2 — Solucéo de ensaio 1 Y1 T1 S1

2 Solucgéo de ensaio 2 — Solucéo padréo 1 Y2 T2 S2

3 Solucgdo de ensaio 2 — Solugdo padréo 1 Y3 T3 Ss

4 Solucéo padréo 2 — Solucéo de ensaio 1 Ya Ty Sy

Bioidentidade

Cumprir as exigéncias do teste de bioidentidade sob ensaios de insulina. Proceder como indicado pelo
Método quantitativo de glicemia de coelhos com as alteracGes a seguir.

Procedimento: separar os coelhos em quatro grupos iguais de dois coelhos cada.

Proceder com os calculos conforme indicado no Método quantitativo de glicemia de coelhos, mas
sem necessidade de determinar o intervalo de confianga do log-poténcia relativa, M’.

Se o valor da poténcia obtido é, no minimo, 15 unidades/mg, a exigéncia do teste de bioidentidade
estd atendida. Se o valor da poténcia ¢ inferior a 15 unidades/mg, repetir o teste utilizando mais oito
coelhos. Se a poténcia média dos dois conjuntos de testes for, no minimo, 15 unidades por mg, a
exigéncia do teste foi atendida.

Apéndice - Teorema de Fieller para determinacdo do intervalo de confianca para uma razao
Essa versao do Teorema de Fieller aplica-se ao caso em que o numerador e 0 denominador ndo sdo
correlacionados. No uso dessa equagdo assume-se que o0 numerador e o denominador sao

normalmente distribuidos e os grupos de coelhos sdo de tamanho igual.

Logo, o intervalo de confianca de 95% para a relacéo é:

ML 4= g)SE +(M)?S?
(LU)=—T

1-g

em que f (graus de liberdade do erro padréo) =4 (k - 1), k € a quantidade de coelhos em um grupo, t
é 0 percentil 97,5 superior da distribuicdo t com graus f de liberdade, e:
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t?S2
T,

g:

Se g > 1, o denominador nao ¢ significativamente diferente de 0 e a férmula ndo funciona.

Sy =0,301k[S? +52 +52 +8?

Sp =k+/SZ+SZ+S2+S?

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacdo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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INSULINA HUMANA

Cas57H383N65077S6; 5807,58
insulina humana; 04918
[11061-68-0]

Insulina humana é uma proteina correspondente a um principio ativo elaborada no pancreas humano
que afeta 0 metabolismo dos carboidratos (particularmente glicose), lipides e proteinas. E derivada
por modificagdo enzimética da insulina do péncreas suino de modo a alterar a sequéncia de
aminoacidos apropriadamente ou produzida por sintese microbiana via processo de DNA
recombinante. A quantidade, calculada na base seca, €, no minimo, 27,5 unidades de insulina humana
em cada miligrama. O teor de pré-insulina de insulina humana derivada de suinos € no maximo de
10 ppm. O teor de proteinas advindas de célula hospedeira de insulina humana derivada de um
processo de DNA recombinante, determinado por um método apropriado e validado, é no maximo de
10 ppm. O teor de DNA derivado da celula hospedeira ou do vetor e o limite de insulina humana
derivada de um processo de DNA recombinante que utiliza células eucariontes sdo determinados por
um método validado.

Nota: uma unidade de insulina humana equivale a 0,0347 mg de insulina humana pura.
IDENTIFICACAO

A. O tempo de retengdo do pico principal do cromatograma da Preparagdo do ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Preparacéo padréo.

B. Determinar os fragmentos peptidicos, utilizando o seguinte procedimento de mapeamento de
peptideos. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de 100 mm de comprimento
e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano
(1,5 a 10 um), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase mével de 1,0 mL/minuto.

Tampao sulfato: misturar volumes iguais de sulfato de aménio 2 M e &cido sulfarico 0,5 M e filtrar.

Solucdo enzimatica: preparar uma solucéo de protease Staphylococcus aureus V-8 em agua, contendo
uma atividade de 500 unidades por mililitro.

Tampdo HEPES: dissolver 2,38 g de HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfonico)
em cerca de 90 mL de agua em um baldo volumétrico de 100 mL. Ajustar o pH para 7,5 utilizando
hidréxido de sodio 5 M. Diluir com &gua até completar o volume do bal&o e misturar.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de 100 mL de acetonitrila, 700 mL de 4gua
e 200 mL de Tampéo sulfato.

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de 400 mL de acetonitrila, 400 mL de 4gua
e 200 mL de Tampéo sulfato.

Solucéo padrdo de digestéo: dissolver cerca de 6 mg de insulina humana SQR em 3 mL de &cido
cloridrico 0,01 M e transferir 500 pL da solugéo resultante para um frasco limpo. Adicionar 2 mL de
Tampédo HEPES e 400 uL de Solucéo enzimatica e incubar a 25 °C durante seis horas. Interromper a
digestdo pela adi¢do de 2,9 mL de Tampao sulfato.
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Solucéo teste de digestdo: para 1 mg de insulina humana, adicionar 500 L de &cido cloridrico 0,01
M e misturar para dissolver. Proceder conforme indicado para Solucéo padréo de digestéo, iniciando
por “adicionar 2 mL de Tamp&o HEPES”.

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente descrito na tabela a seguir.

Tempo Eluente A Eluente B Eluicio
(minutos) (%) (%)

0 90 10 equilibrio
0-60 90 — 30 10 — 70 gradiente linear
60 — 65 300 70 — 100 gradiente linear
65-70 0 100 isocratica
70-71 0—90 100 — 10 gradiente linear
71— 86 90 10 reequilibrio

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais de Solucédo padréo de digestéo e Solucéo teste
de digestéo, registrar os cromatogramas e medir a &rea sob os picos. O perfil cromatogréfico da
Solucdo teste de digestdo corresponde aquele da Solucdo padréo de digestdo. Realizar ensaio em
branco e fazer as corre¢Bes necessarias. O fator de cauda é, no méximo, 1,5. A resolucéo entre os
picos do fragmento de digestao Il e do fragmento de digestdo 111 €, no minimo, 3,4.

Nota: fragmento | elui ao mesmo tempo na insulina derivada de suinos e insulina humana; fragmento
Il elui a0 mesmo tempo em todas as insulinas; e fragmento 111 elui ao mesmo tempo na insulina
derivada de bovinos e suinos.

CARACTERISTICAS FISICAS

Perda por dessecacéo (5.2.9.1). Pesar, com exatid&o, cerca de 200 mg e secar a 105 °C por 16 horas.
No méaximo 10,0%.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagcbes complexométricas (5.3.3.4). Determinar o
teor de zinco em, exatamente, cerca de 10 mg da amostra. No maximo 1,0% para insulina humana
anidra.

ENSAIOS DE PUREZA

Substéancias relacionadas. Proceder conforme descrito em Substancias relacionadas na monografia
de Insulina, com exce¢do para a utilizagdo do seguinte Gradiente da Fase Movel: o programa requer
inicialmente eluig&o isocrética, por cerca de 36 minutos com a Fase movel consistindo de uma mistura
de 78% de Eluente A e 22% de Eluente B, seguida da eluicdo por gradiente linear. Posteriormente, o
sistema retorna para as condicOes iniciais de 78% de Eluente A e 22% de Eluente B. Ajustar a
composicao da Fase mével de modo que o tempo de retencdo do pico principal de insulina humana
seja entre 15 e 25 minutos. O teor de insulina desamido A-21 e de outros compostos relacionados a
insulina € no maximo 2% para cada uma das quantidades totais de insulina e de compostos
relacionados.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina. No maximo 1,0%.
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TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do numero total de micro-organismos mesofilicos (5.5.3.1.2). No maximo 300 UFC/g,
sendo o teste feito em cerca de 0,2 g da amostra, pesada com exatidao.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo, 10 UE/mg de insulina humana.

DOSEAMENTO

Meétodo fisico-quimico

Proceder conforme descrito em Doseamento da monografia de Insulina. Utilizar a mesma Fase mével,
Preparacdo padrdo, Preparacdo de ensaio, Solucdo de resolugdo, o sistema cromatografico e o
Procedimento descritos na monografia de Insulina, com excecdo para utilizar insulina humana SQR
e qualquer outro substituto de insulina humana para insulina do comeco ao fim.

*Fragmento | consiste de aminodcidos A5 a A17 e B1 a B13; fragmento Il consiste de aminoacidos
Al18 a A21 e B14 a B21; fragmento Il consiste de aminoacidos B22 a B30; fragmento IV consiste
de aminoacidos Al a A4. A refere-se a cadeia-A da insulina humana e B refere-se a cadeia B da
insulina humana.

Bioidentidade

Cumpre o teste de Bioidentidade da monografia de Insulina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacéo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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INSULINA HUMANA INJETAVEL
Insulina humana injetavel é uma solugéo isotdnica e estéril de insulina humana. Contém, no minimo,
95,0% e, no maximo, 105,0% da quantidade rotulada, expressa em unidades de insulina em cada mL.
IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico principal no cromatograma da Preparacdo de ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal no cromatograma da Preparacéo padrao.

Nota: pode ser necessario injetar a mistura da Preparacéo de ensaio e Preparacao de identificacéo.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagbes complexométricas (5.3.3.4) ou
Espectrometria de absorcéo atdmica (5.2.13.1). Entre 10 ug e 40 ug para cada 100 Ul de insulina
para espécies apropriadas.

ENSAIOS DE PUREZA

Contaminacdo por particulas (5.1.7). Cumpre as exigéncias para injecdes de pequeno volume para
ambos os métodos.

pH (5.2.19). 7,0 a 7,8. Determinar potenciometricamente.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Preparar a Solu¢édo de arginina, Fase mével, Solucéo
de adequacéo de sistema e o sistema cromatografico conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina e utilizar o mesmo Procedimento. Preparar a Solugéo
teste como descrito a seguir. No maximo 2%.

Solucao de teste: quantitativamente adicionar 4 pL de acido cloridrico 6 M por mililitro de um volume
de injecdo medido com exatidao e misturar.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Contém, no maximo, 80 UE/100 Ul de insulina.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar a Fase
movel, Preparacéo de identificacéo, Preparacao padrao, Solucéo de adequagao do sistema e sistema
cromatografico conforme descrito em Doseamento da monografia de Insulina. Preparar a Preparacéo
de ensaio conforme descrito em Doseamento da monografia de Insulina Injetavel.
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Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais (cerca de 20 pL) da Preparacéo de ensaio, da
Preparacéo de identificacdo, e da Preparacédo padrao no cromatografo, registrar os cromatogramas
e medir as areas sob os picos da insulina e insulina desamido A-21, utilizando o cromatograma da
Preparacéo de identificacdo para identificar os picos de insulina. Para injecdo de insulina preparada
de uma Unica espécie, calcular a quantidade, em unidades de insulina por mL, da injecdo tomada,

segundo a expresséo:
U
CxDx [Z ' j

D>rs

em que

C = concentracgdo, em unidades de insulina por mL, de insulina SQR na Preparacéo padréo;

D = fator de diluicéo;

ZrU e ZrS = somatdrio das areas sob os picos de insulina e insulina desamido A-21 obtidas
respectivamente dos cromatogramas da Preparacédo de ensaio e da Preparacao padrao.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes fechados, protegidos da luz e em refrigerador. Evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSAO

Insulina humana isofana suspensdo é uma suspensdo estéril de cristais de insulina humana zinco
combinada com sulfato protamina em agua tamponada para a inje¢do, combinados de uma maneira
tal que a fase solida da suspensdo é composta por cristais de insulina humana, protamina e zinco. O
sulfato de protamina é preparado a partir do esperma ou a partir dos testiculos em maturacéo de peixes
pertencentes ao género Oncorhynchus Suckley ou Salmo Linné (familia Salmonidae). Contém,
calculado com base na soma de seus componentes de insulina e insulina desamido, no minimo, 95,0%
e, No maximo, 105,0% da quantidade declarada no rétulo, expressa em unidades de insulina humana
em cada mililitro.

IDENTIFICACAO

Centrifugar 10 mL da suspensdo a 1500 g por 10 minutos. Determinar o teor de insulina no
sobrenadante conforme descrito em Doseamento na monografia de Insulina. A concentragdo de
insulina é, no maximo, 1,0 UI/mL.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas na monografia de Insulina.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco (5.3.3.4). Proceder conforme descrito em TitulacGes complexométricas (5.3.3.4) ou
Espectrometria de absorcéo atdmica (5.2.13.1). Entre 21 pg e 40 pg para cada 100 Ul de insulina
humana.

Zinco em solucdo. Centrifugar uma por¢éo de suspensdo suficiente para o teste e determinar o teor
de zinco no sobrenadante limpido. Entre 20% e 65% do teor de zinco total.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). Entre 7,0 e 7,5.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina injetavel. No méximo 3,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre as exigéncias, quando testado como indicado para Filtracéo por
membranas em Teste de esterilidade do produto a ser examinado, e a suspensdo a ser filtrada
imediatamente depois de ter sido reduzido a uma solugéo clara pela adicdo de um recem preparado 1

em 100 solucdo de &cido ascorbico em Fluido A.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Contém, no maximo, 80 UE/100 Ul de insulina
humana.
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DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Insulina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacao vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSAO E INSULINA HUMANA
INJETAVEL

Insulina humana isofana suspenséo e insulina humana injetavel € uma suspensdo estéril tamponada
de insulina humana, complexada com sulfato de protamina, em uma solucao de insulina humana.

IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Preparagcdo do ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Preparacéo padréo.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagbes complexométricas (5.3.3.4) ou
Espectrometria de absorcdo atémica (5.2.13.1). Entre 0,02 mg e 0,04 mg para cada 100 Ul de
insulina humana.

ENSAIOS DE PUREZA
pH (5.2.19). Entre 7,0 e 7,8, determinado potenciometricamente.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Preparar a Solucdo de arginina, Fase mdvel, Solucéo
de adequacéo de sistema e o sistema cromatografico conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina e utilizar o mesmo Procedimento. Preparar a Solucao
teste como descrito a seguir. No maximo 3,0%.

Solucdo teste: quantitativamente adicionar 4 pL de &cido cloridrico 6 M por mililitro de um volume
de injecdo medido com exatiddo e misturar.

Conteudo de insulina humana soluvel.
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar a
Fase movel, a Solucdo de adequacdo de sistema e o sistema cromatografico conforme descrito em
Doseamento na monografia de Insulina. Preparar as solucfes descritas a seguir.

Solucdo teste de insulina sollvel: manter a temperatura entre 24 °C e 26 °C durante todo o
procedimento. Transferir 5 mL da insulina humana injetavel para um tubo de centrifuga. Adicionar
20 pL de hidroxido de sédio M e ajustar com acido cloridrico 0,05 M ou hidréxido de sédio 0,05 M
para um pH entre 8,18 e 8,22 se a concentragdo total de zinco for aproximadamente 20 pg/mL, ou
ajustar para um pH entre 8,33 e 8,37 se a concentracdo total de zinco for 30 pug/mL. Registrar o
volume, em pL, de &cido ou base requerido para ajustar o pH. Misturar e deixar em repouso durante
uma hora. Centrifugar, transferir o sobrenadante para outro tubo de centrifuga e repetir a
centrifugagdo. Transferir 2 mL do sobrenadante para outro tubo, adicionar 5 pL de &cido cloridrico
9,6 M e misturar.

Solucdo teste de insulina total: transferir 2 mL da insulina humana injetavel para recipiente
apropriado, adicionar 5 L de acido cloridrico 9,6 M e deixar a suspensao clarificar. Diluir a solucéo
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resultante com &cido cloridrico 0,01 M para a mesma concentracdo tedrica de insulina da Solucéo
teste de insulina soltvel (por exemplo, se a insulina humana injetavel for rotulada por conter 20% de
insulina soluvel, o fator de diluicdo é 100/20 = 5).

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais (cerca de 20 pL) da Solucéo teste de insulina
soluvel e da Solugdo teste de insulina total no cromatografo, registrar os cromatogramas. Medir as
respostas de pico para insulina e insulina desamido A-21. Calcular a quantidade de insulina humana
soluvel como uma porcentagem de teor de insulina total da insulina humana injetavel segundo a

expressao:
100 y (5020+ VA) y S
D 5000 rm

em que

D = fator de diluigéo para a Solucao teste de insulina total,

VA = nimero de pL adicionado para ajustar o pH da Solucéo teste de insulina soluvel;

rS e rT = respostas respectivamente da Solucéo teste de insulina soltvel e a Solucéo teste de insulina
total.

A porcentagem de insulina humana soluvel esta no intervalo (L * 5), no qual L € a porcentagem de
insulina humana sollvel especificada no rétulo do produto.

B. Preparar a Fase movel, a Solugdo de adequacdo de sistema e o sistema cromatografico conforme
descrito em Doseamento da monografia de Insulina.

Preparar as solugdes descritas a seguir.

Tampdao Tris 0,1 M: dissolver (3,54 + 0,01) g de cloridrato de trometamina e (3,34 + 0,01) g de
trometamina em 500 mL de agua. O pH do Tampao Tris 0,1 M deve estar entre 8,15 e 8,35.

Solucéo teste de insulina soltvel: diluir um volume adequado da insulina humana injetavel em
Tampao Tris 0,1 M para obter uma solucéo contendo cerca de 6 unidades de insulina humana soluvel
por mililitros de insulina (por exemplo, 2 mL de 70/30 suspensao de insulina humana isofana e
insulina humana injetavel contendo 100 unidades de insulina humana por mililitro seria diluida com
8 mL de Tampao Tris 0,1 M para obter um filtrado que contenha 6 unidades de insulina humana de
insulina soltvel por mililitro). Imergir o recipiente em banho-maria a (25 £ 1) °C durante (30 % 2)
minutos. Imediatamente, passar essa solucdo por um filtro de didmetro de poro de 0,2 um utilizando
seringa descartavel. Transferir duas partes do filtrado para um recipiente adequado, adicionar uma
parte de &cido cloridrico 0,2 M (por exemplo, o fator de diluicdo para a Solugdo teste de insulina
soluvel que contenha 30% de insulina solvel é 5 x 3/2 = 7,5).

Solucéo teste de insulina total: para cada mililitro da insulina humana injetavel, adicionar 3 pL de
acido cloridrico 9,6 M, misturar e deixar a suspensdo clarificar. Diluir a solugéo resultante com acido
cloridrico 0,01 M para quatro unidades de insulina humana por mililitro (por exemplo, se o produto
estad rotulado como contendo um total de 100 unidades de insulina humana por mililitro, o fator de
diluicdo é 25). Calcular a quantidade de insulina humana soltvel como uma porcentagem de teor de
insulina total da insulina humana injetavel segundo a expressao:

(1OODSJ ) ( [ j
DT ) T
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em que

DS e DT = fatores de diluicdo para Solugdo teste de insulina soltvel e Solucéo teste de insulina total,
respectivamente;

rSe rT = respostas de pico obtidas respectivamente da Solucéo teste de insulina solivel e da Solugcéo
teste de insulina total.

A porcentagem de insulina humana soltvel esta no intervalo (L £ 5), no qual L € a porcentagem de
insulina humana solvel especificada no rétulo do produto.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo, 80 UE/100 Ul de insulina humana.

DOSEAMENTO

A determinacdo da quantidade é baseada na somatoria da propria insulina e componentes da insulina
desamido, conforme determinada em Doseamento na monografia de Insulina Humana Injetavel. No
minimo, 95,0% e, no maximo, 105,0% da quantidade especificada no rétulo, expressa em unidades
de insulina humana em cada mL.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Manter em recipiente fechado de dose mdltipla, fornecido pelo fabricante. Conservar em refrigerador,
ao abrigo da luz solar e evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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INSULINA HUMANA ZINCO SUSPENSAO

Insulina humana zinco suspensdo é uma suspensdo estéril de insulina humana em agua tamponada
para a injecdo, modificada pela adicdo de um sal de zinco adequado de modo que a fase solida da
suspensdo é constituida por uma mistura de insulina cristalina e amorfa em uma razéo de cerca de
sete partes de cristais e de trés partes de material amorfo. Contém, calculado com base na soma dos
seus componentes de insulina e insulina desamido, no minimo, 95,0% e, no maximo, 105,0% da
quantidade declarada no rotulo, expressa em unidade de insulina humana por mililitro.

IDENTIFICACAO

A. A insulina no sobrenadante cumpre o teste de Identificacdo da monografia Insulina humana
isofana suspenséo.

B. Centrifugar uma quantidade de suspensédo representando 1000 unidades de insulina e descartar o
sobrenadante. Suspender o residuo em 8,4 mL de agua, rapidamente acrescentar 16,6 mL de acetona
tamponada SR, agitar vigorosamente e centrifugar dentro de trés minutos apds a adi¢do da acetona
tamponada. Desprezar o sobrenadante, repetir o tratamento com agua e acetona tamponada SR,
centrifugar e descartar o sobrenadante. Dissolver o residuo cristalino em 5 mL de &cido cloridrico
diluido (1 em 100). A insulina ndo extraida por acetona tamponada SR, determinada por um método
adequado, esta entre 63% e 77% do teor total de insulina de uma quantidade igual de suspens&o.
CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Entre 7,0 e 7,8. Determinar potenciometricamente.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagbes complexométricas (5.3.3.4) ou
Espectrometria de absorcdo atdbmica (5.2.13.1). A quantidade de zinco total é entre 0,12 mg e 0,25
mg para cada 100 Ul de insulina.

Zinco em solucdo. Centrifugar uma porcéo de suspensdo suficiente para o teste e determinar o teor
de zinco no sobrenadante limpido. Entre 20% e 65% do teor de zinco total.

ENSAIO DE PUREZA

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina injetavel. No maximo 1,5%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 80 UE/100 Ul de insulina humana.

DOSEAMENTO
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Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Insulina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Manter em recipiente fechado de dose mdltipla, fornecido pelo fabricante. Conservar em refrigerador,
ao abrigo da luz solar e evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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INSULINA HUMANA ZINCO SUSPENSAO ESTENDIDA
Insulina humana zinco suspensao estendida é uma suspensdo estéril de insulina humana em agua
tamponada para a injecao, modificada pela adi¢do de um sal de zinco adequado de modo que a fase
solida da suspensdo é predominantemente cristalina. Contém, calculado com base na soma dos seus
componentes de insulina e insulina desamido, no minimo, 95,0% e, no maximo, 105,0% da
quantidade declarada no rotulo, expressa em unidades de insulina humana por mililitro.
IDENTIFICACAO

A. A insulina no sobrenadante cumpre o teste de Identificagdo da monografia Insulina humana
isofana suspensao.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de Identificacdo da monografia de Insulina humana zinco
suspensao.

C. A concentracdo de insulina, determinada por um método descrito na monografia de Insulina, ndo
é inferior a 90% do conteudo total de insulina.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagbes complexométricas (5.3.3.4) ou
Espectrometria de absorcdo atémica (5.2.13.1). Entre 0,12 mg e 0,25 mg para cada 100 Ul de
insulina.

Zinco em solucdo. Centrifugar uma porcéo de suspenséo suficiente para o teste e determinar o teor
de zinco no sobrenadante limpido. Entre 20% e 65% do teor de zinco total.

ENSAIO DE PUREZA

pH (5.2.19). Entre 7,0 e 7,8.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina injetavel. No maximo 1,5%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 80 UE/100 Ul de insulina humana.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Insulina injetavel.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
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Observar a legislacédo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.
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INSULINA INJETAVEL
Insulina injetavel é uma solucéo isotonica e estéril de insulina. Contém, no minimo, 95,0% e, no
méaximo, 105,0% da quantidade declarada no rétulo, expressa em unidades de insulina.
IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Preparacdo de ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Preparacéo de identificacao

Nota: pode ser necessario injetar a mistura da Preparacéo de ensaio e Preparacao de identificacéo.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagbes complexométricas (5.3.3.4) ou
Espectrometria de absorcéo atdmica (5.2.13.1). Entre 10 ug e 40 ug para cada 100 Ul de insulina
para espécies apropriadas.

ENSAIO DE PUREZA

Contaminacéo por particulas (5.1.7). Cumpre as exigéncias para injecdes de pequeno volume.
Aplicar ambos 0s metodos.

pH (5.2.19). 7,0 a 7,8. Determinar potenciometricamente.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Preparar a Solu¢édo de arginina, Fase mével, Solucéo
de adequacéo de sistema e o sistema cromatografico conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular na monografia de Insulina e utilizar o mesmo Procedimento. Preparar a Solugéo
teste como descrito a seguir. No maximo 2%.

Solucdo teste: adicionar quantitativamente 4 uL de &cido cloridrico 6 M por mililitro de um volume
de injecdo medido com exatiddo e homogeneizar.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo, 80 UE/100 Ul de insulina.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar a Fase
movel, Preparacdo de identificacdo, Preparacdo padrdo, Solugdo de adequacdo de sistema e o
sistema cromatografico conforme descrito em Doseamento da monografia de Insulina.

Nota: a Preparagdo de identificacdo, Preparacdo padrdo e Preparacdo de ensaio podem ser
armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas ou em refrigeracdo por até 48 horas.
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Preparacéo de ensaio 1: (para injecao rotulada como contendo 40 Ul/mL) adicionar 2,5 pL de &cido
cloridrico 9,6 M por mL de um volume medido com exatiddo da injecdo. Deixar a suspensao, se
presente, clarificar e misturar.

Preparacéo de ensaio 2: (para injecdo rotulada como contendo 100 UI/mL) adicionar 2,5 pL de &cido
cloridrico 9,6 M por mL de um volume medido com exatiddo da injecdo. Deixar a suspensao, se
presente, clarificar e homogeneizar. Pipetar 2 mL dessa solugdo e transferir para um baldo
volumétrico de 5 mL, completar o volume com &cido cloridrico 0,01 M e homogeneizar.

Nota: coleta de diversos pacotes de unidades pode ser necessaria para obter volume suficiente do
material de teste para a Preparacéo de ensaio 2.

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais (cerca de 20 pL) da Preparacgéo de ensaio, da
Preparacdo de identificacdo e da Preparacdo padrdo no cromatdgrafo, registrar os cromatogramas
e medir as areas sob os picos da insulina e insulina desamido A-21, utilizando o cromatograma da
Preparacéao de identificacdo para identificar os picos de insulina. Para injecdo de insulina preparada
de uma Unica espécie, calcular a quantidade, em unidades de insulina por mL, da injecdo tomada

segundo a expressao:
ru
CxDx (Z J

s

em que

C = concentracgdo, em unidades de insulina por mL, de insulina SQR na Preparacéo padrao;

D = fator de diluicéo;

ZrUe ZrS = somatdrio das areas sob os picos de insulina e insulina desamido A-21 obtidas
respectivamente dos cromatogramas da Preparacédo de ensaio e da Preparacdo padrao.

Nota: para insulina derivada da mistura de bovina e suina, calcular a quantidade total como o
somatorio das quantidades das insulinas derivadas de bovinos e suinos, determinadas como indicado
acima.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Manter em recipiente fechado de dose multipla, fornecido pelo fabricante. Conservar em refrigerador,
ao abrigo da luz solar e evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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INSULINA LISPRO

| |
H-Gli—I Ie—VaI—GIu—GIn—Cis—(|3is—Thr—Ser— lle—Cis—Ser—

10
Leu—Tir—GIn—Leu—GIu—Asn—Tir—Cltis—Asn—OH
20

- ‘ - - -
H—-Fen—Val—Asn—GIn—His—Leu—Cis—Gli—Ser—His—Leu—Val—

10

|
Glu—Ala—Leu—Tir—Leu—Val—Cis—Gli-Glu-Arg—Gli—Fen—
20

Fen—Tir—Thr—Lis—Pro—Thr—OH
30

C257H383N6s077S6; 5807,58
insulina lispro; 04920
28B-L-lisina-29B-L-prolina
[133107-64-9]

Insulina lispro é idéntica em estrutura a insulina humana, exceto pelo fato de conter lisina e prolina
nas posicdes 28 e 29, respectivamente, da cadeia B, enquanto esta sequéncia € invertida em insulina
humana. Insulina lispro é produzida por sintese microbiana através de um processo de DNA
recombinante. A quantidade, calculada na base seca, € igual ou superior a 27 unidades de insulina
lispro por miligrama. O teor de pré-insulina lispro, determinado por um método adequado, € no
méaximo de 10 ppm. O teor de proteina derivado da célula hospedeira, determinado por um método
adequado e validado, € no méximo de 10 ppm.

Nota: uma unidade de insulina lispro equivale a 0,0347 mg de insulina lispro pura.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Preparacdo de ensaio, obtido no
método de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Preparacao padrao.

B. Determinar os fragmentos de peptideos, utilizando o seguinte procedimento de mapeamento
peptidico. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Preparar o Tampéo sulfato, Tampéo HEPES e Solucéo teste de digestdo, conforme descrito no teste
B. de Identificacdo da monografia Insulina humana. Utilizar o procedimento descrito na mesma
monografia. Preparar a Solugéo padrao de digestdo como descrito a seguir.

Solugéo padréo de digestao: proceder conforme descrito no teste B. de Identificacdo da monografia
Insulina humana, exceto para o uso insulina lispro SQR, ao invés da insulina humana SQR.

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente descrito na tabela a seguir. Preparar Eluente
A e Eluente B, conforme descrito no teste B. de Identificagdo da monografia Insulina humana; fluxo
da Fase movel de 0,8 mL/minuto.

Tempo Eluente A Eluente B
(minutos) (%) (%)
0-3 95 5 isocréatica

Eluicéo
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3-30 95 — 41 5—59 gradiente linear
30-35 41 — 20 59 — 80 gradiente linear
35-40 20 — 95 80— 5 retorno ao inicial
40 - 50 95 5 reequilibrio

CARACTERISTICAS

Perda por dessecacéo (5.2.9.1). Pesar, com exatidao, cerca de 300 mg da amostra e secar a 105 °C
por 16 horas. No maximo, 10,0%.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulacbes complexométricas (5.3.3.4). Determinar o
teor de zinco em cerca de 20 mg da amostra. Entre 0,30% e 0,60%, em relacdo a base seca.
ENSAIOS DE PUREZA

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder conforme descrito em Limite de proteinas de
alto peso molecular da monografia Insulina. No méximo 0,25%.

Substéncias relacionadas. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de 250
mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octadecilsilano (1,5 pm a 10 um), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase movel de 1,0
mL/minuto.

Diluente: proceder conforme descrito em Doseamento.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de Diluente e acetonitrila (82:18).

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada de Diluente e acetonitrila (50:50).

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente descrito na tabela a seguir.

Tempo Eluente A Eluente B Eluicio
(minutos) (%) (%)
0-3 95 5 isocratica
3-30 95 — 41 5—59 gradiente linear
30-35 41 — 20 59 — 80 gradiente linear
35-40 20 — 95 80 — 5 retorna ao estado inicial
40 - 50 95 5 reequilibrio

Solucgéo de adequacéo do sistema: dissolver quantidade, pesada com exatiddo, da insulina lispro em
acido cloridrico 0,01 M para obter uma solugéo contendo cerca de 3,5 mg por mL. Deixar em repouso
a temperatura ambiente para obter uma solu¢do contendo entre 0,8% e 11% de insulina lispro
desamido A-21.

Solugéo teste: dissolver cerca de 3,5 mg de insulina lispro em 1 mL de &cido cloridrico 0,01 M.
Guardar a solucédo por, no maximo, 56 horas no refrigerador.
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Procedimento: proceder conforme descrito no Procedimento do teste de Substancias relacionadas da
monografia Insulina. No méaximo 1,0% da insulina lispro desamido A-21; no maximo 0,5% de
qualquer outra substancia relacionada a insulina lispro; no maximo 2,0% de impurezas totais, exceto
insulina lispro desamido A-21.

Ajustar a composicdo da Fase movel e a duracdo da eluicdo isocratica para obter um tempo de
retencdo de cerca de 41 minutos para a insulina lispro, com insulina lispro desamido A-21 eluindo
perto do inicio da fase de gradiente linear. Injetar a Solucdo de adequacéao do sistema e registrar as
respostas de pico conforme indicado no Procedimento. A resolucdo entre a insulina lispro e insulina
lispro desamido A-21 €, no minimo, 2,5; e o fator de cauda para o pico de insulina lispro €, no maximo,
2,0.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do numero total de micro-organismos mesofilicos (5.5.3.1.2). No maximo 100 UFC/g,
sendo o teste feito em, exatamente, cerca de 0,3 g da amostra.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 10 UE/mg, utilizar a técnica cromogénica
descrita em Técnicas fotométricas.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de 100 mm de comprimento e 4,6
mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (1,5
pum a 10 um), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase movel de 0,8 mL/minuto.

Diluente: dissolver 28,4 g de sulfato de s6dio anidro em 1000 mL de agua, misturar e ajustar com
acido fosforico para um pH de 2,3.

Fase mdvel: misturar 745 mL de Diluente e 255 mL de acetonitrila. Fazer ajustes, se necessario, de
acordo com Adequabilidade do sistema descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(5.2.17.4).

Solucdo do sistema de adequacéo: dissolver uma quantidade, pesada com exatiddo, da insulina lispro
em &cido cloridrico 0,01 M para obter uma solu¢do com uma concentracdo de cerca de 1,0 mg/mL.
Deixar em repouso a temperatura ambiente para obter uma solugdo contendo entre 0,8% e 11% de
insulina lispro desamido A-21.

Preparacao padrao: dissolver uma quantidade, pesada com exatiddo, da insulina lispro SQR em &cido
cloridrico 0,01 M para obter uma solugdo com concentragéo de cerca de 0,7 mg/mL.

Preparacdo de ensaio: dissolver uma parcela, pesada com exatidao, da insulina lispro em &cido
cloridrico 0,01 M para obter uma solugdo com concentracédo de cerca de 0,8 mg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais (cerca de 20 uL) da Preparacéo padrao e da
Preparacéo de ensaio, registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos principais. Calcular
a quantidade, na unidade de insulina lispro por miligrama, segundo a expressao:
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S, (1)
CU \rS

em que

CS = concentracdo, em unidades de insulina lispro por mL, da insulina lispro SQR na Preparacéo
padrao;

CU = concentragdo, em mg/mL, da insulina lispro na Preparacéo de ensaio;

rU e rS = areas sob o0s picos da insulina lispro obtidas a partir da Preparacao de ensaio e Preparacdo
padrdo, respectivamente. A partir do valor obtido no teste de Perda por dessecacdo, calcular a
quantidade em relacdo a base seca.

Ajustar a composicao da Fase movel para fornecer um tempo de retencao de cerca de 24 minutos para
0 pico principal de insulina lispro. Injetar em triplicata a Solu¢ao de adequacéao do sistema e registrar
as respostas de pico conforme indicado no Procedimento. A resolucdo entre a insulina lispro e a
insulina lispro desamido A-21 é, no minimo, 3; o fator de cauda para o pico de insulina lispro é, no
méaximo, 1,5; e o desvio padrao relativo para replicar as injecdes €, no maximo, 1,1%.
Bioidentidade

Proceder conforme descrito no teste Bioidentidade em Doseamento da monografia Insulina. Realizar
a coleta de sangue conforme descrito a seguir. Cumpre o teste.

Amostras de sangue: (45 + 5) minutos e duas horas e (30 + 5) minutos ap6s a inje¢do, coletar de cada

coelho uma amostra adequada de sangue de uma veia marginal da orelha. O sangue também pode ser
colhido de forma eficaz a partir da artéria central auricular.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz e em refrigerador.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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NADROPARINA CALCICA
Nadroparinum calcicum

A nadroparina calcica € uma preparacdo de heparina de baixo peso molecular que contém o sal calcio.
Essa heparina, de baixo peso molecular, é obtida por meio da despolimerizagdo com &cido nitroso da
heparina da mucosa intestinal suina, seguida de fracionamento para eliminar seletivamente a maior
parte das cadeias com peso molecular inferior a 2000 Da. A maioria das cadeias possui um acido 2-
O-sulfo-a-L-idopiranosurénico na extremidade nao redutora e uma estrutura de 6-O-sulfo-2,5-anidro-
D-manitol na extremidade redutora da sua cadeia.

A nadroparina célcica deve estar em conformidade com a monografia Heparina baixa peso molecular
com as modificacdes e exigéncias adicionais descritas a seguir.

A massa molecular média relativa deve variar de 3600 Da a 5000 Da, com um valor caracteristico de
cerca de 4300 Da. O grau de sulfatacdo deve estar em torno de dois sulfatos por unidade dissacaridica.
A poténcia deve ser, no minimo, 95 Ul e, no maximo, 130 Ul de atividade antifator Xa por miligrama,
calculada com referéncia a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator Xa para atividade
antifator lla deve ser de 2,5 a 4,0.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Calcular a poténcia em relacdo a atividade antifator Xa por miligrama e a atividade
antifator lla.

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

C. Proceder conforme descrito no teste C. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa molecular média relativa deve variar entre
3600 Da e 5000 Da; a porcentagem de cadeias com peso molecular inferior a 2000 Da deve ser, no
minimo, 15%; a porcentagem de cadeias com peso molecular entre 2000 Da e 8000 Da varia entre
75% e 95%; a porcentagem de cadeias com peso molecular entre 2000 Da e 4000 Da varia entre 35%
e 55%.

ENSAIOS DE PUREZA

Alcool etilico. No méaximo 1% (m/m). Proceder conforme descrito em Cromatografia a gas em
espaco confinado (headspace) (5.2.17.5.1), utilizando 2-propanol SR como padréo interno. Utilizar
cromatdgrafo a gas provido de detector de ionizagdo de chamas, utilizando coluna de niquel com 1,5
m de comprimento e 2 mm de didmetro interno empacotada com copolimero etilvinilbenzeno e
divinilbenzeno com espessura de filme de 150 um a 180 um; temperatura da coluna de 150 °C e
temperatura da porta de injecdo e do detector a 250 °C; utilizar gas hélio ou nitrogénio como gas de
arraste; fluxo de 30 mL/minuto.

Solugéo de padréao interno: diluir 1 mL de 2-propanol SR em 100 mL de agua purificada. Diluir 1
mL dessa solucdo em 50 mL de agua purificada.

Solucéo de referéncia: diluir 1 mL de &lcool etilico SR em 100 mL de agua purificada. Diluir 0,5 mL
dessa solucdo em 20 mL de agua purificada.
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Frascos de enchimento: colocar as solugdes descritas a seguir em quatro frascos separados
compativeis com o sistema de injecao.

Frasco branco: 1 mL de agua purificada.
Frasco referéncia: 0,5 mL da Solucéo de referéncia e 0,5 mL da Solucéo de padréo interno.
Frasco de teste A: a 10 mg da amostra adicionar 1 mL de agua purificada.

Frasco de teste B: a 10 mg da amostra adicionar 0,5 mL de agua purificada e 0,5 mL da Solugédo de
padrao interno.

Procedimento: equilibrar cada frasco no sistema headspace a 90 °C durante 15 minutos. O tempo de
pressurizacao da pré-injecdo € de um minuto. O cromatograma obtido a partir do Frasco referéncia
apresenta dois picos que correspondem ao alcool etilico e ao 2-propanol no sentido em que o tempo
de retencdo aumenta (com tempos de retencdo de aproximadamente dois minutos e meio e quatro
minutos). Calcular o teor de alcool etilico (m/m) levando em consideragdo sua densidade a 20 °C,
que deve ser de 0,792 g/mL.

Grupos N-NO. No méaximo 0,25 ppm, determinado por clivagem da ligacdo N-NO, com éacido
bromidrico em acetato de etila sob um condensador de refluxo e posterior detecgdo do NO (6xido
nitrico) liberado por quimioluminescéncia. Utilizar o aparelho ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema do aparelho a ser utilizado na determinag&o de N-NO.



Farmacopeia Brasileira, 72 edicio PB019-00

Descricao do aparelho (Figura 1). Utilizar um baldo de vidro borossilicato, de fundo redondo, de
500 mL, com trés juntas, acima do qual esta ligado um condensador que € equipado com:

- de um lado, uma junta torion através da qual pode ser introduzida uma corrente de argbnio, por uma
canula;

- do outro lado, um conjunto de parafuso com um pistdo equipado com um septo através do qual a
Solucgéo de referéncia e uma Solugéo amostra serdo injetadas.

O bal&o de fundo redondo é ligado em série a trés armadilhas de bolhas que séo eles préprios ligados
a duas armadilhas frias, que s@o por sua vez ligadas a um detector de quimioluminescéncia. Tubulacéo
adequada garante que as juncdes sdo estanques.

Preparacéo do detector de quimioluminescéncia: ligar o detector de quimioluminescéncia 48 horas
antes da utilizacdo e ligar a bomba de vacuo. O vacuo deve ser inferior a 0,5 mmHg. Uma hora antes
da utilizacdo, abrir a valvula de oxigénio a uma pressao de 0,2 MPa e uma velocidade de fluxo de 9,4
mL/minuto.

