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COLA DE FIBRINA
Fibrini glutinum

DEFINICAO

Cola de fibrina € uma preparacdo farmacéutica, estéril e apirogénica, constituida por um conjunto
contendo dois componentes: o componente 1 (concentrado de fibrinogénio), uma fracao proteica que
contém fibrinogénio humano e Fator XIII humano, e 0 componente 2, uma preparacdo que contém
trombina humana; este Ultimo componente converte o primeiro em fibrina depois de sua
reconstituicdo e mistura em presenca de ions calcio.

Pode conter outros ingredientes como a fibronectina humana e um inibidor de plasmina, como a
aprotinina, e estabilizadores, como a albumina humana, adicionados antes ou durante a formacéo da
fibrina induzida pela trombina. Nenhum antimicrobiano é adicionado a preparacé&o.

Os constituintes sdo obtidos a partir do plasma humano, que cumpre 0s requisitos da monografia
Plasma humano para fracionamento.

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

PRODUCAO

Sua obtencdo deve ser de acordo com o cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo de
Medicamentos Bioldgicos e Boas Praticas do Ciclo Produtivo do Sangue, conforme a legislacédo
vigente, visando garantir a sua qualidade, seguranca e eficécia.

O método de preparacéo inclui uma ou varias etapas de inativagdo viral que demonstrem a eliminagéo
ou inativacdo dos agentes infecciosos virais conhecidos. Caso sejam usadas substancias para inativar
os virus durante a producdo, o processo de purificacdo posterior deve demonstrar, mediante validac&o,
que a concentracgdo das substancias inativadoras foi eliminada ou reduzida a niveis aceitaveis segundo
normas vigentes e que os eventuais residuos ndo possam vir a trazer riscos aos pacientes.

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

Caso o componente 1 contenha Fator XIlII, a concentragdo deste ultimo devera ser, no maximo, 10
Ul/mL. Caso o rotulo venha indicar que a atividade do Fator XIII da coagulacdo € maior que 10
Ul/mL, a atividade estimada deve ser, no minimo, 80% e, no méximo, 120% da atividade declarada
no ratulo.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Os constituintes liofilizados sdo pds ou solidos friaveis de cor branca ou amarelo palido. Os
constituintes congelados sé&o solidos opacos, incolores ou amarelo palido. Os constituintes liquidos
sdo incolores ou amarelo palido.
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COMPONENTE 1 (CONCENTRADO DE FIBRINOGENIO)
Nota: reconstituir os constituintes liofilizados e descongelar os constituintes congelados como

indicado no rétulo imediatamente antes de realizar a identificacdo e o0s ensaios, exceto os de
solubilidade e agua.

IDENTIFICACAO

A. Proceder aos ensaios de precipitagdo com a amostra do produto acabado, usando soros especificos
de pelo menos quatro diferentes espécies animais e um soro anti-humano. O ensaio € realizado com
soros especificos contra as proteinas plasmaticas das espécies animais que normalmente se usam no
pais para a preparacdo de produtos de origem bioldgica. A amostra contém somente proteinas de
origem humana e ndo precipita com o0s soros especificos contra as proteinas plasméticas de outras
espécies animais, porém precipita diante do soro anti-humano.

B. A determinacéo do fibrinogénio, conforme descrito em Doseamento, contribui para a identificacéo
do componente 1.

C. A determinacdo do Fator XIlII, conforme descrito em Doseamento, contribui para a identificacéo
do componente 1.

CARACTERISTICAS

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

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

Estabilidade da dissolu¢do. Durante os 120 minutos que seguem a reconstituicdo ou ao
descongelamento ndo se forma nenhum gel, a temperatura ambiente.

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir: Determinagdo da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Perda por dessecacdo (5.2.9.1) ou Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho
proximo (5.2.14). No méaximo, 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Fibrinogénio (proteinas coagulaveis). A quantidade estimada de proteinas coagulaveis, expressa
em miligramas é, no minimo, 70% e, no maximo, 130% da quantidade declarada.

Empregar um dos métodos descritos a seguir.
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A. Proteinas coagulaveis. Dosar o nitrogénio no residuo pelo método de Determinacéo de nitrogénio
(5.3.3.2). Misturar 0,2 mL da preparacao reconstituida e 2 mL de uma solucdo tampdo apropriada
(pH 6,6 a 7,4) que contenha uma quantidade suficiente de trombina humana (aproximadamente 3
Ul/mL) e célcio (0,05 M). Manter a mistura a 37 °C durante 20 minutos, separar o precipitado por
centrifugacéo (5000 x g, por 20 minutos) e lavar exaustivamente com uma solucéo de cloreto de sodio
0,9% (p/v). Dosar o nitrogénio no residuo pelo método de Determinacdo de nitrogénio (5.3.3.2).
Calcular o teor em proteinas devendo ser o resultado multiplicado por 6.

B. Teste de coagulagdo. Diluir a preparacdo reconstituida com uma solugdo de cloreto de sodio a
0,9% (p/v) até obter uma concentracdo de fibrinogénio compreendida entre 0,1 mg/mL e 1 mg/mL.
Utilizar 0,2 mL da diluigdo, mantendo a 37 °C durante 60 segundos e adicionar 0,2 mL de uma
solucdo apropriada de trombina humana (aproximadamente 20 Ul/mL e que contenha pelo menos 1
mM de célcio). Determinar o tempo de coagulagdo por um método apropriado. Repetir 0 processo
com pelo menos trés dilui¢bes diferentes, no intervalo indicado anteriormente por meio de uma
solucgéo apropriada de fibrinogénio (por exemplo, plasma humano normal calibrado, por meio de uma
determinacéo, diante de uma mistura de plasma recém preparada (> 100 doadores). Representar uma
curva de calibracdo com os tempos de coagulacdo medidos para as dilui¢fes padréo e o contetdo em
fibrinogénio; a partir da curva, determinar o contetdo de fibrinogénio na preparacdo a examinar.