Preparacao do borbulhador: em cada borbulhador, colocar 30 mL de uma solucdo de 300 g/L de
hidréxido de s6dio SR em &gua purificada.

- Armadilha em -120 °C: lentamente, adicionar nitrogénio liquido em um baldo isotérmico contendo
250 mL de alcool etilico, utilizado uma espatula de madeira para manter a agitacdo até que uma pasta
seja obtida. Colocar a armadilha fria no bal&o isotérmico preparado como descrito.

- Armadilha em -160 °C: lentamente, adicionar nitrogénio liquido para um bal&o isotérmico contendo
250 mL de 2-metilbutano utilizando uma espatula de madeira para manter a agitacdo até que uma
pasta seja obtida. Colocar a armadilha fria no baldo isotérmico preparado como descrito.

Secagem em bal&o de vidro de 500 mL borossilicato de fundo redondo e condensador: ferver 50 mL
de acetato de etila sob refluxo durante uma hora sob atmosfera de argénio sem ligar o sistema detector
de quimioluminescéncia.

Solucdo amostra: secar a substancia a ser examinada durante 12 horas em pentdxido de difosforo a
60 °C sob vacuo. Dissolver 0,10 g da substancia tratada de modo a ser examinada em 1 mL de
formamida. Agitar a solucdo obtida durante 30 minutos.

Solucdo de referéncia: diluir 0,1 mL de solucdo nitrosodipropilamina em 6 mL de alcool etilico.
Diluir 0,1 mL da solucdo obtida em 1,0 mL de formamida (esta solucéo é equivalente a 0,05 ppm de
grupos N-NO).

Introduzir 50 mL de acetato de etila em baldo de vidro borossilicato de 500 mL de fundo redondo
seco e equipado com um septo. Ligar o baldo de fundo redondo para o condensador, que foi
previamente resfriado a -15 °C durante duas horas.

Ligar a canula de argdnio e ajustar a taxa de fluxo para 0,1 litro/minuto. Verificar se o sistema é livre
de vazamentos. Apenas 0 conector para o detector de quimioluminescéncia permanece aberto, a fim
de evitar excesso de pressdo. Aquecer o acetato de etila até a ebulicao.

Evacuar o sistema rodando lentamente a valvula do detector de quimioluminescéncia. Ao mesmo
tempo, apertar a entrada do detector de quimioluminescéncia. Quando o sistema é equilibrado, o
vacuo atinge 4 mmHg. O sinal do ajuste zero no detector de quimiluminescéncia é definido como
10% da escala completa do gravador. Atraves do septo do baldo de vidro borossilicato de 500 mL de
fundo redondo, injetar sequencialmente 0,5 mL de agua purificada, 2 mL de acido bromidrico diluido
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e, em seguida, 2 mL de uma outra amostra de acido bromidrico diluido, certificando-se que a caneta
do gravador tenha voltado a linha de base entre cada injec&o. Injetar 50 pL da Solugéo de referéncia
e, em seguida, 50 pL da Solucdo amostra apds a caneta do gravador voltar a linha de base. Calcular
a concentracdo dos grupos N-NO da substancia a ser examinada.

Sulfatos livres. No méximo 0,5% (m/v). Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (5.2.17.4), utilizando um instrumento equipado a um detector de condutividade.
Utilizar um detector com uma sensibilidade de 30 uS. Utilizar coluna de separagdo aniénica com 50
mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno; utilizar como sistema de neutralizagdo quimica
uma micromembrana de neutralizacdo de acordo com a fase mdvel para a detec¢édo de anion.

Solugdo amostra: dissolver 30 mg da amostra em agua purificada e diluir até 10 mL utilizando o
mesmo solvente.

Solucéo de referéncia: dissolver 1,4787 g de sulfato de sédio anidro em agua e diluir até 1000 mL
utilizando o mesmo solvente. Diluir 1 mL desta solucdo para 200 mL com agua destilada (5 ppm de
ions sulfato).

Procedimento: eluir com uma solucdo de 1,91 g de tetraborato dissédico em 1000 mL de agua
purificada como fase mével durante 15 minutos, mudar para 100% de hidréxido de sédio 0,1 M
durante um periodo de meio minuto; eluir com essa solucdo durante 10 minutos; voltar as condi¢es
iniciais por um periodo de meio minuto; a taxa de fluxo é 1 mL/minuto.

Bombear continuamente o sistema de neutralizacdo quimica em contrafluxo com uma solucéo de
acido sulfurico a 2,45 g/L, a uma taxa de fluxo de 4 mL/minuto. Injetar 50 uL de cada solugdo. O
cromatograma obtido com a solucéo de referéncia apresenta um pico principal que corresponde ao
ion sulfato (tempo de retencdo de aproximadamente 7,5 minutos). Alterar a composicdo da fase
movel, se necessario, para obter o tempo de retencdo fixo. Calcular o teor de sulfato da substéancia a
ser examinada.
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SORO ANTIBOTROPICO (PENTAVALENTE)
Immunoserum bothropicum

O soro antibotropico (pentavalente) é uma solucdo que contém imunoglobulinas especificas
purificadas, obtidas a partir de plasma de animais hiperimunizados com antigeno do género Bothrops,
composto por venenos das serpentes Bothrops jararaca; Bothrops jararacussu; Bothrops moojeni;
Bothrops alternatus e Bothrops neuwiedi. Cumpre as especificacOes e testes prescritos na monografia
de Soros hiperimunes para uso humano. Contém em cada mililitro imunoglobulinas suficientes para
neutralizar 5 mg do veneno de referéncia de B. jararaca.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de B. jararaca.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica na monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria

- Dose Efetiva 50% (DE50) para proteger animais suscetiveis contra os efeitos letais de uma dose fixa
do Veneno de referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de venenos que representam a distribuicdo geografica da
espécie B. jararaca. Deve ser liofilizado e mantido a -20 °C. O veneno € padronizado pela
determinacdo da Dose Letal 50% (DLg).

Determinacéo da DLgq do veneno: reconstituir a preparagéo liofilizada de veneno para determinada

concentragdo peso por volume, com solucdo fisiologica 0,85% (p/v). Efetuar diluicGes em progressao
geométrica com o mesmo diluente, utilizando fator de diluicdo constante, ndo superior a 1,5, e
igualando os volumes finais. Inocular, por via intraperitoneal, um volume de 0,5 mL por camundongo
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de cada dilui¢do em grupos de, no minimo, 10 camundongos albinos suigos de 18 g a 22 g. Observar
0s animais até 48 horas apds a inoculacao e registrar o nimero de mortos em cada diluigdo. Calcular
a DLgq utilizando método estatistico adequado. A faixa de resposta (porcentagem de mortes) deve

estar entre a maior e a menor diluicdo utilizada, formando a curva de regressdo que deve apresentar
relagéo linear. Os limites de confianga ndo devem ser amplos, indicando melhor preciséo do ensaio,
quanto menores forem os seus limites. Expressar o resultado em microgramas de veneno por 0,5 mL.

Determinacéo da poténcia do soro: efetuar diluicdes progressivas da amostra em solucéo fisiologica
0,85% (p/v), utilizando fator de diluicdo constante, ndo superior a 1,5, de maneira que o volume final
apos a mistura com a dose desafio de veneno seja idéntico em todos os tubos de ensaio. Reconstituir
e diluir o Veneno de referéncia com solucao fisiologica 0,85% (p/v) e adicionar em cada tubo volume
constante, de modo que cada dose a ser inoculada por animal contenha 5 DL5g. Homogeneizar e

incubar a mistura a 37 °C por 60 minutos. Inocular, por via intraperitoneal, um volume de 0,5 mL por
camundongo de cada mistura em grupos de, no minimo, oito camundongos albinos suigos de 18 a 22
g. Observar os animais até 48 horas ap0s a inoculacéo e registrar o nimero de vivos em cada mistura
da amostra em teste. Calcular a Dose Efetiva 50% (DEgg) em microlitros, utilizando método

estatistico adequado. A faixa de resposta produzida (porcentagem de sobrevivéncia) deve estar entre
a maior e a menor diluicdo utilizada, formando a curva de regresséo que deve apresentar relacéo
linear. Os limites de confianca ndo devem ser amplos, indicando melhor precisao do ensaio, quanto
menores forem os seus limites. Calcular a poténcia em miligramas por mililitro da amostra, segundo
a expressao:

Poténcid 19 | = V-l DLso do veneno
mL DEso

em que

Ty = nimero de DL5q utilizadas por camundongo na dose teste do veneno.

No minimo 5 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes do
envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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SORO ANTIBOTROPICO (PENTAVALENTE) E ANTILAQUETICO
Immunoserum bothropicum-laqueticum

O soro antibotropico (pentavalente) e laquético é uma solucdo que contém imunoglobulinas
especificas purificadas, obtidas a partir de plasma de animais hiperimunizados com venenos de
Bothrops jararaca; Bothrops jararacussu; Bothrops moojeni; Bothrops alternatus; Bothrops
neuwiedi e Lachesis muta. Cumpre com as especificagdes e testes prescritos na monografia de Soros
hiperimunes para uso humano. Contém em cada mililitro imunoglobulinas suficientes para
neutralizar 5 mg e 3 mg dos venenos de referéncia de B. jararaca e L. muta, respectivamente.
IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigenos venenos de B. jararaca e L. muta.

B. Satisfaz aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica na monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Fracao botrépica

Determinar a poténcia conforme descrito na monografia de Soro antibotropico (pentavalente). No
minimo 5 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizagao do resultado obtido no produto antes do envase.

Fracdo laquética
Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria

(Dose Efetiva 50%) para proteger animais suscetiveis contra os efeitos letais de uma dose fixa do
Veneno de referéncia.
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Veneno de referéncia: mistura homogénea de venenos que representam a distribuicdo geografica da
espécie L. muta. Deve ser liofilizado e mantido a -20 °C. O veneno é padronizado considerando a
determinacdo da Dose Letal 50% (DLg).

Determinacéo da DLgq do veneno: proceder conforme descrito em Determinagéo da DLgq do veneno
na monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).

Determinacéo da poténcia do soro: proceder conforme descrito em Determinacdo da poténcia do
soro na monografia de Soro antibotréopico (pentavalente).

No minimo 3 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes do
envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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SORO ANTIBOTROPICO (PENTAVALENTE) E ANTICROTALICO
Immunoserum bothropicum-crotalicum

soro antibotrdpico (pentavalente) e anticrotélico; 09974

O soro antibotrépico (pentavalente) e anticrotalico € uma solu¢do que contém imunoglobulinas
especificas purificadas, obtidas a partir de plasma de animais hiperimunizados com venenos de
Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops alternatus, Bothrops
neuwiedi e Crotalus durissus. Cumpre as especificacdes e testes prescritos na monografia Soros
hiperimunes para uso humano. Contém, em cada mililitro, imunoglobulinas suficientes para
neutralizar 5 mg e 1,5 mg de venenos de referéncia de B. jararaca e C. durissus terrificus,
respectivamente.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigenos venenos de B. jararaca e C. durissus terrificus.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia Soros hiperimunes para uso
humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia Soros hiperimunes para
uso humano.

DOSEAMENTO

Fracéo botrépica

Determinar a poténcia, conforme descrito em Doseamento da monografia Soro antibotrdpico
(pentavalente).

Fracdo crotalica

Determinar a poténcia conforme descrito em Doseamento da monografia Soro anticrotalico.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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SORO ANTIBOTROPICO (PENTAVALENTE), ANTICROTALICOE
ANTILAQUETICO

Immunoserum bothropicum-laqueticumcrotalicum

soro antibotrdpico (pentavalente), anticrotalico e antilaquético; 09976

O soro antibotropico (pentavalente), anticrotalico e antilaquético é uma solucdo que contém
imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a partir de plasma de animais hiperimunizados com
venenos de Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops alternatus,
Bothrops neuwiedi, Lachesis muta e Crotalus durissus. Cumpre com as especificacdes e controles
prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Contém, em cada mililitro,
imunoglobulinas suficientes para neutralizar, no minimo, 5 mg, 3 mg e 1,5 mg de venenos de
referéncia de B. jararaca, L. muta e C. durissus terrificus, respectivamente.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigenos venenos de B. jararaca, L. muta e C. durissus terrificus.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Cumpre os Ensaios fisico-quimicos descritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cumpre os Testes de seguranca bioldgica descritos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

DOSEAMENTO

Fracéo botrdpica

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).
Fracdo crotalica

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Soro anticrotalico.

Fracdo laquética
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Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Soro antibotropico (pentavalente) e
antilaquético.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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SORO ANTIBOTULINICO (TRIVALENTE)
Immunoserum botulinicum

O soro antibotulinico (trivalente) € uma solucdo que contém imunoglobulinas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados contra toxinas tipo A, tipo B e tipo E produzidas pelo
Clostridium botulinum. Cumpre as especificacdes e testes prescritos na monografia de Soros
hiperimunes para uso humano. Contém, em cada mililitro, no minimo, 375 Ul, 275 Ul e 425 Ul de
antitoxina para cada um dos tipos A, B e E, respectivamente.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de ldentificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigenos as toxinas tipos A, B e E produzidas pelo C. botulinum.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
para proteger os animais utilizados na prova contra os efeitos letais de uma dose teste de cada um dos
tipos de toxinas de referéncia. A dose do soro em teste € comparada com a dose da Antitoxina
botulinica de referéncia necessaria para conferir a mesma protecao.

Antitoxinas botulinicas de referéncia: os padrdes internacionais de referéncia das antitoxinas dos
tipos A, B ou E sdo distribuidos aos laboratérios de producéo e controle em ampolas que contém soro
equino hiperimune liofilizado, que especificamente neutraliza a toxina botulinica do tipo a que se
refere. A equivaléncia do padrdo internacional em unidades internacionais € estabelecida
periodicamente pela Organizagdo Mundial da Salde.

Determinacéo da dose teste de toxina (L+/10): proceder conforme descrito em Determinacéo da dose
teste de toxina (L+/10) da monografia de Soro antitetanico ou extrapolando os valores para L+ ou
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L+/100. As misturas (toxina+antitoxina) sdo incubadas a temperatura ambiente ou entre 20 °C e 24
°C por 60 minutos.

Determinagéo da poténcia do soro: diluir a toxina referéncia para uma dose de L+/10, com solucéo
de gelatina fosfatada (0,2% de gelatina dissolvida em tampao fosfato de sodio dibasico 0,05 M, pH
6,5 e autoclavada a 120 °C durante 15 minutos). A uma série de tubos de ensaio, distribuir um volume
constante de toxina botulinica diluida. Adicionar volumes variaveis da amostra. Igualar os volumes
para 5 mL com o mesmo diluente. Homogeneizar e incubar a temperatura ambiente ou entre 20 °C e
24 °C por 60 minutos. Inocular em cada camundongo albino suico ou NIH de 18 a 22 g, por via
intraperitoneal, um volume de 0,5 mL em grupos de, no minimo, oito camundongos por mistura.
Observar os animais até 96 horas ap0s a inoculacédo e registrar o numero de mortos. Nas mesmas
condi¢Oes descritas e paralelamente, realizar a prova com a Antitoxina botulinica de referéncia, com
0 objetivo de verificar-se a validade da prova e estabelecer correlagdo no calculo do titulo. Determinar
as doses efetivas 50% (DEgq) da amostra e da Antitoxina botulinica de referéncia, utilizando um

método estatistico adequado. Para a determinag&o ser considerada valida é necessario que: (a) a faixa
de resposta produzida (DEso) esteja entre a maior e a menor diluicdo utilizada na amostra teste e
padrdo, formando a curva de regressdo que deve apresentar uma relacdo linear; (b) os limites de
confianca (P = 0,95) devem estar entre 50% e 200% da poténcia calculada. Calcular a poténcia do
Soro em teste, segundo a expressao:

Ul
Poténcia (—)
mL

DEs, da amostra testada Ul . o
= — —— X —da antitoxina de referéncia
DEsy da antitoxina de referéncia  mL

No minimo 375 Ul/mL, 275 Ul/mL e 425 Ul/mL de antitoxina para cada um dos tipos A, B e E,
respectivamente. E facultada ao produtor a utilizacéo do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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SORO ANTICROTALICO
Immunoserum crotalicum

O soro anticrotalico é uma solucdo que contém imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados com veneno de Crotalus durissus. Cumpre com as
especificacOes e testes prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Contém,
em cada mililitro, imunoglobulinas suficientes para neutralizar 1,5 mg de veneno de referéncia de C.
durissus terrificus.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de ldentificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de C. durissus terrificus.

B. Satisfaz aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
(Dose Efetiva 50%) para proteger animais suscetiveis contra os efeitos letais de uma dose fixa do
Veneno de referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de venenos que representam a distribuicdo geografica da

espécie C. durissus terrificus. Deve ser liofilizado e mantido a -20 °C. O veneno é padronizado pela
determinacédo da Dose Letal 50% (DLg().

Determinagéo da DLgq do veneno: proceder conforme descrito em Determinagéo da DLgq do veneno
da monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).

Determinacéo da poténcia do soro: proceder conforme descrito em Determinacao da poténcia do
soro da monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).
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No minimo 1,5 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes do
envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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SORO ANTIDIFTERICO
Immunoserum diphthericum

O soro antidiftérico € uma solucdo que contem imunoglobulinas purificadas, obtidas a partir de
plasma de animais hiperimunizados contra a toxina produzida pelo Corynebacterium diphtheriae.
Cumpre as especificacdes e testes prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.
Contém, em cada mililitro, no minimo, 1000 Ul de antitoxina.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno a toxina do C. diphtheriae.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia Soros hiperimunes para
uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
para proteger os animais utilizados na prova contra os efeitos letais de uma dose teste da Toxina
diftérica de referéncia. A dose do soro em teste € comparada com a dose da Antitoxina diftérica de
referéncia necessaria para conferir a mesma protecao.

Antitoxina diftérica de referéncia: o padréo internacional de referéncia da antitoxina diftérica é
distribuido aos laboratérios de producao e controle em ampolas que contém soro equino hiperimune
liofilizado, que especificamente neutraliza a toxina diftérica. O titulo nominal do padrao de referéncia
secundario deve ser aferido, periodicamente, em unidades internacionais contra o padrdo de
referéncia internacional.

Toxina diftérica de referéncia: é preparada a partir de filtrados estéreis de sobrenadantes de cultivos
liquidos de C. diphtheriae. O filtrado deve ser concentrado, purificado por métodos fisicos ou
quimicos e liofilizado. ApoOs a reconstituicdo da toxina, adicionar solucdo salina glicerinada e
armazenar a -20 °C.
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Determinacdo da dose teste de toxina (L+): diluir a Antitoxina diftérica de referéncia para 5 Ul/mL,
com solucdo fisiolégica a 0,85% (p/v). Diluir a Toxina diftérica de referéncia para concentracao
conhecida, com solugdo fisiologica a 0,85% (p/v). Em uma série de tubos de ensaio, adicionar
volumes variaveis de toxina e volume constante da Antitoxina diftérica de referéncia diluida. Igualar
o0s volumes com solugdo fisioldgica a 0,85% (p/v). Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos.
Inocular em cada cobaia de 250 g a 350 g, por via subcutanea, com volume que contenha 1 Ul de
Antitoxina diftérica de referéncia em grupos de, no minimo, quatro cobaias por mistura. Observar os
animais até 96 horas e registrar o numero de mortos em cada dilui¢do. O L+ (limite morte) ou dose
teste da toxina é a menor quantidade de toxina, que, quando combinada com 1 Ul de Antitoxina
diftérica de referéncia, provoca a morte dos animais no periodo de observacao estipulado.

Determinacéo da poténcia do soro: diluir a Toxina diftérica de referéncia com solucéo fisiologica a
0,85% (p/v) para uma dose de 10 L+. Em uma série de tubos de ensaio, distribuir volumes variaveis
da amostra. Adicionar 1 mL da Toxina diftérica de referéncia diluida. Igualar os volumes para 10 mL
com o mesmo diluente. Homogeneizar e incubar as misturas a 37 °C por 60 minutos. Inocular uma
dose de 2 mL em cada uma das cobaias de 250 g a 350 g, por via subcutanea, em grupos de, no
minimo, quatro cobaias por mistura. Observar os animais até 96 horas apds a inoculacéo e registrar o
nimero de mortos. Nas mesmas condi¢bes descritas e paralelamente, realizar a prova com a
Antitoxina diftérica de referéncia, com o objetivo de verificar a validade da prova e estabelecer
correlagdo no calculo do titulo. Determinar as doses efetivas 50% (DEsgq) da amostra e da Antitoxina

diftérica de referéncia, utilizando um método estatistico adequado. Para a determinacdo ser
considerada valida é necessario que: (a) a faixa de resposta produzida (DEsg) esteja entre a maior e a
menor dilui¢do utilizada na amostra teste e padrao, formando a curva de regressao que deve apresentar
uma relacéo linear; (b) os limites de confianca (P = 0,95) devem estar entre 50% e 200% da poténcia
calculada. Calcular a poténcia do soro em teste, segundo a expressao:

.o ul DEsq da amostra testada Ul o L
Poténcia (—) = — —— X —da antitoxina de referéncia
mL DEsq da antitoxina de referéncia  mL

No minimo 1000 Ul/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes
do envase.

Alternativamente, pode ser utilizado um método in vitro, como ELISA ou teste em celula VERO,
desde gue sejam validados contra o teste de soroneutralizagdo descrito.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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SORO ANTIELAPIDICO (BIVALENTE)
Immunoserum elapidicum

O soro antielapidico (bivalente) € uma solucdo que contém imunoglobulinas especificas purificadas,
obtidas a partir de plasma de animais hiperimunizados com veneno de Micrurus frontalis e Micrurus
corallinus. Cumpre as especificacOes e testes descritos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano. Contém, em cada mililitro, imunoglobulinas suficientes para neutralizar 1,5 mg do veneno
de referéncia de M. frontalis.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de ldentificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de M. frontalis.

B. Satisfaz aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
(Dose Efetiva 50%) para proteger animais suscetiveis contra os efeitos letais de uma dose fixa do
Veneno de referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de venenos que representam a distribuicdo geografica da

espécie Micrurus frontalis. Deve ser liofilizado e mantido a -20 °C. O veneno é padronizado pela
determinacédo da Dose Letal 50% (DLg().

Determinagéo da DLgq do veneno: proceder conforme descrito em Determinagéo da DLgq do veneno
da monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).

Determinacéo da poténcia do soro: proceder conforme descrito em Determinacao da poténcia do
soro da monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).
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No minimo 1,5 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes do
envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.
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SORO ANTIESCORPIONICO
Immunoserum escorpionicum

O soro antiescorpionico é uma solucdo que contém imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas
a partir de plasma de animais hiperimunizados com antigeno do género Tityus serrulatus. Cumpre as
especificacOes e testes prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Contém,
em cada mililitro, imunoglobulinas suficientes para neutralizar 1,0 mg do veneno de referéncia de
Tityus serrulatus.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de ldentificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de T. serrulatus.

B. Satisfaz aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
(Dose Efetiva 50%) para proteger animais suscetiveis contra os efeitos letais de uma dose fixa do
Veneno de referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de venenos que representam a distribuicdo geografica da

espécie Tityus serrulatus. Deve ser liofilizado e mantido a -20 °C. O veneno é padronizado pela
determinacédo da Dose Letal 50% (DLg().

Determinagéo da DLgq do veneno: proceder conforme descrito em Determinagéo da DLgq do veneno
da monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).

Determinacéo da poténcia do soro: proceder conforme descrito em Determinacao da poténcia do
soro da monografia de Soro antibotrépico (pentavalente).
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No minimo 1,0 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes do
envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.
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SORO ANTILONOMICO
Immunoserum lonomicum

O soro antilonémico é uma solucdo que contém imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados com extrato de Lonomia obliqua. Cumpre as
especificacdes e controles prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Contém,
em cada mililitro, imunoglobulinas suficientes para neutralizar 0,35 mg de veneno de referéncia de
L. obliqua.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de ldentificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno do extrato das cerdas de Lonomia obliqua.

B. Satisfaz aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria (Dose
Efetiva 50%) para proteger 0s animais suscetiveis contra a incoagulabilidade sanguinea provocada
por uma dose fixa do veneno de L. obliqua.

Veneno de referéncia: veneno extraido de L. obliqua por maceracéo das cerdas com solugédo salina
tamponada. Apds a centrifugacdo do extrato, o sobrenadante contendo o veneno é distribuido em
frascos e deve ser mantido a -20 °C. O veneno é padronizado pela determinacdo da Dose de
Incoagulabilidade 50% (Dlgq).

Determinagéo da Dlgq do veneno: efetuar dilui¢ces do Veneno de referéncia com solugéo fisiologica
a 0,85% (p/v), utilizando fator de dilui¢do constante de 1:1 a 1:5, e igualando os volumes finais com
0 mesmo diluente. Inocular, por via intraperitoneal, 0,5 mL por camundongo, de cada diluigdo, em
grupos de, no minimo, seis camundongos BALB/c, machos, de 18 g a 22 g. Observar 0s animais por
duas horas ap0s a inoculagéo e coletar, com o auxilio de pipeta Pasteur, aproximadamente, 300 pL
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de sangue por puncao do plexo retro-orbital. Transferir para tubo de ensaio e determinar o tempo de
coagulacdo por observacéo visual. O tempo méximo de coagulacdo é de dois minutos. As amostras
de sangue que ndo formam coagulo no intervalo de tempo estipulado sédo consideradas como
incoaguléaveis. Registrar 0 nimero de animais com auséncia de coagulacdo sanguinea e o total de
animais sangrados. Calcular a Dlgq utilizando método estatistico adequado. A faixa de resposta

(porcentagem de incoagulaveis) deve estar entre a maior e a menor diluicdo utilizada na amostra teste,
formando a curva de regressao em que deve existir relacdo linear. Os limites de confianga ndo devem
ser amplos, indicando melhor precisao do ensaio, quanto menores forem os seus limites. Expressar o
resultado em microgramas de veneno por 0,5 mL.

Determinacdo da poténcia do soro: efetuar diluigdes progressivas da amostra em solucao fisioldgica
a 0,85% (p/v), utilizando fator de diluicdo constante de 1:1 a 1:5, de maneira que o volume final apos
a mistura com a dose desafio de 3 Dl5q do Veneno de referéncia seja idéntico em todos os tubos de

ensaio. Homogeneizar e incubar a mistura a 37 °C por 60 minutos. Inocular, por via intraperitoneal,
0,5 mL por camundongo, de cada mistura, em grupos de pelo menos seis camundongos BALB/c,
machos, de 18 g a 22 g. Observar os animais até duas horas ap6s a inoculagdo e, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, coletar aproximadamente 300 uL de sangue por puncdo do complexo retro-
orbital. Transferir para tubo de ensaio e determinar o tempo de coagulacdo por observacao visual. As
amostras de sangue que formam coagulo no intervalo de até dois minutos sdo consideradas como
coagulaveis. Registrar o numero de animais nos quais ocorre coagulacdo sanguinea e o total de
animais sangrados. Calcular a Dose Efetiva 50% (DEgq) em microlitros, utilizando método estatistico

adequado. A faixa de resposta (porcentagem de coagulaveis) deve estar entre a maior e a menor
diluicdo utilizada na amostra teste, formando a curva de regressdo que deve apresentar relacéo linear.
Os limites de confianga ndo devem ser amplos, indicando melhor preciséo do ensaio, quanto menores
forem seus limites. Calcular a poténcia, em miligramas por mililitro, segundo a expressao:

Tv —1
DEs,

Poténcia (w) =

X Dlco d
L 50 Ao veneno

em que
Tv = nimero de Dlgq utilizada por camundongo na dose teste do veneno.

O titulo da poténcia é expresso em miligramas de veneno neutralizados por mL da amostra. No
minimo 0,35 mg/mL. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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SORO ANTILOXOSCELICO (TRIVALENTE)
Immunoserum loxoscelicum

soro antiloxoscélico (trivalente); 09983

O soro antiloxoscélico € uma solucao que contém imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados com antigeno do género Loxosceles, composto por
venenos das aranhas Loxosceles gaucho, Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta. Cumpre as
especificacdes e controles prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Cada
mililitro contém imunoglobulinas suficientes para neutralizar 15 doses minimas necrosantes (DMN)
de veneno de referéncia de L. intermedia.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de L. intermedia.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Cumpre os Ensaios fisico-quimicos descritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cumpre os Testes de seguranca bioldgica descritos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria para
proteger animais suscetiveis contra os efeitos dermonecroticos de uma Dose Minima Necrosante
(DMN) do Veneno de referéncia.

Veneno de referéncia: veneno extraido de L. intermedia, o qual deve ser liofilizado ou cristalizado e
mantido a -20 °C. O veneno é padronizado pela determinacdo da DMN, que é a menor quantidade de
veneno capaz de provocar, em até 72 horas, uma necrose de aproximadamente um centimetro de
didmetro, por inje¢éo intradérmica na face interna da orelha de coelho.

Determinacéo da DMN de veneno: reconstituir a preparacao liofilizada ou cristalizada de veneno para
determinada concentracdo (p/v) com solucdo fisioldgica a 0,85% (p/v). Efetuar diluicBes em
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progressao geométrica com o mesmo diluente, iniciando com uma dose de 3 mg de veneno e
utilizando fator de diluigdo constante, ndo superior a 1,5.

Inocular, em dois coelhos albinos de 1,8 kg a 2,3 kg, por via intradérmica, um volume de 0,1 mL de
cada diluicdo na face interna das duas orelhas de cada coelho. Observar os animais até 72 horas ap0s
a inoculagdo, registrar o aparecimento de dermonecrose e medir as lesées. A DMN ¢ calculada
segundo a expressao:

A+B
DMN=T

em que

DMN = dose minima necrética (cm);
A = média entre os didmetros maximos nos quatro pontos inoculados;
B = média entre os didmetros minimos nos quatro pontos inoculados.

O resultado é expresso pela menor quantidade, em mg, de veneno, capaz de provocar uma lesao
dermonecratica de aproximadamente 1 cm de diametro.

Determinacéo da poténcia do soro: efetuar diluicbes da amostra em solucao fisioldgica a 0,85% (p/v),
de forma a determinar a maior diluigdo que neutraliza 1 DMN do Veneno de referéncia, utilizando
um fator de diluicdo constante, ndo superior a 1,5. Reconstituir e diluir o Veneno de referéncia com
solucdo fisiolégica a 0,85% (p/v), de modo que cada dose de 0,1 mL a ser inoculada por animal
contenha 1 DMN. Injetar, por via intradérmica, a dose de 0,1 mL dessa diluicdo do Veneno de
referéncia na face interna de uma das orelhas de cada um de trés coelhos. Em seguida, administrar 1
mL de soro diluido na veia marginal da orelha oposta aquela em que foi inoculado o veneno. Em
paralelo, realizar um controle do veneno por meio da inoculagdo de 1 DMN por orelha em, no minimo,
mais um coelho. Observar 0s animais até 72 horas ap06s a inoculacdo, quanto ao aparecimento de
dermonecrose. Registrar a maior diluicdo do soro que ndo provoca necrose. O titulo da poténcia é
expresso em DMN de veneno neutralizado, por mililitro do soro.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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SORO ANTIRRABICO

soro antirrabico; 09984

O soro antirrabico é uma solucao que contém imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a partir
de plasma de animais hiperimunizados contra o virus da raiva. Na imunizacdo dos animais sdo
utilizadas cepas de virus fixo inativado ou ndo, replicadas em cultivo de células distintas daquelas
utilizadas na preparacdo da vacina raiva (inativada) de uso humano. Cumpre as especificagoes e
controles prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Contém, em cada
mililitro, no minimo, 200 UI.

IDENTIFICACAO

Os métodos de Doseamento podem ser utilizados.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia Soros hiperimunes para uso
humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia Soros hiperimunes para
uso humano.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Método de soroneutralizacdo em camundongos.

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
(Dose Efetiva 50%) para proteger camundongos contra os efeitos letais de uma dose desafio de virus
rabico. Para avaliacdo comparativa da poténcia da amostra, utiliza-se soro equino liofilizado de
referéncia, aferido em unidades internacionais, pelo soro padrdo internacional distribuido pela
Organizacdo Mundial da Saude.

Virus desafio: cepa CVS (challenge virus standard), de Dose Letal 50% (DLso) conhecida.
Determinacé@o da DLso: efetuar diluicbes decimais seriais de virus com solucdo de agua destilada

contendo 2% (v/v) de soro normal de origem animal ou 0,75% (p/v) de albumina bovina.
Homogeneizar e inocular, por via intracerebral, um volume de 30 uL de cada diluicdo em grupos de,
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no minimo, 10 camundongos albinos suicos de 10 g a 15 g. Observar os animais durante 14 dias.
Calcular a DLsp por método estatisticamente comprovado, utilizando o nimero em cada grupo que
morrer ou desenvolver sintomas de raiva, entre 0 5° e 14° dias. A faixa de resposta produzida
(porcentagem de mortes) deve estar entre a maior e a menor diluicdo utilizada, formando a curva de
regressao, que deve apresentar uma relacéo linear.

Determinacéo da poténcia do soro: efetuar diluicGes seriais da amostra, com o mesmo diluente
descrito na Determinacdo da DLsg, utilizando fator de diluicdo constante, ndo superior a 2, até que
seja atingida diluicdo em que, supostamente, ndo haja neutralizagdo. Transferir para tubos de ensaio
um volume constante de cada uma das quatro Gltimas dilui¢des. Preparar diluicdo do Virus desafio,
para que contenha 100 DLsg a 500 DLso iniciais, utilizar o mesmo diluente. Adicionar em cada um
dos quatro tubos, ja contendo soro, 0 mesmo volume da diluicdo de desafio, de maneira que sejam
obtidas diluicbes dobradas de virus, que contenha 50 DLso a 250 DLso da amostra em teste.
Homogeneizar as misturas. Proceder de maneira idéntica para o soro de referéncia. Paralelamente,
para determinar o numero real de DLso utilizado como desafio, preparar quatro diluigdes decimais
sucessivas com 0 mesmo diluente, a partir da diluicdo utilizada como desafio. Distribuir um volume
constante de diluente em cada um de quatro tubos de ensaio e transferir para 0s mesmos, iniciando
pela diluicdo desafio, 0 mesmo volume de cada uma das dilui¢Bes seriadas de virus. Homogeneizar,
obtendo dilui¢cBes dobradas do virus desafio. Incubar as misturas de soros mais virus e virus mais
diluente em banho-maria a (37 £ 0,5) °C, durante 90 minutos. Inocular, por via intracerebral, um
volume de 30 pL de cada mistura, em grupos de, pelo menos, oito camundongos albinos suicos de 10
g a 15 g. Observar os animais de cada grupo durante 14 dias e registrar o nimero de animais que
morreram ou apresentaram sintomas de raiva, no periodo de 5 a 14 dias apds o desafio.

Calcular as Doses Efetivas 50% (DEso) da amostra e do soro de referéncia, assim como a DLso do
virus desafio, por método estatisticamente validado. A faixa de resposta produzida (porcentagem de
sobrevivéncia) deve estar entre a maior e a menor diluicdo utilizada na amostra teste e padrdo,
formando a curva de regressdo, que deve apresentar uma relacdo linear. A poténcia é determinada
segundo a expresséo:

Ul A
Ul DEsoda amostra em teste X conc.em mdo soro de referéncia

Poténcia

DEs5ydo soro de referéncia

A poténcia estimada deve ser de, no minimo, 200 UI/mL e os limites de confianga ndo devem estar
abaixo de 25% ou acima de 400% da atividade determinada.

B. Método de soroneutralizacdo de virus rabico em células BHK21.

Pré-diluir os soros de referéncia e amostra teste para a concentracdo aproximada de 1 UI/mL e fazer
diluigbes em série na razdo 2, usando meio Eagle-MEM com 2,5% de soro fetal bovino. Colocar 50
uL de cada uma dessas diluigdes em microplaca de poliestireno de 96 orificios e adicionar 0 mesmo
volume de uma diluig&o de virus fixo CVS-11 em células BHK?21, de forma a obter de 30 a 300 doses
formadoras de focos fluorescentes 50% (DFFso) ap6s a mistura com os soros. Na mesma placa fazer
uma titulagdo do virus CVS-11 com quatro dilui¢cdes seriadas na base 10, sendo a primeira igual a
diluicdo adicionada aos soros teste e de referéncia. Incubar a microplaca com as misturas de soro e
virus em estufa com 5% de CO; a 37 °C durante 90 minutos. Em seguida, adicionar a cada orificio
100 pL de uma suspensao contendo 3,7 x 104 células BHK21 em meio Eagle MEM com 2,5% de soro
fetal bovino. Em dois orificios colocar apenas o meio de cultura e as células para controle das mesmas.
Incubar novamente a microplaca a 37 °C em estufa com 5% de CO> durante 22 horas. Lavar as células
com solucéo salina tamponada com fosfatos pH 8,0 e fixa-las com acetona a 80% resfriada a -20 °C
por 15 minutos. Adicionar uma imunoglobulina antinucleocapsideo rabico conjugada com
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isotiocianato de fluoresceina e manter a 37 °C durante 30 minutos. Lavar as placas duas vezes em
solucdo salina tamponada com fosfato pH 8,0. Observar oito campos em cada orificio da microplaca
em microscopio de fluorescéncia invertido com aumento de 200 vezes. Considerar positivo 0 campo
que contenha um ou mais focos fluorescentes.

Calcular as Doses Efetivas 50% (DEsp) da amostra e do soro de referéncia, assim como a DLso do
virus desafio, por método estatisticamente validado. A faixa de resposta produzida (porcentagem de
focos fluorescentes) deve estar entre a maior e a menor diluigdo utilizada na amostra teste e padrao,
formando a curva de regressao, que deve apresentar uma relacdo linear e a analise estatistica deve
demonstrar uma inclinagao significativa das linhas dose/resposta e sem desvios significativos de
linearidade e paralelismo. A poténcia é determinada segundo a expressao:

Ul A
DEoda amostra em teste X conc.em mdo soro de referéncia

Ul
Poténcia |— = ——
mL DEsydo soro de referéncia

A poténcia estimada deve ser de, no minimo, 200 UIl/mL e os limites de confianga ndo devem estar
abaixo de 80% ou acima de 125% da atividade determinada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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SORO ANTITETANICO
Immuno serum tetanicum ad usum humanum

O soro antitetanico é uma solucdo que contém imunoglobulinas purificadas, obtidas a partir de plasma
de animais hiperimunizados contra a toxina produzida pelo Clostridium tetani. Cumpre as
especificaces e testes prescritos na monografia de Soros hiperimunes para uso humano. Contém em
cada mililitro, no minimo, 1000 Ul de antitoxina.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno a toxina de C. tetani.

B. Satisfaz aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas da monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos da monografia de Soros hiperimunes para
uso humano.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica da monografia de Soros hiperimunes
para uso humano.

DOSEAMENTO

Com o ensaio de poténcia da amostra tem-se como objetivo determinar a dose neutralizante necessaria
para proteger os animais utilizados na prova contra os efeitos letais de uma dose teste da Toxina
tetanica de referéncia. A dose do soro em teste é comparada com a dose da Antitoxina tetanica de
referéncia necessaria para conferir a mesma protecao.

Antitoxina teténica de referéncia: o padréo de referéncia da antitoxina tetdnica é uma preparacao de
soro equino hiperimune liofilizado, que especificamente neutraliza a toxina tetanica. O titulo nominal
do padrdo de referéncia secundario deve ser aferido, periodicamente, em unidades internacionais
contra o padréo de referéncia internacional.

Toxina tetanica de referéncia: € preparada a partir de filtrados estéreis de sobrenadantes de cultivos
liquidos de C. tetani incubados durante cinco a sete dias. O filtrado deve ser concentrado, purificado
por métodos fisicos ou quimicos e liofilizado. Apos a reconstituicdo, adicionar solucdo salina
glicerinada e armazenar a -20 °C.
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Determinacdo da dose teste de toxina (Lp/10): diluir a Antitoxina tetanica de referéncia para 1
Ul/mL, com solucéo fisiolégica a 0,85% (p/v). Diluir a toxina para uma determinada concentracéo,
em solucéo fisioldgica contendo peptona a 1% (p/v). Em uma série de tubos de ensaio, adicionar
volumes variaveis de toxina e um volume constante da antitoxina de referéncia diluida. Igualar os
volumes com o mesmo diluente da toxina. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos. Inocular
em cada camundongo albino suico de 17 g a 22 g, por via subcutanea, com volume que contenha 0,1
Ul de Antitoxina tetanica de referéncia em grupos de, no minimo, 10 camundongos por mistura.
Observar os animais até 96 horas ap6s a inoculagdo e registrar o nimero de animais paraliticos por
mistura. O Lp/10 (limite paralisante por 10) ou dose teste da toxina é a menor quantidade de toxina
que, quando combinada com 0,1 Ul de Antitoxina tetanica de referéncia, provoca a paralisia dos
animais no periodo de observacdo estipulado.

Determinacéo da poténcia do soro: diluir a Toxina tetanica de referéncia com solucao fisiologica
tamponada contendo peptona a 1% (p/v) para uma dose de 10 Lp/10. A uma série de tubos de ensaio,
distribuir volumes varidveis da amostra. Adicionar 1 mL da Toxina tetanica de referéncia diluida e
igualar os volumes para 2 mL com o mesmo diluente. Homogeneizar e incubar as misturas a 37 °C
por 60 minutos. Inocular em cada camundongo albino suico de 17 g a 22 g, por via subcutanea, um
volume de 0,2 mL em grupos de, no minimo, 10 camundongos por mistura. Observar os animais até
96 horas apds a inoculacdo e registrar o0 nimero de animais paraliticos. Nas mesmas condicdes
descritas e paralelamente, realizar a prova com a Antitoxina tetanica de referéncia, com o objetivo de
verificar-se a validade da prova e estabelecer correlacdo no calculo do titulo. Determinar as doses
efetivas médias (DEsg) da amostra e da Antitoxina tetanica de referéncia, utilizando um método
estatistico adequado. Para a determinacdo ser considerada valida é necessario que: (a) a faixa de
resposta produzida (DEsp) esteja entre a maior e a menor diluigdo utilizada na amostra teste e padrao,
formando a curva de regressdo que deve apresentar uma relacao linear; (b) os limites de confianca
(P = 0,95) devem estar entre 50% e 200% da poténcia calculada. Calcular a poténcia do soro em teste,
segundo a expressao:

..o ul DEs, da amostra testada Ul S o
Poténcia (—) = — —— X —da antitoxina de referéncia
mlL DEsy da antitoxina de referéncia mL

No minimo 1000 Ul/mL. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes
do envase.

Alternativamente, pode ser utilizado um método in vitro, como ELISA ou ToBlI (toxin-binding
inhibition test), desde que sejam validados contra o teste de soroneutralizagdo descrito.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros hiperimunes para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-A PARA USO

HUMANO
Immunoserum adversus A

DEFINICAO

Séo preparacdes liquidas, estéreis, de cor azul artificial, limpidas, sem a presenca de particulas em
suspensao, contendo aglutininas especificas para o grupo sanguineo “A” ou “A,B” (incluindo os
subgrupos Al, A2, A1B e A2B), obtidas do plasma ou soro humano ou de cultura de célula
(hibridoma). Devem possuir conservante antimicrobiano. Quando apresentadas em forma liofilizada,
apos a sua reconstituicdo, devem possuir as mesmas carateristicas fisicas descritas para preparagdes
liquidas. Ndo devem possuir contaminag¢do por outros anticorpos reativos contra outros antigenos
eritrocitarios humanos, como o M9, Wr? e outros cuja frequéncia seja superior a 1% da populacao.
Quando obtidas do fracionamento do plasma humano, esse deve apresentar altos titulos para esse
anticorpo. Devem ser testadas com eritrocitos dos grupos “O” e “B” comprovando a sua ndo
especificidade para esses grupos sanguineos. Realizar teste de poténcia comparando o reagente com
um soro de referéncia anti-A reconhecido, apresentando resultado equivalente ou superior quando
testado numa mesma amostra de suspensdo de heméacias do grupo sanguineo A.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar visualmente durante o armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer indicio ou suspeita de contaminagdo
microbiana, a unidade é imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente validados séo realizados de modo a garantir
os parametros de qualidade discriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de qualidade para o soro reagente de tipagem sanguinea anti-A para uso humano.

Palngl _de In.tens~|dade,d_e Teste de avidez Titulo
hemacias aglutinacdo (minima)
AL 3+ Até 15 segundos 256
Az 2+ Até 30 segundos 128
A:B 3+ Até 30 segundos 128
AzB 2+ Até 45 segundos 64
EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem sanguinea anti-A para uso humano,
acompanhado de conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50 pL.

ROTULAGEM

Observar legislacéo vigente. O rotulo das embalagens deve ter o fundo branco com letras de cor azul.
Deve constar na bula que o soro foi testado para os virus da hepatite B, hepatite C e HIV, porém
nenhuma metodologia conhecida oferece segurancga para os produtos derivados do sangue humano e
que os cuidados de biosseguranca devem ser respeitados. Quando obtido do plasma/soro humano,
deve satisfazer as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento. Além disso, o
rotulo ou a bula devem conter, no minimo, as seguintes recomendagdes:
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que a tipagem sanguinea deve ser realizada em tubo ou placa em U;

que o prazo de validade depende da forma de apresentacéo do soro (forma liquida: até um ano se
conservado entre 2 °C e 6 °C ¢ até dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até um ano se conservado entre 2 °C e 6 °C.
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SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-A,B PARA USO

HUMANO
Immunoserum adversus A,B

DEFINICAO

Séo preparacdes liquidas, estéreis, incolores, limpidas, sem a presenca de particulas em suspensao,
capazes de aglutinar eritrocitos humanos do grupo sanguineo “A”, “B” ou “A,B” (incluindo os
subgrupos “A1B” e “A2B”), obtidas do plasma ou soro humano ou de cultura de célula (hibridoma).
Devem possuir conservante antimicrobiano. Quando apresentadas em forma liofilizada, apos a sua
reconstituicdo, devem possuir as mesmas caracteristicas fisicas descritas para preparacdes liquidas.
N&o devem possuir contaminacgao por outros anticorpos reativos contra outros antigenos eritrocitarios
humanos, como o M9, Wr? e outros cuja frequéncia seja superior a 1% da populacdo. Quando obtidas
do fracionamento do plasma humano, esse deve apresentar altos titulos para este anticorpo. Devem
ser testadas com eritrocitos do grupo “O” comprovando a sua ndo especificidade para esse grupo
sanguineo. Realizar teste de poténcia comparando o reagente com um soro de referéncia anti-A,B
reconhecido, apresentando resultado equivalente ou superior quando testado numa mesma amostra
de suspensdo de hemécias do grupo sanguineo A,B.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar visualmente durante o armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer indicio ou suspeita de contaminagdo
microbiana, a unidade é imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente validados séo realizados de modo a garantir
os parametros de qualidade discriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de qualidade para soro reagente
de tipagem sanguinea anti-A,B para uso humano.

Palngl _de In.tens~|dade,d_e Teste de avidez Titulo
hemacias aglutinacdo (minima)
AL 3+ Até 15 segundos 256
A:B 3+ Até 15 segundos 256
B 3+ Até 15 segundos 256
Az 3+ Até 30 segundos 128
EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem sanguinea anti-A,B para uso humano,
acompanhado de conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50 pL.

ROTULAGEM

Observar legislacdo vigente. O rotulo das embalagens deve ter o fundo branco com letras de cor
laranja. Deve constar na bula que o soro foi testado para os virus da hepatite B, hepatite C e HIV,
porém nenhum método conhecido oferece seguranga para os produtos derivados do sangue humano
e que os cuidados de biosseguranca devem ser respeitados. Quando obtido do plasma/soro humano
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deve satisfazer as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento. Alem disso, 0
rotulo ou a bula devem conter, no minimo, as seguintes recomendagdes:

e Que atipagem sanguinea deve ser realizada em tubo ou placa em U;
e Que o prazo de validade depende da forma de apresentacao do soro (forma liquida: até um ano se

conservado entre 2 °C e 6 °C e até dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até um ano se conservado entre 2 °C e 6 °C.
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SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-B PARA USO

HUMANO
Immunoserum adversus B

DEFINICAO

Séo preparacdes liquidas, estéreis, de cor amarelo artificial, limpidas, sem a presenca de particulas
em suspensao, capazes de aglutinar eritrocitos humanos do grupo sanguineo “B” ou “A,B” (incluindo
os subgrupos “Al1B” e¢ “A2B”), obtidas do plasma ou soro humano ou de cultura de célula
(hibridoma). Devem possuir conservante antimicrobiano. Quando apresentadas em forma liofilizada,
apos a sua reconstituicdo, devem possuir as mesmas carateristicas fisicas descritas para preparagdes
liquidas. Nao devem possuir contaminagdo por outros anticorpos reativos contra outros antigenos
eritrocitarios humanos, como o M9, Wr? e outros cuja frequéncia seja superior a 1% da populacao.
Quando obtidas do fracionamento do plasma humano, este deve apresentar altos titulos para este
anticorpo. Devem ser testadas com eritrocitos dos grupos “A” e “O” comprovando a sua nio
especificidade para estes grupos sanguineos. Realizar teste de poténcia comparando o reagente com
um soro de referéncia anti-B reconhecido, apresentando resultado equivalente ou superior quando
testado numa mesma amostra de suspensdo de heméacias do grupo sanguineo B.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar visualmente durante o armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer indicio ou suspeita de contaminagdo
microbiana, a unidade é imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente validados séo realizados de modo a garantir
os parametros de qualidade discriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de qualidade para o soro reagente
de tipagem sanguinea anti-B para uso humano.

Palngl _de In.tens~|dade,d_e Teste de avidez Titulo
hemacias aglutinacdo (minima)
B 3+ Até 15 segundos 256
AiB 3+ Até 15 segundos 256
EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem sanguinea anti-B para uso humano,
acompanhado de conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50 pL.

ROTULAGEM

Observar legislacdo vigente. O rotulo das embalagens deve ter o fundo branco com letras de cor
amarela. Deve constar na bula que o soro foi testado para os virus da hepatite B, hepatite C e HIV,
porém nenhum método conhecido oferece segurancga para os produtos derivados do sangue humano
e que os cuidados de biosseguranca devem ser respeitados. Quando obtido do plasma/soro humano
deve satisfazer as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento. Além disso, o
rotulo ou a bula devem conter, no minimo, as seguintes recomendagdes:
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que a tipagem sanguinea deve ser realizada em tubo ou placa em U;

que o prazo de validade depende da forma de apresentagédo do soro (forma liquida: até um ano se
conservado entre 2 °C e 6 °C e até dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até um ano se conservado entre 2 °C e 6 °C.
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SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-RH (ANTI-D, ANTI-

C, ANTI-E, ANTI-c, ANTI-e E ANTI-CW) PARA USO HUMANO
Immunoserum adversus Rh

DEFINICAO

Séo preparacdes liquidas, estéreis, incolores, limpidas, sem a presenca de particulas em suspensao,
aglutininas para antigenos do sistema ABO e aloanticorpos, obtidas do plasma ou soro humano ou a
partir de cultura de célula (hibridoma). Devem possuir conservante antimicrobiano. Quando
apresentadas em forma liofilizada, apds a sua reconstituicdo, devem possuir as mesmas caracteristicas
fisicas observadas nas preparacgdes liquidas. Ndo devem ser adicionados corantes artificiais. Podem
ser apresentadas na forma de imunoglobulina IgM em solugdo salina com baixa concentragdo
proteica, na forma de 1gG em solugdo com alta concentracdo proteica, na forma de misturas das
imunoglobulinas 1gG e IgM ou ainda a IgG modificada quimicamente.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar visualmente durante o armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer indicio ou suspeita de contaminagdo
microbiana, a unidade é imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente validados séo realizados de modo a garantir
os parametros de qualidade relacionados na Tabela 1 e na Tabela 2.

Os principais soros para tipagem do sistema Rh estdo listados na Tabela 1, cada um reagindo com
o(s) antigeno(s) designado(s) pela letra correspondente (terminologia de Fisher-Race) e a
nomenclatura alternativa (Weiner).

Tabela 1 — Terminologia segundo Fisher-Race e Weiner.

. Antigeno
Antissoro Fisher-Race | Weiner

Anti-D D Rho
Anti-C C rh”
Anti-E E rh”™”
Anti-CD DeC Rho e rh”
Anti-DE DeE Rhoerh™
Anti-CDE D,CeE Rho,rh" erh™
Anti-c c hr’
Anti-e e hr”
Anti-C" cv rh’w

Cada soro deve atender aos requisitos do teste para poténcia. No caso de soros salinos, para teste em
tubos de ensaio, sdo feitos em paralelo com o soro padréo de referéncia anti-D, anti-C ou anti-E, ndo
podendo os resultados serem inferiores ao padrdo. Nao ha padrdo de referéncia para o anti-c e anti-e
em meio salino, devendo o teste de reatividade utilizar suspensdo de hemécias de 3% a 5% com
fenotipos conforme a Tabela 2.

No caso de soros, para uso em placa ou em tubo para teste rapido, sdo feitos em paralelo com o soro
padrdo de referéncia anti-D, anti-C, anti-E, anti-c ou anti-e, ndo podendo os resultados serem
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inferiores ao padrédo, devendo o teste de reatividade utilizar suspensdo de hemécias de 3% a 5% com
fenotipos conforme a Tabela 2.

O teste de avidez para 0s soros reagentes, para uso em placa e tubo, atendem aos mesmos requisitos
do teste de poténcia descrito nas monografias Soro reagente de tipagem sanguinea anti-A para uso
humano, Soro reagente de tipagem sanguinea anti-B para uso humano e Soro reagente de tipagem
sanguinea anti-A,B para uso humano.

Podem ser utilizadas hemacias do grupo A, B, AB ou O.

Tabela 2 - Relacdo entre anticorpos e fendtipos das células.

Soro \ Fenétipo da célula
Anti-D cDe
Anti-C Ccde
Anti-E cdEe
Anti-CD cDe, Ccde
Anti-DE cDe, cdEe
Anti-CDE cdEe, cDe, Ccde
Anti-c CcDEe
Anti-e cdEe
Anti-C%W rhw?

O soro anti-D (anti-Rh(D) ou anti-Rho) deve apresentar reatividade de 3+, no minimo com hemacias
“O” ROr, “O” R1r e “O” R2r; avidez de até 30 segundos e no maximo titulo 32. O soro anti-D em
meio salino deve apresentar reatividade de 1+, no minimo com hemacias “O” ROr, “O” Rlr ¢ “O”
R2r; no maximo, titulo 8.

O soro anti-D ndo pode reagir com hemécias Rh negativas (rr), em temperatura ambiente e a 37 °C
ou no teste indireto da antiglobulina humana (teste de Coombs indireto), sem potencializador. O soro
tem que detectar D fraco. O soro controle deve possuir nas mesmas concentracdes as substancias
utilizadas, inclusive as proteinas e conservantes, e ndo deve apresentar reacdo de aglutinagdo com as
hemacias “O” ROr, R1r, R2r.

Cada soro deve atender aos requisitos dos ensaios de especificidade para o método mais sensivel,
recomendado pelo fabricante, em que devem ser testados com pelo menos quatro fenotipos positivos
e quatro fenotipos negativos conforme Tabela 3. Deve ser demonstrada a auséncia de contaminacao
de anticorpos reativos para os antigenos M9 e Wr?, assim como outros antigenos que possuem
incidéncia de 1% ou mais na populacdo em geral.

Tabela 3 — Relagio dos fenotipos a serem testados.
Soro \ Células
Anti-D CcDe, cDe, Ccde, cdEe, Aicde, B cde, O cde, o teste deve ser
realizado pela técnica de antiglobulina indireta, utilizando-se
células de trés diferentes doadores

Anti-C cDe, Ccde, cdEe, C + rhi neg. células, Aicde, B cde, O cde

Anti-E cDe, Ccde, cdEe, Aicde, B cde, O cde

Anti-CD cDe, Ccde, cdEe, Aicde, B cde, O cde, e onde recomendado para
a deteccdo do antigeno G, rér

Anti-DE cDe, Ccde, cdEe, A;cde, B cde, O cde

Anti-CDE cDe, Ccde, cdEe, A1 cde, B cde, O cde, e onde recomendado para

a deteccdo do antigeno G, r°r
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Anti-c Ccde, A1 CDe, B CDe, O CDe, e CDEe ou CDE ou CdE
Anti-e cdEe, A1 cDE, B cDE, O cDE, e CcDE ou CDE ou CdE
Anti-CcW rh"1 Airh": B rh"! e O CDe, e CDEe

Todos os glébulos vermelhos em suspensdo usados para estes procedimentos devem ser validados e
seus registros mantidos.

Antigenos com maior incidéncia na populacdo brasileira sdo os seguintes: A,B ,H, Le?, Le® I, K,
k, Kp?, KpB, Ic¢, P1,D, C E,c,e,C" M, N, S, s, U, Lu?, LuP, JkA, JK®, Fy?, FyP, Di® e DiB.

S&o também conhecidos Ga, Do?, Do, Yt?, YtB, Lan, Co?, Cao®, M9, Wr? e Sd?.
EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem sanguinea para uso humano especifico
acompanhado de conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50 pIL.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. O rotulo ou a bula devem conter, no minimo, as seguintes
recomendagoes:

e Que atipagem sanguinea deve ser realizada em tubo ou placa em U;
e Que o prazo de validade depende da forma de apresentacdo do soro (forma liquida: até um ano se

conservado entre 2 °C e 6 °C ¢ até dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até um ano se conservado entre 2 °C e 6 °C.
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SOROS HIPERIMUNES PARA USO HUMANO
Immunosera adusum humanum

Os soros hiperimunes séo preparag¢0es contendo imunoglobulinas purificadas, de origem animal, que
neutralizam especificamente toxinas bacterianas, bactérias, virus ou componentes toxicos do veneno
de uma ou mais espécies de animais peconhentos. Um conservante adequado pode ser adicionado e
o0 produto final é apresentado sob forma liquida ou liofilizada. O produto liquido € limpido, incolor
ou ligeiramente amarelado, ndo apresentando grumos ou particulas. O soro liofilizado consiste de pd
branco ou ligeiramente amarelado que, uma vez reconstituido, apresenta as mesmas caracteristicas
das preparac0es liquidas.

As imunoglobulinas purificadas sdo obtidas por tratamento enzimatico e precipitacdo fracionada, ou
por outros procedimentos quimicos ou fisicos, de plasmas de animais sadios imunizados com 0s
antigenos especificos. Durante o processo de imunizacdo, os animais ndo devem ser tratados com
penicilina ou estreptomicina.

Para assegurar a qualidade do produto nas diversas fases de processamento devem ser realizados
testes de esterilidade, pH, proteinas, atividade ou poténcia, por métodos in vitro ou in vivo.

Antes do envase, amostras do produto sdo submetidas as determinagdes que se seguem.
Cloreto de sodio. 0,70% (p/v) a 0,90% (p/v).
Fenol. No méaximo 0,35% (p/v).

Nitrogénio e proteinas. No maximo 0,30% (p/v) de nitrogénio ndo proteico. No maximo 15% (p/v)
de proteinas.

Poténcia. E determinada de acordo com os procedimentos indicados nas monografias respectivas.
Solidos totais. No maximo 20%.

Sulfato de amdnio. No méximo 0,20% (p/v). A preparacdo é distribuida assepticamente em ampolas
ou frascos-ampola. A liofilizacdo do produto, quando requerida, deve assegurar concentracdo de agua
ndo superior a 3% do produto final.

IDENTIFICACAO

A. Baseada na reacdo in vitro de antigeno-anticorpo por Imunodifuséo duplo radial (Ouchterlony).
Preparar gel de agar a 1% (p/v) e distribuir em 1dmina para microscopio, de modo que resulte em
camada fina. Colocar em estufa a 37 °C, sem secar. Adicionar 4 mL de agar na lamina e colocar a
temperatura de 2 °C a 8 °C em camara umida por uma hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma
distancia entre o orificio central e os periféricos. Preencher o orificio central com solucéo do antigeno
especifico e os periféricos com a amostra a testar, em dilui¢des variaveis. Preencher um dos orificios
com soro normal equino, para controle negativo. Incubar a 37 °C por 24 horas em camara Umida e
realizar a leitura em lampada para contraste. Observar a presenca de linha de precipitacéo, reacéo de
identidade entre os componentes analisados.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.
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CARACTERISTICAS
Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19). 6,0 a 7,0.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Cloreto de sodio. Em erlenmeyer de 50 mL, adicionar 10 mL da amostra diluida a 10% (v/v) em
agua bidestilada. Adicionar, com agitacdo, trés gotas de difenilcarbazona-azul de bromofenol SR e,
posteriormente, algumas gotas de &cido nitrico 0,20 M SV, até que a solucdo fique amarelo-
esverdeada. Efetuar ensaio em branco. Titular com nitrato de mercdrio (1) 0,01 M SV, até o ponto de
viragem, em que uma coloracgdo violeta indica o ponto final. Cada mL de nitrato de mercurio (I1) 0,01
M SV equivale a 1,170 mg de cloreto de sodio. E facultado ao produtor a utilizagdo do resultado
obtido no produto antes do envase. Entre 0,70% (p/v) e 0,90% (p/v).

Fenol. No maximo 0,35% (p/v).
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Diluir a amostra, de modo que a concentracdo de fenol esteja entre 5 ppm e 30 ppm. Adicionar 5
mL de tampdo borato pH 9,0, 5 mL de 4-aminoantipirina a 0,10% (p/v) e 5 mL de ferricianeto de
potassio a 5% (p/v). Em paralelo, preparar branco e uma curva de calibracdo de fenol com
concentragdes variando de 5 ppm a 30 ppm. Proceder as leituras das absorvancias (5.2.14) da amostra,
dos padrdes e do branco a um comprimento de onda de 546 nm, 10 minutos ap6s o término da reagao.
Utilizar a leitura dos padrdes para fazer a curva analitica e determinar a concentracdo de fenol na
amostra por interpolagao grafica ou regressao linear. E facultado ao produtor a utilizagao do resultado
obtido no produto antes do envase.

B. Adicionar 1 mL da amostra em um baldo volumétrico e completar o volume para 200 mL com
agua destilada. Dessa solucdo, tomar 5 mL e transferir para um baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar 3 mL de tampdo borato pH 9,0, 2,5 mL 4-aminoantipirina a 0,15% (p/v) e 0,5 mL de
ferricianeto de potassio a 5% (p/v). Agitar e completar o volume com agua destilada. Em paralelo,
preparar o branco e uma curva de calibracdo de fenol com concentragdes variando de 0,6 pg a 3,9 ug
de fenol por mililitro. Proceder as leituras das absorvancias (5.2.14) da amostra, dos padrdes e do
branco, em comprimento de onda de 495 nm, de 20 a 40 minutos ap06s o término da reacdo. Utilizar
a leitura dos padrd@es para fazer a curva analitica e determinar a concentracéo de fenol na amostra, por
interpolacdo gréafica ou regressao linear.

Nitrogénio proteico e proteinas. Proceder conforme descrito em Determinacgéo de nitrogénio pelo
metodo Kjeldahl (5.3.3.2). No maximo 0,3% (p/v) de nitrogénio ndo proteico e 15% (p/v) de
proteinas. Para determinar a concentracao de proteinas, multiplicar o resultado de nitrogénio proteico
por 6,25. E facultado ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Solidos totais. Em pesa-filtro previamente tarado, pesar com exatiddo 1 g da amostra, em duplicata,
e colocar na capela de exaustdo sobre placa de aquecimento, até a evaporacao do liquido. Transferir
0 pesa-filtro com a amostra para estufa a 105 °C e deixar por uma hora. Transferir aamostra dessecada
para dessecador, deixar por 30 minutos e pesar. Repetir o procedimento de dessecagdo até peso
constante. Calcular a porcentagem de solidos totais segundo a expresséo:
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% de sélidos totais = B x 100 C
em que

B = diferenca entre o pesa-filtro dessecado e o pesa-filtro vazio;
C = peso da amostra.

E facultado ao produtor a utilizagio do resultado obtido no produto antes do envase. No méaximo
20%.

Sulfato de amdnio. Diluir a amostra a 1% (v/v) com agua purificada e transferir 10 mL da solucéo
para tubo de Nessler. Transferir 1 mL de solucdo estoque de sulfato de amonio a 0,6% (p/v) para
baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua purificada. Diluir a solucdo em
proporcdes 1:2, 1:3, 1:4 e transferir 10 mL de cada dilui¢do para trés tubos de Nessler. Adicionar 1
mL de reagente de Nessler a cada um dos tubos contendo a amostra e os padrdes e comparar a cor. A
intensidade da cor da amostra ¢ igual ou menor que a da solucio padréo diluida a 1:3. E facultado ao
produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase. No maximo 0,2% (p/v).

Umidade residual. E determinada quando o produto é apresentado sob a forma liofilizada. Transferir
80 mg da amostra para um pesa-filtro previamente dessecado e tarado. Manter por trés horas em
atmosfera de pentoxido de fosforo anidro, sob pressdo ndo superior a5 mm de mercurio, a temperatura
de 60 °C. O pesa-filtro contendo a amostra é resfriado por 20 minutos em dessecador contendo silica-
gel e pesado imediatamente. A etapa de aquecimento e resfriamento é repetida até a obtencéo de peso
constante. O valor da umidade residual € a média do porcentual de perda de peso de trés avaliacdes
da amostra, no minimo. O método volumétrico para determinacdo de agua (5.2.20.1) também pode
ser utilizado. No maximo 3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste. Utilizar somente o0 método de filtracdo por membrana, que
deve ter porosidade nominal maxima de 0,45 um.

Teste para avaliacdo de pirogénios (5.5.2.7). Cumpre o teste. Nos casos em que o Teste de
pirogénios em coelhos (5.5.2.7.2) for permitido, injetar 1 mL/kg e n&o reutilizar os animais utilizados
no teste.

DOSEAMENTO

Para a determinac&o da poténcia, proceder conforme descrito na monografia especifica. E facultado
ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

A temperatura e o prazo de validade séo os indicados pelo fabricante do soro, tendo como base
evidéncias experimentais, aprovadas pela autoridade de controle regulatério nacional.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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TINZAPARINA SODICA
Tinzaparinum natricum

A tinzaparina sodica € um sal sodico de heparina de baixo peso molecular obtida por
despolimerizagdo enzimatica controlada da heparina de mucosa intestinal suina, utilizando-se a
heparinase de Flavobacterium heparinum. A maioria dos componentes possuem uma estrutura do
acido 2-O-sulfo-4-enepiranosuronico na regido da extremidade ndo redutora e uma 2N,6-O-disulfo-
D-glucosamina na regido da extremidade redutora da cadeia.

A tinzaparina sodica deve estar em conformidade com a monografia Heparina de baixo peso
molecular com as modificacOes e exigéncias adicionais descritas a seguir.

A massa molecular média relativa varia de 5500 Da a 7500 Da, com um valor caracteristico proximo
de 6500 Da. O grau de sulfatacdo é de 1,8 a 2,5 por unidade dissacaridica. A poténcia ndo deve ser
inferior a 70 Ul nem superior a 120 Ul de atividade antifator Xa por miligrama, calculado em relagéo
a substancia dessecada. A razdo da atividade antifator Xa pela a atividade antifator Ila é entre 1,5 e
2,5.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular, utilizar tinzaparina sddica padrao.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. O espectro obtido deve ser similar ao da tinzaparina padréo.

C. Proceder conforme descrito no teste C. de Identificacdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa molecular média relativa varia de 5500 Da a
7500 Da; a porcentagem em massa das cadeias inferiores a 2000 Da é, no maximo, 10%; a
porcentagem de cadeias com peso molecular entre 2000 Da e 8000 Da pode variar, no maximo, entre
60% e 72%; a porcentagem de cadeias com peso molecular acima de 8000 Da pode variar de 22% a
36%.

CARACTERISTICAS

Aspecto da preparacdo. Dissolver 1 g da amostra em 10 mL de agua. A preparacdo € limpida
(5.2.25).

ENSAIOS DE PUREZA

Absorvancia especifica. 8,0 a 12,5 em relacdo a substancia dessecada, determinada a 231 nm.
Dissolver 50 mg da amostra em 100 mL de acido cloridrico 0,01 M.
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TOXOIDE TETANICO ADSORVIDO
Toxoidum tetanicum adsorbatum

O toxoide tetanico é anatoxina tetanica diluida em solucdo salina tamponada e adsorvida pelo
hidroxido de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. E uma suspensao
opalescente, ligeiramente acastanhada, que ndo apresenta grumos ou particulas estranhas.

A preparagdo da toxina tetanica baseia-se no sistema de lote semente, que é uma quantidade de
ampolas contendo Clostridium tetani liofilizado, de composi¢do uniforme, obtido a partir de uma
cepa liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados para as preparacdes do lote-
semente e do inoculo de producdo devem possibilitar o crescimento de C. tetani. O meio de cultura
para preparacdo da toxina tetanica deve ser isento de substancias capazes de induzir reagdes toxicas
e/ou alérgicas ao ser humano. A toxina tetanica € um filtrado téxico obtido a partir do cultivo de C.
tetani em meio de cultura para preparagdo de toxina e coletado assepticamente em um (nico processo.
Ao final do cultivo e lise das células bacterianas, verifica-se a pureza da cultura por exame
microscopico ou inoculacdo da amostra em meios de cultura adequados. O limite de floculacéo
(Lf/mL) é avaliado, utilizando a técnica de Ramon.

Limite de floculacdo — Técnica de Ramon. Distribuir em tubos de ensaio volumes variaveis de
antitoxina tetanica padronizada. Adicionar em cada tubo um volume constante de 1 mL da amostra.
Homogeneizar e colocar em banho-maria a temperatura de 45 °C a 50 °C. Observar constantemente
e anotar o primeiro tubo que apresenta floculacdo e o tempo necessério. Determinar o Lf/mL da
amostra, multiplicando o volume de antitoxina de referéncia adicionada ao tubo pela sua concentracéo
em Lf.

A toxina é purificada por métodos fisicos ou quimicos e submetida aos controles de Lf/mL e pH.

A anatoxina tetanica € obtida por destoxificacdo da toxina tetanica concentrada, pela adicdo de
agentes quimicos em condicdes adequadas de pH e temperatura. O agente quimico mais utilizado é o
formaldeido a temperatura de 35 °C. S&o realizados controles de pH, Lf/mL e toxicidade especifica.

Toxicidade especifica. Nao diluir a anatoxina se ndo estiver concentrada. Diluir a amostra em
solucdo fisioldgica para 100 Lf/mL. Inocular 5 mL da dilui¢do, por via subcutanea, em cada uma de
pelo menos cinco cobaias de 250 g a 350 g. Observar os animais por quatro semanas. No minimo
80% dos animais inoculados tém que sobreviver durante o periodo de observacdo, sem apresentar
sinais de intoxicacgdo tetanica. Se mais de um animal morrer de causa ndo especifica durante o periodo
de teste, o teste pode ser repetido mais uma vez. Se mais de um animal morrer no segundo teste, a
amostra ndo cumpre com o teste.

A anatoxina purificada € preparada a partir de uma coleta individual ou da mistura de coletas
individuais de anatoxina e, apos processo de filtracdo esterilizante, um agente conservante pode ser
adicionado. N&o é permitido o uso de fenol, pois ele afeta as propriedades antigénicas do produto. A
anatoxina purificada é avaliada quanto a concentracao de antigeno (Lf/mL), esterilidade e aos testes
que se seguem.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm.
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pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra. Os limites devem ser determinados pelo historico no
registro do produto.

Atividade imunogénica. Proceder conforme descrito em Determinagao da atividade imunogénica.
No minimo 2 UI/mL ou 40 Ul/dose individual humana, conforme o método utilizado.

Toxicidade especifica. Proceder conforme descrito anteriormente para anatoxina tetanica, sendo que
a amostra é diluida para 500 Lf/mL e cada cobaia € inoculada com volume de 1 mL.

Pureza antigénica. Determinar o teor de nitrogénio proteico (5.3.3.2) e expressar a concentracdo em
mg/mL. A pureza antigénica é determinada pela relacdo da concentracdo antigénica em Lf/mL e a
concentracdo de nitrogénio proteico encontrada. O produto possui pureza antigénica de, no minimo,
1000 Lf/mg de nitrogénio proteico.

Reversao de toxicidade. Diluir a amostra para 25 Lf/mL em solucéo fisioldgica e distribuir em dois
frascos. Manter um dos frascos a temperatura de 4 °C a 8 °C e o outro entre 35 °C e 37 °C, por seis
semanas. Ao término das seis semanas, inocular o conteddo de cada frasco, por via subcutanea, em
cinco cobaias de 250 g a 350 g, sendo o volume do in6culo de 5 mL por animal. Os animais ndo
podem apresentar sinais de intoxicacao tetanica. Se mais de um animal morrer de causa nao especifica
durante o periodo de teste, o teste pode ser repetido mais uma vez. Se mais de um animal morrer no
segundo teste, a amostra ndo cumpre com o teste.

O toxoide tetanico é preparado pela diluicdo e adsor¢do, em compostos de aluminio, de determinada
quantidade de anatoxina. Uma dose para uso humano contém, no maximo, 25 Lf. Antes do envase,
amostras do produto sdo submetidas aos controles de esterilidade, atividade imunogénica, pH,
formaldeido residual, timerosal e aluminio.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

A. Adicionar citrato de s6dio a amostra da vacina até que se obtenha uma concentracdo de 5% a 10%
de citrato de s6dio. Manter a 37 °C por, aproximadamente, 16 horas e centrifugar. Utilizar o liquido
sobrenadante para a identificacdo. Outros métodos adequados podem ser utilizados para separacao
do adjuvante. Preparar gel de agar a 1% (p/v) em solucdo fisiol6gica tamponada e distribuir em lamina
para microscopio, de modo que resulte em fina camada. Colocar em estufa a 37 °C, sem secar.
Adicionar volume de 4 mL de &gar na lamina e colocar a temperatura de 2 °C a 8 °C em camara Umida
por uma hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma distancia entre o orificio central e os
periféricos. Preencher o orificio central com antitoxina tetanica de referéncia e os periféricos com a
amostra em diluicBes variaveis. Como controle positivo, preencher um dos orificios com toxoide
tetanico fluido. Incubar a 37 °C por 24 horas em camara imida e realizar a leitura em lampada para
contraste. Observar a presenca de linha de precipitacdo, reacdo de identidade entre os componentes
analisados.

B. Determinar o limite de floculagédo (Lf/mL) pela técnica de Ramon.

C. A Determinacao da atividade imunogénica pode ser utilizada.

CARACTERISTICAS
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pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina. Os limites devem ser determinados pelo historico
no registro do produto.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagéo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacao do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE IMUNOGENICA
Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Por Determinagéo do titulo antitoxico em soros de animais imunizados

Imunizacgéo e sangria dos animais: inocular 0,75 mL (metade da dose total humana) da amostra, por
via subcutanea, em cada uma de seis cobaias de 450 g a 550 g. Seis semanas ap0s a inoculacgéo, coletar
sangue de cada animal e extrair o soro. Misturar volumes iguais dos soros de, no minimo, quatro
cobaias.

Controle de limite paralisante (Lp) da toxina teténica padronizada: distribuir em uma série de tubos
de ensaio, volumes constantes de antitoxina tetanica de referéncia, aferida por padrdo internacional,
de maneira que o volume a inocular contenha 0,1 Ul. Acrescentar volumes varidveis de toxina tetanica
padronizada e igualar os volumes de todos os tubos com solucdo salina tamponada contendo 1% (p/v)
de peptona. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos. Inocular um volume constante de cada
diluicdo, por via subcutanea, em dez camundongos albinos suicos pesando entre 17 g e 22 g. Observar
0S animais quanto aos sintomas de paralisia pelo periodo de 96 horas apds a inoculacdo. Calcular a
dose paralisante 50% (Lp/10/50) por método estatistico adequado.

Titulacdo do soro: distribuir, em uma série de tubos de ensaio, volumes variaveis do soro da amostra
e do soro de referéncia. Acrescentar volume constante de toxina tetanica padronizada, de maneira que
0 volume a inocular por animal contenha 1 Lp/10/50. Igualar os volumes de todos os tubos com
solucgéo salina tamponada contendo 1% (p/v) de peptona. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60
minutos. Inocular cada mistura, por via subcutanea, em no minimo seis camundongos albinos sui¢os
pesando entre 17 g e 22 g. Observar os animais por um periodo de 96 horas apos a inoculacdo e
registrar o numero de animais ndo paraliticos em cada mistura. Os valores das doses efetivas médias
(DE50) da amostra e da antitoxina de referéncia sdo determinados, utilizando método estatistico
adequado. Os limites de confianca (P = 0,95) devem estar compreendidos entre 50% e 200% da
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poténcia estimada e a analise estatistica deve mostrar linearidade e paralelismo das curvas dose
resposta. Calcular a atividade imunogénica pela equacéo:

Al 4 C

==X
B

em que

Al = atividade imunogénica em Ul/mL;

A = DEg da antitoxina de referéncia;

B = DEgq da amostra;

C = Ul/mL da antitoxina de referéncia.

No minimo 2 UI/mL de soro. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

Pode ser utilizado um método in vitro, como ensaio imunoenzimatico ou ToBI (toxin-binding
inhibition test), desde que sejam validados contra o teste de soroneutralizacdo descrito.

B. Por Desafio em camundongos. Essa determinacdo comprova a atividade imunogénica do produto,
por comparacdo com um toxoide tetanico de referéncia aferido por um padréo internacional. Separar
nove grupos de, no minimo, 20 camundongos de 11 g a 14 g para a realizacdo do ensaio e um grupo
de 12 animais, sem inocular, para controle da toxina de desafio. Efetuar quatro diluicGes da amostra
com solucéo fisiologica, utilizando um fator de diluicdo 2. Proceder da mesma forma com o toxoide
teténico de referéncia. Imunizar, por via subcutanea, com um volume de 0,5 mL de cada diluicdo da
amostra por animal. Vinte e oito dias apds a imunizacdo, diluir a toxina tetanica padronizada em
solucéo salina tamponada contendo 1% (p/v) de peptona, de modo a conter 200 Dpgg/mL (dose

paralisante média) e inocular cada camundongo imunizado, por via subcutanea, com um volume de
0,5 mL da dose desafio de toxina padronizada. Observar 0s animais até 96 horas apos a inoculagéo e
registrar o nimero de vivos e sem paralisia em cada diluicdo. Paralelamente, como controle da dose
desafio, efetuar dilui¢des 1:50, 1:100 e 1:200 a partir da solucéo de toxina que contém 200 Dpgg/mL,

utilizando o mesmo diluente. Inocular 0,5 mL de cada dilui¢do, por via subcutanea, no grupo de 12
animais separados, divididos em grupo de quatro animais. Observar 0s animais até 96 horas apés a
inoculacdo e registrar o0 nimero de mortos e paraliticos em cada diluicdo. Todos os animais de
controle do desafio, inoculados com a dilui¢do 1:50, devem morrer ou apresentar paralisia e nenhum
dos animais inoculados com a diluicdo 1:200 deve morrer ou apresentar paralisia. Calcular as doses
efetivas médias (DEg() da amostra em teste e do toxoide de referéncia, utilizando um método de

andlise estatistico adequado. A faixa de resposta produzida (porcentagem de sobrevivéncia) deve estar
entre a maior e a menor dilui¢do utilizada na amostra teste e padrdo, os limites de confianca (P =
0,95) devem estar compreendidos entre 50% e 200% da poténcia estimada e a analise estatistica deve
mostrar linearidade e paralelismo das curvas dose resposta. Calcular a atividade imunogénica pela
equacao:

em que

Al = atividade imunogénica em Ul/dose individual humana;
A = DEgq do toxoide de referéncia;

B = DEgg da amostra;
C = Ul/dose individual humana do toxoide de referéncia.
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No minimo 40 Ul/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido
no produto antes do envase.

C. Por Desafio em cobaias. Essa determinagdo comprova a atividade imunogénica do produto, por
comparacdo com um toxoide tetanico de referéncia aferido por um padréo internacional. Separar oito
grupos de, no minimo, 16 cobaias de 250 g a 350 g para a realiza¢do do ensaio e um grupo de 12
animais, sem inocular, para controle da toxina de desafio. Efetuar quatro diluicdes da amostra com
solucéo fisiologica, utilizando um fator de diluigdo 2. Proceder da mesma forma com o toxoide
tetanico de referéncia. Imunizar, por via subcutanea, com um volume de 1 mL de cada diluicdo da
amostra por animal. Ap6s 28 dias da imunizacdo, diluir a toxina tetanica padronizada em solugao
salina tamponada contendo 1% (p/v) de peptona, de modo a conter 100 DLgg/mL e inocular cada

cobaia imunizada, por via subcutdnea, com um volume de 1 mL da dose desafio de toxina
padronizada. Observar os animais até 96 horas apds a inoculagédo e registrar o nimero de vivos em
cada diluicdo. Paralelamente, como controle da dose desafio, efetuar diluicdes 1:50, 1:100 e 1:200 a
partir da solucéo de toxina que contém 100 DLgp/mL, utilizando o mesmo diluente. Inocular 1 mL

de cada diluicéo, por via subcutanea, no grupo de 12 animais separados, divididos em grupo de quatro
animais. Observar os animais até 96 horas ap6s a inoculacao e registrar o nimero de mortos em cada
diluicdo. Todos os animais de controle do desafio inoculados com a diluicdo 1:50 devem morrer e
nenhum dos animais inoculados com a dilui¢do 1:200 deve morrer. Calcular as doses efetivas médias
(DEs() da amostra e do toxoide de referéncia, utilizando um método de analise estatistico adequado.