Fator XI11. Onde o rétulo indicar que a atividade do Fator X111 da coagulacéo é maior que 10 UI/mL,
a atividade estimada deve ser, no minimo, 80% e, no maximo, 120% da atividade declarada no rétulo.

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

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

Reagente de deteccdo: contendo substrato peptidico especifico de Fator XIII ativado tal como Leu-
Gli-Pro-Gli-Glu-Ser-Lis-Val-1le-Gli-NH: e éster de etil glicina como segundo substrato em solugéo
tampédo adequada.

Reagente NADH: contendo glutamato desidrogenase, a-cetoglutarato e NADH em solucdo tampéo
adequada.

ApoOs a mistura, sdo mensuradas as variagdes de absorvancia (AA/minutos) no comprimento de onda
de 340 nm (5.2.14) apos ser atingida a fase linear da reacdo. A unidade de Fator XIII é igual a
atividade de 1 mL de plasma humano normal. Calcular a atividade da preparacao teste através de
métodos estatisticos usuais (8.2). Os limites de confianca (P = 0,95) devem ser, no minimo, 80% e,
no maximo, 125% da atividade estimada.

COMPONENTE 2 (PREPARACAO DE TROMBINA)

IDENTIFICACAO

A. Proceder aos ensaios de precipitacdo com a amostra do produto acabado, usando soros especificos
de pelo menos quatro diferentes espécies animais e um soro anti-humano. O ensaio € realizado com
soros especificos contra as proteinas plasmaticas das espécies animais que normalmente se usam no
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pais para a preparacdo de produtos de origem bioldgica. A amostra contém somente proteinas de
origem humana e ndo precipita com 0s soros especificos contra as proteinas plasmaticas de outras
espécies animais, porém precipita diante do soro anti-humano.

B. A determinacdo da trombina, conforme descrito em Doseamento, contribui para a identificagéo do
componente 2.

CARACTERISTICAS

Aspecto da preparacdo. Os concentrados liofilizados dissolvem-se, em cinco minutos, no volume
de diluente para a sua reconstituicao, a temperatura indicada no rétulo, resultando em uma preparacao
incolor e limpida ou ligeiramente turva.

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

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir: Determinacdo da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Perda por dessecacdo (5.2.9.1) ou Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho
proximo (5.2.14). No méaximo, 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Trombina. Se necessario, diluir a preparacdo reconstituida a ser examinada a aproximadamente 2 -
20 Ul por mililitro de trombina usando como diluente um tampéo pH 7,3 a 7,5, tal como a solucao
tampdo de imidazol pH 7,3, contendo 10 g/L de albumina humana ou albumina bovina. A um volume
adequado da diluicdo, adicionar volume apropriado de fibrinogénio (1 g/L de proteina coagulada)
aquecido a 37 °C e comecar a medir o tempo de coagulacdo imediatamente. Repetir o procedimento
com cada uma das trés dilui¢fes de uma preparacéo de referéncia de trombina calibrada em unidades
internacionais. Calcular a atividade da preparacdo teste por meio de métodos estatisticos usuais (8.2).
Os limites de confianga (P = 0,95) devem ser, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade
estimada.

ARMAZENAMENTO

Protegido da luz.

ROTULAGEM
Observar legislacdo vigente. O rotulo deve indicar:

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

o aatividade de Fator XIII (unidades) quando superior a 10 Ul/mL;

« quando aplicavel, o volume de diluente necessario para reconstituir a preparagao.
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COMPLEXO PROTROMBINICO HUMANO TOTAL LIOFILIZADO
Prothrombinum multiplex total humanum cryodesiccatus

O complexo protrombinico humano total € uma fracdo de proteinas plasmaéticas que contém,
obrigatoriamente, os Fatores Il, VI, IX e X da coagulacdo humana. A presenca e as quantidades dos
Fatores 11, VIl e X dependem do método de fracionamento utilizado e sua obtencdo é realizada a
partir do plasma humano que satisfaca as condicdes da monografia Plasma humano para
fracionamento.

A atividade da preparagdo, reconstituida de acordo com as indica¢@es que figuram no rétulo, é, no
minimo, 20 Ul de Fator 1X por mililitro. Se o conteudo de algum fator de coagulacao estiver declarado
em valor unitéario, a poténcia estimada deve estar entre 80% e 125% da poténcia declarada; se o
conteudo de algum fator estiver declarado em intervalo, a poténcia estimada deve estar dentro dos
limites minimo e maximo declarados.

O método de preparagdo deve evitar, tanto quanto possivel, a ativacao dos fatores da coagulacdo, de
modo a reduzir seu potencial trombogénico, e compreende uma ou varias etapas que demonstrem a
eliminacdo ou inativagdo dos agentes infecciosos conhecidos e ndo conhecidos. Se forem
acrescentadas substancias para inativacdo viral na etapa de producéo, um procedimento de purificacao
deve ser validado, de modo a demonstrar que a concentracdo dessas substancias foi reduzida a um
nivel aceitavel, e que tais residuos ndo comprometem a seguranca da preparacao.