A faixa de resposta produzida (porcentagem de sobrevivéncia) deve estar entre a maior e a menor
diluicdo utilizada na amostra teste e padrdo, os limites de confianca (P=0,95) devem estar
compreendidos entre 50% e 200% da poténcia estimada e a analise estatistica deve mostrar
linearidade e paralelismo das curvas dose resposta. Calcular a atividade imunogénica pela equacéo:

Al = 4 X C
B
em que
Al = atividade imunogénica em Ul/dose individual humana;

A = DEgq do toxoide de referéncia;
B = DEgg da amostra;
C = Ul/dose individual humana do toxoide de referéncia.

No minimo 40 Ul/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido
no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre com o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA ADSORVIDA DIFTERIA E TETANO ADULTO
Vaccinum diphtheriae et tetani adsorbatum

vacina adsorvida difteria e tétano adulto; 09039

A vacina € uma mistura de anatoxinas diftérica e tetanica, diluidas em solucdo salina tamponada e
adsorvidas pelo hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. E
uma suspensdo opalescente, ligeiramente acastanhada, que ndo apresenta grumos ou particulas
estranhas.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada cumpre as especificacfes de producdo e
controles descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico: a anatoxina tetanica purificada cumpre as especificacbes de producédo e
controles descritos na monografia de Toxoide tetéanico adsorvido.

A vacina é preparada pela diluicdo e adsor¢do, em compostos de aluminio, de quantidades
determinadas de anatoxina diftérica e anatoxina tetanica purificadas. Uma dose para uso humano deve
conter no maximo 2,5 Lf para o componente diftérico e 25 Lf para o0 componente tetanico. Antes do
envase, amostras do produto sdo submetidas aos controles de esterilidade, atividade imunogénica,
pH, formaldeido residual, timerosal e aluminio.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

Cumpre a Identificacdo descrita na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina. Os limites devem ser determinados pelo histérico
no registro do produto.

Determinacao de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagéo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizagao do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizagado do resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
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Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

DOSEAMENTO

A atividade imunogénica da vacina é determinada para cada um dos componentes individuais. Ndo
existem padrdes internacionais de referéncia para as vacinas combinadas e a atividade de cada
componente se expressa em unidades internacionais, mediante a comparacao de padrdes de referéncia
calibrados com padrdes de referéncia dos componentes individuais.

Componente diftérico. Proceder conforme Doseamento, utilizando um dos métodos descritos na
monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

A. No minimo 0,5 Ul/mL.

B. No minimo 2 Ul/dose individual humana.

E facultada ao produtor a utiliza¢do do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente tetanico. Proceder conforme Doseamento, utilizando um dos métodos descritos na
monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

A. No minimo 2 Ul/mL.

B. No minimo 40 Ul/dose individual humana.

C. No minimo 40 Ul/dose individual humana.

E facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.



Farmacopeia Brasileira, 72 edicio PB041-00

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA E TETANO INFANTIL
Vaccinum diphtheriae et tetani adsorbatum

vacina adsorvida difteria e tétano infantil; 09988

A vacina € uma mistura de anatoxinas diftérica e tetanica, diluidas em solucdo salina tamponada e
adsorvidas pelo hidroxido de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. E
uma suspensao opalescente, ligeiramente acastanhada, em que nao h& grumos ou particulas estranhas.

Componente diftérico: a preparagdo da toxina diftérica baseia-se no sistema de lote-semente, que é
uma quantidade de ampolas contendo Corynebacterium diphtheriae liofilizado, de composicéo
uniforme, obtido a partir de cepa liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados
para as preparacOes do lote-semente e do indculo de producdo devem possibilitar o crescimento de
C. diphtheriae. O meio de cultura para preparacdo da toxina diftérica deve ser isento de substancias
capazes de induzir reacOes toxicas e/ou alérgicas ao ser humano. Ao final do cultivo e lise das células
bacterianas, verifica-se a pureza da cultura por exame microscépico ou inoculacdo da amostra em
meios de cultura adequados. A toxina diftérica é um filtrado tdxico obtido a partir do cultivo de C.
diphtheriae em meio de cultura para produgdo de toxina e coletado assepticamente em um Unico
processo. O limite de floculagdo (Lf) é avaliado utilizando a técnica de Ramon, como descrito na
monografia de Toxoide tetanico adsorvido. A purificacdo da toxina é realizada por métodos fisicos
ou quimicos e a amostra € submetida aos controles de Lf/mL e pH.

A anatoxina diftérica é obtida por destoxificacdo da toxina diftérica concentrada, pela adi¢do de
agentes quimicos em condicGes adequadas de pH e temperatura. O agente quimico mais utilizado é o
formaldeido a temperatura de 35 °C. S&o realizados controles de pH, Lf/mL e toxicidade especifica.

Toxicidade especifica

Prova subcuténea: diluir aamostra em solucdo fisiologica para 100 Lf/mL. Inocular 5 mL da diluicéo,
por via subcutanea, em cada uma de pelo menos cinco cobaias de 250 g a 350 g. Observar os animais
por quatro semanas. No minimo 80% dos animais inoculados devem sobreviver durante o periodo de
observacdo, sem apresentar sinais de intoxicacdo diftérica. Se mais de um animal morrer de causa
ndo especifica durante o periodo de teste, o teste pode ser repetido mais uma vez. Se mais de um
animal morrer no segundo teste, a amostra ndo cumpre com o teste.

Prova intradérmica: diluir a amostra em solucéo fisiologica para 100 Lf/mL. Inocular 0,2 mL da
diluicdo, por via intradérmica, em uma cobaia previamente depilada. Como controle, inocular o
mesmo volume de solucdo fisiolégica no mesmo animal. Apos 48 horas de observacdo, ndo devem
ser formados eritemas especificos nos locais de inoculacéo.

A anatoxina purificada é preparada a partir de coleta individual ou da mistura de coletas individuais
de anatoxinas que, ap06s processo de filtracdo esterilizante, um agente conservante pode ser
adicionado. Nao é permitido o uso de fenol, pois ele afeta as propriedades antigénicas do produto.
Amostras do produto séo avaliadas quanto a concentracdo de antigeno (Lf/mL), esterilidade e aos
controles que se seguem.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 200 ppm.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm.
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pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra. Os limites devem ser determinados pelo historico no
registro do produto.

Atividade imunogénica. Proceder conforme descrito em Determinagao da atividade imunogénica.
No minimo 2 UI/mL ou 30 Ul/dose individual humana, conforme o método utilizado.

Toxicidade especifica. Proceder a prova subcutanea conforme descrito anteriormente para anatoxina
diftérica, sendo que a amostra é diluida para 500 Lf/mL e cada cobaia é inoculada com volume de 1
mL.

Pureza antigénica. Determinar o teor de nitrogénio proteico (5.3.3.2) e expressar a concentracdo em
mg/mL. A pureza antigénica é determinada pela relacdo da concentracdo antigénica em Lf/mL e a
concentracdo de nitrogénio proteico encontrada. O produto possui pureza antigénica de, no minimo,
1500 Lf/mg de nitrogénio proteico.

Reversao de toxicidade. Proceder conforme descrito na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.
Os animais ndo podem apresentar sinais de intoxicacao diftérica e devem apresentar ganho de peso.

Componente teténico: a anatoxina tetanica cumpre as especificacbes de producdo e controles
descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

A vacina adsorvida difteria e tétano infantil é preparada pela dilui¢do e adsor¢do, em compostos de
aluminio, de quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica. Uma dose para uso humano
contém, no maximo, 30 Lf e 25 Lf para os componentes diftérico e tetanico, respectivamente. Antes
do envase, amostras do produto sdo submetidas aos controles de esterilidade, atividade imunogénica,
pH, formaldeido residual, timerosal e aluminio.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO
Componente diftérico

A. Adicionar citrato de s6dio a amostra da vacina até que se obtenha uma concentracdo de 5% a 10%
de citrato de sodio. Manter a 37 °C por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar o liquido
sobrenadante para a identificacdo. Outros métodos adequados podem ser utilizados para separagdo
do adjuvante. Preparar gel de gar a 1% (p/v) em solucdo fisiol6gica tamponada e distribuir em lamina
para microscopio, de modo que resulte em fina camada. Colocar em estufa a 37 °C, sem secar.
Adicionar volume de 4 mL de agar na lamina e colocar a temperatura de 2 °C a 8 °C em camara Umida
por uma hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma distancia entre o orificio central e os
periféricos. Preencher o orificio central com antitoxina diftérica de referéncia e os periféricos com a
amostra em diluicGes varidveis. Como controle positivo, preencher um dos orificios com toxoide
diftérico fluido. Incubar a 37 °C por 24 horas em camara Umida e realizar a leitura em lampada para
contraste. Observar a presenca de linha de precipitacao, reacdo de identidade entre 0s componentes
analisados.

B. Determinar o limite de floculagdo (Lf/mL) pela técnica de Ramon, conforme descrito na
monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

C. A Determinacao da atividade imunogénica pode ser utilizada.
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Componente tetanico. Proceder conforme descrito em Identificacdo na monografia de Toxoide
tetanico adsorvido.
CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra. Os limites devem ser determinados pelo historico no
registro do produto.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagéo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacao do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.
TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE IMUNOGENICA

A atividade imunogénica da vacina é determinada para cada um dos componentes. Ndo existem
padrdes internacionais de referéncia para as vacinas combinadas e a atividade de cada componente se
expressa em unidades internacionais, mediante a comparagdo com padrdes de referéncia calibrados
contra os padrdes de referéncia dos componentes.

Componente diftérico
Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Por Determinacao do titulo antitoxico em soros de animais imunizados.

Imunizacgéo e sangria dos animais: inocular 0,75 mL (metade da dose total humana) da amostra, por
via subcutanea, em cada uma de seis cobaias de 450 g a 550 g. Quatro semanas apos a inoculacéo,
coletar sangue de cada animal, por puncéo cardiaca, e extrair o soro. Misturar volumes iguais dos
soros de, no minimo, quatro cobaias que apresentem ganho de peso.

Controle do limite morte (L+/50) da toxina diftérica padronizada: distribuir em uma série de tubos
de ensaio volumes constantes de antitoxina diftérica de referéncia, aferida por padrao internacional,
de maneira que o volume a inocular contenha 1 Ul. Acrescentar volumes varidveis de toxina diftérica
padronizada e igualar os volumes de todos os tubos com solugdo salina tamponada contendo 1% (p/v)
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de peptona. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos. Inocular volume constante de cada
diluicdo, por via subcutanea, em quatro cobaias pesando entre 250 g e 350 g. Observar 0s animais em
relacdo a mortalidade por periodo de 96 horas apds a inoculagdo. Calcular a dose letal 50% (L+/50)
por método estatistico adequado.

Titulag&o do soro: distribuir em uma série de tubos de ensaio, volumes variaveis do soro. Acrescentar
volume constante de toxina diftérica padronizada, de maneira que o volume a inocular por animal
contenha 1 L+/50 (limite morte). Igualar os volumes de todos os tubos com solugdo salina tamponada
contendo 1% (p/v) de peptona. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos. Inocular cada
mistura, por via subcuténea, no minimo quatro cobaias pesando 250 g e 350 g. Observar 0s animais
por periodo de 96 horas apds a inoculacéo e registrar o nUmero de vivos em cada mistura. Os valores
das doses efetivas médias (DE50) da amostra e da antitoxina de referéncia sdo determinados,
utilizando método estatistico adequado. Para a determinacao ser considerada valida € necessario que:
(a) a faixa da resposta produzida (DE50) esteja entre a maior e menor diluicdo utilizada na amostra
teste e padrdo, formando a curva de regressao que devem apresentar uma relacéo linear; (b) os limites
de confianca (p = 0,95) estejam entre 50% e 200% da poténcia calculada; (c) paralelismo entre a
curva da referéncia e amostras. Calcular a atividade imunogénica pela equacao:

em que

Al = atividade imunogénica em Ul/mL;

A = DEg da antitoxina de referéncia;
B = DEgg da amostra;
C = Ul/mL da antitoxina de referéncia.

No minimo 2 Ul/mL. E facultada ao produtor a utilizacio do resultado obtido no produto antes do
envase.

Pode ser utilizado um método in vitro, como ensaio imunoenzimatico ou citotoxicidade em célula
Vero, desde que sejam validados contra o teste de soroneutralizagao descrito.

B. Por Desafio em cobaia. Comprovar a atividade imunogénica do produto em teste por comparagéo
com toxoide diftérico de referéncia. Separar oito grupos de, no minimo, 16 cobaias pesando entre 250
g e 350 g. Efetuar quatro diluicdes da amostra em teste com solucdo de cloreto de sodio a 0,85%
(p/v), utilizando fator de diluicdo 2. Proceder da mesma forma com o toxoide diftérico de referéncia.
Inocular, por via subcutanea, volume de 1 mL por animal, de cada dilui¢do. Separar um grupo de 12
animais sem inocular, para controle da toxina de desafio. Apds 28 dias da inoculacdo, diluir a toxina
diftérica padronizada em solugéo salina tamponada contendo 1% (p/v) de peptona, de modo a conter
100 DLgg/mL (dose letal 50%) e inocular cada cobaia imunizada, por via subcutéanea, com volume

de 1 mL da dose desafio de toxina. Observar os animais até 96 horas ap6s a inoculagéo e registrar o
numero de vivos em cada dilui¢do. Paralelamente, como controle da dose desafio, efetuar dilui¢do
1:100 a partir da solucéo de toxina que contém 100 DLgg/mL, utilizando o mesmo diluente. Inocular

1 mL da diluigdo, por via subcutanea, em cada uma de cinco cobaias. Observar os animais até 96
horas apos a inoculacéo e registrar o namero de mortos na diluigdo. Calcular as Doses Efetivas 50%
(DEgp) da amostra em teste e do toxoide de referéncia, utilizando método de analise estatistica

adequado. A faixa de resposta produzida (porcentagem de sobrevivéncia) deve estar entre a maior e
a menor diluicdo utilizada na amostra teste e padrdo, os limites de confian¢a (P = 0,95) devem estar
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compreendidos entre 50% e 200% da poténcia estimada e a analise estatistica deve mostrar
linearidade e paralelismo das curvas dose resposta. Calcular a atividade imunogénica pela equagéo:

A
Al==XC
B

em que

Al = atividade imunogénica em Ul/dose individual humana;
A = DEgq do toxoide de referéncia;

B = DEgg da amostra;
C = Ul/dose individual humana do toxoide de referéncia.

No minimo 30 Ul/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizag&o do resultado obtido
no produto antes do envase.

Componente tetanico. Proceder as determinacGes de atividade imunogénica, utilizando um dos
métodos descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido. No minimo 2 Ul/mL (método A.).

No minimo 40 Ul/dose individual humana (método B.). No minimo 40 Ul/dose individual humana
(método C.). E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO E PERTUSSIS
Vaccinum diphtheriae et tetani et pertussis adsorbatum

vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis; 09040

A vacina é uma mistura de anatoxinas diftérica e tetdnica e suspensdo de células inteiras mortas de
Bordetella pertussis, diluidas em solucédo salina tamponada e adsorvidas pelo hidroxido de aluminio
ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. E uma suspensdo opalescente, ligeiramente
acastanhada, que ndo apresenta grumos ou particulas estranhas.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada cumpre as especificacdes de producdo e
controles descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico: a anatoxina tetanica purificada cumpre com as especificaces de producédo e
controles descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis é suspensdo homogénea de células inteiras mortas de uma
ou mais cepas de B. pertussis em solucdo fisiologica. As cepas empregadas na preparacao de vacinas
sdo identificadas por registros historicos completos, incluindo sua origem, caracteristicas de
isolamento e todas as provas efetuadas periodicamente para verificar as caracteristicas das cepas. As
cepas devem ser liofilizadas na fase | contendo pelo menos os aglutindgenos 1, 2 e 3 e mantidas a
temperatura méxima de 4 °C.

A producdo da vacina se baseia no sistema de lote-semente, que deve ter as mesmas caracteristicas
do lote original. O meio de cultura utilizado no cultivo de B. pertussis deve possibilitar a manutencao
dos aglutindgenos e da atividade imunogénica. Esse meio ndo pode aumentar a toxicidade especifica
da cepa e ndo conter substancias capazes de induzir reagdes toxicas e/ou alérgicas ao ser humano. Ao
final do cultivo, as bactérias sdo coletadas, lavadas para remover substancias derivadas do meio de
cultura e ressuspendidas em solucdo fisioldgica isotdnica. Amostras das coletas individuais sdo
avaliadas quanto a opacidade e pureza bacteriana. A suspensdo pode ser inativada pelo aquecimento
a 56 °C por tempo determinado ou destoxificada pela adicdo de agentes quimicos em condicGes
adequadas de pH, temperatura e tempo de tratamento. Amostras da suspensao sao avaliadas quanto a
inativacdo bacteriana, semeando em meio de cultura apropriado, a pureza, identificacdo, esterilidade
e submetidas aos controles que se seguem.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm.

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina. Os limites devem ser determinados pelo historico
no registro do produto.

Determinagédo de atividade imunogénica. Proceder conforme descrito para o produto final. No
minimo 4 Ul/dose.

Presenca de aglutindgeno. Transferir 50 L da amostra para trés laminas de vidro e adicionar 50 pL
de soro mono-especifico de aglutindgenos 1, 2 e 3 sobre as amostras em cada uma das laminas.
Homogeneizar por um minuto e deixar em repouso por trés minutos. Observar a aglutinacdo da
amostra nas trés laminas, no maximo, por cinco minutos. A cepa de B. pertussis deve apresentar
aglutinacdo com os trés soros monovalentes especificos.
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Opacidade. Realizar em periodo méximo de 15 dias ap0s a preparacdo da suspensao. Aferir com
padro turbidimétrico aprovado pela autoridade nacional de controle. E atribuido a esse padr&o valor
de 106 unidades opacimétricas, quando examinado por fotometria, utilizando filtro verde, ao
comprimento de onda de 530 nm. Tal grau de opacidade corresponde aproximadamente a 10°
bactérias/mL. Colocar 1 mL da amostra em tubo de ensaio e adicionar solugéo salina fisiologica até
opacidade semelhante ao padrdo. Comparar visualmente a opacidade contra a preparagdo de
referéncia de opacidade. A unidade de opacidade (UOp) é determinada pela equacéo:

volume final da amostra diluida
Uodp/mL =

valume inicial

Para o componente pertussis, a concentracdo de bactérias deve ser no maximo de 20 UOp/dose.

Toxicidade especifica. Diluir a amostra em solucdo fisioldgica para concentracdo maxima
correspondente a 20 UOp/dose. Utilizar dois grupos com, pelo menos, 10 camundongos albinos
suicos pesando entre 14 e 16 g. Imediatamente antes da inoculacdo, determinar o peso total dos
animais. Inocular 0,5 mL da amostra diluida, por via intraperitoneal, em cada camundongo do
primeiro grupo. Para o segundo grupo, proceder conforme descrito, inoculando solucéo fisiologica
contendo a mesma quantidade de agente conservante que o indculo injetado nos animais do grupo de
prova. Determinar o peso total de cada um dos grupos de camundongos no 3° e 7° dia apos a
inoculacdo. O produto é considerado atoxico se (a) no 3° dia o peso total do grupo é no minimo seu
peso inicial; (b) no 7° dia a média de ganho de peso do grupo inoculado com a amostra € no minimo
60% da média de ganho de peso do grupo controle negativo, e (c) morrerem no maximo 10% dos
animais inoculados com a amostra.

A vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis é preparada pela diluicdo e adsor¢cdo em compostos de
aluminio de quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica e células inteiras mortas de
B. pertussis. Uma dose individual humana pode conter, no maximo, 30 e 25 Lf, para os componentes
diftérico e tetanico, respectivamente. Para 0 componente pertussis, a concentracdo de bactérias deve
ser no maximo de 20 UOp/dose. Antes do envase, amostras do produto sdo submetidas aos controles
de esterilidade, pH, formaldeido residual, timerosal, aluminio, toxicidade especifica e determinacao
de atividade imunogénica para cada componente.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

Adicionar citrato de sédio a amostra da vacina até que se obtenha uma concentracdo de 5% a 10% de
citrato de sodio. Manter a 37 °C por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar o sobrenadante
para identificar os componentes diftérico e tetanico, usando antissoros especificos. Ressuspender o
precipitado para identificar o componente pertussis. Outros métodos adequados podem ser utilizados
para separacao do adjuvante.

Componente diftérico. Proceder conforme descrito em Identificagdo na monografia de Vacina
adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico. Proceder conforme descrito em ldentificagdo na monografia de Toxoide
tetéanico adsorvido.

Componente pertussis
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A. Transferir 50 puL da amostra em lamina de vidro e adicionar 0 mesmo volume do antissoro
polivalente de B. pertussis. Homogeneizar a mistura com movimentos circulares, por um minuto, e
manter o material em repouso por trés minutos. Observar a aglutinacdo da amostra, no maximo por
cinco minutos.

B. A Determinacéo da atividade imunogénica pode ser utilizada.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina. Os limites devem ser determinados pelo historico
no registro do produto.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagéo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizagao do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

Toxicidade especifica para o0 componente pertussis. Cumpre o teste ja descrito.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE IMUNOGENICA

A atividade imunogénica da vacina é determinada para cada um dos componentes. Nao existem
padrdes internacionais de referéncia para as vacinas combinadas e a atividade de cada componente se
expressa em unidades internacionais, mediante a comparacdo com padrées de referéncia aferidos por
padrdes de referéncia dos componentes.

Componente diftérico. Proceder a determinagdo de atividade imunogénica, utilizando um dos
métodos descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil. No minimo 2 Ul/mL
(método A). No minimo 30 Ul/dose individual humana (método B). E facultada ao produtor a
utilizag&o do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente teténico. Proceder as determinacfes de atividade imunogénica, utilizando um dos
métodos descritos na monografia de Toxoide teténico adsorvido. No minimo 2 Ul/mL (método A).
No minimo 60 Ul/dose individual humana (método B). No minimo 40 Ul/dose individual humana
(método C). E facultada ao produtor a utilizacio do resultado obtido no produto antes do envase.
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Componente pertussis. A atividade imunogénica é determinada pela avaliacdo comparativa diante
da vacina de referéncia padronizada contra o padrdo internacional para a vacina pertussis. Utilizar
camundongos albinos sui¢os pesando entre 12 g e 16 g, procedentes de grupo homogéneo de linhagem
padronizada. Os animais devem ser preferencialmente do mesmo sexo. Para cada diluicdo da amostra
e da vacina de referéncia utilizar, no minimo, 16 animais. Para controle da dose desafio, separar
grupos de pelo menos 10 camundongos.

Imunizacdo dos animais: efetuar, pelo menos, trés diluicGes seriadas da amostra e da vacina de
referéncia em solucdo fisioldgica tamponada, de modo que a dilui¢do intermediaria se aproxime de
uma protecéo de 50% dos camundongos dos efeitos letais da dose desafio de B. pertussis. Sugere-se
utilizar fator de dilui¢do 5 (cinco). Inocular, por via intraperitoneal, 0,5 mL das diluicbes em cada um
dos camundongos de cada grupo de imunizacdo. Manter os animais dos grupos controle sem inocular.
O intervalo entre a imunizacao e o desafio € de 14 a 17 dias.

Desafio: reconstituir uma ampola do lote da cepa de B. pertussis com solugdo aquosa contendo
peptona de caseina 1% (p/v) e NaCl 0,6% (p/v), pH 7,0 a 7,2. A cepa desafio deve ser capaz de induzir
a morte em camundongos apds 14 dias de uma inoculag&o intracerebral, devendo ser rejeitada caso
haja morte de mais de 20% dos animais nas primeiras 48 horas.

Semear em tubos de ensaio e placas contendo meio apropriado e incubar entre 35 °C e 37 °C por até
48 horas. Fazer um repique do cultivo em placas e tubos com agar Bordet-Gengou ou outro meio
apropriado e incubar entre 35 °C e 37 °C por 24 horas. Um segundo repique deve ser realizado nas
mesmas condi¢des descritas e incubado por 18 horas. Os cultivos obtidos nas placas sdo utilizados
para observar as colonias e identifica-las por soroaglutinacao contra antissoro especifico para a cepa.
Alternativamente, aliquotas da suspensdo para o desafio podem ser congeladas e mantidas em
nitrogénio liquido e, ap6s o descongelamento e diluicdo, podem ser utilizadas diretamente como
cultivo de desafio. Preparar suspensdo, utilizando diluente adequado em que 0s micro-organismos se
mantenham viaveis, de modo a conter 10 UOp/mL, por comparagdo com o 5° padrédo internacional
de opacidade. Ajustar a solucdo de maneira que cada dose desafio contenha 100 a 1000 DL, (dose
letal 50%) em 30 pL e inocular em cada camundongo imunizado, por via intracerebral. Para se obter
estimativa da DLg,, inocular dilui¢des seriadas da dose desafio, por via intracerebral, em cada um dos

grupos controle. Cultivar diluicdo da dose desafio em meio Bordet-Gengou para determinar o nimero
de unidades formadoras de col6nia (UFC). O valor da dose efetiva 50% (DE;) da amostra em teste

é determinado, utilizando um método estatistico adequado. O teste € valido se: (a) a faixa de resposta
produzida (porcentagem de sobrevivéncia) estiver entre a maior e a menor diluicdo utilizada da
amostra teste e do padrao; (b) os limites de confianca (P = 0,95) estiverem compreendidos entre 65%
e 156% da poténcia estimada e a analise estatistica demonstrar linearidade e paralelismo das curvas
dose resposta; (c) a dose de desafio estiver entre 100 e 1000 DL, e (d) a DL, contiver no maximo

300 unidades formadoras de coldnias. A atividade imunogénica é calculada pela equacao:

em que

Al = atividade imunogénica em Ul/dose individual humana;
A = DE;g, da vacina pertussis de referéncia;

B = DEg, da amostra;
C = Ul/dose individual humana da vacina de referéncia.
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A poténcia deve ser de, no minimo, 4 Ul/dose individual humana e o limite inferior de confianca
(P=0,95) estimado nédo pode ser menor que 2 Ul/dose. Se a atividade imunogénica determinada néo
cumprir com a poténcia ou com o limite inferior de confianga, o teste pode ser repetido. O produto
cumpre 0s requisitos se a média geometrica ponderada de todos os resultados validos apresentar
poténcia minima e limite inferior de confianca (P=0,95) para aprovacio. E facultada ao produtor a
utilizacao do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO, PERTUSSIS E

HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)
Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis adsorbatum et haemophili stirpe b conjugatum

A vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis e Haemophilus influenzae b (conjugada) € uma vacina
combinada composta de anatoxinas diftérica e tetanica e suspensdo de células inteiras mortas de
Bordetella pertussis e poliribosil-ribitol fosfato (PRP) purificado de Haemophilus influenzae b
covalentemente ligado a uma proteina carreadora, diluidas em solugéo salina tamponada e adsorvidas
pelo hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. O produto pode
ser apresentado como uma preparacgdo liquida tetravalente no mesmo frasco ou com o componente
Haemophilus influenzae b liofilizado em frasco-ampola, o qual é reconstituido, imediatamente antes
do uso, pela vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada cumpre com as especificacdes de producéo e
controles, descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico: a anatoxina tetanica purificada cumpre com as especificacdes de producéo e
controles, descritos na monografia de Toxoide tetéanico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis cumpre com as especificacdes de producdo e controles,
descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

Componente polissacarideo: cumpre com as especificacbes de producdo e controles, descritos na
monografia de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

Nos ensaios de poténcia na vacina combinada, pode ser utilizada, como referéncia, uma vacina
combinada ou cada um dos seus antigenos em separado. Caso isso ndo seja possivel devido a interagao
entre 0s componentes da vacina combinada ou diferenga na composicéo entre a vacina de referéncia
monocomponente e a vacina sob teste, um lote de vacina combinada que tenha mostrado efetividade
em estudo clinico ou entdo um lote representativo é usado como vacina de referéncia. Na producéo
de um lote representativo € necessario seguir rigorosamente o processo de producao utilizado para o
lote testado em estudo clinico. A vacina de referéncia pode ser estabelecida por um método adequado
que ndo interfere no procedimento do ensaio.

As vacinas produto acabado a granel sdo preparadas separadamente, sendo uma delas pela adsorcéo,
em compostos de aluminio, de quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica, células
inteiras mortas de B. pertussis e a outra com o componente Haemophilus influenzae b. O produto
também pode ser formulado pela adsor¢do, em compostos de aluminio, de quantidades determinadas
de anatoxinas diftérica e tetanica, células inteiras mortas de B. pertussis e PRP conjugado. Um
conservante adequado pode ser adicionado no produto. Antes do envase, amostras do produto séo
submetidas aos controles de esterilidade, pH, toxicidade especifica para pertussis, formaldeido
residual, preservativo antimicrobiano, aluminio, determinacdo de atividade imunogénica para os
componentes diftérico, tetanico, pertussis e polissacarideo residual.

Os produtos séo envasados em recipientes adequados, rotulados e submetidos aos controles
requeridos.

As vacinas preparadas como produto acabado a granel, assim como envasadas, separadamente, uma
delas contendo os componentes diftérico, tetanico e pertussis e a outra 0 componente Haemophilus
influenzae b, devem estar de acordo com as respectivas monografias de Vacina adsorvida difteria,
tétano e pertussis e Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).
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IDENTIFICACAO

Dissolver a amostra da vacina adsorvida com citrato de sodio a pH 9,0 para obter solugdo a 10% (p/v).
Manter a 37 °C durante aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar o liquido sobrenadante para
identificar cada um dos componentes, diftérico ou tetanico. Ressuspender o precipitado para
identificar o componente pertussis. Outros métodos adequados podem ser utilizados para separagdo
do adjuvante.

Componente diftérico. Cumpre os testes de Identificacdo para Componente diftérico descritos na
monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico. Cumpre os testes de Identificagdo descritos na monografia de Toxoide
tetanico adsorvido.

Componente pertussis. Cumpre os testes de Identificacdo para Componente pertussis descritos na
monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

Componente Haemophilus influenzae b. Cumpre os testes de Identificacéo descritos na monografia
de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina liquida tetravalente ou, no caso do componente
haemophilus liofilizado, o pH deve ser determinado ap6s a reconstituicdo com o diluente adequado.
Os limites devem ser determinados pelo histdrico no registro do produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Cumpre os testes descritos em Ensaios fisico-quimicos das monografias Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada) e Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cumpre os testes descritos em Testes de seguranca biologica das monografias Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada) e Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

DOSEAMENTO

Componente diftérico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil. E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente tetanico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Toxoide tetanico adsorvido. E facultada ao
produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do envase.
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Componente pertussis

Cumpre 0 Doseamento descrito na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis. E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente Haemophilus influenzae b

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada). E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO, PERTUSSIS, HEPATITE B

(RECOMBINANTE) E HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)
Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis, hepatitidis B adsorbatum et haemophili stirpe b
conjugatum

A vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis, hepatite B (recombinante) e Haemophilus influenzae b
(conjugada) € uma vacina combinada composta de anatoxinas diftérica e tetanica, suspensdo de
celulas inteiras mortas de Bordetella pertussis, suspensdo de antigeno (HBsAg) purificado da
superficie do virus da hepatite B, poliribosil-ribitol fosfato (PRP) purificado de Haemophilus
influenzae b covalentemente ligado a uma proteina carreadora, diluidas em solucéo salina tamponada
e adsorvidas pelo hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. O
produto pode ser apresentado com o componente Haemophilus influenzae b em um frasco-ampola
separado, o qual é misturado aos outros componentes da vacina imediatamente antes do uso.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada cumpre as especificacdes de producdo e
controles, descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico: a anatoxina tetanica purificada cumpre com as especificaces de producédo e
controles, descritos na monografia de Toxoide teténico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis cumpre com as especificacdes de producdo e controles,
descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

Componente hepatite B: a vacina hepatite B cumpre com as especificagdes de produgéo e controles,
descritos na monografia de Vacina hepatite B (recombinante).

Componente Polissacarideo: cumpre com as especificacdes de producdo e controles, descritos na
monografia de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

Se a vacina é apresentada com o componente Haemophilus influenzae b em frasco-ampola separado,
os ensaios realizados nos componentes difteria, tétano, pertussis e hepatite B devem mostrar
consisténcia em um numero adequado de lotes da vacina combinada reconstituida antes do uso. Para
controles de rotina subsequentes, os testes realizados nesses componentes devem ser desenvolvidos
sem a mistura com o componente Haemophilus influenzae b.

Nos ensaios de poténcia na vacina combinada pode ser utilizada, como referéncia, uma vacina
combinada ou cada um dos seus antigenos em separado. Caso isso ndo seja possivel devido a interacao
entre 0s componentes da vacina combinada ou diferenca na composicao entre a vacina de referéncia
monocomponente e a vacina sob teste, um lote de vacina combinada que tenha mostrado efetividade
em estudo clinico ou entdo um lote representativo é usado como vacina de referéncia. Na producéo
de um lote representativo é necessario seguir rigorosamente o processo de producéo utilizado para o
lote testado em estudo clinico. A vacina de referéncia pode ser estabelecida por um método adequado
gue néo interfere no procedimento do ensaio.

As vacinas produto acabado a granel sdo preparadas separadamente, sendo uma delas pela adsorgéo,
em compostos de aluminio, de quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica, células
inteiras mortas de B. pertussis e hepatite B (recombinante) e a outra com o componente Haemophilus
influenzae b. O produto também pode ser formulado pela adsor¢do, em compostos de aluminio, de
quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica, células inteiras mortas de B. pertussis,
PRP conjugado e hepatite B (recombinante). Um preservativo antimicrobiano adequado pode ser
adicionado no produto. Antes do envase, amostras do produto sdo submetidas aos controles de
esterilidade, pH, toxicidade especifica para pertussis, formaldeido residual, preservativo
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antimicrobiano, aluminio, determinacdo de atividade imunogénica para os componentes diftérico,
tetanico, pertussis, hepatite B e polissacarideo residual.

Os produtos séo envasados em recipientes adequados, rotulados e submetidos aos controles
requeridos.

As vacinas preparadas como produto acabado a granel, assim como envasadas, separadamente, uma
delas contendo os componentes diftérico, tetanico, pertussis e hepatite B, e a outra 0 componente
Haemophilus influenzae b, devem estar de acordo com as respectivas monografias de Vacina
adsorvida difteria, tétano e pertussis, Vacina hepatite B (recombinante) e Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada).

IDENTIFICACAO

Dissolver a amostra da vacina adsorvida com citrato de sddio a pH 9,0 para se obter solugdo a 10%
(p/v). Manter a 37 °C por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar o liquido sobrenadante
para identificar cada um dos componentes, diftérico ou tetanico. Ressuspender o precipitado para
identificar o componente pertussis. Outros métodos adequados podem ser utilizados para separacao
do adjuvante.

Componente diftérico. Cumpre a ldentificacéo descrita na monografia de Vacina adsorvida difteria
e tétano infantil.

Componente tetdnico. Cumpre a Identificacdo descrita na monografia de Toxoide tetanico
adsorvido.

Componente pertussis. Cumpre a Identificacdo descrita na monografia de Vacina adsorvida difteria,
tétano e pertussis.

Componente hepatite B. Cumpre a Identificacdo descrita na monografia de Vacina hepatite B
(recombinante).

Componente Haemophilus influenzae b. Cumpre os testes de Identificacéo descritos na monografia
de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina liquida pentavalente ou, no caso do componente
haemophilus liofilizado, o pH deve ser determinado apos a reconstituicdo com o diluente adequado.
Os limites devem ser determinados pelo historico no registro do produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Realizar os ensaios requeridos em Ensaios fisico-quimicos, descritos nas monografias Vacina

adsorvida difteria, tétano e pertussis, Vacina hepatite B (recombinante) e Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
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Realizar os ensaios requeridos em Testes de seguranca bioldgica, descritos nas monografias Vacina
adsorvida difteria, tétano e pertussis; Vacina hepatite B (recombinante) e Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada).

DOSEAMENTO

Componente diftérico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil. E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente tetanico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Toxoide tetanico adsorvido. E facultada ao
produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente pertussis

Cumpre 0 Doseamento descrito na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis. E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente hepatite B

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina hepatite B (recombinante). E facultada ao
produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente Haemophilus influenzae b

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada). E
facultada ao produtor a utilizacao do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO, PERTUSSIS, POLIOMIELITE

1,2 E 3 (INATIVADA) E HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)
Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis, poliomyelitidis typus I, 11, 111 adsorbatum et
haemophili stirpe b conjugatum

A vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis, poliomielite 1, 2 e 3 (inativada) e Haemophilus
influenzae b (conjugada) é uma vacina combinada composta de anatoxinas diftérica e teténica,
suspensdo de células inteiras mortas de Bordetella pertussis, cepas de poliovirus humano tipos 1, 2 e
3 cultivados em células e inativadas por um método adequado e poliribosil-ribitol fosfato (PRP)
purificado de Haemophilus influenzae b covalentemente ligado a uma proteina carreadora; diluidos
em solucdo salina tamponada e adsorvidos pelo hidroxido de aluminio ou fosfato de aluminio,
podendo conter um conservante. O produto pode ser apresentado com o componente Haemophilus
influenzae b em um frasco-ampola separado, o qual é misturado aos outros componentes da vacina
imediatamente antes do uso.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada cumpre as especificacdes de producdo e
controles descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico: a anatoxina tetanica purificada cumpre as especificacbes de producédo e
controles descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis cumpre as especificacdes de producéo e controles descritos
na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis.

Componente poliomielite: a vacina poliomielite cumpre as especificacfes de produgéo e controles
descritos na monografia de Vacina poliomielite 1, 2 e 3 (inativada).

Componente polissacarideo: cumpre as especificacdes de producdo e controles descritos na
monografia de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

Os ensaios realizados em cada um dos componentes devem manter consisténcia em um ndmero
adequado de lotes da vacina combinada reconstituida antes do uso. Para controles de rotina
subsequentes, os testes realizados nesses componentes devem ser desenvolvidos sem a mistura com
0 componente Haemophilus influenzae b.

Nos ensaios de poténcia na vacina combinada, podem ser utilizadas vacinas de referéncia
monocomponentes. Caso isso ndo seja possivel devido a interacdo entre 0s componentes da vacina
combinada, ou diferenca na composicao entre a vacina de referéncia monocomponente e a vacina sob
teste; um lote de vacina combinada que tenha mostrado efetividade em estudo clinico ou entdo um
lote representativo € usado como vacina de referéncia. Na producdo de um lote representativo é
necessario seguir rigorosamente o processo de producdo utilizado para o lote testado em estudo
clinico. A vacina de referéncia pode ser estabelecida por um método adequado que néo interfere no
procedimento do ensaio.

As vacinas produto acabado a granel sdo preparadas separadamente, sendo uma delas pela adsorcéo,
em compostos de aluminio, de quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica, células
inteiras mortas de B. pertussis e poliomielite, e a outra com o componente Haemophilus influenzae
b. O produto também pode ser formulado pela adsor¢do, em compostos de aluminio, de quantidades
determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica, células inteiras mortas de B. pertussis, PRP conjugado
e poliomielite. Um preservativo antimicrobiano adequado pode ser adicionado no produto. Antes do
envase, amostras do produto sdo submetidas aos controles de esterilidade, pH, toxicidade especifica
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para pertussis, formaldeido residual, preservativo antimicrobiano, aluminio, polissacarideo residual e
determinacédo de atividade imunogénica para os componentes diftérico, tetanico e pertussis.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

Dissolver a amostra da vacina adsorvida com citrato de sodio a pH 9,0 para se obter solucédo a 10%
(p/v). Manter a 37 °C por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar o liquido sobrenadante
para identificar cada um dos componentes, diftérico ou tetanico. Suspender o precipitado para
identificar o componente pertussis. Outros métodos adequados podem ser utilizados para separacao
do adjuvante.

Componente diftérico. Proceder conforme descrito em Identificacdo na monografia de Vacina
adsorvida difteria e tétano infantil.

Componente tetanico. Proceder conforme descrito em Identificagdo na monografia de Toxoide
tetanico adsorvido.

Componente pertussis. Proceder conforme descrito em Identificacdo na monografia de Vacina
adsorvida difteria, tétano e pertussis.

Componente poliomielite. Proceder conforme descrito em Identificagdo na monografia de Vacina
poliomielite 1, 2 e 3 (inativada).

Componente Haemophilus influenzae b. Proceder conforme descrito em Identificacdo na
monografia de Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina liquida contendo todos os antigenos ou, no caso
do componente haemophilus liofilizado, o pH deve ser determinado ap06s a reconstituicdo com o
diluente adequado. Os limites devem ser determinados pelo histérico no registro do produto.
ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proceder conforme descrito em Ensaios fisico-quimicos das monografias de Vacina adsorvida
difteria, tétano e pertussis, Vacina poliomielite 1, 2 e 3 (inativada) e Vacina Haemophilus influenzae
b (conjugada).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Proceder conforme descrito em Testes de seguranca bioldgica das monografias de Vacina adsorvida

difteria, tétano e pertussis, Vacina poliomielite 1, 2 e 3 (inativada) e Vacina Haemophilus influenzae
b (conjugada).

DOSEAMENTO
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Componente diftérico

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano
infantil. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente tetanico

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Toxoide tetanico adsorvido. E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente pertussis

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Componente poliomielite

Proceder conforme descrito em Doseamento na monografia de Vacina poliomielite 1, 2 e 3
(inativada).

Componente Haemophilus influenzae b

Proceder conforme descrito em Concentragdo de PRP na monografia de Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA BCG
Vaccinum BCG

A vacina BCG liofilizada ¢ uma vacina viva obtida a partir do cultivo do Bacilo de Calmette e Guérin,
cepa atenuada de Mycobacterium bovis, de inocuidade e eficicia reconhecidas, para conferir protecdo
ao homem contra a tuberculose. O liofilizado é massa bacilar dessecada, com consisténcia de po, de
cor eshranquigada ou amarelo palido, que reconstituida, é ligeiramente turva e de aspecto homogéneo.

A producéo da vacina é baseada no sistema de lote-semente, podendo ser realizados no maximo oito
subcultivos a partir da cepa original. A cepa selecionada deve conservar sua estabilidade e manter seu
carater ndo-patogénico tanto para 0 homem quanto para animais de experimentacao. Essa vacina deve
ser produzida por equipe em boas condicdes de salde, que ndo trabalhe com agentes infecciosos e,
em particular, com cepas virulentas de Mycobacterium tuberculosis.

O lote-semente de trabalho deve cumprir com 0s seguintes requisitos.
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste, exceto pela presenca de micobactérias.

Identidade. Identificar as bactérias como Mycobacterium bovis BCG, utilizando-se técnicas
microbioldgicas e de biologia molecular, como amplificacdo de acido nucléico.

Micobactérias virulentas. Cumpre o teste descrito para o produto final.

A bactéria é inoculada em meio de cultura apropriado, isento de substancias que possam causar
reacOes toxicas e/ou alérgicas ao ser humano. Os cultivos e o0 meio de cultura de cada recipiente séo
examinados visualmente quanto ao aspecto, apresentando véu bacteriano na superficie e meio de
cultura limpido. Os cultivos sdo transferidos para novo meio e, apds crescimento, sao testados quanto
a esterilidade e avaliados visualmente quanto a transparéncia do meio e aspecto do véu bacteriano.
Ap0s a filtracdo do véu bacteriano, esse é ressuspendido em meio apropriado e submetido aos testes
de respiracdo bacteriana, opacidade e esterilidade. A suspensdo bacteriana € diluida para 0 nimero
apropriado de doses e, antes de proceder ao envase, 0 produto é avaliado quanto ao nimero de
unidades formadoras de coldnias e esterilidade. O produto é envasado em ampolas ou frascos-ampola
de vidro @mbar classe farmacéutica, liofilizado, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

Observar por microscopia esfregaco obtido ap0ds a reconstituicdo da vacina e corado pela técnica de
Ziehl-Nielsen. S8o detectados somente bacilos &lcool-acido resistentes. Como complemento,
observar a morfologia das col6nias semeadas no meio de Lowenstein-Jensen, utilizado no ensaio
microbiologico (unidades formadoras de colonias). As colonias sdo rugosas, predominantemente
espraiadas e ndo-pigmentadas. Alternativamente, podem ser utilizadas técnicas de biologia
molecular.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar apés a reconstitui¢do da vacina com diluente apropriado. Os limites devem
estar de acordo com o histérico do registro do produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS
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Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

Micobactérias virulentas. Reconstituir o conteddo das ampolas com o diluente recomendado, de
forma a se obter 50 doses humanas. Inocular volume de 1 mL em cada uma de seis cobaias, pesando
de 250 g a 400 g, por via subcutanea, na regido abdominal, do lado direito. Manter os animais em
observacao por 42 dias. Ao final do periodo, pesar, sacrificar e necropsiar 0s animais. Examinar o
local da inoculacdo, os ganglios regionais, inguinais, axilares, mediastinicos, lombares, portal e
demais 6rgdos, em particular os pulmdes, figado, baco e rins.

Nenhuma cobaia pode apresentar evidéncia de tuberculose progressiva e, pelo menos, 2/3 dos animais
tém que sobreviver ao final do periodo de observacdo, com ganho de peso. Repetir o teste se mais
que 1/3 dos animais morrerem ou perderem peso. O ensaio pode ser omitido no produto final se foi
obtido resultado satisfatorio no produto a granel.

Reatividade cutanea. Reconstituir uma amostra e preparar diluicdes 1:10 e 1:100, utilizando o
diluente recomendado. Inocular, por via intradérmica, 0,1 mL de cada uma das dilui¢cbes no flanco
esquerdo de quatro cobaias albinas de mesmo sexo, com peso minimo de 350 g cada. Os animais tém
que apresentar reacdo tuberculinica negativa, bem como nao podem ter sofrido tratamento que possa
dar falso negativo. Proceder conforme descrito para a vacina de referéncia, inoculando o mesmo
animal no flanco direito. Observar 0s animais por quatro semanas e realizar leituras semanais do
didmetro das lesdes encontradas nos pontos de inoculacdo. Ao final do periodo de observacao,
calcular, para cada diluicdo correspondente, a média das quatro leituras da vacina e da vacina de
referéncia. A vacina cumpre o requisito se a reacdo produzida pela amostra é semelhante a da vacina
de referéncia. O ensaio no produto final pode ser omitido se foi realizado no lote-semente de trabalho
e em cinco lotes finais consecutivos derivados do mesmo lote-semente.

ENSAIO MICROBIOLOGICO
Numero de unidades formadoras de col6nias (UFC)

Reconstituir cinco ampolas da vacina com diluente recomendado, tendo o cuidado de adiciona-lo
suavemente para evitar a formacdo de espuma. Transferir o conte(ldo das ampolas para um Unico tubo
de ensaio, homogeneizar e proceder trés diluicbes, de modo a obter nimero 6timo de colonias em
torno de 40, desprezando as contagens superiores a 100. Inocular em meio Lowenstein-Jensen,
utilizando cinco tubos para cada uma das duas diluicdes mais concentradas e 10 tubos para a mais
diluida. Vedar os tubos e incubar na posicao vertical a temperatura de 37 °C, por quatro semanas.
Analisar em paralelo uma amostra da vacina de referéncia e expressar os resultados em UFC/mL. A
faixa de aceitacdo deve estar de acordo com o histdrico do registro do produto submetido & autoridade
regulatoria nacional, sendo que o limite maximo ndo deve ultrapassar quatro vezes o limite definido
como 0 minimo.

Se for utilizada a bioluminescéncia ou qualquer outro método, 0 mesmo deve ser validado contra o
método de contagem de viaveis.
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TERMOESTABILIDADE
Incubar cinco ampolas da vacina a temperatura de 37 °C por quatro semanas e proceder conforme
Ensaio microbiolégico. Comparar os resultados obtidos com os das amostras mantidas a temperatura

de 2 °C a 8 °C. O nimero de UFC/mL ndo pode ser inferior a 20% de UFC/mL da vacina mantida
entre 2°C e 8 °C.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA CAXUMBA (ATENUADA)
Vaccinum parotiditis vivum

vacina caxumba (atenuada); 09037

A vacina caxumba (atenuada) é constituida de virus vivos atenuados, apresentada sob a forma
liofilizada. Apds a reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdao homogénea
transparente, podendo demonstrar coloragéo devido a presenca de indicador de pH.

A producéo da vacina € baseada no sistema de lote-semente e a cepa de virus utilizada ou cinco lotes
consecutivos da vacina ndo podem induzir a neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus da
caxumba. Além disso, a cepa viral tem que demonstrar imunogenicidade adequada e seguranca para
o0 ser humano. A replicacdo do virus € realizada em cultura de células suscetiveis e a suspensao viral
é identificada e controlada quanto a esterilidade. Apos a clarificacdo da suspensdao viral por método
adequado, para remocao de residuos celulares, sdo adicionadas algumas substancias estabilizadoras,
que comprovadamente ndo alteram a eficacia, nem a seguran¢a do produto. Antes do envase e
liofilizacdo, o produto é analisado quanto a esterilidade, concentracdo de virus e de proteinas
derivadas de soro animal utilizado.

A vacina é envasada em recipientes adequados, liofilizada, rotulada e submetida aos controles
requeridos.

Outras informacGes relativas aos critérios de producéo e seus controles estdo indicadas na monografia
de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e adicionar igual volume de soro, contendo anticorpos
neutralizantes para o virus da caxumba. Incubar a 36 °C por uma hora. Ap6s a incubacdo, inocular a
mistura em cultura de células suscetiveis e manter a temperatura de 36 °C por 10 dias. Utilizar como
controle cultura de células inoculada com o virus vacinal e outra ndo-inoculada, que apresentam, ao
final do teste, presenca e auséncia de efeito citopatogénico, respectivamente. A auséncia de ECP na
cultura de células identifica o virus vacinal.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 2%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder a determinacdo ao abrigo da luz direta. Diluir duas amostras da vacina e uma amostra da
vacina de referéncia a intervalos de, no minimo, 1,0 logio, em meio de cultura adequado. Inocular
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cada diluicdo em, pelo menos, 10 orificios de microplaca contendo células Vero em suspensao e
incubar & temperatura de 36 °C por 10 dias. Observar as culturas de células quanto & presenca ou
auséncia de ECP e calcular o titulo da vacina por método estatistico comprovado. A poténcia da
vacina é o valor da média geométrica dos frascos analisados, expressa em CCIDso (dose 50%
infectante em cultura de célula) por dose. Para a determinacdo ser considerada valida, € necessario
que: (a) ao final do ensaio o controle da cultura de células apresente monocamada inalterada; (b) a
variacdo de poténcia entre as duas amostras da vacina seja, no maximo, 0,5 logio CCIDsp; (C) a
variacdo do titulo da vacina de referéncia seja, no maximo, 0,5 logio CCIDsg do seu titulo médio; (d)
0 ECP seja decrescente em relacdo as diluicdes crescentes; (e) as dilui¢bes utilizadas no ensaio
estejam entre 10% e 90% das culturas de células inoculadas.

A poténcia da vacina €, no minimo, 103,7 CCIDs¢/dose. Caso ndo cumpra o requisito, repetir a
determinacdo. A poténcia da vacina ¢ a média geométrica dos dois ensaios realizados.

Pode ser empregado, também, o método de unidades formadoras de “plaque” (UFP). O valor de
poténcia para aprovagdo do produto tem que estar correlacionado com o de CCIDsy.

TERMOESTABILIDADE
O teste é realizado em paralelo a Doseamento. Incubar uma amostra da vacina a 37 °C, por sete dias,
e analisar conforme método descrito para a poténcia do produto. A vacina ndo pode perder mais que

1,0 logio CCIDso/dose, em relacdo ao titulo da vacina conservada em condigdes adequadas de
temperatura. N&o pode, também, ter titulo inferior ao requisito de poténcia do produto.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA FEBRE AMARELA (ATENUADA)
Vaccinum febris flavae vivum

A vacina contra febre amarela é constituida de virus vivos atenuados e apresentada sob a forma
liofilizada. Apds a reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdo homogénea,
podendo demonstrar coloracdo devido a presenca de indicador de pH.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente primério da estirpe 17D, do qual, por
meio de passagens em ovos embrionados de galinha SPF (livre de micro-organismos contaminantes),
se origina o lote-semente secundario.

Cada lote-semente priméario de virus deve ser submetido aos testes de identificagdo, agentes
adventicios (esterilidade bacteriana e fingica; micoplasmas e micobactérias), virus da leucose aviaria
e inoculagdo em macacos para verificar viscerotropismo, imunogenicidade e neurotropismo.

Cada lote-semente secundario de virus deve ser submetido aos testes de identificacdo, agentes
adventicios (inoculacdo em cobaias e camundongos, esterilidade bacteriana e fangica, micoplasmas
e micobactérias, cultivo celular e virus aviarios), virus da leucose aviéria e inoculagdo em macacos
para verificar viscerotropismo, imunogenicidade e neurotropismo.

A replicacdo do virus é realizada em ovos embrionados de galinha, livre de patdgenos especificos, ou
em cultura de células suscetiveis. Se a producdo da vacina ocorrer em ovos embrionados, 2% e, no
minimo, 20 ovos ndo infectados com a cepa vacinal tém que demonstrar auséncia de patégenos
especificos para aves.

A suspensdo viral é clarificada por método adequado para remocao de residuos celulares e algumas
substancias estabilizadoras que, comprovadamente, ndo alteram a eficacia e seguranca do produto,
podem ser adicionadas. Nenhuma proteina de origem humana pode ser adicionada em qualquer etapa
de producédo. A suspensdo viral ou a mistura de suspens@es virais individuais sdo testadas quanto a
identificacdo, esterilidade bacteriana e fangica, micoplasmas, micobactérias e concentracgdo viral.

Testes em cultura de células para outros agentes adventicios. Inocular 5 mL da amostra dos
extratos dos ovos controles em culturas de células de rim de macaco e em fibroblastos de embrido de
galinha. Incubar as células em temperatura entre 35 °C e 37° C e observar por 14 dias. Nao deve ser
evidenciada a presenca de quaisquer agentes adventicios e, no minimo, 80% das culturas celulares
devem permanecer viaveis.

Virus aviarios. Inocular 0,1 mL dos extratos dos ovos controles pela via alantoica em cada um de 10
ovos SPF embrionados de 9 a 10 dias. Proceder da mesma forma, inoculando no saco vitelino, 10
ovos SPF embrionados de cinco a sete dias. Ao final de sete dias de incubacéo, pelo menos 80% dos
ovos inoculados devem permanecer viaveis, assim como ndo devem ser evidenciados agentes
hemaglutinantes e/ou patologias macroscopicas tipicas nos embrides e membranas corio-alantoicas.

Apos a formulagdo, o produto acabado a granel € analisado quanto & esterilidade; concentracéo de
virus e nitrogénio proteico.

Conteudo de nitrogénio proteico (5.3.3.2). No maximo, 0,25 mg por dose, antes da adicdo de
qualquer estabilizante.

O produto é envasado em recipiente adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.
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Outras informacdes relativas aos critérios de producéo e seus controles estdo indicadas na monografia
de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

A vacina, quando neutralizada com soro contendo anticorpo especifico para o virus da febre amarela,
inibe a formagao de unidades formadoras de “plaque” UFP em células suscetiveis conforme descrito
em Doseamento. Métodos moleculares como, sequenciamento e amplificacdo de acido nucleico,
podem ser utilizados.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. O limite
méaximo deve garantir que o produto mantenha sua estabilidade, de acordo com o registro submetido
a autoridade regulatéria nacional.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Cumpre o teste. No maximo 5 UE por dose humana.

Ovoalbumina residual. Determinar o teor de ovoalbumina por Método imunoquimico (5.6)
adequado, utilizando como referéncia uma preparacdo padrdo de ovoalbumina. A vacina é
considerada satisfatoria se o conteudo de ovoalbumina residual for menor ou igual a 5 pg/dose.

DOSEAMENTO

Uma vacina de referéncia calibrada em Unidades Internacionais (Ul) deve ser utilizada para a
determinacéo do titulo do indculo viral e no ensaio de poténcia da vacina.

Pelo menos trés frascos de vacina liofilizada e um de vacina referéncia sdo submetidos ao método de
unidades formadoras de “plaque” (UFP). Diluir a vacina aplicando-se fator 4 e inocular pelo menos
duas diluicdes em, no minimo, trés orificios em placa de seis orificios contendo monocamada de
células Vero previamente semeadas. A concentracdo da linhagem celular pode variar de 100 000 a
300 000 celulas por mL, conforme o dia de sua utilizagdo. Apos adsorcdo por periodo de até 90
minutos a temperatura entre 35 °C e 37 °C, em ambiente de CO; a 5%, adicionar um meio de cultura
contendo agarose ou carboximetilcelulose em concentracdo adequada. Incubar as placas por cinco a
sete dias, a temperatura entre 35 °C e 37°C, em ambiente de CO2 a 5%. Ap0s o periodo de incubacéo,
retirar o meio de crescimento, fixar as células com formaldeido e corar com um corante vital.

Calcular a média do nimero de “plaques” dos frascos da vacina em teste e da vacina de referéncia,
por meio de métodos estatisticos comprovados. Comparar a concentracdo viral da vacina em teste
com aquela da vacina de referéncia e expressar o resultado em Unidades Internacionais (Ul) por dose.
A poténcia minima deve ser de 3,0 logio Ul por dose. Para a determinacdo ser considerada véalida, €
necessario que: (a) no controle de cultura de células haja monocamada inalterada; (b) a variacdo de
poténcia entre as trés amostras da vacina seja no maximo 0,3 logio Ul; (¢) a poténcia da vacina de
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referéncia varie no méximo 0,5 logio Ul do seu titulo estabelecido (d) o nimero de UFP seja
decrescente em relacdo as diluicGes crescentes. O ensaio deve ser repetido se ndo cumprir 0s
requisitos. Outros métodos de ensaio podem ser utilizados, desde que justificados e aprovados pelas
autoridades regulatorias nacionais. No entanto, caso a vacina seja dosada pelo método descrito acima,
deve cumprir com os requisitos ja estabelecidos.

TERMOESTABILIDADE
O teste é realizado em paralelo ao Doseamento. Incubar, pelo menos, dois frascos de vacina por 14

dias entre 36 °C e 38 °C e analisar conforme descrito em Doseamento. A vacina pode perder no
maximo 1 log1g Ul em relacéo ao titulo determinado na amostra conservada em condi¢des adequadas

de temperatura. Além disso, ter titulo no minimo igual ao especificado para a poténcia do produto.
Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)
Vaccinum haemophili stirpe b conjugatum

A vacina Haemophilus influenzae b (conjugada) é uma preparacdo liquida ou liofilizada de
polissacarideo capsular, obtido a partir de uma cepa de Haemophilus influenzae tipo b,
covalentemente ligado a uma proteina carreadora.

O polissacarideo de ribosil-ribitol-5-fosfato (PRP) € um polimero composto de unidades alternadas
de ribose e ribitol, covalentemente agrupadas por um fosfato por meio de ligagdes de fosfatodiéster.
A proteina carreadora, quando conjugada ao polissacarideo, é capaz de induzir uma resposta
imunolégica dependente de célula-T.

A producéo do polissacarideo tipo B é baseada no sistema de lote semente, que é uma quantidade de
ampolas contendo H. influenzae tipo b liofilizado, de composicdo uniforme, obtido a partir de uma
cepa liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados para preservar a viabilidade
da cepa liofilizada, ou congelada, ndo devem ser constituidos de proteinas de origem animal. E
recomendado que o PRP produzido pelo lote semente seja caracterizado por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear.

O micro-organismo H. influenzae tipo b é cultivado em um meio liquido, adequado que nao contém
polissacarideos de alto peso molecular. Se algum componente do meio contiver substancias
origindrias do sangue, o processo deve ser validado para comprovar que apds a purificacao elas ndo
sdo detectadas. Ao final do cultivo verifica-se a pureza da cultura por exame microscépico,
inoculacdo da amostra em meios de cultivo adequados e aglutinacdo da cultura com antissoro
especifico. A cultura pode ser inativada. O PRP ¢ separado do meio de cultivo e purificado por um
método adequado.

POLISSACARIDEO HAEMOPHILUS INFLUENZAE (PRP)

O polissacarideo purificado somente pode ser utilizado na preparacdo do conjugado se cumprir 0s
seguintes requisitos.

Identificacdo. O PRP € identificado por um Método imunoquimico (5.6) ou outro método validado,
como espectrometria por ressonancia magnética nuclear.

Umidade. O teor de umidade do polissacarideo é determinado por analise termogravimétrica em
balanga de 1d&mpada hal6gena. A perda de peso é determinada em uma amostra seca a 60 °C durante
60 minutos. Transferir 120 mg da amostra para naveta, programar o analisador de umidade e, apds o
término da andlise, transferir quantitativamente a amostra para um baldo volumétrico de 10 mL e
adicionar agua ultrapurificada.

Distribuicao por tamanho molecular. Corresponde a porcentagem de PRP, eluido antes de um dado
valor de coeficiente de distribuicdo (Kd) ou dentro de uma faixa de valores de Kd. A distribuicdo das
dimens6es moleculares do PRP pode ser determinada por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(5.2.17.4) de exclusdo por tamanho. O método € realizado usando-se coluna de gel filtracdo de 300 x
7,8 mm para particulas de 10 um, com fluxo de Fase mdvel de 0,3 mL/minuto. As colunas sao
mantidas a uma temperatura constante de 25 °C. A elui¢do é monitorada usando-se um detector
refractométrico para analise de PRP.

Fase movel: preparar solucdo de cloreto de sodio 0,2 M e trometamina 0,01 M. Homogeneizar e, se
necessario, ajustar para o pH 7,0. Filtrar num filtro de membrana de 0,45 um antes do uso.
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Solucéo de PRP: preparar solucdo de PRP a 4 mg/mL em Fase movel.

Injetar 100 uL de amostras da solucao de polissacarideo a cada 60 minutos.

Para analise dos dados, € necessaria a determinacgédo do volume de excluséo total (Vo) e do volume de
incluséo total (Vt). O Vo e 0 Vt sdo determinados, respectivamente, com dextrana com peso molecular
proximo a Kd = 0,3 e azida sodica.

Os polissacarideos contém uma fracéo de alto peso molecular eluindo no volume morto. O volume
de eluicdo desses polissacarideos de alto peso molecular, também, pode ser usado para determinar o
volume morto da coluna. Na determinacdo da distribuicdo de peso molecular, o valor de Kd é
determinado pela equacéo:

4 Vve-Vo Kd = Rt(Ve) - Rt(Vo)
~ Vt-Vo Rt(Vt) - Rt(Vo)

em que

Rt (Ve) = tempo de retencdo do polissacarideo analisado;
Rt (Vo) = tempo de retengéo de Vo;
Rt (Vt) = tempo de retencdo de Vt.

Para calcular a quantidade de polissacarideo eluido a um Kd < 0,30, o volume de eluicdo
correspondente a um Kd = 0,30 € determinado segundo a expressao:

Ve =[3,0(\Vt —Vo)] + Vo

Com o valor de Ve, a porcentagem de polissacarideo eluido a Kd < 0,30 é entdo determinada
marcando esse valor no cromatograma e integrando a area do pico até esse ponto.

Um valor aceitavel é estabelecido, especificamente, para o produto e cada partida de PRP deve
cumprir com esse limite. Os limites para produtos aprovados, utilizando as fases estacionarias
indicadas, séo registrados, para informacéo, na Tabela 1.

O método de Cromatografia liquida (5.2.17.4) de deteccdo por espalhamento de luz também pode
ser utilizado.

Outros métodos validados, como determinacédo do grau de polimerizacao ou do peso molecular médio
e a dispersdo das massas moleculares, podem substituir o teste para Distribuicdo por tamanho
molecular descrito.

Concentracdo de PRP. A concentracdo de PRP é determinada por Método imunoquimico (5.6),
Cromatografia liquida de troca aniénica com deteccdo amperometrica pulsada (5.2.17.3) ou Ribose
por espectrofotometria (Orcinol). Se for utilizado o teor de ribose, proceder conforme descrito em
Espectrofotometria de absorc¢éo no visivel (5.2.14).

Solugéo padréo de D-ribose: diluir D-ribose em agua destilada para a obtengdo de uma solucéo a 25
ug/mL. Distribuir e armazenar as aliquotas a -20 °C.

Solugdo A: pesar, com exatiddo, cerca de 50 mg de cloreto de ferro hexa-hidratado e dissolver em
100 mL de acido cloridrico concentrado.

Reagente de orcinol: pesar 375 mg de orcinol monoidratado e dissolver em 5 mL de alcool etilico a
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96% (v/v). Adicionar a Solucdo A na proporc¢édo de 1:20 e homogeneizar.

O polissacarideo Hib é um polimero de ribosil-ribitol-5-fosfato e pode ser quantificado medindo-se
0 teor de ribose. A determinacdo do teor de ribose baseia-se na medicdo espectrofotométrica da
absorvancia de um complexo de coloragédo verde, formado pela reacdo entre o Reagente de orcinol e
a ribose nas subunidades do polimero. Dentro da faixa da andlise, a absorvancia é proporcional a
concentracdo de ribose. Para a curva analitica, pipetar, para cada um de 5 tubos de ensaio, O uL, 100
pL, 200 pL, 300 pL e 400 uL de Solucéo padrao de D-ribose. Adicionar dgua destilada a cada um
dos tubos até 400 uL. Para a analise, dissolver o polissacarideo purificado para 0,05 mg/mL em &gua
destilada e pipetar 400 uL da solu¢do amostra para os tubos. Adicionar a cada tubo 800 pL de
Reagente de orcinol e coloca-los a 100 °C por 20 minutos. Deixar esfriar a temperatura ambiente e
ler a absorvancia a 669 nm. Os teores de ribose das amostras obtidas da curva analitica sdo expressos
em microgramas de ribose por mililitro versus a massa do polissacarideo seco. Calcular o porcentual
(p/p) de D-ribose de acordo com a expressao:

massa de D - ribose (ug) obtida da curva padrao
massa de polissacarideo (ug)

%D -ribose = x 100

O limite minimo deve estar de acordo com o registro do produto aprovado pela autoridade regulatéria
nacional.

Fosforo. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absorcdo no visivel (5.2.14). O
método pode ser baseado na medida espectrofotométrica da absorvancia da coloracdo azul formada
pela reducdo de um complexo fosfomolibdico pelo acido ascorbico.

Solucéo padrao: dissolver 109,7 mg de fosfato de potassio monobasico em 250 mL de &gua destilada.
Diluir 5 mL da solu¢do anterior para 100 mL com agua destilada.

Solucdo A: pesar 2,5 g de molibdato de aménio e adicionar 100 mL de adgua destilada.
Solucédo B: no momento do uso, pesar 10 g de &cido ascorbico e adicionar 100 mL de adgua destilada.

Solucdo C (Complexo fosfomolibdico e acido ascorbico): no momento do uso, misturar as solucées
na seguinte ordem: 1 volume de &cido sulfarico 3 M, 1 volume de Solugdo A, 2 volumes de agua
destilada e 1 volume de Solucéo B.

Reativo de mineralizacdo: 5 mL de acido sulfurico concentrado e 5 mL de acido perclérico a 70%
(p/p).

Dissolver 25 mg de polissacarideo purificado em agua destilada, transferir, quantitativamente, para
baldo volumétrico de 50 mL, completar o volume com agua destilada e homogeneizar. Para a
mineralizacéo, pipetar 100 uL dessa solugéo, transferir para um tubo de ensaio e adicionar 100 uL de
Reativo de mineralizagdo. O teste € realizado em triplicata. Aquecer a 250 °C até que haja
descoloracdo completa (quatro horas). O branco (1 mL de &gua destilada) e as solugcfes padrdo (0,5
mL, 1,0 mL, 1,5 mL e 2,0 mL de Solucdo padréo) sdo tratados de forma idéntica. Para o
desenvolvimento de coloracdo, apés esfriar cada tubo, adicionar 4 mL de Solucdo C. Aquecer o
contetido dos tubos a 37 °C por 120 minutos para desenvolver uma coloragdo azul do complexo
fosfomolibdico. Medir a absorvancia das solu¢Ges amostras e padrfes a 825 nm utilizando o branco
como celula de referéncia. O teor de fosforo da amostra é determinado utilizando-se uma curva de
calibragéo estabelecida a partir dos valores obtidos para as solugfes padrdo. Calcular o porcentual de
fésforo por meio da formula:
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concentragio da amostra obtida na curva padréo (ug/tubo)
0,1x concentrago da amostra (ug de polissacarideo seco/mL)

% de fosforo = x 100

Os limites devem estar de acordo com o registro do produto aprovado pela autoridade regulatoria
nacional.

Proteina. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢édo no visivel (5.2.14). O
ensaio sugerido é baseado no método de Lowry, em que ha desenvolvimento da coloracdo azul do
quelato de cobre em presenca de proteinas.

Solugédo estoque padréo de albumina de soro bovino: pesar 20 mg de albumina bovina (BSA) e
completar para 100 mL com &gua destilada.

Solucdo alcalina de cobre: misturar 0,5 mL de tartarato de sodio e potassio a 2% (p/v) em agua
destilada, com 0,5 mL de sulfato cuprico penta-hidratado a 1% (p/v) em &gua destilada. Ajustar para
50 mL com carbonato de sédio a 2% (p/v) em hidroxido de sodio 0,1 M.

Reagente Folin diluido: misturar 50 mL de reagente fosfomolibdotungstico (reagente de Folin-
Ciocalteau-fenol) com 50 mL de agua destilada. Essa solugdo tem de ser preparada no momento do
uso.

Em tubos de ensaio adicionar O puL, 10 uL, 25 uL, 50 uL 100 uL e 200 uL da Solugéo estoque padréo
de albumina de soro bovino. Ajustar o volume em cada tubo para 200 uL. com agua destilada. Se
necessario, diluir as amostras contendo cerca de 10 mg/mL de polissacarideo dessecado e adicionar
200 pL em cada tubo. Adicionar 200 uL de &dgua destilada como solugdo branco. Adicionar aos tubos
de solugbes padréo, branco e amostra na seguinte ordem: 1 mL de Solu¢éo alcalina de cobre, misturar
e deixar reagir por 10 minutos; 100 uL de Reagente Folin diluido, misturando imediatamente. Apds
30 minutos, as solucdes sdo centrifugadas e as absorvancias das solucBes padrdo e das solucbes
amostra sdo medidas a 750 nm. A concentracdo de proteina na amostra € expressa como microgramas
por mililitro. Calcular a porcentagem de proteina de acordo com a expressao:

concentragdo obtida da curva padrao (ug/tubo)
concentracdo da amostra (ug de polissacarideo seco/mL)

% de proteina= x 100

No maximo 1% (p/p), calculado em relagdo a base seca.

Acido nucleico. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria no ultravioleta (5.2.14). O &4cido
nucleico residual de uma amostra contendo pelo menos 1 mg/mL de polissacarideo dessecado é
medido por espectrofotometria de absorgéo no ultravioleta em 260 nm. A absorvancia de uma solugao
de acido nucleico aquoso a 10 g/L em uma célula espectrofotométrica de 1 cm de largura a 260 nm é
de 200.

L ) leitura mostra
% de acido nucleico= ura 0a amasra x 50 x 100

massa de polissacarideo seco (mg)

No méximo 1% (p/p), calculado em relagéo a base seca.

Reagentes residuais. Quando for relevante, devem ser realizados testes para determinar residuos de
reagentes utilizados durante a inativacdo e purificagdo. Um valor aceitavel para cada reagente €
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estabelecido especificamente para o produto e cada partida de PRP deve cumprir com esse limite.
Caso 0s métodos para remocao de um reagente residual tenham sido validados, o teste no PRP pode
ser omitido.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 10 UE/ug de PRP.

PROTEINA CARREADORA

A proteina carreadora, quando conjugada ao PRP, deve ser capaz de induzir uma atividade
imunogénica adequada. As proteinas sdo produzidas por meio da cultura dos respectivos
microrganismos, na qual é verificada a pureza bacteriana. O cultivo pode ser inativado e a proteina é
purificada por métodos adequados. As proteinas aprovadas e seus respectivos metodos de conjugacéo
séo informados na Tabela 1.

Componente diftérico. A anatoxina diftérica é produzida como descrito na monografia de Vacina
adsorvida difteria e tétano infantil. Cumpre com o0s requisitos para anatoxina diftérica purificada,
exceto para o teste de esterilidade, o qual ndo é requerido.

Componente tetanico. A anatoxina tetanica € produzida como descrito na monografia de Toxoide
tetanico adsorvido. Cumpre com 0s requisitos para anatoxina tetanica purificada, exceto para o teste
de esterilidade, o qual ndo € requerido.

Proteina diftérica CRM 197. Contém, no minimo, 90% de proteina diftérica CRM 197, determinada
por um método adequado. Alguns testes devem ser realizados, para validagdo ou rotineiramente, para
demonstrar auséncia de toxicidade no produto.

A proteina a ser utilizada na conjugacéo deve cumprir com 0s seguintes requisitos.

No caso de se utilizar como proteina carreadora o complexo proteico da membrana externa de
Neisseria meningitidis grupo B (OMP), proceder ao Teste para avaliacdo de pirogénios (5.5.2.7).
Nos casos em que o Teste de pirogénios em coelhos (5.5.2.7.2) for permitido, injetar em cada coelho
0,25 ug de OMP por quilograma de peso corpéreo.

Tabela 1 — Caracteristicas do produto e especificacdes para o PRP e proteina carreadora.

Carreador Polissacarideo Haemophilus Conjugacéao
. Quantidade .
Tipo Pureza anntldade Tipo de PRP nominal por Me.todo d~e Procedimento
nominal por dose dose conjugacao
Anatoxina
PRP de peso diftérica
Anatoxina Maior do que reduzido Ativagdo do PRP Zf:;’f)da (D-
Diftérica ii(r)é)gléz‘]ilgwg de 18 ug Kd:0,6-0,7 25 ug E%rnk;;%nr?ie(;co de ativacio do
PRP por
brometo de
cianogénio
PRP ativado-
Maior d HA (PRP-

. aior do que ; cov.-HA) +
Anatoxina PRP > 50% Mediada por ]
Tetanica 1500 Lf/mg de 2019 Kd <0,30 10 1g carbodiimida Anatoxina

nltrogenlo Tetanlca +
EDAC
Proteina Maior do que PRP de peso Aminagéo redutora  conjygacio
Diftérica 90% de 251 reduzido 1019 (método de 1 direfa %ngRp
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CRM 197 proteina Dp=15-35 ou 10- passo) ou ativagdo  com a proteina
diftérica 35 por N- CRM 197
hidroxisuccinimida ativacdo
cianoborohidri

da
Vesicul PRP de peso A .
esiculas i tivagdo do
Membrana . reduzido
proteica prote;)cas da Kd< 0,6, usando EEE [I)Ic\)/{ CDI
externa de membrana agarose de o -IM +
. externa:<8%  125ugou250 pg |igacdo cruzada 750ul5ng  Ligacdo tioéter BuA2 + BrAc
Meningococos gac =
de ara = PRP-BuA2-
grupo B . . . p _
deo ou My > tioativada
50 x 103

O PRP é modificado quimicamente para possibilitar a conjugacdo, sendo parcialmente
despolimerizado antes ou ap6s o procedimento. Antes da conjugacao, grupos funcionais ativos podem
ser introduzidos na proteina ou no PRP. Para determinar a consisténcia, a extensdo da derivacao é
monitorada nessa etapa da producédo. O conjugado é obtido pela ligacdo covalente de PRP e proteina.
Os grupos funcionais residuais ndo reativos, mas potencialmente reatogénicos, podem estar presentes
ap0s o processo de conjugacdo. O processo deve ser validado para comprovar que grupos funcionais
reativos ndo permanecem apés a producgdo. O conjugado é entdo purificado para remocao de reagentes
e submetido aos controles relacionados a seguir. Os limites aplicados para alguns desses controles
estdo listados na Tabela 2. Para uma vacina liofilizada, que é submetida ao processo de liofilizacdo
que pode afetar o componente a ser analisado, alguns testes podem ser realizados no lote final.

Concentracdo de PRP. A concentracdo de PRP é determinada por Método imunoquimico (5.6),
Cromatografia liquida de troca anidnica com deteccdo amperométrica pulsada (5.2.17.3) ou Ribose.
Quando o teor de polissacarideo for determinado pela concentracdo de ribose, proceder conforme
descrito em Concentracdo de PRP, em Polissacarideo Haemophilus influenzae (PRP). O teor de
polissacarideo é calculado multiplicando-se o teor de ribose, expresso em micrograma por mililitro,
pelo fator 2,488.

Proteina livre. A concentracdo pode ser determinada diretamente por um método adequado ou por
derivacdo, por meio do calculo dos resultados de outros testes. O valor deve estar dentro dos limites
aprovados para o produto.

Proteina. Proceder conforme descrito em Proteina, em Polissacarideo Haemophilus influenzae
(PRP). O resultado € calculado em microgramas por mililitro.

Razdo polissacarideo/proteina. Quociente entre concentracdo de polissacarideo e concentracdo
proteica. Para cada conjugado, a relagdo deve estar de acordo com a faixa aprovada no registro do
produto aprovado pela autoridade regulatéria nacional.

Reagentes residuais. A remocdo de reagentes residuais tais como: cianeto, EDAC
(etildimetilaminopropilcarbodiimida) e fenol, é confirmada por testes adequados ou por validagao do
processo.

Distribuicdo por tamanho molecular. Proceder conforme descrito em Distribui¢do por tamanho
molecular, em Polissacarideo Haemophilus influenzae (PRP).

Para calcular a quantidade do conjugado eluido a um Kd < 0,20, o volume de eluicdo correspondente
aum Kd = 0,20 é determinado segundo a expresséo:
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Ve =[0,2(\Vt - Vo)] + Vo

Com o valor de Ve, a porcentagem de polissacarideo eluido a Kd < 0,20 € entdo determinada,
marcando esse valor no cromatograma e integrando a area do pico até esse ponto.

Para o conjugado, o valor aceitavel deve estar de acordo com o registro do produto aprovado pela
autoridade regulatéria nacional.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste. Utilizar para cada meio de cultivo 10 mL ou o equivalente
a 100 doses, o que for menor.

Tabela 2 — Requisitos para o conjugado a granel.

Proteina carreadora
Membrana
. . Proteina proteica
Teste Anatoxina Anatoxina e externa de
diftérica tetanica diftérica Meningococo
CRM 197
grupo B
(OMP)
PRP livre <37% < 20% < 25% <15%
<1%ou<
2%,
Proteina livre  <4% <1% dependendo N&o aplicavel
do método de
conjugacéo
Raza0PRPI 125 18  030-06 03-07  005-01
Proteina
Peso molecular > 80% para
(Kd): Kd< 0,20
agarose de
ligacdo cruzada 95% < 0.75 60% < 0.2
para
cromatografia 50% 0,3-0,6 85% <0,3
agarose de
ligacdo cruzada 0.6_0,7 85% < 0.5
para

cromatografia

No preparo da vacina, produto acabado a granel, pode ser adicionado um adjuvante, um conservante
antimicrobiano e um estabilizador, antes da diluicéo final com diluente adequado. Antes do envase,
amostras do produto sdo submetidas aos controles a seguir.

Timerosal. Quando aplicavel, proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso
humano. No maximo 200 ppm.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

O produto ¢é envasado em recipientes adequados e, se for o caso, liofilizado, rotulado e submetido aos
controles requeridos.
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IDENTIFICACAO

O teste deve ser realizado por um Método imunoquimico (5.6) aprovado, utilizando anticorpos
especificos para o polissacarideo purificado.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina ou, no caso do componente liofilizado, o pH deve
ser determinado apds a reconstituicdo com o diluente adequado. Os limites devem ser determinados
pelo historico no registro do produto.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 3,0%.

Concentracao de Polissacarideo. A concentracdo de PRP é determinada por Método imunoquimico
(5.6), Cromatografia liquida de troca aniénica com detec¢cdo amperométrica pulsada (5.2.17.3) ou
Ribose por espectrofotometria (Orcinol). Se for utilizado o teor de ribose, proceder conforme descrito
em Espectrofotometria de absorcéo no visivel (5.2.14). Para vacina liofilizada, dissolver o contetdo
de 20 frascos em cerca de 4 mL de agua destilada e remover a lactose por dialise. Diluir o liquido
dialisado residual a 10 mL com &agua destilada e determinar o teor de ribose da vacina conforme
descrito em Concentracdo de PRP, em Polissacarideo Haemophilus influenzae (PRP). O teor de PRP
da vacina é calculado multiplicando-se o teor de ribose, expresso como micrograma por mililitro, por
2,488 e é, no minimo, 80% da concentracdo declarada no rétulo.