A atividade especifica é, no minimo, 0,6 Ul do Fator IX por miligrama de proteinas totais, antes da
eventual adicdo de um estabilizante proteico. A fracdo que contém o complexo protrombinico é
dissolvida em diluente apropriado. Podem ser adicionadas heparina, antitrombina e outras substancias
auxiliares, como um estabilizante. Ndo deve ser adicionado nenhum conservante antimicrobiano. A
solucdo sofre uma filtracdo esterilizante e depois € envasada, assepticamente, nos recipientes e,
imediatamente, congelada. Em seguida € liofilizada e os recipientes sdo fechados a vacuo ou em
presenca de um gas inerte.

Nota: reconstituir a amostra como indicado no rotulo imediatamente antes de realizar a
Identificacdo, os ensaios (exceto os de solubilidade e de teor de 4gua) e o Doseamento.
IDENTIFICACAO

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

CARACTERISTICAS

Aspecto. P6 ou sélido friavel, branco ou ligeiramente corado, muito higroscépico.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

pH (5.2.19).6,5a 7,5.

Solubilidade. Adicionar o volume do liquido diluente especificado no rotulo, observando a

temperatura recomendada. Agitar suavemente por, no maximo, 10 minutos. A preparagdo dissolve-
se completamente e observa-se a formacao de uma solucdo que pode ser levemente corada.
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ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir: Determinacdo da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Determinacéo da perda por dessecacao (5.2.9.1) ou Espectrofotometria de absor¢do no
infravermelho (5.2.14). O teor de adgua deve ser inferior a 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

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

DOSEAMENTO

Fator IX

Proceder conforme descrito em Determinagdo do Fator IX da coagulagdo sanguinea humana
(5.5.1.4). A atividade determinada é, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade declarada.
O intervalo de confianca (P = 0,95) da atividade determinada &, no minimo, 80% e, no maximo, 125%.
Fator 11

Proceder conforme descrito em Determinagdo do Fator Il da coagulagdo sanguinea humana
(5.5.1.3). A atividade determinada €, no minimo, 80% e, no méximo, 125% da atividade declarada.
O intervalo de confianca (P = 0,95) da atividade determinada estd compreendido entre 90% e 111%.
Fator VII

Proceder conforme descrito em Determinacdo do Fator VII da coagulacdo sanguinea humana
(5.5.1.5). A atividade determinada €, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade declarada.
O intervalo de confianca (P = 0,95) da atividade determinada estd compreendido entre 80% e 125%.
Fator X

Proceder conforme descrito em Determinacdo do Fator X da coagulacdo sanguinea humana
(5.5.1.6). A atividade determinada €, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade declarada.
O intervalo de confianca (P = 0,95) da atividade determinada estd compreendido entre 90% e 111%.
Fatores da coagulacgéo ativados

Proceder conforme descrito em Determinacdo dos fatores da coagulagéo ativados (5.5.1.8). Se
necessario, diluir a amostra para obter uma solucao que contenha 20 Ul de Fator IX por mililitro. Para
cada uma das dilui¢Ges, o tempo de coagulagéo €, no minimo, 150 segundos.

Heparina

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

Proteinas totais

Se necessario, deve-se diluir a preparacao reconstituida com uma solucéo de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v) de forma a obter-se uma solugdo que contenha cerca de 15 mg de proteinas em 2 mL. Em um
tubo de centrifuga de fundo redondo, introduzir 2 mL dessa solucdo. Adicionar 2 mL de solucédo de
molibdato de sddio a 75 g/L e 2 mL de uma mistura de &cido sulfdrico isento de nitrogénio e dgua
(1:30). Agitar e centrifugar durante cinco minutos. O liquido sobrenadante deve ser decantado
possibilitando que o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Determinar o nitrogénio no residuo
pelo método de Determinacdo de nitrogénio (5.3.3.2). Calcular o teor em proteinas devendo ser o
resultado multiplicado por 6,25.

Trombina

Caso a amostra contenha heparina, determinar o seu teor como indicado no Ensaio biolégico da
heparina e neutralizd-la por adi¢do de sulfato de protamina (10 pg de sulfato de protamina
neutralizam 1 Ul de heparina). Utilizar dois tubos de ensaio e, em cada um, misturar volumes iguais
da amostra reconstituida de uma solucéo de fibrinogénio a 3 g/L. Manter um dos tubos a 37 °C durante
seis horas e 0 outro a temperatura ambiente durante 24 horas. Num terceiro tubo, misturar volumes
iguais da solucéo de fibrinogénio e de solucdo de trombina humana a 1 Ul/mL e colocar o tubo em
banho-maria a 37 °C. Ndo se produz coagulagdo nos tubos que contém a amostra. Produz-se
coagulacao dentro de 30 segundos no tubo que contém a trombina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM
Observar a legislacdo vigente. O rétulo deve declarar:

« adenominacdo: complexo protrombinico total;

e 0 numero de Unidades Internacionais dos Fatores IX, VIl e X e 0 nimero ou intervalo de Unidades
Internacionais do Fator Il por frasco;

e aquantidade de proteinas em cada recipiente;

e 0 nome e a quantidade de qualquer substancia adicionada, compreendendo a heparina e trombina,
se esse for o caso;

« 0 nome e o volume do diluente necessario para reconstituir a preparagao.
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FATOR IX DE COAGULAQAO SANGUINEA HUMANA LIOFILIZADO
Fator X coagulationis sanguinis humanus cryodesiccatus

fator 1X de coagulacdo; 03806

O fator IX de coagulagédo sanguinea de origem humana liofilizado € a fracdo proteica do plasma que
contém o fator IX de coagulagéo sanguinea de origem humana, obtido por um método que permite a
separacdo do fator IX dos outros fatores do complexo protrombinico humano (Fatores 11, VIl e X). E
preparado a partir de plasma humano, de acordo com a monografia Plasma humano para
fracionamento. A atividade da preparacao, reconstituida de acordo com as indica¢des que figuram no
rotulo, é de, no minimo, 20 Ul de fator IX por mililitro.