Distribuicdo por tamanho molecular. E a porcentagem de PRP, eluido antes de um dado valor Kd
ou dentro de uma faixa de valores Kd, determinada por Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(5.2.17.4) de excluséo por tamanho, conforme descrito em Distribui¢io por tamanho molecular, para
o Polissacarideo Haemophilus influenzae (PRP). Para um lote de vacina, uma amostra de 5 doses da
vacina é diluida em 2,5 mL de Fase mdvel. Um valor aceitavel é estabelecido, especificamente, para
0 produto e cada lote de vacina deve cumprir com esse limite. Os limites para produtos aprovados,
utilizando as fases estacionérias indicadas, séo listados, para informag&o, na Tabela 2.

Polissacarideo livre. No maximo 20%. A concentracdo de PRP livre é determinada ap6s a remocao
do conjugado por formacdo de um complexo PRP-proteina carreadora-anticorpo ou por outros
métodos validados. Verificar no sobrenadante, por Método imunoquimico (5.6), o teor de
polissacarideo de Hib e a auséncia de conjugado. Calcular a porcentagem de polissacarideos livres na
vacina segundo a expressao:

% de PRP livre — teor de PRP do sobrenadante %100

teor totalde PRP da vacina

Timerosal. Quando aplicavel, proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso
humano. No maximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

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

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Cumpre o teste. No maximo 25 UE/dose. Caso a
vacina contenha algum componente que possa interferir no ensaio, deve ser realizado o Teste para
avaliacdo de pirogénios (5.5.2.7).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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VACINA HEPATITE B (RECOMBINANTE)
Vaccinum hepatitidis B ADN recombinatum

A vacina contra hepatite B recombinante é uma suspensdo de antigeno (HBsSAg) purificado da
superficie do virus da hepatite B, adsorvido pelo hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio,
podendo conter conservante. Esta, também, presente o gene S ou combinacdo dos genes S e pré-S2
ou dos genes S, pré-S2 e pré-S1. Tem o aspecto de suspensdo opalescente que ndo apresenta grumos
ou particulas estranhas.

A vacina é produzida pela expressao do gene viral codificado para o antigeno de superficie do virus
da hepatite B (HBsAg) em cepa recombinante de leveduras ou em cultura de celulas suscetiveis. O
antigeno produzido cumpre os testes de esterilidade, retencdo de plasmidio e consisténcia antigénica.
No caso de utilizacdo de cultura de células de mamiferos, o antigeno produzido tem que demonstrar
auséncia de micoplasmas e virus. Além disso, as células (célula hospedeira em combinagdo com o
vetor de expressdo do antigeno) utilizadas na produgéo sdo necessariamente procedentes de banco de
células aprovado pela autoridade regulatoria nacional.

O antigeno de superficie recombinante (HBsAQ) € purificado por varios métodos fisico-quimicos e
formulado em gel de hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio. Os controles citados a seguir sao
pré-requisitos para a formulacdo da vacina.

ADN residual. No méximo 100 pg/dose individual humana.

Proteinas. Determinadas por método apropriado.

Concentracédo antigénica. Avaliada por método imunoquimico validado.

Identificacdo. Avaliada por método imunoquimico validado.

Pureza. Determinada por comparacdo com vacina de referéncia utilizando método adequado como
cromatografia liquida ou SDS-PAGE. Apresenta, no minimo, 95% de proteinas do antigeno de
superficie do virus da hepatite B.

fons inorganicos. Os residuos de fons inorganicos, provenientes de sais utilizados no processo de
producdo, sdo determinados por métodos adequados.

Esterilidade. Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

Soro animal. Se é utilizado soro de origem animal nos processos de producao, o residuo de soro ndo
é superior a 1 pL/L de vacina.

Outros componentes. Proteinas, lipideos, acido nucleico e carboidratos, também sdo determinados.
Antes do envase o produto € submetido a controles de adjuvante, conservante e esterilidade.

A vacina é envasada em recipientes adequados, rotulada e submetida aos controles requeridos.
Outras informacdes relativas a producéo e seus controles estdo indicadas na monografia de Vacinas

para uso humano.

IDENTIFICACAO
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O Doseamento pode ser utilizado.

CARACTERISTICAS

Determinacao de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.
Teste para avaliacédo de pirogénios (5.5.2.7). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 10 UE/mL.

DOSEAMENTO

Preparar, no minimo, trés dilui¢cbes da vacina e de uma vacina de referéncia em solucéo isoténica de
cloreto de sddio, contendo o adjuvante de aluminio utilizado na vacina. Cada diluicéo € inoculada por

via intraperitoneal, em pelo menos, 10 camundongos BALB/c de haplotipo H-24 ou H-2d. Um grupo
de animais € inoculado somente com o diluente. Os animais utilizados devem ter o mesmo sexo. Apos
quatro a seis semanas da inoculacdo, anestesiar e sangrar todos 0s animais. Separar individualmente
0os soros e determinar a presenca de anticorpos para o virus da hepatite B por método
imunoenzimatico. Registrar o numero de animais que demonstram soroconversao em cada diluicdo e
calcular a DEso (dose efetiva 50%), assim como a poténcia relativa por um método estatistico
adequado. O ensaio é considerado valido se (a) a DEso encontrada estiver entre a menor e a maior
concentracdo de vacina inoculada nos camundongos; (b) a analise estatistica ndo demonstrar desvio
de linearidade e paralelismo; (c) o limite de confianca da poténcia relativa estiver entre 30% e 300%.

O limite de confianca superior da poténcia relativa &, no minimo, 1.

Métodos in vitro validados, tais como ensaio imunoenzimatico e radio-imunoensaio, utilizando
anticorpos monoclonais especificos para antigeno HBsAg, também podem ser utilizados.
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.
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ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA INFLUENZA (ANTI'GENO DE SUPERFICIE, INATIVADA)
Vaccinum influenzae inactivatum ex corticis antigeniis praeparatum

A vacina influenza (antigeno de superficie, inativada) € uma suspenséo de antigenos do virus da gripe
composta por diferentes cepas do virus influenza, fracionado e purificado, cuja composicdo é
atualizada a cada ano. E apresentada como suspens&o aquosa homogénea e levemente opalescente se
estiver adicionada de um adjuvante.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) avalia mundialmente as evidéncias epidemioldgicas da
influenza e recomenda as cepas que devem compor a vacina.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente primario, do qual se origina o lote-
semente secundario ou de trabalho por meio de passagens em ovos embrionados de galinha SPF (livre
de micro-organismos contaminantes) ou em células suscetiveis. O lote de trabalho deve ser avaliado
quanto a esterilidade e micoplasmas. Além disso, a cepa viral tem que demonstrar imunogenicidade
adequada e seguranca para o ser humano.

A replicacdo do virus pode ser realizada por inoculacdo na cavidade alantoide de ovos embrionados
de galinha, livre de patégenos especificos, ou em cultura de células suscetiveis, provenientes de uma
criacdo reconhecidamente sadia. Se a producdo da vacina ocorrer em ovos embrionados, 2% e no
minimo 20 ovos sdo separados para controle. Ao final da producdo da vacina, esses ovos ndo-
infectados com a cepa vacinal tém que demonstrar auséncia de patdgenos especificos para aves.

O liquido alantoide é recolhido dos ovos apds um periodo de incubacdo a uma temperatura que
favoreca a replicacdo de cada cepa viral. As suspensfes de cada tipo de virus sdo coletadas e
processadas separadamente. Em seguida, elas sdo tratadas por um processo de reconhecida eficacia
que permita inativar o virus sem alterar sua imunogenicidade.

As particulas virais sdo purificadas por centrifugacdo ou outro processo estabelecido e fragmentadas
em subunidades por meio de procedimentos aprovados. Posteriormente, devem ser submetidas a uma
purificagio complementar e a suspensdo monovalente resultante pode conter um agente
antimicrobiano adequado.

As suspensdes monovalentes sdo submetidas aos controles requeridos antes de ser preparado o
produto a granel.

Inativacdo viral. Proceder conforme descrito em Inativacdo viral, em Ensaios de seguranca
bioldgica.

Antigeno hemaglutinina. A determinacdo do teor de hemaglutinina é baseada na reacdo in vitro de
antigeno-anticorpo por Imunodifuséo radial simples (5.6).

Antigeno neuraminidase. Detectar o tipo de antigeno neuraminidase por métodos enzimaticos ou
imunoldgicos.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
Agentes de fragmentagdo e purificacdo. Realizar determinacdo da concentracdo residual dos

agentes de fragmentacéo e purificacdo utilizados, por meio de método adequado e validado. O limite
méaximo deve ser aprovado pela autoridade regulatoria nacional no registro do produto.
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Pureza. Utilizar Eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme descrito em Eletroforese (5.2.22),
ou outro método aprovado. Devem ser detectados predominantemente antigenos de hemaglutinina e
neuraminidase.

Quantidades estabelecidas dos produtos monovalentes sdo misturadas de modo a originar o produto
acabado a granel, que s6 podera ser envasado quando aprovado nos testes de controle de qualidade.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia Vacinas para uso humano.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em Imunodifusdo radial simples (5.6) ou em outro Método imunoquimico
(5.6), utilizando soros especificos dos componentes virais.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Cumpre o teste. Os limites devem ser determinados pelo historico no registro do produto.

Determinacao de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proteina total (5.3.3.2). Cumpre o teste. No maximo 40 pg por cepa viral e 120 pg por dose humana.
E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia Vacinas para uso humano. E facultada ao
produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Agente de inativacdo. Realizar determinacdo da concentracdo residual do agente de inativacéo viral
por meio de método adequado e validado. Se forem utilizadas solugBes de formaldeido ou
betapropiolactona, os limites maximos devem ser de, respectivamente, 200 ppm e 0,1% (v/v). E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Adjuvante. Determinar o teor da substancia utilizada como adjuvante por método validado e
aprovado pela autoridade regulatoria nacional. A concentracdo deve estar na faixa que demonstrou
ser efetiva em estudos clinicos. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Cumpre o teste. No maximo 100 UE por dose humana.



Farmacopeia Brasileira, 72 edicio PB051-00

Ovoalbumina. Determinar o teor de ovoalbumina por Método imunoquimico (5.6) adequado,
utilizando como referéncia uma preparacdo padrdo de ovoalbumina. No maximo 1pg por dose
humana. E facultada ao produtor a utilizacao do resultado obtido no produto antes dos envase.

Inativacao viral. Inocular 0,2 mL da amostra na cavidade alantoide de cada um de, pelo menos, 10
ovos embrionados de galinha. Apds incubacao a temperatura 33-37 °C por trés dias devem sobreviver
pelo menos 80% dos embrides. Coletar de cada ovo contendo embrido sobrevivente cerca de 1,0 mL
de liquido alantoide e mistura-los. Inocular 0,2 mL da mistura em cada um de 10 ovos embrionados
e incubar a 33-37 °C por trés dias. Coletar cerca de 1 mL do liquido alantoide de cada ovo e realizar
individualmente um teste de hemaglutinacéo para detectar hemaglutininas decorrentes de crescimento
viral. Nao deve haver reacéo positiva no liquido alantoide em qualquer uma das séries de diluicéo.

DOSEAMENTO
Conteudo de hemaglutinina

A determinacdo do teor de hemaglutinina é baseada na reagdo in vitro de antigeno-anticorpo por
Imunodifuséao radial simples (5.6).

Preparar um gel de agar a 1% (p/v) contendo soro anti-hemaglutinina especifico para a cepa em teste
e distribuir 27 mL em uma placa de vidro ou em filme plastico com superficie hidrofilica de 12 cm x
12 cm. Apds pelo menos duas horas a temperatura de 2 °C a 8 °C em camara Umida, perfurar no gel
49 cavidades equidistantes de 4 mm de diametro.

Tratar a amostra em teste e a hemaglutinina de referéncia com detergente zwiteriénico, sob agitacéo,
por 30 minutos. Preparar uma série de trés dilui¢ces, em triplicata, da hemaglutinina de referéncia e
da amostra em teste. Preencher aleatoriamente os orificios com 20 pL das solugdes de antigeno e da
amostra em teste. Incubar em camara Umida a temperatura de 20 °C a 25 °C por 16 a 20 horas,
sobre uma superficie perfeitamente nivelada. Lavar com solucdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) e
secar as placas. Proceder a coloragdo com azul de Coomassie a 0,15% (p/v) ou com outro corante
adequado. Medir os diametros perpendiculares dos halos de precipitacdo para cada um dos orificios
com o auxilio de lupa graduada ou outro método adequado. Calcular o teor de hemaglutinina pela
comparacdo entre as curvas do didmetro médio para cada diluicdo da amostra em teste e do antigeno
de referéncia, utilizando método de regressdo multipla ou outro método estatistico adequado. No
minimo, 15 ug.

O teste sera considerado valido se o intervalo de confianca (P = 0,95) estiver compreendido entre 80

e 125% da concentracdo de hemaglutinina estimada para cada cepa. O limite inferior do intervalo de
confianca (P = 0,95) é, no minimo, 80% da concentracdo nominal declarada para cada cepa.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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VACINA INFLUENZA (FRAGMENTADA, INATIVADA)
Vaccinum influenzae inactivatum ex virorum fragmentis praeparatum

A vacina influenza (fragmentada, inativada) € uma suspenséo de antigenos do virus da gripe composta
por diferentes cepas do virus influenza, fracionado e purificado, cuja composicao ¢ atualizada a cada
ano. E apresentada como suspensdo aquosa homogénea e levemente opalescente se estiver adicionada
de um adjuvante.

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) avalia mundialmente as evidéncias epidemiolégicas da
influenza e recomenda as cepas que devem compor a vacina.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente primario, do qual se origina o lote-
semente secundario ou de trabalho por meio de passagens em ovos embrionados de galinha SPF (livre
de micro-organismos contaminantes) ou em células suscetiveis. O lote de trabalho deve ser avaliado
quanto a esterilidade e micoplasmas. Além disso, a cepa viral tem que demonstrar imunogenicidade
adequada e seguranca para o ser humano.

A replicacdo do virus pode ser realizada por inoculacdo na cavidade alantoide de ovos embrionados
de galinha, livre de patégenos especificos, ou em cultura de células suscetiveis, provenientes de uma
criacdo reconhecidamente sadia. Se a producdo da vacina ocorrer em ovos embrionados, 2% e, no
minimo, 20 ovos sdo separados para controle. Ao final da producdo da vacina, estes ovos ndo-
infectados com a cepa vacinal tém que demonstrar auséncia de patdgenos especificos para aves.

O liquido alantoide é recolhido dos ovos apds um periodo de incubacdo a uma temperatura que
favoreca a replicagdo de cada cepa viral. As suspensfes de cada tipo de virus sdo recolhidas e
processadas separadamente. Em seguida elas sdo tratadas por um processo de reconhecida eficacia
que permita inativar o virus sem alterar sua imunogenicidade. O virus é purificado por centrifugacéo
ou por outro processo estabelecido e, posteriormente, fragmentado por meio de agentes tensoativos
adequados. As particulas fragmentadas sdo adicionadas em suspensdo que pode conter um agente
antimicrobiano adequado.

As suspensdes monovalentes sdo submetidas aos controles requeridos antes de ser preparado o
produto a granel.

Inativacdo viral. Proceder conforme descrito em Inativacéo viral em Testes de seguranca bioldgica.

Antigeno hemaglutinina. A determinacdo do teor de hemaglutinina é baseada na reacgdo in vitro de
antigeno-anticorpo por Imunodifuséo radial simples (5.6).

Antigeno neuraminidase. Detectar o tipo de antigeno neuraminidase por métodos enzimaticos ou
imunoldgicos.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
Agentes de fragmentagdo e purificacdo. Realizar determinacdo da concentracdo residual dos
agentes de fragmentacéo e purificacdo utilizados, por meio de método adequado e validado. O limite

méaximo deve ser aprovado pela autoridade regulatéria nacional no registro do produto.

Quantidades estabelecidas dos produtos monovalentes sdo misturadas de modo a originar o produto
acabado a granel, que so podera ser envasado quando aprovado nos testes de controle de qualidade.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
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Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.
Outras informacdes relativas aos critérios de producdo e seus controles estdo indicados na monografia
de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Proceder ao ensaio de Imunodifusdo radial simples ou outro Método imunoquimico (5.6), utilizando
soros especificos dos componentes virais.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Cumpre o teste. Os limites devem ser determinados pelo histdrico no registro do produto.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proteina total (5.3.3.2). Cumpre o teste. No maximo 100 pg por cepa viral e 300 g por dose humana.
E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia Vacinas para uso humano. O limite deve ser
determinado pelo historico da eficécia no registro do produto e ndo pode ultrapassar 115% do valor
declarado na composicdo da vacina. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no
produto antes do envase.

Agente de inativacdo. Realizar determinacdo da concentragéo residual do agente de inativacéo viral
por meio de método adequado e validado. Se forem utilizadas solucGes de formaldeido ou
betapropiolactona, os limites maximos devem ser de, respectivamente, 200 ppm e 0,1% (v/v). E
facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Adjuvante. Determinar o teor da substancia utilizada como adjuvante por método validado e
aprovado pela Autoridade Regulatoria Nacional. A concentragdo deve estar na faixa que se
demonstrou ser efetiva em estudos clinicos. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido
no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Cumpre o teste. No maximo 100 UE por dose humana.
Ovoalbumina. Determinar o teor de ovoalbumina por Método imunoquimico (5.6) adequado,

utilizando como referéncia uma preparacao padrao de ovoalbumina. No maximo 1pg por dose
humana. E facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto antes dos envase.
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Inativagéo viral. Inocular 0,2 mL da amostra na cavidade alantoide de cada um de, pelo menos, 10
ovos embrionados de galinha. Apos incubacdo a temperatura 33-37 °C por 3 dias, pelo menos 80%
dos embrides devem sobreviver. Coletar de cada ovo contendo embrido sobrevivente cerca de 1,0 mL
de liquido alantoide e mistura-los. Inocular 0,2 mL da mistura em cada um de 10 ovos embrionados
e incubar a 33-37 °C por 3 dias. Coletar cerca de 1 mL do liquido alantoide de cada ovo e realizar
individualmente um teste de hemaglutinacao para detectar hemaglutininas decorrentes de crescimento
viral. N&o deve haver reagdo positiva no liquido alantoide em qualquer uma das séries de dilui¢éo.

DOSEAMENTO

Conteudo de hemaglutinina. A determinag&o do teor de hemaglutinina é baseada na reag&o in vitro
de antigeno-anticorpo por Imunodifuséo radial simples (5.6).

Preparar um gel de agar a 1% (p/v) contendo soro anti-hemaglutinina especifico para a cepa em teste
e distribuir 27 mL em uma placa de vidro ou em filme plastico com superficie hidrofilica de 12 cm x
12 cm. Apds pelo menos duas horas a temperatura de 2 °C a 8 °C em camara Umida, perfurar no gel
49 cavidades equidistantes de 4 mm de diametro.

Tratar a amostra em teste e a hemaglutinina de referéncia com detergente zwiteriénico, sob agitacéo,
por 30 minutos. Preparar uma serie de trés diluices, em triplicata, da hemaglutinina de referéncia e
da amostra em teste. Preencher aleatoriamente os orificios com 20 pL das solucdes de antigeno e da
amostra em teste. Incubar em cadmara Umida a temperatura de 20 °C a 25 °C por 16 a 20 horas, sobre
uma superficie perfeitamente nivelada. Lavar com solucdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) e secar
as placas. Proceder a coloracdo com azul de Coomassie a 0,15% (p/v) ou com outro corante adequado.
Medir os diametros perpendiculares dos halos de precipitacdo para cada um dos orificios com o
auxilio de lupa graduada ou outro método adequado. Calcular o teor de hemaglutinina pela
comparacdo entre as curvas do didmetro médio para cada diluicdo da amostra em teste e do antigeno
de referéncia, utilizando método de regressdo multipla ou outro método estatistico adequado. No
minimo 15 ug.

O teste sera considerado valido se o intervalo de confianca (P = 0,95) estiver compreendido entre 80

e 125% da concentracdo de hemaglutinina estimada para cada cepa. O limite inferior do intervalo de
confianca (P = 0,95) é, no minimo, 80% da concentracdo nominal declarada para cada cepa.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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VACINA MENINGOCOCICA ACWY (POLISSACARI'DICA)
Vaccinum meningococcale polysaccharidicum

A vacina meningococica ACWY (polissacaridica) € uma preparacdo liofilizada de um ou mais
polissacarideos capsulares purificados, obtida a partir de uma ou mais cepas de Neisseria meningitidis
grupos A, C, Y e W13s, capazes de produzir polissacarideos.

O polissacarideo meningocdcico grupo A consiste de unidades repetidas, parcialmente acetiladas, de
N-acetil manosamina unidas por ligacOes fosfodiéster 1o—6.

O polissacarideo meningocdcico grupo C consiste de unidades repetidas parcialmente acetiladas do
acido N-acetilneuraminico, unidas por ligacoes glicosidicas 2a—9.

O polissacarideo meningocécico grupo Y consiste de unidades alternadas de &cido sialico e glicose,
parcialmente O-acetiladas, unidas por ligagdes glicosidicas 20—6 e 1lo—4.

O polissacarideo meningocécico grupo Wiss consiste de unidades alternadas de &cido sialico e
galactose, parcialmente O-acetiladas, unidas por ligagdes glicosidicas 2o—6 e lo—4.

O componente ou componentes devem ser estabelecidos no rétulo da vacina, juntamente com ions de
célcio e a umidade residual, representando mais de 90% da massa do produto.

A producdo dos polissacarideos meningococicos é baseada no sistema de lote semente, que é uma
quantidade de ampolas mantidas a -70 °C contendo N. meningitidis, de composic¢do uniforme, obtido
a partir de uma cepa liofilizada de procedéncia conhecida. As informacGes relativas a cepa devem
incluir caracteristicas bioquimicas e sorolégicas. Os meios de cultura sélidos e liquidos utilizados,
respectivamente, para preservar a viabilidade da cepa e nos cultivos de producdo devem ser isentos
de proteinas de origem animal. A pureza da cultura deve ser avaliada pela morfologia das coldnias,
exame microscopico, inoculacdo da amostra em meios de cultivo adequados e aglutinacdo da cultura
com antissoro especifico.

O método de producdo deve resultar em vacinas meningococicas polissacaridicas com capacidade
imunogénica e isenta de toxicidade.

Os polissacarideos sdo purificados por meio de procedimentos efetivos na remocdo de acidos
nucleicos, proteinas e lipopolissacarideos.

A etapa final de purificacdo consiste de precipitacdo dos polissacarideos por alcool etilico, secagem
e armazenamento a -20 °C. A perda no processo de secagem € determinada por termogravimetria e 0
valor obtido é utilizado para calcular os resultados de outros testes fisico-quimicos com referéncia a
base seca.

Somente os polissacarideos purificados que cumprirem os requisitos a seguir podem ser utilizados na
preparacdo da vacina produto a granel.

Identificacdo. O teste de identificagdo deve ser realizado por um Método imunoquimico (5.6)
aprovado, utilizando anticorpos especificos para cada grupo de polissacarideos.

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 20%.

Proteina. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria no visivel (5.2.14).
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Solucéo padréo estoque de BSA 0,02% (albumina sérica bovina): pesar 20 mg de albumina sérica
bovina e transferir para baldo volumétrico de 100 mL. Completar o volume com &gua destilada.

Solugdo A: dissolver 2 g de carbonato de sodio em hidréxido de sodio 0,1 M, transferir,
quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com o hidroxido de sddio
0,1 M e homogeneizar

Solucdo B: dissolver 1 g de sulfato de cobre penta-hidratado (CuS04.5H20) em agua destilada,
transferir, quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com agua
destilada e homogeneizar.

Solugdo C: dissolver 2 g de tartarato de sddio/potdssio em agua destilada, transferir,
quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com agua destilada e
homogeneizar. Preparar essa solu¢gdo no momento do uso.

Solucdo alcalina de cobre: misturar com agitacdo 0,5 mL da Solucédo B e 0,5 mL da Solucédo C,
completar para 50 mL com a Solucédo A e homogeneizar.

Pipetar para tubos de ensaio 0s volumes de Solucao padrao estoque de BSA 0,02% (albumina sérica
bovina) e 4gua destilada, descritos na Tabela 1, para construcdo da curva analitica:

Tabela 1 — Valores de concentracéo e volume de solucéo padréo estoque de BSA e
volume de agua destilada usados no teste.

Concentracéo de BSA Volume de BSA estoque Volume de agua destilada
(Mg/mL) (ML) (ML)
10 10 190
25 25 175
50 50 150
100 100 100
150 150 50
200 200

Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco por mililitro. Retirar trés
aliquotas de 200 pL da solugcdo da amostra. Preparar o ensaio em branco com 200 pL de agua
destilada. Adicionar ao branco, padrées e amostras 1 mL de Solucéo alcalina de cobre. Homogeneizar
e aguardar 10 minutos. Adicionar 100 pL de reagente fosfomolibdotingstico (reagente de Folin-
Ciocalteau-fenol) 2 M diluido em agua destilada na proporcao 1:1. Homogeneizar imediatamente e
aguardar 30 minutos. Caso seja observada turvacgéo, centrifugar as amostras e fazer a leitura das
absorvancias no comprimento de onda de 750 nm. Tracar a curva analitica, concentracdo de BSA
(ng/mL) versus leituras de absorvancia, com os resultados obtidos nas diversas diluigdes e calcular,
por meio dela, a concentracdo de proteina na amostra em microgramas por mililitro.

Calcular o percentual de proteina residual, segundo a expressao:
%proteina = cp =x100
Ca
em que

Cp = concentragéo obtida da curva analitica (ug/mL);
Ca = concentracdo da amostra (g polissacarideo seco/mL).
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No méaximo 1% (p/p) de proteina no polissacarideo, calculada em relacédo a base seca.

Fenol residual. Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco por mililitro.
Para um tubo de ensaio, transferir uma gota dessa solugéo e, em outro tubo, fazer um controle positivo
transferindo uma gota da Solucdo padréo de fenol. Transferir para os tubos os seguintes reagentes:
cinco gotas de &gua destilada; uma gota de Tampao alcalino pH 9,8; uma gota da Solucdo de 4-
aminoantipirina; uma gota da Solucdo de ferricianeto de potassio e uma gota de Fosfato
monopotassico M. Néao devera desenvolver coloracdo vermelho sangue. N&o deve ser detectado fenol.

Solucéo A: pesar 0,05 g de fenol (congelado) e completar o volume para 1000 mL com &gua destilada.

Solucéo padrao de fenol: retirar uma aliquota de 20 mL da Solucéo A estoque e completar o volume
para 1000 mL com agua destilada.

Tampao alcalino pH 9,8: pesar 6,36 g de carbonato de sddio anidro e 3,36 g de bicarbonato de sdodio,
solubilizar em &gua, transferir, quantitativamente, para um baldo volumétrico de 1000 mL, completar
o0 volume e homogeneizar. O pH deveréa ser de 9,8. Conservar em geladeira ao abrigo da luz.

Solucdo de 4-aminoantipirina: pesar 3 g de 4-aminoantipirina, solubilizar em agua, transferir,
quantitativamente, para baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar agua destilada até completar o
volume e homogeneizar. A solugdo devera ser preparada no momento do uso.

Solucdo de ferricianeto de potassio: pesar 12 g de ferricianeto de potéassio, solubilizar em agua,
transferir, quantitativamente, para baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar &gua destilada até
completar o volume e homogeneizar. Conservar em geladeira ao abrigo da luz.

Solucéo de fosfato de potassio monobasico M: pesar 136 g de fosfato de potassio monobaésico,
solubilizar em &gua destilada, transferir, quantitativamente, para baldo volumétrico de 1000 mL,
adicionar dgua destilada até completar o volume e homogeneizar.

Acido nucleico. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria ultravioleta (5.2.14). Diluir a
amostra em baldo volumétrico de 10 mL para uma concentracdo de aproximadamente 10 mg de
polissacarideo seco por mililitro. Medir a absorvancia da solugdo resultante em 260 nm, utilizando
agua destilada para ajuste do zero. Calcular o percentual de &cido nucleico segundo a expressao:

%ACNuU = La x50
m

em que

%AcNu = % de 4cidos nucleicos:
La = leitura da amostra;
m = massa do polissacarideo seco (mg).

No maximo 1% (p/p) do polissacarideo, calculado em relacdo a base seca.

Distribuigdo por tamanho molecular. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por tamanho. Pesar 5 mg de polissacarideo, transferir para microtubo
de polipropileno de 1 mL e dissolver em 1 mL de Fase movel. Equilibrar o sistema de cromatografia a
liquido através da passagem da Fase movel por uma coluna de gel filtragdo de matriz polimeérica
hidrofilica de 300 x 7,8 mm para particulas de 10 um, a uma velocidade de fluxo de 0,8 mL/minuto, até
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a obtencdo de uma linha estvel em temperatura constante de 40 °C. Injetar 50 uL dos Marcadores de
Vo e Vi da coluna e das amostras. Verificar os tempos de retencdo dos Marcadores e calcular o Ve da
amostra, segundo a expressao:

Ve = Kd % (Vt— Vo) + Vo

em que
Ve = volume de eluicéo;

Kd = coeficiente de distribuicéo;

Vt = volume de elui¢do do marcador de V4
Vo = volume de elui¢do do marcador de Vo.

Realizar o calculo da area correspondente ao volume de eluigdo (Ve) utilizando Kd igual 0,5. No
minimo 65% do polissacarideo do grupo A, 75% do polissacarideo do grupo C e 80% dos
polissacarideos grupos Y e Wizss, respectivamente, deve ser eluida antes de se atingir um Kd igual a
0,5.

Fase mdvel: misturar 1220 mL da Solugdo A com 780 mL da Solugéo B, verificar o pH e ajusta-lo
para 7,0. Adicionar acetonitrila, de forma que ela esteja presente a uma concentracdo final de 15%
(V/v).

Solucéo A: pesar 39,749 g de fosfato de sddio dibasico e completar o volume para 1400 mL com agua
destilada.

Solucdo B: pesar 22,078 g de fosfato de s6dio monobéasico monoidratado e completar o volume para
800 mL.

Marcadores: Vo = padréo de Pullulan 1,6 x 106 e V¢ = sacarose. Pesar 5 mg de marcador, transferir
para microtubo de polipropileno de 1 mL, dissolvendo-os em 1 mL de Fase movel.

Grupos O-acetil. O teste é realizado somente nos polissacarideos A e C. Proceder conforme descrito
em Espectrofotometria no visivel (5.2.14). Para o polissacarideo A, diluir a amostra para
aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco por mililitro e preparar uma solu¢do amostra diluida
(1:20). Para o polissacarideo C, diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco
por mililitro e preparar uma solucdo amostra diluida (1:10). Seguir a Tabela 2 adicionando 0s
seguintes volumes nos respectivos tubos.

Tabela 2 — Preparagdes das solugdes branco, padrdes e amostras.
Solucéo padréo
Agua destilada de trabalho de

Polissacarideo A: | Polissacarideo C:

Substancias (uL) acetilcolina amostra 1:20 amostra 1:10
600 pg/mL (uL) (L) (ML)
Branco 1000
1000
Amostras 1000
P1 (30 ppm) 950 50
P2 (120 ppm) 800 200
P3 (240 ppm) 600 400
P4 (480 ppm) 200 800

P5 (600 ppm) - 1000
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Solucéo alcalina de hidroxilamina: misturar em volumes iguais as Solugdes A e B no momento do
uso.

Solugdo A: pesar 13,9 g de cloridrato de hidroxilamina, dissolver em 4&gua, transferir,
quantitativamente, para um baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume com agua destilada e
homogeneizar. Conservar a solucgdo a 4 °C.

Solucdo B: pesar 140 g de hidréxido de sddio, dissolver em &gua destilada, transferir,
quantitativamente, para um baldo volumétrico de 1000 mL, completar o volume com agua destilada
e homogeneizar.

Solugcdo C: pesar 1,5 g de cloreto de acetilcolina, dissolver em agua destilada, transferir,
quantitativamente, para baldo volumétrico de 100 mL, completar o volume e homogeneizar.

Acido cloridrico 1:3: Transferir, para um frasco graduado, 400 mL de agua destilada e, lentamente,
adicionar 200 mL de &cido cloridrico concentrado.

Solucéo de cloreto férrico 0,37 M: pesar 50 g de cloreto férrico hexa-hidratado, dissolver com acido
cloridrico 0,1 M, transferir para um baldo volumétrico de 500 mL, completar o volume com &cido
cloridrico 0,1 M e homogeneizar.

Solugdes padrao de trabalho de acetilcolina (600 pg/mL): diluir a Solugéo C na proporcao de 1:25
em agua destilada.

Procedimento: adicionar 2 mL de Solucdo alcalina de hidroxilamina. Aguardar dois minutos,
adicionar 1 mL de Acido cloridrico 1:3 e 1 mL de Solucéo de cloreto férrico 0,37 M. Medir as
absorvancias das soluces resultantes em 540 nm e tragar a curva analitica.

Calcular a concentracdo de O-acetil segundo a expressao:

O — acetil = =% x 200
m

em que

O-acetil = concentracdo de grupos O-acetil (umoles/mg);
La = leitura da amostra (umol/mL);
m = massa do polissacarideo seco (mg).

A concentracdo por grama de polissacarideo calculada em relagéo a base seca deve cumprir com 0s
limites de 2,0 mmol/g (p/p) para o grupo A, 1,5 mmol/g (p/p) para o grupo C e 0,3 mmol/g (p/p) para
0S grupos Y e W135.

Fosforo. Proceder ao teste no polissacarideo A, conforme descrito em Espectrofotometria no visivel
(5.2.14). Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco por mililitro. Preparar
uma solucdo amostra diluida (1:20). Realizar o teste da amostra em triplicata. Adicionar ao tubo de
ensaio do branco, 0,1 mL de agua destilada e nos tubos de ensaio da amostra, 0,1 mL da amostra
diluida (1:20). Adicionar 0,1 mL de Reativo de mineralizagdo no branco e nas amostras. Levar 0s
tubos a termobloco a 250 °C durante quatro horas. Deixar esfriar e, em seguida, adicionar a cada tubo
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3,9 mL de agua destilada. Pipetar para tubos de ensaio os seguintes volumes da Solucédo padréo de
fosforo 5 pg/mL e agua destilada, para construgdo da curva analitica, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 — Preparagcées das solugdes padrdes de fosforo para construcéo da curva analitica.

Concentracao de fésforo Volume da solugéo padréo Volume de dgua
(ug/tubo) de fésforo 5 pg/mL (mL) destilada (mL)
0 0 4,0
1,0 0,2 3,8
2,0 0,4 3,6
4,0 0,8 3,2
8,0 1,6 2,4

Adicionar 4 mL do Reativo de coloracéo a cada tubo da curva analitica e amostras. Homogeneizar e
incubar o conjunto de tubos em banho-maria a 37 °C por duas horas. Deixar esfriar. Medir as
absorvancias das solu¢des resultantes em 825 nm. Tragar a curva analitica em microgramas de fésforo
por tubo versus absorvancia.

Reativo de mineralizacdo: para baldo volumétrico de 10 mL, transferir 5 mL de &cido sulfurico
concentrado e adicionar, muito lentamente, na area central do baldo &cido perclérico a 70% (p/p),
esfriar, completar o volume e homogeneizar. Armazenar a solucdo a 4 °C.

Reativo de coloracdo: no momento de utilizar a solucdo, adicionar em uma proveta 24 mL de dgua
destilada e acrescentar 12 mL de &cido sulfurico 3 M, 12 mL de solucdo de molibdato de aménio a
2,5% (p/v) e 12 mL de solucéo de acido ascérbico 10%. Homogeneizar e reservar.

Solucdo padréo de fésforo a 5 pug/mL: essa solucdo deve ser preparada por diluicdo a (1:20) da
Solugéo padréo de fosforo 100 pg/mL.

Solucédo padrao de fésforo 100 pg/mL: dissolver 109,7 mg de fosfato de potassio monobaésico,
previamente dessecado, em 100 mL de agua destilada. Transferir para baldo volumétrico de 250 mL
e completar o volume até o traco de aferigéo.

Calcular o percentual de fésforo nas amostras, de acordo com a seguinte expressao:

%fosforo = E x 200
m

em que

Tf = teor de fosforo encontrado na curva (Ug);
m = massa seca da amostra (mg).

No minimo 8% (p/p) do polissacarideo do grupo A, calculado com referéncia ao peso seco.

Acido sialico. O teste é realizado para os polissacarideos C, W e Y. Proceder conforme descrito em
Espectrofotometria no visivel (5.2.14). Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de
polissacarideo seco por mililitro. Preparar uma solucdo da amostra diluida (1:100). Transferir para
oito tubos de ensaio, respectivamente, 2 mL, 1,5 mL, 1,9 mL, 1,8 mL, 1,6 mL, 1,2 mL, 0,5mL e 0
mL de &gua destilada. Considerar o primeiro tubo como branco e acrescentar no segundo tubo 0,5
mL da amostra de polissacarideo diluida (1:100) e em cada um dos seis tubos restantes adicionar,
respectivamente, 0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL, 1,5 mL e 2 mL de Solucéo estoque de acido N-
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acetil neuraminico (NANA) na concentracdo de 80 pug/mL e agitar. Para cada tubo (branco, padréo e
amostra) adicionar 2 mL do Reativo de coloracdo. Agitar e colocar o conjunto de tubos em banho-
maria a 100 °C durante 15 minutos. Apos resfriar os tubos em banho de gelo durante 10 minutos,
adicionar em cada tubo 4 mL de Fase organica e agitar durante 30 segundos. Medir a absorvancia
das solucgdes resultantes em 585 nm, utilizando branco para ajuste do zero. Somente a parte superior
(coloracao azul) deve ser submetida a leitura. Tragar a curva analitica a partir dos dados obtidos.

Solucéo de resorcinol 4%: dissolver 2 g de resorcinol em &gua destilada, transferir para baldo
volumétrico de 50 mL, completar o volume com &agua destilada e homogeneizar. Essa solucdo é
conservada a 4 °C por uma semana. Caso apare¢a uma coloracao rosea, a solucao deve ser desprezada.

Solucdo de sulfato de cobre 0,1 M: dissolver 2,497 g de sulfato de cobre em baldo volumétrico
contendo 2/3 de dgua destilada e completar o volume até 100 mL com agua destilada. A solucao deve
ser conservada a temperatura ambiente.

Fase organica: para baldo volumétrico de 100 mL, transferir 15 mL de alcool butilico, completar o
volume com acetato de butila e homogeneizar.

Solucao estoque de acido N-acetil neuraminico (NANA): para baldo volumétrico de 100 mL transferir
40 mg de acido N-acetil neuraminico, completar o volume com agua destilada e homogeneizar.
Distribuir 2 mL desta solucdo em frascos de pequeno volume e congelar a — 20 °C.

Solucéo de trabalho a 80 pg/mL.: para baldo volumétrico de 10 mL transferir 2 mL da Solucéo estoque
de &cido N-acetil neuraminico (NANA), completar o volume com &gua destilada e homogeneizar.

Reativo de coloragdo: no momento do uso, transferir para baldo volumétrico de 50 mL, 40 mL de
acido cloridrico concentrado, 2,5 mL de Solucao de resorcinol 4% e 0,25 mL de Solu¢éo de sulfato
de cobre 0,1 M. Completar para 50 mL com agua destilada e homogeneizar.

Calcular a porcentagem de &cido sialico segundo a expressao:

Tcx291,80x100
mx0,5x 309,28

%AcSi =

em que

%AcSi = porcentagem de &cido sialico;
Tc = teor encontrado na curva;
m = massa seca da amostra (mg).

No minimo 80% (p/p) do polissacarideo do grupo C, quando se utiliza &cido N-acetil neuraminico
para preparar a solucdo de referéncia. No minimo 56% (p/p) dos polissacarideos grupos Y e Wiss. As
solucdes de referéncia utilizadas s&o &cido N-acetil neuraminico e glicose para o grupo Y, e acido N-
acetil neuraminico e galactose para o grupo Wiss.

Célcio. Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco por mililitro. Em um
erlenmeyer colocar exatamente 1 mL de amostra, 25 mL de agua destilada, indicador (calcon) e 2 mL
de Solucé@o de hidréxido de sédio 10%. Titular com Solucdo de EDTA 0,005 M até mudanga de
coloracdo do indicador. Realizar em paralelo, prova em branco.
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Solugdo de EDTA 0,005 M: dissolver 925 mg de edetato dissodico em agua destilada, transferir,
quantitativamente, para baldo volumétrico de 500 mL, completar o volume com &gua destilada e
homogeneizar.