O método de preparacdo deve ser desenvolvido de modo a manter a integridade funcional do fator
IX, minimizar a ativacdo de qualquer fator de coagulacdo (para limitar o potencial trombogénico) e
deve incluir uma ou vérias etapas que demonstrem eliminar ou inativar os agentes infecciosos
conhecidos e ndo conhecidos. Se forem acrescentadas substancias para inativacao viral na etapa de
producdo, um procedimento de purificacdo deve ser validado, de modo a demonstrar que as
concentracdes dessas substancias foram reduzidas a um nivel aceitavel e que tais residuos nao
comprometem a seguranca da preparacgdo. A atividade especifica é de, no minimo, 50 Ul de fator 1X
por miligrama de proteinas totais, antes de eventual adicdo de um estabilizante proteico.

A fracdo que contém o fator IX é solubilizada em diluente apropriado. Pode ser adicionado heparina,
antitrombina e outras substancias auxiliares, como um estabilizante. Ndo devem ser adicionados
conservantes antimicrobianos. A solucdo é filtrada em um filtro esterilizante e distribuida
assepticamente nos recipientes finais e imediatamente congelada. Em seguida, é liofilizada e os
recipientes sdo fechados a vacuo ou sob gas inerte.

A regularidade do método de producéo € avaliada por procedimentos analiticos apropriados durante
os estudos de desenvolvimento entre os quais figuram habitualmente os seguintes:

* determinacao do fator IX;

* determinacdo dos fatores de coagulacdo ativados;

* determinagdo da atividade dos fatores de coagulagdo II, VII e X, que ndo ¢ superior a 5% da
atividade do fator IX.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a amostra como indicado no rétulo, imediatamente antes de realizar a identificacdo, os
ensaios (com excecdo dos ensaios de solubilidade e agua) e o doseamento.

A. Proceder aos ensaios de precipitagio com a amostra, usando uma gama apropriada de soros
especificos de espécies animais. O ensaio é realizado com soros especificos que contenham proteinas
plasmaticas das especies animais que normalmente se usam no pais para a preparacao de produtos de
origem biologica. A amostra contém proteinas de origem humana e ndo precipita com 0s soros
especificos que contenham proteinas plasmaticas de outras espécies animais.

B. A determinacéo da atividade coagulante do fator IX contribui para identificar a preparacéo.

CARACTERISTICAS
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Aspecto. P6 ou sélido fridvel, branco ou amarelo claro.

pH (5.2.19).6,5a 7,5.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

Solubilidade. Ao contetdo de um recipiente da amostra, juntar o volume de diluente indicado no
rotulo e agitar suavemente durante 10 minutos, a temperatura ambiente. H& dissolucéo total,
formando-se uma solucédo limpida ou ligeiramente opalescente e incolor.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um método apropriado, como Determinag&o da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Perda por dessecacéo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorcéo no infravermelho
(5.2.14). No méximo, 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um
volume da amostra reconstituida correspondente a, no minimo, 30 Ul do Fator IX e, no méximo, 50
Ul do Fator IX.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Fator 1X de coagulacdo sanguinea

Proceder conforme descrito em Determinacdo do fator 1X de coagulagdo sanguinea (5.5.1.4). A
atividade determinada €, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade declarada. O intervalo
de confianca (P = 0,95) da atividade determinada ndo ultrapassa 80% a 125%.

Fatores de coagulacao ativados

Proceder conforme descrito em Determinacdo de fatores de coagulagdo ativados (5.5.1.8). Se
necessario, diluir a amostra para obter uma solugdo contendo 20 Ul do fator IX por mililitro. Para
cada uma das diluicGes, o tempo de coagulacdo é, no minimo, 150 segundos.

Heparina

Caso tenha sido adicionada heparina durante a producao, determinar sua quantidade de acordo com
0 ensaio Determinacdo da heparina nos fatores de coagulacdo (5.5.1.1). A amostra contém, no
maximo, a quantidade de heparina indicada no rotulo e, no maximo, 0,5 Ul de heparina por unidade
internacional de fator 1X.

Proteinas totais

Se necessério, deve-se diluir a preparacdo reconstituida com uma solucdo de cloreto de sédio a 0,9%
(p/v) de forma a obter-se uma solugéo que contenha cerca de 15 mg de proteinas em 2 mL. Num tubo
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de centrifuga de fundo redondo deve-se introduzir 2,0 mL dessa soluc¢do. Adicionar 2 mL de solucdo
de molibdato de sddio a 7,5% (p/v) e 2 mL de uma mistura de acido sulfdrico isento de nitrogénio e
agua (1:30). Agitar e centrifugar durante cinco minutos. O liquido sobrenadante deve ser decantado
permitindo-se que o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Determinar o nitrogénio no residuo
pelo método de Determinacdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2). Calcular o teor em
proteinas, multiplicando o resultado por 6,25. Este método pode ndo ser aplicavel a certos produtos,
notadamente aos que ndo contém estabilizante proteico, como a albumina, sendo utilizado outro
método validado para o doseamento.

ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

No rétulo indica-se no minimo:

e 0 numero de unidades internacionais do fator IX em cada frasco; a quantidade de proteinas em
cada frasco;

e 0nome e aquantidade de qualquer substancia adicionada, incluindo a heparina, quando aplicavel,

e 0 nome e 0 volume do diluente necessario para reconstituir a preparacao; as condi¢es de
conservacéo;

e 0 prazo de validade; que a transmissdo de agentes infecciosos ndo pode ser totalmente excluida
quando se administram medicamentos derivados do sangue ou do plasma humanos (este ltimo
pode ser indicado alternativamente no texto de bula).
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FATOR VII DE COAGULAQAO SANGUINEA HUMANA LIOFILIZADO
Fator V11 coagulationis humanus cryodesiccatus

fator VII de coagulacéo; 03808

O fator VII da coagulacdo sanguinea de origem humana liofilizado € uma fracéo proteica do plasma
que contém o fator VII (um derivado glicoproteico de cadeia simples), podendo igualmente conter
pequenas quantidades da sua forma ativada (o derivado de duas cadeias ou fator VIla), assim como
os fatores Il, IX, e X, a Proteina C e a Proteina S. E preparado a partir de plasma humano de acordo
com a monografia Plasma humano para fracionamento. A atividade da preparacao, reconstituida de
acordo com as indica¢des que figuram no rétulo, é de, no minimo, 15 Ul de fator V1 por mililitro.

O método de preparacdo deve ser desenvolvido de modo a manter a integridade funcional do fator
VII, minimizar a ativacdo de qualquer fator de coagulacao (para limitar o potencial trombogénico) e
deve incluir uma ou vérias etapas que demonstrem eliminar ou inativar os agentes infecciosos
conhecidos e ndo conhecidos. Se forem acrescentadas substancias para inativacao viral na etapa de
producdo, um procedimento de purificacdo deve ser validado, de modo a demonstrar que as
concentracdes dessas substancias foram reduzidas a um nivel aceitavel e que tais residuos nédo
comprometem a seguranca da preparacao. A atividade especifica € de, no minimo, 2 Ul de fator VII
por miligrama de proteinas totais, antes da eventual adicdo de um estabilizante proteico.

A fracdo que contém o fator VII é dissolvida em um diluente apropriado. Pode ser adicionado
heparina, antitrombina e outras substancias auxiliares, como um estabilizante.

N&o se adiciona qualquer conservante antimicrobiano. A solucdo € filtrada em um filtro esterilizante
e depois distribuida assepticamente nos recipientes finais e imediatamente congelada. Em seguida, é
liofilizada e os recipientes sdo fechados sob vacuo ou sob gas inerte.

E demonstrada a regularidade do método de producéo, no que diz respeito as atividades dos fatores
I1, IX e X da preparacdo, expressas em unidades internacionais e em relacdo a atividade do fator VII.

E demonstrada a regularidade do método de producéo, no que diz respeito a atividade do fator Vlla
da preparacdo. A atividade do fator Vlla pode ser determinada, com um fator tissular recombinante
solavel, que ndo ativa o fator VIl em fator Vlla, mas que tem funcéo de cofator especifico do fator
Vlla: apos incubacdo da mistura do fator tissular recombinante soltvel e fosfolipidios com uma
diluicdo da amostra e do plasma deficiente em fator VI, junta-se cloreto de célcio e determina-se o
tempo, de coagulagdo; o tempo de coagulacédo é inversamente proporcional a atividade do fator Vlla
da amostra.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a amostra como indicado no rétulo, imediatamente antes de realizar a identificacéo, os
ensaios (com excecdo dos ensaios de solubilidade e agua) e o doseamento.

A. Realizar com a amostra ensaios de precipitacdo com uma serie adequada de soros especificos para
as varias espécies. Recomenda-se que 0 ensaio seja realizado com soros especificos de proteinas
plasmaticas de cada uma das espécies domésticas normalmente utilizadas na preparacéo de produtos
biolégicos. Demonstra-se que a preparacdo contém proteinas de origem humana e apresenta
resultados negativos com soros especificos para as proteinas plasmaticas de outras espécies.
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B. A determinacgéo da atividade coagulante do fator V11 contribui para identificar a preparacao.

CARACTERISTICAS

Aspecto. P6 ou sélido fridvel, podendo ser branco, amarelo claro, verde ou azul.

pH (5.2.19).6,5a7,5.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

Solubilidade. Ao contetdo de um frasco da amostra, juntar o volume do diluente indicado no rétulo,
a temperatura recomendada, e agitar suavemente por no maximo 10 minutos. A amostra dissolve-se
completamente formando uma preparacéo limpida ou ligeiramente opalescente, que pode ser corada.
ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um método apropriado, como Determinag&o da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), a Perda por dessecacao (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorcéo no infravermelho
(5.2.14). No méximo, 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um
volume da amostra reconstituida correspondente a, no minimo, 30 Ul do fator VII.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Fator VI1I de coagulacédo sanguinea

Proceder conforme descrito em Determinacéo do fator VII de coagulacdo sanguinea (5.5.1.5). A
atividade determinada €, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade declarada. O intervalo
de confianca (P = 0,95) da atividade determinada ndo ultrapassa 80% a 125%.

Fatores de coagulacao ativados

Proceder conforme descrito em Determinacao de fatores de coagulacéo ativados (5.5.1.8). Para cada
uma das dilui¢des, o tempo de coagulacdo é, no minimo, 150 segundos.

Heparina

Caso tenha sido adicionada heparina durante a producdo, determinar a sua quantidade de acordo com
0 ensaio Determinacdo da heparina nos fatores de coagulacdo (5.5.1.1). A amostra contém, no
méaximo, a quantidade de heparina indicada no rétulo e, no maximo, 0,5 Ul de heparina por unidade
internacional de Fator VII.