Solugdo de hidréxido 10%: pipetar 20 mL de uma solucdo de hidréxido de sodio a 50% (p/v),
transferir para baldo volumétrico de100 mL, completar o volume com agua destilada e homogeneizar.
Calcular a concentracéo de célcio pela equacéo.

V xNXf x002x 100

% Calcio =
% Calcio massa do polissacarideo seco (g)

em que

V = volume gasto de EDTA (mL);
N = normalidade do EDTA;

f = fator de correcdo do EDTA,;
0,02 = mEq do calcio.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Utilizar para cada meio de cultivo 10 mL ou o equivalente a 100 doses, 0
que for menor. Cumpre o teste.

Teste para avaliacdo de pirogénios (5.5.2.7). Cumpre o teste. Nos casos em que o Teste de
pirogénios em coelhos (5.5.2.7.2) for permitido, diluir o polissacarideo para 0,025 pg/mL e injetar 1
mL/kg. N&o reutilizar os animais usados no teste.

No preparo da vacina produto a granel podem ser adicionados um adjuvante, um conservante e um
estabilizador, antes da diluicdo final com diluente adequado. Antes do envase, as amostras do
produto devem ser submetidas ao teste de Esterilidade. Se cumprir o requisito, o produto é envasado
em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles requeridos.
IDENTIFICACAO

O teste de identificacdo deve ser realizado por um Método imunoquimico (5.6) aprovado, utilizando
anticorpos especificos para cada grupo de polissacarideos.

CARACTERISTICAS

Aspecto. As vacinas liofilizadas devem apresentar-se na forma de uma pastilha mével e de cor branca.
Apds a reconstituicdo com o diluente, a vacina deve apresentar-se como uma solucdo incolor.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 3%.
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Distribuicdo por tamanho molecular. Proceder conforme descrito em Distribuicdo por tamanho
molecular para os polissacarideos purificados, por exclusdo de tamanho.

Para uma vacina grupos A e C, 65% e 75%, respectivamente, dos grupos A e C sdo eluidos antes do
Kd (coeficiente de distribuicéo) igual a 0,50.

Para uma vacina tetravalente (grupos A, C, Y e W135), quando se aplica a cromatografia e um método
imunoquimico, os Kd para um pico principal devem ser menores ou iguais a 0,70 para 0s grupos A e
C, 0,57 para o grupo Y e 0,68 para o grupo W135.

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

Teste para avaliacdo de pirogénios (5.5.2.7). Cumpre o teste. Nos casos em que o Teste de
pirogénios em coelhos (5.5.2.7.2) for permitido, diluir as vacinas para conter em cada mL 0,025 pg
de polissacarideo para uma vacina monovalente; 0,050 pg de polissacarideo para uma vacina
divalente e 0,10 ug para uma vacina tetravalente. Injetar 1 mL/kg. N&o reutilizar os animais usados
no teste.

DOSEAMENTO
Concentracédo dos polissacarideos sorogrupos A, C e Wiss.

Para a realizacdo do teste deve ser utilizado equipamento de eletroforese capilar contendo
estabilizador eletrénico digital microprocessado, detector UV com comprimento de onda de 200 nm,
lampada de deutério e amostrador automatico, acoplado a um sistema computadorizado com software
de aquisicao e processamento dos resultados. Utilizar voltagem de 10,0 KV, corrente na faixa de 40-
60 pA, poténcia 0,5 W e pressdo de injecdo 50 mbar.

Equilibrar o sistema para realizacdo da analise acondicionando o capilar com hidréxido de sédio M
durante 20 minutos, com hidréxido de sédio 0,1 M por 10 minutos e com &gua ultrapurificada durante
cinco minutos.

Solucéo de fosfato de sodio dibasico 0,2 M: pesar 100 mL, 2,8 g de fosfato de sddio dibasico em
balanga analitica, dissolver em aproximadamente 70,0 mL de &gua ultrapurificada em banho
ultrassdnico até sua dissolucéo total e ajustar o pH com solucéo acido cloridrico 0,1 M até pH 7,0.
Transferir a solucdo para baldo volumétrico de 100 mL, adicionar agua ultrapurificada até completar
0 volume e homogeneizar.

Solucéo tetraborato de sodio 0,2 M: pesar em um frasco de 100 mL, 4,024 g de tetraborato dissodico
em balanca analitica, dissolver em aproximadamente 70 mL de agua ultrapurificada em ultrassom
com aquecimento (faixa de temperatura de 40 - 45 °C) por aproximadamente 30 minutos até
dissolucdo total dos cristais. Transferir a solugdo para baldo volumétrico de 100 mL, adicionar agua
ultrapurificada até completar o volume. Homogeneizar a solucéo.

Tampado de fosfato-borato: retirar aliquota de 4 mL da Solucéo de fosfato de sodio dibasico 0,2 M,
juntar com 1 mL Solucéo tetraborato de sodio 0,2 M e 10 mL de agua ultrapurificada. Proporcéao de
4:1:10. O pH final desta solucéo € 9,0. A solucdo tampdo deve ser filtrada com filtro de 0,22 um de
tamanho de poro, antes de ser utilizada.
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Solucédo de hidroxido de sédio M: pesar, com exatiddo, 4 g de hidréxido de sdédio e dissolver em
aproximadamente 70 mL de &gua ultrapurificada. Transferir, quantitativamente, a solugdo para baldo
volumétrico de 100 mL, adicionar agua ultrapurificada até completar o volume e homogeneizar. A
solucgéo deve ser filtrada em filtro de 0,22 um de tamanho de poro, antes de ser utilizada.

Solucéo de hidroxido de sédio 0,1 M: diluir 10 vezes a Solucao de hidrdxido de sédio M. A solugédo
deve ser filtrada em filtro de 0,22 um de tamanho de poro, antes de ser utilizada.

Preparar padrdes dos polissacarideos A, C e Wass a serem utilizados na curva de calibracéo, na
concentracdo de 500 pg/mL. Reconstituir a vacina meningococica com Tampao de fosfato-borato e
filtra-la em filtro de 0,22 um de tamanho de poro antes de transferi-la para os frascos de amostragem
do equipamento.

As solugdes padréo utilizadas como pontos da curva de calibracdo devem ser preparadas em tubos de
ensaio (5 tubos = P1, P2, P3, P4 e P5), adicionando-se, respectivamente, 450 L, 600 pL, 750 pL,
900 pL e 1050 pL da solucdo contendo 500 pg/mL de polissacarideo de cada sorogrupo e, também
respectivamente, 1050 pL, 900 pL, 750 pL, 600 pL e 450 pL de Tampdo de fosfato-borato.
(Observacéo: filtrar em filtro de 0,22 um de tamanho de poro todos os pontos das curvas antes de
transferi-los para os frascos de amostragem do equipamento).

Construir a curva de calibragdo para cada sorogrupo de polissacarideo por regresséao linear (concentracdo
dos pontos da curva versus areas dos sinais obtidos) para os padrdes dos sorogrupos Wiss, C e A.

Calcular a concentracdo da amostra a partir dos resultados das areas plotadas em cada curva de padréo
de cada polissacarideo (W35, C e A) conforme a equagdo da reta: y = ax + b.

Concentragéo de polissacarideo (ug/mL) = (yT_b)

Concentracdo de polissacarideo (ug/dose) = (y _b) X 2,5

a
em que
y = érea relativa a cada polissacarideo;
a = coeficiente angular;
b = coeficiente linear;
2,5 = volume de tampdo usado para reconstituicao do liéfilo.
Os seguintes métodos também podem ser utilizados:

Para uma vacina dos grupos A e C, verificar a concentracdo de fosforo e acido sialico como ja
descritos.

Para uma vacina tetravalente, utilizar um método imunoquimico adequado com um padrdo de
referéncia para cada um dos grupos A, C, Y e Wiss.

Cada polissacarideo deve estar contido na vacina na faixa de 70% a 130% do valor estabelecido no
rotulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.
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ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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VACINA MENINGOCOCICA C (CONJUGADA)
Vaccinum meningococcale classis C conjugatum

A vacina meningocdcica grupo C (conjugada) é uma preparacdo liquida ou liofilizada de
polissacarideo capsular, obtido a partir de uma cepa adequada de Neisseria meningitidis grupo C,
covalentemente ligado a uma proteina carreadora.

O polissacarideo meningococico grupo C consiste de unidades repetidas de acidos sialicos,
parcialmente O-acetilado ou O-desacetilado, ligadas com pontes glicosidicas 2a—9. A proteina
carreadora, quando conjugada ao polissacarideo meningocdcico grupo C, é capaz de induzir uma
resposta imune dependente de célula-T. A vacina pode conter um adjuvante.

A producéo do polissacarideo meningocdécico grupo C é baseada no sistema de lote semente, que é
uma quantidade de ampolas contendo N. meningitidis grupo C liofilizado, de composic¢ao uniforme,
obtido a partir de uma cepa liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados para
preservar a viabilidade da cepa liofilizada ndo devem ser constituidos de proteinas de origem animal.
A pureza da cultura deve ser avaliada pela morfologia das coldnias, exame microscépico, inoculagédo
da amostra em meios de cultivo adequados e aglutinagdo da cultura com antissoro especifico.

A N. meningitidis grupo C é cultivada em um meio liquido adequado, que ndo contém polissacarideos
de alto peso. A cultura pode ser inativada por calor e filtrada antes da precipitacdo do polissacarideo.
O precipitado é purificado por métodos adequados para a remocdo de acidos nucleicos, proteinas e
lipopolissacarideos; a etapa final de purificacdo deve consistir de uma precipitacdo com alcool etilico,
podendo também ser incluida uma etapa de O-desacetilacdo. As substdncias volateis no
polissacarideo purificado, inclusive agua, sdo determinadas por termogravimetria ou outro método
adequado. O valor é utilizado para o calculo dos resultados de outros testes com referéncia a
substancia dessecada.

Somente os polissacarideos meningocadcicos grupo C que cumprirem 0s requisitos a seguir podem ser
utilizados na formulacéo da vacina produto a granel.

Identificacdo. O polissacarideo meningocdécico grupo C é identificado por um Método imunoquimico
(5.6) ou outro método adequado, como espectrometria por ressonancia magnética nuclear 1H.

Proteina. Proceder conforme descrito na monografia de Vacina meningocécica ACWY
(polissacaridica). No méximo 1,0% de proteina na substancia seca.

Acido nucleico. Proceder conforme descrito na monografia de Vacina meningocdcica ACWY
(polissacaridica). No méaximo 1,0% por grama de polissacarideo, calculado com referéncia a
substancia seca.

Distribuicdo por tamanho molecular. A porcentagem de polissacarideo eluido antes de um dado
valor Kd (coeficiente de distribuicdo) ou dentro de uma faixa de valores Kd, é determinada por
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por tamanho. Um valor aceitavel é
estabelecido especificamente para o produto e cada lote do polissacarideo meningocécico grupo C
deve estar de acordo com esse limite.

Grupos O-acetil. Proceder conforme descrito na monografia de Vacina meningococica ACWY
(polissacaridica). Um valor aceitavel é estabelecido para cada produto e cada lote do polissacarideo
meningocdcico grupo C deve estar de acordo com este limite.
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Acido sialico. Proceder conforme descrito na monografia de Vacina meningocdcica ACWY
(polissacaridica). No minimo 0,800 g de acido sialico por grama de polissacarideo meningococico
grupo C.

Reagentes residuais. Quando for relevante, devem ser realizados testes para determinar residuos de
reagentes utilizados durante a inativacdo e a purificacdo. Um valor aceitavel para cada reagente é
estabelecido especificamente para o produto e cada lote de polissacarideo meningococico grupo C
deve estar de acordo com este limite. Caso 0s métodos para remocdo de um reagente residual tenham
sido validados, o teste no polissacarideo meningococico grupo C pode ser omitido.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No méximo 100 UE/ug de polissacarideo
meningocdcico grupo C.

PROTEINA CARREADORA

A proteina carreadora, quando conjugada ao polissacarideo meningocdcico grupo C, deve ser capaz
de induzir uma atividade imunogénica adequada. A anatoxina tetanica ou a proteina diftérica CRM
197 sdo aprovadas para a conjugacdo. As proteinas carreadoras sdo produzidas por meio da cultura
dos respectivos micro-organismos, na qual é verificada a pureza bacteriana. O cultivo pode ser
inativado e a proteina carreadora é purificada por métodos adequados. A proteina carreadora a ser
utilizada no preparo do conjugado deve cumprir com 0s seguintes requisitos. Os micro-organismos
utilizados para a producdo da proteina carreadora devem ser cultivados em meios de cultura livres de
substancias que possam causar reacfes toxicas ou alergénicas ao ser humano. Caso algum
componente de origem animal for utilizado no preparo ou preservacdo do lote semente, ou no
processo produtivo, deve cumprir com as exigéncias estipuladas pela autoridade regulatdria nacional.

Identificacdo. A proteina carreadora é identificada sorologicamente por um Método imunoquimico
(5.6) adequado. Os métodos fisico-quimicos que podem ser utilizados para caracterizar a proteina
incluem SDS-PAGE; focalizacdo isoelétrica; CLAE; analise de aminoacidos; sequéncia de
aminoacidos; dicroismo circular; espectroscopia de fluorescéncia; mapeamento de peptideo e
espectrometria de massa.

Anatoxina tetanica. A anatoxina tetanica € produzida como descrito na monografia de Toxoide
tetanico adsorvido. Cumpre com 0s requisitos para anatoxina tetanica purificada, exceto para o teste
de esterilidade, o qual ndo € requerido. O produto apresenta pureza antigénica de, no minimo, 1500
Lf/mg de nitrogénio proteico.

Proteina diftérica CRM 197. Contém, no minimo, 90% de proteina diftérica CRM 197, determinada
por um método adequado. Alguns testes devem ser realizados, para validacdo ou rotineiramente, para
demonstrar auséncia de toxicidade no produto.

O polissacarideo meningococico grupo C é modificado quimicamente, sendo parcialmente
despolimerizado antes ou durante o procedimento. O conjugado é obtido pela ligacdo covalente do
oligossacarideo meningocdcico grupo C ativado e a proteina carreadora e deve ser submetido aos
seguintes controles.

Concentragdo de sacarideo. O teor de sacarideo é determinado por um teste validado adequado,
como o ensaio Acido sialico, conforme descrito na monografia de Vacina meningococica ACWY
(polissacaridica), e Cromatografia liquida de troca anidnica com deteccdo amperométrica pulsada
(5.2.17.3).
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Proteina. O contetdo de proteina deve ser determinado por um método validado e aprovado pela
autoridade regulatoria nacional. Um valor aceitavel é estabelecido para cada produto e cada lote de
conjugado a granel deve estar de acordo com esse limite.

Razéo polissacarideo/proteina. Quociente entre concentracdo de polissacarideo e concentracdo
proteica. Para cada conjugado, a relagéo deve estar de acordo com a faixa aprovada pela autoridade
regulatoria nacional.

Distribuicdo por peso molecular. A porcentagem de polissacarideo eluido antes de um dado valor
Kd ou dentro de uma faixa de valores Kd, é determinada por Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por tamanho. Um valor aceitavel é estabelecido especificamente
para o produto e cada lote de conjugado a granel de polissacarideo deve estar de acordo com este
limite.

Polissacarideo livre. A concentracdo de polissacarideo livre € determinada ap6s a remocao do
conjugado, por cromatografias de troca ibnica, exclusdo por tamanho ou hidrofébica, ultrafiltracéo,
Ensaio imunoguimico (5.6) ou outros métodos validados. Um valor aceitavel é estabelecido para cada
produto e cada lote de conjugado a granel deve estar de acordo com este limite.

Proteina livre. A concentracdo pode ser determinada diretamente por um método adequado ou por
derivacdo, por meio do calculo dos resultados de outros testes. O valor deve estar dentro dos limites
aprovados para cada produto.

Reagentes residuais. A remocdo de reagentes residuais, como cianeto, ¢ confirmada por testes
adequados ou por validagdo do processo.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste. Utilizar para cada meio de cultivo 10 mL ou o equivalente
a 100 doses, o que for menor.

No preparo da vacina produto acabado a granel podem ser adicionados um adjuvante, um conservante
e um estabilizador, antes da dilui¢do final com diluente adequado. Antes do envase, as amostras do
produto devem ser submetidas aos testes de Esterilidade e Timerosal.

O produto € envasado em recipientes adequados e, se for o caso, liofilizado, rotulado e submetido aos
controles requeridos.

IDENTIFICACAO

O teste de identidade deve ser realizado por um Método imunoquimico (5.6) aprovado, utilizando
anticorpos especificos para o polissacarideo purificado.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina ou, no caso do componente liofilizado, o pH deve
ser determinado apos a reconstituicdo com o diluente adequado. Os limites devem ser determinados

pelo histérico no registro do produto.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.
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ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 3%.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagéo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Polissacarideo livre. A concentracdo de polissacarideo livre € determinada ap6s a remocao do
conjugado por cromatografias de troca ibnica, exclusdo por tamanho ou hidrofébica, ultrafiltracéo,
Método imunoquimico (5.6) ou outros métodos validados. Um valor aceitavel consistente com
imunogenicidade adequada, conforme descrito em estudos clinicos, é estabelecido para cada produto
e cada lote final deve estar de acordo com este limite.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). Cumpre o teste. No maximo 25 UE por dose humana.

DOSEAMENTO

Concentracéo de sacarideo. Determinar a concentragio de polissacarideo por meio do ensaio Acido
sialico, conforme descrito na monografia de Vacina meningocécica ACWY (polissacaridica), ou por
Cromatografia liquida de troca aniénica com deteccdo amperométrica pulsada (5.2.17.3). No
minimo 80% da concentracdo de polissacarideo do grupo C declarada no rotulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.



Farmacopeia Brasileira, 72 edicido PB055-00

VACINA POLIOMIELITE 1,2 E 3 (ATENUADA)
Vaccinum poliomyelitidis perorale typus I, 11, 111

vacina poliomielite 1, 2 e 3 (atenuada); 09051

A vacina oral contra poliomielite consiste de mistura de poliovirus atenuados tipos 1, 2 e 3. E
apresentada como suspensao aquosa homogénea transparente, podendo demonstrar coloracéo devido
a presenca de indicador de pH.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente e a cepa de cada um dos sorotipos de
virus ndo pode ter mais de trés subcultivos a partir do lote original, ndo podendo induzir
neuropatogenia em macacos suscetiveis aos trés tipos de poliovirus. A cepa viral tem que demonstrar
imunogenicidade adequada e seguranca para o0 ser humano.

A replicacdo de cada um dos trés poliovirus € realizada em cultura de células suscetiveis e a suspensédo
viral ¢é identificada e controlada quanto a esterilidade. Apds clarificacdo da suspensdo viral por
método adequado para remoc¢do de residuos celulares, algumas substancias estabilizadoras, que,
comprovadamente, ndo alteram a eficcia do produto, sdo adicionadas. Antes da formulacdo, cada
suspensdo viral purificada é avaliada quanto a identificagdo, concentracdo viral, esterilidade,
consisténcia da caracteristica viral e neuroviruléncia em macacos suscetiveis. Ap6s a mistura, a
vacina a granel trivalente é submetida aos controles de concentracdo viral, esterilidade, teor do
estabilizador utilizado e pH.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.
Outras informacdes relativas aos critérios de producdo e controles estdo indicadas na monografia de
Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Diluir a amostra, adicionar igual volume de mistura de soros antipoliovirus 1, 2, 3 e incubar a 37 °C
durante uma hora. Ap6s a incubacéo, inocular a mistura em células suscetiveis e incubar a temperatura
de 35 °C por sete dias. Como controle, utilizar cultura de células inoculada com a dilui¢do da vacina
e outra ndo inoculada, que apresentam, respectivamente, presenca e auséncia de efeito citopatogénico
(ECP). A auséncia de ECP na cultura de células inoculada com a mistura de vacina e soros
antipoliovirus identifica os virus vacinais.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Liquido mdvel de coloragéo résea a avermelhada.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19).6,0a 7,0.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
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DOSEAMENTO

Diluir, em meio de cultura adequado, duas amostras da vacina a ser analisada e uma amostra da vacina
de referéncia. O intervalo entre as diluicGes é de, no minimo, 0,5 logio, € as amostras séo diluidas
separadamente. Para a determinacdo de cada tipo de poliovirus, adicionar volumes iguais de cada
diluicdo da vacina a mistura apropriada de soro antipoliovirus. Assim, para a determinacdo do
poliovirus tipo 1, adicionar as diluicbes da amostra a mistura de soros antipolio tipos 2 e 3; para o
poliovirus tipo 2, adicionar as dilui¢des a mistura de soros antipélio tipos 1 e 3 e para o poliovirus 3,
adicionar as dilui¢fes da vacina a mistura de soros antipolio tipos 1 e 2. Para a determinacao do virus
total, adicionar volumes iguais de cada diluicdo da vacina ao meio de cultura utilizado na diluicdo.
Incubar por uma a trés horas a temperatura de 35 °C a 36 °C. Apo6s a incubacdo, inocular cada diluicédo
da vacina em, no minimo, oito orificios de microplaca contendo a suspensdo de células Hep2c.
Incubar as microplacas a 35 °C por sete dias. Observar a presenca ou auséncia de ECP nas culturas
de células. Calcular o titulo de cada sorotipo por método estatistico validado.

A poténcia da vacina é o valor da média geométrica dos frascos analisados, expressa em CCIDsg
(dose 50% infectante em cultura de células) por dose. Para a determinacédo ser considerada valida é
necessario que: (a) o controle de cultura de células apresente monocamada inalterada; (b) a variacéo
de poténcia entre as duas amostras da vacina seja, no maximo, 0,5 logio CCIDso para cada sorotipo;
(c) a poténcia da vacina de referéncia varie, no maximo, 0,5 logio CCIDso do titulo médio de cada
sorotipo; (d) o ECP seja decrescente em relacdo as diluicdes crescentes; (e) as dilui¢cdes utilizadas no
ensaio estejam entre 10% e 90% das culturas de células inoculadas.

A poténcia é de, no minimo, 10° para o poliovirus tipo 1, 10° para o polivirus tipo 2 e 108 para o
poliovirus tipo 3. O intervalo de confianca de 95% do ensaio ndo pode diferir de um fator maior do
que 10%° do CCIDso estimado, para cada tipo de virus contido na vacina. Caso a amostra ndo cumpra
0S requisitos, repetir o teste para o(s) tipo(s) de virus em que a poténcia estiver abaixo do valor
minimo especificado. A poténcia é a média das duas determinaces realizadas.

TERMOESTABILIDADE

O teste é realizado em paralelo ao Doseamento. Incubar duas amostras da vacina a temperatura de 37
°C por 48 horas e determinar o conteudo total de virus (tipo 1 + tipo 2 + tipo 3), utilizando o0 método
descrito em Doseamento. A vacina pode perder, no maximo, 0,5 logio CCIDso em relacdo ao titulo
do virus total, determinado na amostra conservada em condic¢des adequadas de temperatura. Caso nao
cumpra o requisito, repetir o teste. O titulo final € a média dos dois ensaios realizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA POLIOMIELITE 1, 2 E 3 (INATIVADA)
Vaccinum poliomyelitidis inactivatum

A vacina poliomielite inativada é constituida de mistura de poliovirus tipos 1, 2 e 3 inativados e
apresentada como um liquido transparente, podendo surgir coloracdo devido a presenca de indicador
de pH.

A producéo da vacina é baseada no sistema de lote-semente e cada um dos sorotipos presentes pode
ter no maximo 10 subcultivos a partir do lote original. A replicacdo do virus € realizada em cultura
de células suscetiveis e a suspensdo viral é identificada e controlada quanto a esterilidade. Apoés
clarificacdo da suspensdo viral por método adequado, para remocdo de residuos celulares, cada
suspensdo viral é concentrada e purificada. A suspensdo de cada tipo de virus € identificada, avaliada
quanto a esterilidade, micoplasmas e concentracdo de virus. A inativacdo de cada suspensdo viral é
realizada separadamente, por um meétodo apropriado como a adicdo de agentes quimicos em
condi¢Bes adequadas. O agente quimico mais utilizado é o formaldeido. Antes da mistura dos trés
tipos de poliovirus inativados e da adicdo de conservante e outras substancias, cada suspensao de
virus é avaliada quanto a efetividade da inativacdo. Ap6s a mistura dos trés poliovirus e antes do
envase, sdo realizados controles de auséncia de particulas infectivas em células suscetiveis,
esterilidade e concentracao de conservante.

A vacina é envasada em recipientes adequados, rotulada e submetida aos controles requeridos.
Outras informacdes relativas aos critérios de producdo e controles estdo indicadas na monografia de
Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Proteina. Utilizar o método de Kjeldahl (5.3.3.2) ou outro método adequado e validado. No maximo
10 ug/dose.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacao do resultado obtido no produto antes do envase.

Albumina bovina. No méximo 50 ng por dose humana, determinado por Método imunoquimico
(5.6).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

Teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.7.3). No maximo 5 UE por dose.

DOSEAMENTO
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Utilizar método imunoenzimatico de sensibilidade comprovada para avaliagdo da concentracdo do
antigeno D de cada um dos trés sorotipos de poliovirus presentes na vacina. Avaliar vacina de
referéncia em paralelo.

A poténcia é expressa em unidades de antigeno D por dose para os poliovirus tipos 1, 2 e 3 e seus
limites minimos devem estar de acordo com o histérico do registro do produto, aprovados pela
autoridade regulatéria nacional.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA RAIVA (INATIVADA)
Vaccinum rabiei inactivatum

vacina raiva (inativada); 09053

A vacina € uma suspensdo inativada preparada a partir de virus rébico replicado em cultura de células
e pode ser apresentada sob as formas liofilizada ou em suspensdo. A vacina liofilizada, apos
reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdo homogénea transparente, podendo
apresentar coloracdo, devido a presenca de indicador de pH.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente de virus, que deve estar devidamente
caracterizado. Os lotes sdo submetidos aos controles de identificagdo viral, esterilidade e poténcia
infectiva. Além disso, é necessario que a cepa viral demonstre imunogenicidade adequada para o ser
humano. A replicagdo do virus € realizada em cultura de célula suscetivel e controlada quanto a
esterilidade, identificacdo viral e poténcia infectiva. No processo de producéo, é preparada suspensao
viral intermediaria de concentracdo conhecida e submetida a centrifugacdo, purificacdo e inativacdo
viral por método validado em que, usualmente, se emprega beta-propiolactona a 1:4000 ou irradiacédo
por ultravioleta. Apds a inativacdo, o produto € concentrado e sdo realizados testes de esterilidade,
inativacdo viral e atividade imunogénica. A preparacdo final deve ser isotonizada, podendo conter
conservantes e indicador de pH. Antes do envase, o produto é submetido aos controles de esterilidade,
atividade imunogénica e conservantes.

A vacina é envasada em recipientes adequados, podendo ser liofilizada, rotulada e submetida aos
controles adequados.

IDENTIFICACAO

A Determinacao da atividade imunogénica pode ser utilizada.

Fenol. Ensaio aplicado quando o conservante estiver presente. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No méximo 0,15% (1500 ppm). E facultada ao produtor a
utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Ensaio aplicado quando o conservante estiver presente. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 0,015% (150 ppm). E facultado ao produtor a
utilizacdo do resultado obtido no produto antes do envase.

Umidade residual. Ensaio aplicado ao produto liofilizado. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No méximo 3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste para avaliacdo de pirogénios (5.5.2.7). Cumpre o teste. Nos casos em que o Teste de
pirogénios em coelhos (5.5.2.7.2) for permitido, injetar em cada coelho uma dose humana da vacina

diluida (1:10) em solucéo salina estéril e apirogénica.

Verificagédo da inativacéo viral.



Farmacopeia Brasileira, 72 edicio PB057-01

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Inocular, por via intracerebral, 10 pL da amostra em, no minimo, 20 camundongos lactentes (5 a
10 dias) e 30 pL em, no minimo, 20 camundongos albinos suicos de 10 g a 15 g. Observar os animais
inoculados por 21 dias. Durante o periodo de observacdo os animais ndo podem apresentar sintomas
neuroldgicos ou morte. Se isto ocorrer, realizar o teste de Imunofluorescéncia direta no cérebro dos
animais suspeitos. O produto cumpre com 0s requisitos se nenhum dos animais inoculados apresentar
sintomas classicos de raiva. Caso seja verificada evolugdo de sintomas neuroldgicos ou morte dos
animais inoculados, a confirmacéo da infecgdo rabica dependera da positividade detectada no ensaio
de Imunofluorescéncia direta.

Imunofluorescéncia direta: cortar o cérebro do camundongo sob suspeita de raiva, de maneira que as
seccOes centrais se voltem para cima. Preparar impressdes pareadas em lamina de vidro para
microscopia, devidamente identificada. Paralelamente, preparar em laminas devidamente
identificadas, impressdes para controle, utilizando camundongos sabidamente negativos e positivos
para raiva, gque, respectivamente, servirdo de controles negativo e positivo. Deixar secar as laminas
por 30 minutos a temperatura de 20 °C a 25 °C e fixar as impressdes em acetona previamente resfriada
a -20 °C, mantendo-as incubadas por duas a quatro horas a -20 °C. Deixar secar as laminas a
temperatura de 20 °C a 25 °C. Proceder a coloracéo, circundando as impressdes com substancia que
sirva para reter o conjugado durante o periodo de incubacdo. Pode ser empregado esmalte.
Descongelar, no momento do uso, duas aliquotas de diluicdo de trabalho de conjugado para
identificacéo do virus rabico (anticorpos contra o virus rabico marcados geralmente com isotiocianato
de fluoresceina) e diluir uma das aliquotas, na proporcao de 1:5, com suspensdo a 20% de cérebro de
camundongos nao infectado (SCN). Diluir a outra aliquota da mesma forma, mas em suspensdo a
20% de cérebro de camundongos infectado com virus rabico (SCI) e homogeneizar. Posicionar a
lamina de forma que sua identificacdo fique voltada para o lado esquerdo do operador e depositar as
misturas sobre as impressées, utilizando pipetas Pasteur distintas. Cobrir a impressao da esquerda
com a mistura “conjugado + SCN” ¢ a da direita com a mistura “conjugado + SCI” e incubar em
camara-umida por 30 minutos a 37 ° C. Apds incubacdo, lavar com tampdo fosfato-salina PBS (com
de pH 7,6 a 8,0) e deixar por 10 minutos em imersdo no mesmo diluente. Escorrer o diluente e lavar
com agua destilada para evitar formacéo de cristais. Deixar secar e montar com glicerina tamponada
pH 8,5 a 9,0 para aumentar a intensidade das fluorescéncias, colocando laminula. Examinar em
microscopio de fluorescéncia, com aumento de 100 vezes. Examinar primeiro a impressao controle
negativo tratada com a mistura “conjugado + SCN”. A SCN ¢ isenta de virus rabico, logo, o conjugado
permanece livre para reagir com o antigeno presente na impressdo, havendo assim a emissdo de
fluorescéncia. Dessa forma, o antigeno seré evidenciado como inclusdes ou poeira fina, de coloragédo
verde. Em seguida, observar a impressao controle positivo tratada com a mistura “conjugado + SCI”.
O conjugado é adsorvido pelo antigeno presente na SCI, ndo restando, portanto conjugado disponivel
para reagir com o antigeno rabico presente na impressao, ndo havendo a emissao de fluorescéncia. O
antigeno nao sera evidenciado nesta impressdo. Observar as impressdes da lamina controle negativo
nesta mesma ordem. N&o deve ser observada fluorescéncia; apos a verificacdo de que os controles
estejam satisfatorios, observar as impressdes do material em teste; a presenca do virus rabico no
material analisado, ou seja, a positividade, € constatada quando observa-se, na lamina teste,
fluorescéncia somente na impressdao que recebeu a mistura “conjugado + SCN”, o que ndo ¢
verificado na impressdo onde foi depositada a mistura “conjugado + SCI”’; a auséncia do virus rabico
no material examinado, ou seja, a negatividade é constatada quando nao é observada fluorescéncia.

B. Método de verificagdo de inativacao viral amplificado.

Inocular quantidade equivalente a, no minimo, 25 doses de Vacina raiva (inativada) em cinco culturas
de células, do mesmo tipo utilizado na producdo da vacina ou outra cultura de células com
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sensibilidade semelhante ao virus rabico. A proporgéo usada é de 3 cm? de cultura por mililitro de
vacina. Apos a adsorcdo do virus é adicionado meio de cultura em propor¢do ndo superior a 1:3 do
volume da vacina utilizada. As culturas s@o observadas durante 21 dias e a deteccdo da presenca de
virus rabico pode ser feita pela inoculagdo em camundongos ou por imunofluorescéncia.

Por inoculagdo em camundongos, no 14° e no 21° dia de cultivo: 0,03 mL de uma mistura das amostras
do sobrenadante das culturas € inoculada, por via intracerebral, em 20 camundongos albino suicos de
12 g a 15 g. Os animais séo observados por 14 dias e qualquer sintoma de raiva deve ser confirmado
por imunofluorescéncia.

Por imunofluorescéncia: as culturas sdo examinadas no 21° dia apds a inoculagédo e por meio do teste
de imunofluorescéncia é pesquisada a presenga do virus rabico.

O teste é considerado satisfatorio se ao fim do periodo de observacdo nédo for detectada a presenca de
virus rabico ou o aparecimento de efeitos citopaticos nas culturas.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE IMUNOGENICA

Método de desafio em camundongos: preparar, no minimo, trés dilui¢cbes da amostra e da vacina de
referéncia em salina tamponada fosfatada pH 7,6 e inocular, por via intraperitoneal, 0,5 mL de cada
diluicdo em, no minimo, 16 camundongos albinos suigcos de 10 g a 15 g. Reservar 30 animais nao
inoculados para o controle de titulo do virus desafio. Realizar imunizacdo de reforco inoculando as
mesmas diluicdes em cada grupo de camundongos, sete dias apds a primeira imunizacdo. Sete dias
apos a segunda imunizacdo, executar o desafio, inoculando em cada camundongo volume de 30 L,
que contenha aproximadamente 50 DLsg de virus rabico fixo da cepa CVS (challenge virus standard),
por via intracerebral, de cada camundongo. Preparar duas dilui¢bes decimais a partir da diluicdo de
desafio e inocular 30 pL dessas diluicdes e da diluicdo de desafio, por via intracerebral, nos trés
grupos de 10 camundongos dos animais ndo imunizados. Observar os animais por 14 dias, registrando
0 numero de vivos de cada mistura. Os animais mortos antes do quinto dia apds a inoculagcdo néao
devem ser considerados para o célculo da atividade imunogénica. Calcular as doses efetivas 50%
(DEsp) da amostra e da vacina de referéncia, assim como a DLso do virus desafio, por método
estatisticamente validado. A faixa de resposta produzida pela amostra teste (porcentagem de
sobrevivéncia) deve estar entre a maior e a menor diluicéo utilizada na curva de regressdo do padréo,
que deve apresentar relacdo linear. A atividade imunogénica é determinada pela equacao:

DEsy da amostra X Ul/mL da vacina de referéncia

Al (UI/mlL) =
(U1/mL) DEsy da vacina de referéncia

Al = atividade imunogénica

No minimo 2,5 Ul/dose individual humana. Quando se refere o valor da atividade imunogénica
(UIl/mL) deve ser citado o nimero de DLso real obtido na titulagdo do virus desafio, que é igual ao
antilogaritmo da diferenca entre a DLso calculada e a dilui¢éo da dose desafio utilizada. Os limites de
confianga ndo devem estar abaixo de 25% ou acima de 400% da atividade determinada. A titulagdo
da suspenséo de desafio deve apresentar no minimo 10 DLsp. A analise estatistica deve demonstrar
que ndo ha desvios de linearidade e paralelismo das curvas dose-resposta.

TERMOESTABILIDADE
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Incubar a amostra em temperatura entre 35 °C e 37 °C por quatro semanas e proceder & Determinacgéo
da atividade imunogénica. No minimo 2,5 Ul/dose individual humana.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre com o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA ROTAVIRUS HUMANO (ATENUADA)
Vaccinum rotaviri vivum perorale

A vacina rotavirus (atenuada) é obtida a partir de um ou mais sorotipos de uma cepa viva atenuada
do rotarivus humano, cultivada em um substrato celular adequado. E apresentada como suspensio
aquosa homogénea transparente ou liofilizada a ser reconstituida imediatamente para resultar em uma
suspensdo ligeiramente turva. A vacina pode apresentar coloracdo devido a presenca de um indicador
de pH.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente e um sistema de banco de células, e o
método deve demonstrar producdo de vacinas com consisténcia e cumprir com 0s requisitos para
imunogenicidade, seguranca e estabilidade. A replicacdo do virus é realizada em cultura de células
suscetiveis, provenientes de um banco de células primario. O virus na vacina final ndo deve ter um
nmero maior de passagens do que aquelas utilizadas para preparar a vacina empregada nos estudos
clinicos. A cepa de cada um dos sorotipos do virus utilizados para o preparo do lote-semente primario
deve possuir registros historicos, quanto sua origem e manipulacdes subsequentes, assim como
cumprir com os controles de identidade, concentracdo de virus e agentes adventicios. Culturas
intermediarias de virus ou inoculos de producdo sdo submetidas aos ensaios de identidade,
esterilidade, concentracdo de virus e agentes adventicios. As suspensdes virais monovalentes ou a
mistura de varias suspensdes obtidas para a producdo da vacina é controlada quanto a identidade,
esterilidade, agentes adventicios e concentracdo de virus. A suspensdo viral monovalente é entdo
purificada por um método adequado para a remocéo de residuos celulares e, antes da formulacéo,
deve ser avaliada quanto a concentracdo viral, esterilidade e ADN celular residual.

O produto acabado a granel € obtido pela mistura de uma ou varias suspensdes virais monovalentes
purificadas, podendo conter mais do que um sorotipo e substancias estabilizadoras que néo alteram a
eficacia do produto. Antes do envase, a vacina a granel € submetida ao teste de esterilidade.

O produto é envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.
Outras informacdes relativas aos critérios de producdo e controles estdo indicadas na monografia de
Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

A. Utilizar um ensaio imunoldgico com anticorpos especificos para cada tipo de virus que compde a
vacina.

B. Atende aos requisitos descritos em Doseamento.

CARACTERISTICAS
Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.
Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No

maximo 3%.

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

DOSEAMENTO
A. Por Infectividade em células

O ensaio é baseado na visualizacdo de areas infectadas de uma monocamada de células MA-104,
Vero ou outras células suscetiveis cultivadas em meio de cultura adequado e ndo deve ocorrer
interferéncia ou potencializacdo entre os sorotipos presentes na vacina. O doseamento da vacina
rotavirus é realizado em pelo menos trés frascos de amostra e um frasco da vacina referéncia em
triplicata para validar o ensaio. Caso a vacina possua mais que um sorotipo de rotavirus, calcular o
titulo individualmente por um método que demonstre especificidade. Calcular o titulo da vacina por
um método estatistico adequado e expressar em logio CCIDso (dose 50% infectante cultura de célula)
por dose.

Para a determinacdo ser considerada valida, é necessario que (a) ao final do ensaio o controle de
cultura de células apresente monocamada inalterada; (b) a variacdo de poténcia entre os trés frascos
da vacina seja de, no maximo, 0,5 logio CCIDsp; (c) o intervalo de confianga (P = 0,95) da
concentracdo estimada de virus da vacina de referéncia para as trés replicatas combinadas seja menor
do que * 0,3 logio CCIDso; (d) o efeito citopatico (ECP) seja decrescente em relacdo as diluicGes
crescentes; (e) as diluicBes utilizadas no ensaio estejam entre 10% e 90% das culturas de células
inoculadas.

O ensaio deve ser repetido se o intervalo de confianga (P = 0,95) da concentracdo combinada do virus
da vacina for maior do que + 0,3 logio CCIDsp (ou valor equivalente expresso na unidade do método
utilizado para o ensaio). Os dados gerados a partir de ensaios validos devem ser combinados por
métodos estatisticos adequados para calcular a concentracdo de virus da amostra. O intervalo de
confianca (P = 0,95) da concentracdo de virus combinados deve ser menor do que + 0,3 log10 CCIDsp.

O titulo minimo de cada sorotipo viral é fornecido pelo produtor a autoridade regulatéria nacional,
de acordo com a analise dos resultados dos estudos clinicos.