Proteinas totais
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Se necessario, deve-se diluir a preparacao reconstituida com uma solucédo de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v) de forma a obter-se uma solugdo que contenha cerca de 15 mg de proteinas em 2 mL. Num tubo
de centrifuga de fundo redondo deve-se introduzir 2 mL dessa solugdo. Adicionar 2 mL de solugédo
de molibdato de sodio a 7,5% (p/v) e 2 mL de uma mistura de acido sulfdrico isento de nitrogénio e
agua (1:30). Agitar e centrifugar durante cinco minutos. O liquido sobrenadante deve ser decantado,
permitindo-se que o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Determinar o nitrogénio no residuo
pelo método de Determinacdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2). Calcular o teor em
proteinas, multiplicando o resultado por 6,25.

Trombina

Se a amostra contiver heparina, determinar a quantidade presente, conforme indicado na
Determinacéo da heparina nos fatores de coagulacdo (5.5.1.1), e neutraliza-la, juntando sulfato de
protamina (10 pg de sulfato de protamina neutralizam 1 UI de heparina). Utilizar dois tubos de ensaio
e em cada um misturar volumes iguais da amostra reconstituida e de solucédo de fibrinogénio a 0,3%
(p/v). Manter um dos tubos a 37 °C durante seis horas e 0 outro a temperatura ambiente durante 24
horas. Num terceiro tubo, misturar um volume da solucéo de fibrinogénio com um volume de solucéo
de trombina humana contendo 1 Ul por mililitro e colocar o tubo em banho-maria a 37 °C. N&o se
produz coagulacdo nos tubos da amostra. Produz-se coagulacdo em 30 segundos no tubo que contém
trombina.

ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

No rétulo indica-se no minimo:

e 0 numero de unidades internacionais do fator VIl em cada frasco;

e aquantidade de proteinas em cada frasco;

e 0nome e aquantidade de qualquer substancia adicionada, incluindo a heparina, quando aplicavel;

e 0 nome e 0 volume do diluente necessario para reconstituir a preparacao; as condi¢es de
conservacéo;

e 0 prazo de validade; que a transmissdo de agentes infecciosos ndo pode ser totalmente excluida
quando se administram medicamentos derivados do sangue ou do plasma humanos (este Gltimo
pode ser indicado alternativamente no texto de bula).
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FATOR VIII DE COAGULA(}AO SANGUINEA HUMANA LIOFILIZADO
Factor VII1 coagulationis sanguinis humanus cryodesiccatus

fator VIII de coagulacéo; 03809

O fator VIII da coagulacao sanguinea de origem humana liofilizado é uma fracao proteica do plasma
que contém uma glicoproteina chamada fator VIII de coagulacdo e, em funcdo do método de
purificacdo, quantidades variaveis do fator de Von Willebrand. E preparado a partir de uma mistura
de plasma obtida de doadores sadios. A atividade da preparagdo, reconstituida de acordo com as
indicacdes que figuram no rotulo, é, no minimo, 20 Ul de fator VIII:C por mililitro.

O método de preparacdo inclui duas ou mais etapas de inativacéo viral que demonstrem a eliminacao
ou inativacdo dos agentes infecciosos virais conhecidos. Se forem acrescentadas substancias para
inativacdo viral na etapa de producdo, um procedimento de purificacdo deve ser validado, de modo a
demonstrar que as concentragGes dessas substancias foram reduzidas a um nivel aceitavel e que tais
residuos ndo comprometem a seguranca da preparacdo. A atividade especifica é, no minimo, 1 Ul de
fator VI11:C por miligrama de proteinas totais, antes de eventual adi¢do de um estabilizante proteico.

O fator VIII liofilizado ¢ dissolvido em diluente especificado pelo fabricante. Podem ser adicionadas
substancias auxiliares, como por exemplo, um estabilizante. N&do sdo adicionados conservantes
antimicrobianos. A solucdo é filtrada de modo a proporcionar retencdo de bactérias, sendo entdo
distribuida assepticamente nos recipientes finais e imediatamente congelada. Em seguida, é
liofilizada e os recipientes sdo fechados sob vacuo ou sob gas inerte.

Validacao aplicada aos produtos com indicacdo de possuirem uma atividade do tipo fator de
Von Willebrand. Nos produtos destinados ao tratamento da doenca de Von Willebrand, tem sido
demonstrado que o processo de fabricacdo da origem a um produto com uma composi¢éo constante
no que diz respeito ao fator de Von Willebrand. Esta composicdo pode ser demonstrada de varias
maneiras. Por exemplo, o numero e os varios multimeros do fator de Von Willebrand podem ser
determinados por eletroforese em gel de agarose (aproximadamente 1% de agarose) em presenca de
dodecilsulfato de sédio (DSS), com ou sem anélise de Western Blot, utilizando uma mistura de plasma
humano normal como referéncia. A visualizacdo do perfil multimérico pode ser realizada por uma
técnica imunoenzimatica e a avaliagdo quantitativa por densitometria ou outros métodos apropriados.

Produtos que apresentam flocos ou particulas depois da reconstituicdo para uso. Se infimas
particulas ou flocos permanecem apos a preparacdo reconstituida, durante o estudo de validacdo deve
ser demonstrado que a poténcia ndo € significativamente influenciada ap6s a filtracdo da preparagéo.

IDENTIFICACAO

Atende ao teste de Fator VIII da coagulacéo sanguinea humana liofilizado descrito em Doseamento.

CARACTERISTICAS
Aspecto. P4 ou sélido friavel branco ou ligeiramente amarelo e higroscépico.
pH (5.2.19).6,5a7,5.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.
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Solubilidade. Ao conteddo de um frasco contendo a amostra, adicionar um volume do diluente
indicado no rotulo a temperatura recomendada e agitar suavemente por no maximo 10 minutos. A
amostra dissolve-se completamente formando uma solucdo limpida ou ligeiramente opalescente e
incolor ou ligeiramente amarelada. Quando o frasco do produto apresentar infimas particulas ou
flocos apds a reconstituicdo, deve-se reconstituir e filtrar a preparacdo, como descrito no rétulo. A
solucéo filtrada é clara ou ligeiramente opalescente.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS
Agua. Determinar por um método apropriado, como Determinagdo da agua pelo método semimicro

(5.2.20.3), Perda por dessecacéo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorg¢éo no infravermelho
(5.2.14). No méaximo 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um
volume da amostra reconstituida correspondente a, no minimo, 30 Ul do fator VIII:C.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Antigenos de superficie da hepatite B

Proceder conforme descrito em Métodos imunoquimicos (5.6). Examinar a amostra reconstituida. Nao
se detecta o antigeno de superficie da hepatite B.

Fator de Von Willebrand humano
Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Proceder conforme descrito em Determinacgéo do fator de Von Willebrand humano (5.5.1.2).

B. Determinar a atividade do cofator da ristocetina. Preparar diluicbes apropriadas da amostra
reconstituida e da preparacdo de referéncia, utilizando como diluente solucéo de cloreto de sodio a
0,9% (p/v) e albumina humana a 5% (p/v). Adicionar, a cada preparacdo, quantidade apropriada de
uma mistura contendo plaquetas humanas estabilizadas e ristocetina A. Misturar numa lamina de
vidro com movimentos circulares suaves durante um minuto. Deixar em repouso durante um minuto
e efetuar a leitura do resultado em fundo escuro e iluminacéo lateral. A ultima diluicdo que apresentar
uma aglutinacdo nitidamente visivel indicara o titulo da amostra. Como testemunho negativo deve
ser utilizado o diluente. A atividade determinada é de, no minimo, 60% e, no maximo, 140% da
atividade aprovada para o produto.

Fator V111 da coagulacéo sanguinea humana liofilizado
Proceder conforme descrito em Determinagdo do fator VIII da coagulagdo sanguinea humana

liofilizado (5.5.1.7). A atividade determinada €, no minimo, 80% e, no maximo, 120% da atividade
indicada.
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Hemaglutininas anti-A e anti-B

Proceder conforme descrito em Determinacéao de titulos de hemaglutininas anti-A e anti-B (5.5.1.9).
Diluir aamostra reconstituida com uma solucao de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) até uma concentracao
de 3 UI/mL. As diluicdes a 1/64 ndo apresentam sinais de aglutinacdo. Cumpre o teste.

Proteinas totais

Proceder conforme descrito em Determinacéo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2). Se
necessario, diluir a preparagdo reconstituida com uma solucao de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) de
forma a obter uma solucgéo contendo cerca de 15 mg de proteinas em 2 mL. A um tubo de centrifuga
de fundo redondo, adicionar 2 mL dessa solucéo, 2 mL de solugdo de molibdato de sodio a 7,5% (p/v)
e 2 mL de mistura de &cido sulfurico isento de nitrogénio e agua (1:30). Agitar e centrifugar durante
cinco minutos. O liquido sobrenadante deve ser decantado permitindo-se que o tubo seja enxuto sobre
um papel de filtro. Calcular o teor em proteinas multiplicando o resultado por 6,25. Este método pode
ndo ser aplicavel a certos produtos, notadamente aos que ndo contém estabilizante proteico como a
albumina, sendo utilizado outro método validado para o doseamento.

ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. No rétulo indica-se:

e 0 numero de unidades internacionais do fator VI1II:C e, nos casos apropriados, do fator de Von
Willebrand;

e auantidade de proteinas em cada recipiente;

e 0 nome e a quantidade de qualquer substancia adicionada;

e 0 nome e o volume do liquido necessario para reconstituir a preparacdo; as condicGes de
conservacéo;

e 0 prazo de validade; que a transmisséo de agentes infecciosos ndo pode ser totalmente excluida
quando se administram medicamentos derivados do sangue ou do plasma humanos (este Gltimo
pode ser indicado alternativamente no texto da bula).
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FIBRINOGENIO HUMANO LIOFILIZADO
Fibrinogenum humanum cryodesiccatus

fibrinogénio; 04045

O fibrinogénio humano liofilizado contém a fracdo solGvel do plasma humano que, por adicdo da
trombina, é transformado em fibrina. O fibrinogénio deve ser obtido a partir do Plasma humano para
fracionamento. A preparacdo pode conter aditivos, como sais, tampdes ou estabilizantes. A
preparacdo reconstituida com o volume de diluente indicado no roétulo deve conter, no minimo, 10
g/L de fibrinogénio.

O método de preparacdo compreende uma ou varias etapas que demonstraram eliminar agentes
infecciosos conhecidos; tem sido demonstrado que os residuos, no produto final das substancias
eventualmente utilizadas nos processos destinados a inativagéo viral ou nos processos de purificagdo
devidamente validados posteriores ndo tém qualquer efeito indesejavel nos pacientes.

N&o se deve adicionar ao plasma nenhum antibidtico e a preparacdo ndo deve conter nenhum
conservante antimicrobiano.