B. Por Ensaio baseado na comparacao da capacidade da vacina para produzir ARN viral

Para cada lote utilizar pelo menos trés frascos de amostra e um frasco da vacina referéncia em
triplicata. Infectar culturas de células em placas de microtitulacdo com dilui¢Oes seriadas da amostra
em teste e da vacina de referéncia. Ap6s incubacao para permitir a replicacdo do virus, o ARN viral
nos pocos individuais é liberado a partir das células e quantificado por Técnicas de amplificacdo de
acidos nucléicos (5.5.1.10), como a reagdo quantitativa em tempo real da transcriptase reversa da
polimerase em cadeia (RT-PCR). Calcular a concentracdo de virus individual para cada recipiente de
vacina contra a preparacdo de referéncia, bem como as concentracbes combinadas de virus
correspondentes, utilizando metodo estatistico adequado. A estimativa combinada da concentracdo
de virus para os trés frascos de vacina ndo pode ser menor do que o indicado no rétulo.

Para a determinacgéo ser considerada valida, é necessario que (a) o controle negativo deve se mostrar
inequivocamente negativo; (b) o controle positivo deve mostrar reagdo positiva; (c) no controle de
celulas ndo devem ser observadas alteracdes nas células ndo-infectadas; (d) no controle de células
contaminadas com ARN viral deve haver deteccédo positiva; (e) as curvas de dose-resposta devem
resultar em uma inclinagéo significativa e sem desvios significativos de linearidade ou paralelismo.
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O ensaio deve ser repetido se o intervalo de confianca (P = 0,95) da concentracdo combinada do virus
da vacina for maior do que + 0,3 log10 CCIDsg (ou valor equivalente expresso na unidade do método
utilizado para o ensaio). Os dados gerados a partir de ensaios validos devem ser combinados por
métodos estatisticos adequados para calcular a concentracdo de virus da amostra. O intervalo de
confianca (P = 0,95) da concentracdo de virus combinados deve ser menor do que £ 0,3 10g10 CCIDsy.

O titulo minimo de cada sorotipo viral é fornecido pelo produtor a autoridade regulatéria nacional,
de acordo com a analise dos resultados dos estudos clinicos.

TERMOESTABILIDADE

O teste € realizado em paralelo a Doseamento. Incubar a amostra da vacina a 37 °C, por sete dias, e
analisar conforme metodologia descrita para a poténcia do produto. A vacina pode perder, no
méaximo, 0,5 logio CCIDso/dose, em relagéo ao titulo da vacina conservada em condic¢des adequadas
de temperatura. A vacina em teste ndo pode apresentar titulo inferior ao especificado para a poténcia
do produto.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA RUBEOLA (ATENUADA)
Vaccinum rubellae vivum

vacina rubéola (atenuada); 09054

A vacina é constituida de virus vivos atenuados e apresentada sob a forma liofilizada. Apoés
reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdo homogénea transparente, podendo
demonstrar coloracdo devido a presenca de indicador de pH.

A producéo da vacina € baseada no sistema de lote-semente e a cepa de virus utilizada ou cinco lotes
consecutivos da vacina, ndo podem induzir neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus da
rubéola. Além disso, a cepa viral tem que demonstrar imunogenicidade adequada e seguranga para o
ser humano. A replicacéo do virus é realizada em cultura de células suscetiveis e a suspensdo viral é
identificada e controlada quanto a esterilidade. Ap6s a clarificacdo da suspensao viral, por método
adequado para remover residuos celulares, algumas substancias estabilizadoras, que,
comprovadamente, ndo alteram a eficacia, nem a seguranca do produto, sdo adicionadas. Antes do
envase e liofilizacdo, o produto é analisado quanto a esterilidade, concentracdo de virus e proteinas
derivadas do soro animal utilizado no cultivo.

O produto é envasado em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

Outras informacdes relativas a critérios de producdo e seus controles estdo indicadas na monografia
de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e adicionar a igual volume de soro contendo anticorpos
neutralizantes para o virus da rubéola. Incubar por 90 minutos a temperatura de 4 °C a 8 °C. Apds a
incubacdo, inocular a mistura da vacina com o soro, em cultura de células suscetiveis e manter por
12 dias a temperatura de 32 °C a 33 °C. Como controle, uma cultura de células inoculada com o virus
vacinal e outra ndo-inoculada, respectivamente, tém que apresentar presenca e auséncia de efeito
citopatogénico (ECP). A auséncia de ECP na cultura de célula identifica o virus vacinal.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 2%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder ao abrigo da luz direta. Diluir em intervalos de, no maximo, 1,0 logio, duas amostras da
vacina a ser analisada e uma amostra da vacina de referéncia, em meio de cultura adequado. Inocular
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cada diluicdo em, pelo menos, 10 orificios de microplaca contendo células RK-13 em suspensao e
incubar a temperatura de 32 °C a 33 °C por 12 dias. Observar a presenga ou auséncia de ECP nas
culturas de células. Calcular o titulo da vacina por método estatistico validado. A poténcia da vacina
é o valor da média geométrica dos frascos analisados, expresso em CCIDso (dose 50% infectante em
cultura de célula) por dose. Para que a determinacgéo seja considerada valida, é necessario que: (a) o
controle de cultura de células apresente monocamada inalterada; (b) a variagdo de poténcia entre as
duas amostras da vacina seja, no maximo, 0,5 logio CCIDso; (C) a poténcia da vacina de referéncia
ndo varie mais que 0,5 logio CCIDso do seu titulo médio; (d) o ECP seja decrescente, em relagéo as
diluicdes crescentes; (e) as dilui¢bes utilizadas no ensaio estejam entre 10% e 90% das culturas de
células inoculadas.

A poténcia é de, no minimo, 10® CCIDso/dose. Caso a amostra ndo cumpra os requisitos, repetir o
teste. A poténcia é a média das duas determinacdes realizadas. O método de unidades formadoras de
“plaque” (UFP) também pode ser empregado e seu valor de poténcia para aprovagdo do produto tem
que estar correlacionado com o de CCIDsq.

TERMOESTABILIDADE

O teste é realizado em paralelo ao Doseamento. Incubar amostra a temperatura de 37 °C por sete dias
e proceder conforme estabelecido em Doseamento. A vacina pode perder, no maximo, 1,0 logio
CCIDso, em relacao ao titulo determinado na amostra conservada em condi¢des adequadas. Além
disso, ndo pode ter titulo inferior ao preconizado para aprovacdo do Doseamento. Caso ndo cumpra
0 requisito, repetir o teste e o titulo final é a média dos dois ensaios realizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.
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VACINA SARAMPO (ATENUADA)
Vaccinum morbillorum vivum

vacina sarampo (atenuada); 09056

A vacina é constituida de virus vivos atenuados e apresentada sob a forma liofilizada. Apoés
reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdo homogénea transparente, podendo
demonstrar coloracdo devido a presenca de indicador de pH.

A producéo da vacina é baseada no sistema de lote-semente e a cepa de virus utilizada, ou cinco lotes
consecutivos da vacina, ndo podem induzir neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus do
sarampo. Além disso, a cepa viral tem que demonstrar imunogenicidade adequada e seguranga para
o ser humano. A replicacdo do virus € realizada em cultura de células suscetiveis e a suspensao de
virus ¢ identificada e controlada quanto a esterilidade. Apos a clarificacdo da suspensao viral por
método adequado para remocdo de residuos celulares, algumas substancias estabilizadoras, que
comprovadamente ndo alteram a eficacia, nem a seguranca do produto, sdo adicionadas. Antes do
envase e liofilizacdo, o produto é analisado quanto a esterilidade, concentragdo de virus e de proteinas
derivadas do soro animal.

O produto é envasado em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

Outras informacGes relativas aos critérios de producéo e seus controles estdo indicadas na monografia
de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e adicionar igual volume de soro contendo anticorpos
neutralizantes para o virus do sarampo. Incubar a 36 °C por uma hora. Ap6s a incubacdo, inocular a
mistura em cultura de células suscetiveis e manter a temperatura de 36 °C por sete dias. Utilizar como
controles uma cultura de células inoculada com o virus vacinal e outra ndo inoculada que apresentam,
ao final do teste, presenca e auséncia de efeito citopatogénico (ECP), respectivamente. A auséncia de
ECP na cultura de células identifica o virus vacinal.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder como descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder ao abrigo da luz direta. Diluir duas amostras da vacina a ser analisada e uma amostra da
vacina de referéncia em intervalos de, no maximo, 1,0 logio, em meio de cultura adequado. Inocular
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cada diluicdo em, pelo menos, 10 orificios de microplaca contendo células Vero em suspensao.
Incubar por sete a nove dias entre 35 °C e 37 °C. As culturas de células s&o observadas quanto a
presenca ou auséncia de ECP, e o titulo da vacina é calculado segundo o método estimativo de
Spearman & Karber. A poténcia da vacina € o valor da média geométrica dos frascos analisados,
expressa em CCIDsg (dose 50% infectante em cultura de célula) por dose.

Para que a determinacéo seja considerada valida é necessario que: (a) ao final do ensaio o controle de
cultura de células apresente monocamada inalterada; (b) a variacéo de poténcia entre as duas amostras
da vacina seja, no méximo, 0,5 logio CCIDso; () a poténcia da vacina de referéncia varie, no maximo,
0,5 logio CCIDso do seu titulo médio; (d) o ECP seja decrescente em relacdo as diluigdes crescentes;
(e) as dilui¢des utilizadas no ensaio estejam entre 10% e 90% das culturas de células inoculadas.

A poténcia da vacina tem que ser, no minimo, 10*’ CCIDso/dose para a cepa Biken Cam 70 e 10%°
CClIDso/dose para as demais cepas. Caso ndo cumpra 0s requisitos, repetir a determinacdo da poténcia
e o resultado é a média geométrica dos dois ensaios realizados.

O método de unidades formadoras de “plaque” (UFP) pode ser, também, empregado e seu valor de
poténcia para aprovagdo do produto tem que estar correlacionado com o de CCIDsy.

TERMOESTABILIDADE

O teste é realizado em paralelo ao Doseamento. Incubar uma amostra da vacina entre 35 °C e 37 °C,
por sete dias, e analisar conforme método descrito para o Doseamento do produto. A vacina pode
perder, no maximo, 1,0 logio CCIDsg em relacdo ao titulo determinado na amostra conservada em

condi¢bes adequadas de temperatura. N&o pode apresentar titulo inferior ao especificado para a
poténcia do produto.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA SARAMPO, CAXUMBA, RUBEOLA
Vaccinum parotiditis et rubellae et morbillorum vivum

vacina sarampo, caxumba, rubéola; 09055

A vacina é constituida da mistura dos virus vivos atenuados da caxumba, da rubéola e do sarampo e
apresentada sob a forma liofilizada. Apds reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de
suspensdo homogénea transparente, podendo demonstrar coloracdo devido a presenca de indicador
de pH.

Cada componente viral presente na vacina € produzido em separado, conforme descrito nas
monografias especificas.

O produto é envasado em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e adicionar igual volume da mistura de soros contendo
anticorpos neutralizantes para os virus da caxumba, da rubéola e do sarampo. Manter por 90 minutos
a temperatura de 4 °C a 8 °C, inocular em cultura de células suscetiveis e manter por 10 dias. Como
controle do teste, culturas de células inoculadas com: a vacina ndo-neutralizada com a mistura de
soros contendo anticorpos para os trés tipos de virus e outra ndo-inoculada, devem apresentar
presenca e auséncia de efeito citopatogénico, respectivamente. A auséncia de ECP na cultura de
células inoculadas com a mistura da vacina mais anticorpos, identifica o produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 2%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder ao abrigo da luz direta. Diluir duas amostras da vacina a ser analisada e uma amostra da
vacina de referéncia, em intervalos de, no maximo, 1,0 logio em meio de cultura adequado. Para titular
cada tipo de virus, adicionar a cada diluicdo da vacina, igual volume de antissoro especifico
heterdlogo, conforme o esquema seguinte:

Virus atitular | Soro
Caxumba antissarampo
Rubéola anticaxumba

Sarampo anticaxumba
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Manter as misturas por 90 minutos a temperatura de 4 °C a 8 °C, para a devida neutralizagdo. Inocular
cada diluicdo em 10 orificios da microplaca contendo a suspensdo de células suscetiveis. Para
titulacdo do virus da caxumba e do virus do sarampo, a inoculacéo é realizada em células Vero,
enquanto que, para a rubéola, em células RK-13. Incubar as microplacas contendo células Vero a 36
°C por 10 dias e as microplacas contendo células RK-13 a temperatura de 32 °C a 33 °C por 12 dias.
Observar as culturas de células quanto a presenca ou auséncia de ECP e calcular os titulos de cada
virus presente na vacina, segundo um método estatistico validado. A poténcia de cada virus é o valor
da média geométrica dos frascos analisados, expressa em CCIDso (dose 50% infectante em cultura de
celula) por dose. Para a determinacdo ser considerada valida, é necessério que: (a) ao final do ensaio,
o controle de cultura de células apresente monocamada inalterada; (b) a variacéo de poténcia entre as
duas amostras da vacina seja, no maximo, 0,5 logio CCIDso para cada tipo de virus; (c) a variagéo do
titulo da vacina de referéncia seja, no maximo, 0,5 logio CCIDsp do seu titulo médio para cada tipo
de virus; (d) o ECP seja decrescente em relagdo as diluicdes crescentes; (e) as dilui¢Bes utilizadas no
ensaio estejam entre 10% e 90% das culturas de células inoculadas.

A poténcia da vacina €, no minimo, 10%’ CCIDso/dose para o0 virus da caxumba e 10° CCIDso/dose
para os virus do sarampo e da rubéola. Caso o produto ndo cumpra os requisitos de poténcia, o0 ensaio
é repetido para o(s) tipo(s) de virus em que ndo foi obtido o titulo limite para aprovacdo. A poténcia
da vacina é a média geométrica dos dois ensaios realizados.

O método de unidades formadoras de “plaque” (UFP) também pode ser empregado, e o valor de
poténcia para aprovacdo do produto tem que estar correlacionado com o de CCIDsq.
TERMOESTABILIDADE

O teste é realizado em paralelo ao Doseamento. Incubar uma amostra da vacina a 37 °C por sete dias
e analisar conforme metodologia descrita para a poténcia do produto. A vacina pode perder, no
méaximo, 1,0 logio CCIDso/dose, em relacdo ao titulo determinado na amostra conservada em
condicOes adequadas de temperatura, para cada tipo viral. Além disso, ndo pode ter titulo inferior ao
estabelecido para aprovacdo do Doseamento. Caso ndo cumpra 0s requisitos, repetir o teste e o titulo
final é a media dos dois testes realizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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VACINA SARAMPO, CAXUMBA, RUBEOLA E VARICELA (ATENUADA)
Vaccinum parotiditis et rubellae et morbillorum et varicellae vivum

A vacina é constituida de mistura dos virus vivos atenuados da caxumba, rubéola, sarampo e varicela.
E apresentada sob a forma liofilizada e, ap6s reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de
suspensdo homogénea transparente, podendo surgir coloragdo devido a presenca de indicador de pH.

Os componentes sdo produzidos conforme descrito nas monografias especificas.

As suspens0es virais de cada componente sdo misturadas e o produto a granel € submetido ao controle
de esterilidade.

O produto é envasado em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e misturar com anticorpos especificos para os virus da
caxumba, rubéola, sarampo e varicela. Quando a vacina € misturada com quantidades de anticorpos
suficientes para neutralizar trés componentes, 0 quarto componente deve apresentar ECP na cultura
de células suscetiveis.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. O limite
méaximo deve garantir que o produto mantenha sua estabilidade, de acordo com o registro submetido
a autoridade regulatéria nacional.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

DOSEAMENTO

As linhagens celulares e antissoros especificos devem assegurar que a poténcia de cada virus seja
determinada sem interferéncia dos outros trés componentes. Diluir pelo menos trés frascos da vacina
a ser analisada e uma amostra da vacina de referéncia em duplicata, em intervalos de, no maximo, 1,0
log10 em meio de cultura adequado.

Proceder conforme descrito nas monografias de Vacina sarampo, caxumba, rubéola (atenuada) e
Vacina varicela (atenuada). Para a determinacdo ser considerada valida, € necessario que: (a) o
intervalo de confianca (P = 0,95) da concentracdo estimada da vacina de referéncia para a duplicata
combinada seja menor do que = 0,3 log1g CCIDgp; (b) a poténcia da vacina de referéncia varie no

maximo 0,5 log1g CCIDg( para os virus do sarampo, caxumba e rubéola e 0,5 log1g UFP para o
virus da varicela, do seu titulo estabelecido.; (c) o nimero de CCIDg( seja decrescente em relagéo as
diluigdes crescentes.
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O ensaio deve ser repetido se o intervalo de confianca (P = 0,95) da concentracdo combinada da
concentracéo viral da vacina for maior do que 0,3 log1g CCIDgq (sarampo, caxumba, rubéola) e 0,3

log1g UFP (varicela); os dados obtidos dos ensaios validos somente podem ser combinados por

métodos estatisticos adequados para calcular a concentracdo viral da amostra. O intervalo de
confianca (P = 0,95) da concentragédo combinada deve ser no maximo 0,3 logqg CCIDsgq (sarampo,

caxumba, rubéola) e 0,3 logqg UFP (varicela). Outros métodos de ensaio podem ser utilizados, desde

que justificados e aprovados pelas autoridades regulatorias nacionais. No entanto, caso a vacina seja
dosada pelo método descrito acima, deve cumprir com 0s requisitos ja estabelecidos.

A poténcia da vacina e, no minimo, 10> CCIDgp/dose para o virus da caxumba e 10*° CCIDgp/dose
para os virus do sarampo e da rubéola. A concentracdo minima do virus da varicela deve ser aprovada

pelas autoridades regulatdrias, de acordo com os estudos de eficacia e seguranca descritos no registro
da vacina.

TERMOESTABILIDADE

O teste é realizado para 0s componentes: sarampo; caxumba e rubéola em paralelo ao Doseamento.

Incubar uma amostra da vacina a 37 °C por sete dias e analisar conforme método descrito para a
poténcia do produto. A vacina pode perder no maximo 1 log,, CCID,/dose, em relagéo ao titulo

determinado na amostra conservada em condic¢des adequadas de temperatura, para cada tipo viral.
Além disso, ndo pode ter titulo inferior ao estabelecido para aprovacdo da determinacdo da poténcia.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA SARAMPO, RUBEOLA
Vaccinum rubellae et morbillorum vivum

vacina sarampo, rubéola; 09057

A vacina é constituida de mistura dos virus vivos atenuados da rubéola e do sarampo e apresentada
sob a forma liofilizada. Apos reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensao
homogénea transparente, podendo demonstrar coloracdo devido a presenca de indicador de pH.

Cada componente viral presente na vacina é produzido em separado, conforme descrito nas
monografias especificas. O produto é envasado em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e
submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e adicionar igual volume de mistura de soros contendo
anticorpos neutralizantes para os virus da rubéola e do sarampo. Manter por 90 minutos a temperatura
de 4 °C a 8 °C. Inocular em cultura de células suscetiveis e manter por 10 dias. Como controle do
teste, cultura de células, inoculada com a vacina ndo neutralizada com a mistura de soros contendo
anticorpos, para os dois tipos de virus, e outra ndo inoculada, devem apresentar presenca e auséncia
de efeito citopatogénico (ECP), respectivamente. A auséncia de ECP na cultura de células inoculadas
com a mistura da vacina mais anticorpos identifica o produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder ao abrigo da luz direta. Diluir duas amostras da vacina a ser analisada e uma amostra da
vacina de referéncia, em intervalos de, no maximo, 1,0 logio em meio de cultura adequado.

Inocular cada diluicdo em 10 orificios da microplaca contendo a suspensdo de células suscetiveis.
Para titulacdo do virus do sarampo a inoculacéo é realizada em celulas Vero, enquanto que, para a
rubéola, em células RK-13. Incubar as microplacas contendo células Vero a 36 °C por 10 dias e as
microplacas contendo células RK-13 a temperatura de 32 °C a 33 °C por 12 dias. Observar as culturas
de células quanto a presenca ou auséncia de ECP e calcular os titulos de cada virus presente na vacina,
segundo um método estatistico validado.

A poténcia de cada virus é o valor da média geométrica dos frascos analisados, expressa em CCIDsg
(dose 50% infectante em cultura de célula) por dose. Para a determinacéo ser considerada véalida, é
necessario que: (a) ao final do ensaio o controle de cultura de células apresente monocamada
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inalterada; (b) a variacdo de poténcia entre as duas amostras da vacina seja, no maximo, 0,5 logio
CCIDsp para cada tipo de virus; (c) a variacao do titulo da vacina de referéncia seja, no méaximo, 0,5
logio CCIDso do seu titulo médio para cada tipo de virus; (d) o ECP seja decrescente em relagéo as
diluicOes crescentes; (e) as dilui¢bes utilizadas no ensaio estejam entre 10% e 90% das culturas de
celulas inoculadas.

A poténcia da vacina é, no minimo, 10®’ CCIDso/dose para a cepa Biken Cam 70 e 10% CCIDso/dose
para as demais cepas do virus do sarampo e da rubéola. Caso o produto ndo cumpra 0s requisitos de
poténcia, 0 ensaio € repetido para o(s) tipo(s) de virus em que ndo foi obtido o titulo limite para
aprovacgdo. A poténcia da vacina é a média geométrica dos dois ensaios realizados.

O método de unidades formadoras de “plaque” (UFP) pode, também, ser empregado ¢ o valor de
poténcia para aprovacdo do produto tem que estar correlacionado com o de CCIDsy.
TERMOESTABILIDADE

O teste é realizado em paralelo ao Doseamento. Incubar uma amostra da vacina a 37 °C por sete dias
e analisar conforme metodologia descrita para a poténcia do produto. A vacina pode perder, no
méaximo, 1,0 logio CCIDso/dose, em relagdo ao titulo determinado na amostra conservada em
condicdes adequadas de temperatura, para cada tipo viral. Além disso, ndo pode ter titulo inferior ao
estabelecido para aprovacdo do Doseamento. Caso ndo cumpra os requisitos, repetir o teste. O titulo
final € a média dos dois testes realizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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VACINA VARICELA (ATENUADA)
Vaccinum varicellae vivum

A vacina é constituida de virus vivos atenuados da varicela e apresentada sob a forma liofilizada.
Ap0s reconstituicdo com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdo homogénea, transparente,
podendo demonstrar coloracao devido a presenca de indicador de pH.

A producéo da vacina € baseada no sistema de lote-semente e a cepa de virus utilizada na producgéo
da vacina tem que demonstrar imunogenicidade adequada e seguranga para o ser humano, e ndo pode
induzir neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus da varicela.

A replicacdo do virus é realizada em cultura de célula diploide humana suscetivel e a suspenséo viral
é submetida aos testes de identificagdo, esterilidade, concentracdo viral e agentes adventicios. Apos
a clarificacdo da suspenséo viral por método adequado para remocéo de residuos celulares, podem
ser adicionadas algumas substancias estabilizadoras que comprovadamente nao alteram a eficacia e
seguranca do produto. O produto clarificado é submetido aos controles de identificacdo e
concentragéo viral.

Antes do envase e liofilizacdo, o produto é analisado quanto a esterilidade. O produto € entdo
envasado em recipientes adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles requeridos.

Outras informac0es relativas aos critérios de producéo e seus controles estdo indicadas na monografia
de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

A vacina, quando neutralizada com soro contendo anticorpo especifico para o virus da varicela, inibe
a formacao de unidades formadoras de “plaque” (UFP) em células suscetiveis conforme descrito em
Doseamento.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. O limite
méaximo deve garantir que o produto mantenha sua estabilidade, de acordo com o registro submetido
a autoridade regulatéria nacional.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pelo menos trés frascos de vacina liofilizada e um de vacina referéncia sdo submetidos ao método de
unidades formadoras de “plaque” (UFP). A concentragdo viral da vacina de referéncia ¢ estabelecida
com base em dados histéricos de cada laboratdrio e deve ser monitorada por grafico controle. Diluir
as amostras da vacina e inocular em placas ou frascos contendo monocamada de cultura de célula
diploide humana suscetivel.



Farmacopeia Brasileira, 72 edicio PB064-00

Calcular a concentracdo viral individual para cada frasco de vacina e para cada replicata da vacina de
referéncia por métodos estatisticos validados, a qual é expressa em logqg UFP/dose. Para a

determinacdo ser considerada véalida é necessario que (a) o intervalo de confianca (P = 0,95) da
concentracdo estimada da vacina de referéncia para as trés replicatas combinadas seja menor do que
+ 0,3 log1g UFP; (b) a poténcia da vacina de referéncia varie, no maximo, 0,5 log1g UFP do seu

titulo estabelecido.

O ensaio deve ser repetido se o intervalo de confianca (P = 0,95) da concentracgdo viral combinada da
vacina for maior do que * 0,3 log1g UFP; dados obtidos dos ensaios validos somente podem ser

combinados por metodos estatisticos adequados para calcular a concentracdo viral da amostra. O
intervalo de confianca (P = 0,95) da concentrag&o viral combinada é, no maximo, + 0,3 log1g UFP.

Outros metodos de ensaio podem ser utilizados, desde que justificados e aprovados pelas autoridades
regulatérias nacionais. No entanto, caso a vacina seja dosada pelo método descrito acima, deve
cumprir com 0s requisitos ja estabelecidos.

A poténcia minima deve ser aprovada pelas autoridades regulatorias, de acordo com os estudos de
eficacia e seguranca descritos no registro da vacina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente.
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VACINAS PARA USO HUMANO
Vaccina ad usum humanum

As vacinas para uso humano sdo medicamentos, via de regra, de carater profilatico, capazes de induzir
imunidade especifica diante de um agente infeccioso. Sua eficacia e seguranca devem ser
comprovadas por meio de estudos aprovados pela autoridade nacional de controle de qualidade.

As vacinas podem ser constituidas por micro-organismos inativados, micro-organismos atenuados,
substancias por eles produzidas e fracfes antigénicas. Os métodos empregados para preparacdo de
vacinas dependem de cada tipo de produto e devem obedecer normas de boas praticas de fabricacéo
de produtos farmacéuticos.

Durante os processos de producao das vacinas, algumas substancias, como estabilizantes, adjuvantes
e conservantes, podem ser adicionadas. No produto final, concentra¢cdes muito baixas de antibi6ticos
sdo permitidas, com excecdo de estreptomicina e de penicilina e seus derivados. Se soro de origem
animal for utilizado no processo de producéo, o produto final ndo pode ter mais que 50 ng/dose de
proteinas derivadas do soro. Pode empregar aloumina humana, desde que comprovada a auséncia de
anticorpos para hepatite B, hepatite Ce HIV 1 e 2.

VACINAS BACTERIANAS

As vacinas bacterianas sdo produzidas em meios liquidos ou sélidos, utilizando cepas adequadas de
bactérias inativadas, bactérias atenuadas (vivas) ou seus componentes antigénicos. Apresentam-se
sob a forma de um liquido incolor ou com diferentes graus de opacidade ou liofilizadas.

Para a preparacdo dessas vacinas podem ser utilizadas tanto a totalidade dos micro-organismos
cultivados em meios de cultura adequados, quanto fragdes desses agentes microbianos. As vacinas
inativadas devem ser preparadas por métodos fisicos ou quimicos, que nao destruam sua capacidade
antigénica, enquanto vacinas de bactérias vivas sdo produzidas com cepas atenuadas, capazes de
induzir imunidade diante de micro-organismo da mesma espécie ou de espécie antigenicamente
relacionada.

TOXOIDES BACTERIANOS

Os toxoides bacterianos sdo toxinas destoxificadas por tratamentos fisico-quimicos, que apesar de
perderem sua capacidade toxica, mantém a atividade imunogénica. A producao se baseia no sistema
de lote-semente de cepas de micro-organismos especificos, cultivados em meios de cultura livres de
substancias que possam causar efeitos toxicos, alérgicos e outras reacdes indesejaveis ao ser humano.

Os toxoides podem ser apresentados sob a forma liquida ou liofilizada e, em ambos os casos, podem
ser purificados ou adsorvidos. Os adsorvidos se apresentam sob a forma de suspensao opalescente de
coloragdo branca ou ligeiramente acastanhada e podem formar sedimento no fundo do recipiente de
envase.

VACINAS VIRAIS

As vacinas virais consistem em suspensdo de virus atenuados, inativados ou fracbes deles, podendo
apresentar-se sob a forma liofilizada ou suspensdo. Concentragfes muito baixas de antibioticos
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podem estar presentes, exceto estreptomicina, penicilina e seus derivados. O produto pode conter, no
méaximo, 50 ng/dose de proteinas derivadas do soro de origem animal. Pode empregar albumina
humana, desde que comprovada a auséncia de anticorpos para hepatite B, hepatite Ce HIV 1 e 2.

A producdo da vacina é baseada no sistema de lote-semente e a cepa de virus utilizada deve
demonstrar imunogenicidade adequada, bem como ser segura ao ser humano. A replicacdo da cepa
viral vacinal é obtida em sistema hospedeiro (animais, embrides de aves ou cultura de celulas)
apropriado e as metodologias de producéo estéo indicadas nas monografias de cada produto.

No caso de utilizacdo de cultura de células de mamiferos para replicacdo do virus vacinal, separar
para controle 5% ou 500 mL, o que for maior em volume. Ao final da producdo da vacina, essas
culturas de células ndo podem apresentar efeito citopatogénico (ECP). Além disso, aliquotas do meio
de crescimento sdo inoculadas em meios de cultura apropriados, a fim de comprovar auséncia de
micro-organismos contaminantes (fungos, bactérias e micoplasmas). As células devem demonstrar,
também, auséncia de outros agentes contaminantes, principalmente virus provenientes da espécie
animal da qual a cultura de célula foi derivada, por meio de ensaio de hemadsor¢cdo com hemécias de
cobaias e inoculacdo em culturas de células, animais de laboratério e ovos embrionados.

Caso a cultura de célula utilizada seja de linhagem primaria de embrido de aves, além dos controles
mencionados no parégrafo anterior, as granjas fornecedoras dos ovos devem demonstrar condicoes
adequadas de producdo em ambientes isentos de patdgenos especificos. Regularmente, as aves sao
monitoradas quanto a infeccBes causadas por retrovirus, virus de Newcastle, virus parainfluenza,
virus da variola, virus da encefalomielite, virus da laringotraqueite, virus da reticuloendoteliose, virus
de Marek, adenovirus, virus influenza, micobactérias, Haemophilus paragallinarum, Salmonella
gallinarum, Salmonella pullorum, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae dentre outros
agentes patogénicos de aves.

No caso da cultura de célula utilizada ser de linhagem primaéria de rim de coelho (Oryctolagus
cuniculus), além dos controles mencionados no terceiro paragrafo, os coelhos devem ser criados em
condicdes adequadas de controle microbioldgico e monitorados regularmente quanto a infecgcdes
causadas por fungos, bactérias e virus, como: coccidiose, mixomatose, variola, fibromatose,
herpesvirus, tuberculose, Nosema cuniculi, toxoplasmose, dentre outras infec¢bes causadas por
micro-organismos que ocorrem naturalmente em coelhos. Engquanto que, para utilizagdo de cultura
de células de linhagem primaéria de rim de macaco, 0s animais tém que ser saudaveis e nunca terem
sido utilizados para outras finalidades. Os animais, antes de terem seus rins retirados, devem ser
mantidos em quarentena por periodo de, no minimo, seis semanas e demonstrar estar livres de
anticorpos para o virus B (herpes virus) e para o virus da imunodeficiéncia.

Se séo utilizadas células diploides humanas ou células de linhagem continua, elas tém que ser
procedentes de um banco de células certificado pela autoridade do controle nacional e demonstrar
auséncia de micro-organismos contaminantes, conforme descrito no terceiro paragrafo. Ndo podem
ser tumorogénicas e sdo identificadas quanto a espécie de origem. O nimero de passagens das células
diploides humanas ndo pode ultrapassar a dois tercos de seu nUmero maximo de passagem e seu
caridtipo tem que ser normal. Quando a vacina é produzida em células de linhagem continua, o “pool”
de virus deve ser purificado por um processo que comprove que no produto final o ADN residual é
inferior a 100 pg por dose.

O soro e a tripsina empregados no preparo da cultura de célula devem ser isentos de micro-organismos
contaminantes (bactérias, fungos, micoplasmas e virus). Além disso, 0 soro deve ser procedente de
rebanhos com certificados de auséncia de encefalopatia espongiforme bovina.
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VACINAS COMBINADAS

As vacinas combinadas constituem-se de mistura de dois ou mais antigenos diferentes e podem ser
apresentadas sob a forma liofilizada ou de suspenséo. Estes imunobiol6gicos podem possuir, em sua
formulacdo, micro-organismos atenuados, micro-organismos inativados, substancias produzidas por
eles e fracOes antigénicas. O processo de producdo e controle da qualidade deve obedecer ao
mencionado na monografia especifica de cada produto presente nesta vacina.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito na monografia especifica.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito na monografia especifica.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS
Aluminio
A. Proceder conforme descrito em Espectrometria de absor¢do no visivel (5.2.14).

Tampa@o acetato: dissolver 27,5 g de acetato de amdnio em 50 mL de &gua purificada e adicionar 0,5
mL de &cido cloridrico a 25% (p/v). Completar o volume para 100 mL com &gua purificada.

Tampao carbonato: dissolver 20 g de carbonato de aménio em 20 mL de solu¢do diluida de aménia
(diluir 17,5 mL de hidroxido de aménio a 10% (p/v) com 32,5 mL de agua purificada) e completar o
volume para 100 mL com agua purificada.

Transferir para baldo de Kjeldahl, 1 mL da amostra e adicionar 2 mL de acido nitrico. Digerir a
mistura até que a solucéo fique limpida. Transferir para baldo volumétrico de 25 mL e completar o
volume com Tampao acetato. Transferir 2 mL desta solugcdo para baldo volumétrico de 50 mL e
adicionar 2 mL de solucdo recém-preparada de acido tioglicélico a 1% (v/v). Deixar em repouso por
dois minutos, adicionar 15 mL do reagente de aluminon e aquecer em banho-maria (100 °C) por 15
minutos. Resfriar, adicionar 10 mL de Tampéao carbonato e completar o volume com agua purificada.
Preparar branco contendo agua no lugar da amostra. As leituras da amostra e dos padrbes sao
realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 530 nm, utilizando o branco para ajuste
do zero. Calcular a concentracdo de aluminio (111) na amostra, por interpolacéo grafica ou regresséo
linear. O resultado deve ser expresso em mg de aluminio (111) por dose.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do atdmica (5.2.13.1). Transferir
para baldo de Kjeldahl, 2 mL da amostra e adicionar 4 mL de acido nitrico. Digerir a mistura até que
a solucdo fique limpida. Transferir para baldo volumétrico de 25 mL e completar o volume com agua
purificada. Em paralelo, preparar branco contendo agua purificada no lugar da amostra e curva de
calibracao de aluminio com as concentragdes de 20, 40, 60 e 80 ppm. Adicionar a amostra, as solu¢des
para a curva de calibragéo e ao branco, determinada quantidade de supressor de ionizac¢do, de modo
a conter, no final, concentracdo de 2000 ppm de potassio. Determinar a concentracdo de aluminio
(111) na amostra, em espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica no comprimento de onda de 309,3 nm,
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abertura da fenda 0,2 nm, corrente da lampada para aluminio de 10 mA e chama de éxido
nitroso/acetileno.

Fenol. Diluir a amostra de modo que a concentracao de fenol esteja entre 5 ppm e 30 ppm. Adicionar
5 mL de tampao borato pH 9,0, 5 mL da solucéo de 4-aminoantipirina a 0,1% (p/v) e 5 mL de solucao
aquosa de ferricianeto de potassio a 5% (p/v). Em paralelo, preparar branco e curva de calibragdo de
fenol com concentracdes variando de 5 ppm a 30 ppm. Proceder as leituras das absorvancias da
amostra e dos padrGes no comprimento de onda de 546 nm, 10 minutos apds o término da reacgéo,
utilizando o branco para zerar o aparelho. Utilizar a leitura dos padrdes para construir a curva de
calibracdo. Determinar a concentracdo de fenol na amostra por interpolacdo grafica ou regressao
linear. E facultada ao produtor a utilizacio do resultado obtido no produto antes do envase.

Formaldeido residual. Adicionar a 1 mL da amostra, lentamente e com agitacdo, 3 mL de acido
tricloroacético a 2,5% (v/v). Deixar em repouso por cinco minutos, centrifugar a 2000 g por 10
minutos e transferir o sobrenadante para tubo de ensaio. Em paralelo, preparar curva de calibracao de
formaldeido com as concentracdes de 2,5, 5, 7,5 e 10 mL/mL, sendo o volume de 4 mL/tubo. Preparar
branco contendo agua purificada no lugar da amostra. Adicionar 4 mL de reagente de Hantzach a
cada um dos seis tubos de ensaio preparados anteriormente, deixar em banho-maria a 58 °C por cinco
minutos e resfriar. Realizar, imediatamente, as leituras de absorvancias da amostra e dos padrdes, no
comprimento de onda de 412 nm, utilizando o branco para zerar o aparelho. As leituras dos padrdes
sdo utilizadas para construcdo da curva de calibracdo. A concentracdo de formaldeido residual na
amostra é determinada por interpolacdo grafica ou regressdo linear.

Nitrogénio proteico (5.3.3.2). Cumpre o teste.
Timerosal
Empregar um dos métodos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absorcéo no visivel (5.2.14). Apds rigorosa
homogeneizacdo da amostra, transferir 1 mL, em duplicata, para béqueres e adicionar 3 mL de agua
purificada (diluicdo 1:4), em seguida tomar 1 mL dessa solucdo e transferir para um tubo de digestéo.
Adicionar 1 mL de agua purificada e 2 mL de uma mistura de igual volume de &cido sulfarico R e
acido nitrico R. Levar a mistura a ebulicdo por 10 minutos. Resfriar. Adicionar 10 mL de &gua
purificada e 2 mL de cloridrato de hidroxilamina a 50% (p/v). Levar novamente a ebuli¢cdo por um
minuto, resfriar e transferir o liquido para funil de separacdo, filtrando através de algoddo. Lavar o
tubo com 70 mL de &gua purificada e transferir da mesma maneira para o funil de separag&o.
Adicionar 10 mL da solucdo de ditizona (1:7), agitar vigorosamente por um minuto. Deixar em
repouso por um minuto, filtrar em algod&o e recolher a fase orgénica (cloroférmica) em erlenmeyer.
Proceder imediatamente a leitura do filtrado em espectrofotémetro a 490 nm. Preparo dos padroes e
curva de calibragdo: Preparar uma solucdo estoque de timerosal (1200 pg/mL em timerosal ou 600
pg/mL em merctrio). A partir desta solugdo, preparar as solugdes padrao em baldes volumétricos de
100 mL. Estabelecer a curva de calibragdo com concentragdes de 6 pg Hg/mL a 24 ug Hg/mL. Apos
0 preparo das solucBes padrdo, proceder como descrito para a amostra. O branco é preparado
utilizando-se 2 mL de &gua purificada no lugar da amostra. Utilizar a leitura dos padrbes para fazer
uma curva de calibragdo e determinar a concentracéo de timerosal na amostra por interpolacéo grafica
ou regresséo linear.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absorcéo atémica (5.2.13.1). Transferir,
quantitativamente, 1 mL da amostra para baldo volumétrico de 50 mL, adicionar 0,5 mL de &cido
nitrico e completar o volume com agua purificada. Preparar branco com &gua purificada. A partir de
solucdo estoque de 1000 ppm de Hg, preparar um padréo intermediario de 1 ppm de Hg e deste retirar
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aliquotas diferentes, de acordo com o intervalo de trabalho, transferindo-as para as células de reacéo,
contendo solugdo de permanganato de potéssio. Determinar a absorvancia a 253,6 nm por vapor frio,
em espectrofotdbmetro de absorcéo atdbmica, utilizando nitrogénio como gas de arraste.

Umidade residual. Transferir para pesa-filtro, previamente dessecado e tarado, 80 mg da amostra.
Manter a amostra por trés horas em atmosfera de pentoxido de fosforo anidro, sob pressdo nédo
superior a 5 mm de mercdrio, a temperatura de 60 °C. O pesa-filtro é resfriado por 20 minutos em
dessecador contendo silica-gel e imediatamente pesado. A etapa de aquecimento e resfriamento é
repetida até obtencdo de peso constante. O valor da umidade residual € a média do percentual de
perda de peso de, ndo menos, que trés avaliacbes da amostra. O método volumétrico para
Determinacéo de agua (5.2.20.1), também pode ser utilizado.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas. Proceder conforme descrito na monografia especifica.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Teste para avaliacéo de pirogénios (5.5.2.7). Proceder conforme descrito na monografia especifica.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito na monografia especifica.

TERMOESTABILIDADE

Proceder conforme descrito na monografia especifica.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

A temperatura e 0 prazo de validade s&o indicados pelo fabricante da vacina, tendo como base
evidéncias experimentais aprovadas pela autoridade regulatdria nacional.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.