O método de preparacdo deve ser tal que a atividade especifica (teor em fibrinogénio em relacdo ao
teor em proteinas totais) €, no minimo, 80%. Se for adicionado a preparacdo um estabilizante proteico
(por exemplo, a albumina humana) essa deve satisfazer as exigéncias para a atividade especifica do
fibrinogénio, antes da adicao do estabilizante.

Durante o fracionamento do plasma humano, podera ser obtido ao mesmo tempo o fibrinogénio e a
albumina. A determinacéo da atividade especifica da albumina deve ser, entdo, determinada por um
método imunoquimico apropriado e a quantidade determinada deve ser subtraida da quantidade de
proteinas totais para o célculo de atividade especifica.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a amostra, segundo as indicaces que constam no rétulo, realizar ensaios de precipitacao
com varios soros especificos de diferentes espécies. E recomendavel que o ensaio seja realizado com
soros especificos das proteinas plasmaticas de cada espécie de animal doméstico, correntemente,
utilizado para a preparacdo de produtos de origem bioldgica. A amostra deve conter proteinas de
origem humana e da resultados negativos com os soros especificos das proteinas plasmaticas de outras
espécies. O doseamento da amostra contribui para identificacdo da preparagao.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Pé ou sélido friavel, branco, ou amarelo palido.

pH (5.2.19).6,5a 7,5.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

Solubilidade. Adicionar o volume de diluente, indicado no rétulo, ao contetido do frasco. A

temperatura de 20 °C a 25 °C, o fibrinogénio dissolve-se em 30 minutos, originando uma preparagdo
quase incolor e ligeiramente turva.
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Estabilidade da preparacdo. Apds reconstituicdo da preparacdo a temperatura de 20 °C a 25 °C,
deixar em repouso. Nao deve aparecer qualquer sinal de gelificacdo no decurso dos 60 minutos que
seguem a reconstituicéo.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos: Determinacédo da agua pelo método semimicro (5.2.20.3),
Perda por dessecacéo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (5.2.14).
No maximo 2,0%.

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

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um
volume correspondente a, no minimo, 30 mg de fibrinogénio, calculado em relacdo a quantidade
indicada no rotulo.

DOSEAMENTO
Antigenos de superficie da hepatite B

Examinar a amostra reconstituida conforme descrito em Métodos imunoquimicos (5.6). Nao deve ser
detectado o antigeno de superficie da hepatite B.

Fibrinogénio

Misturar 0,2 mL da amostra reconstituida com 2 mL de tampé&o apropriado (pH 6,6 a 6,8) contendo
uma quantidade suficiente de trombina (cerca de 3 UI/mL) e calcio (0,05 mol/L). Manter a mistura a
temperatura de 37 °C durante 20 minutos, separar o precipitado por centrifugacéo (5000 x g por 20
minutos) e lavar, cuidadosamente, com uma soluc¢édo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v). Determinar o
teor de nitrogénio pelo método Determinagdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2) e
calcular a quantidade de fibrinogénio (proteinas coagulaveis) multiplicando o resultado por 6. O teor
é, no minimo, 70,0% e, no maximo, 130,0% da quantidade indicada no rétulo. Também, estdo
disponiveis no mercado, conjuntos destinados as determinacBes quantitativas, manuais ou
automatizadas, de fibrinogénio em plasma citratado por método de formacdo do coagulo. Esses
conjuntos baseiam-se numa quantidade 6tima de trombina bovina que é adicionada a um plasma
diluido a 1:10. O tempo de coagulacdo medido deve ser inversamente relacionado a concentragdo de
fibrinogénio na amostra testada. Esses conjuntos devem estar registrados no érgdo competente e
devidamente validados em conformidade com os padrdes do National Committee for Clinical
Standards: Collection Transport and Processing of Blood Specimens for Coagulation Testing and
Performance of Coagulation Assays. 1991. NCCLS Document H21 - A2 podem ser utilizados em
unidades hemoterapicas que produzam crioprecipitados a partir do plasma fresco congelado e tenham
necessidade de quantificar o fibrinogénio plasmatico.

ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.
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ROTULAGEM

O rétulo deve indicar a quantidade de fibrinogénio contida no frasco, 0 nome e o volume do diluente
a ser utilizado para reconstituir a preparacdo, nos casos apropriados, 0 nome e a quantidade de
estabilizante proteico utilizado na preparacéo.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI-D
Immunoglobulinum humanum anti-D

imunoglobulina humana anti-D; 11440

A imunoglobulina humana anti-D é uma preparacdo estéril, liquida ou liofilizada, contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacéo é destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma proveniente de doadores D-negativos, contendo
titulos elevados de imunoglobulinas contra o antigeno D especifico e pequenas quantidades de
anticorpos contra outros grupos sanguineos. Pode ser adicionada a ela imunoglobulina humana
normal. A imunoglobulina humana anti-D satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia
Imunoglobulina humana normal, exceto no que se refere ao numero minimo de doadores e ao teor
minimo em proteinas totais.

Estabilidade. Para a preparacdo liquida, realizar ensaio de degradacdo acelerada, realizado por
aquecimento a 37 °C durante quatro semanas no produto final; a perda de atividade anti-D é, no
méaximo, 20% do valor inicial.

Para limitar a carga viral do virus B19 em pools de plasma utilizados por fabricantes da
imunoglobulina anti-D, o pool de plasma é testado quanto a presenca do virus B19, mediante o
emprego de técnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos devidamente validadas. No méximo 10
Ul/uL.

Um controle positivo com 10 Ul do DNA do virus B19 por microlitro e um controle interno preparado
por meio da adi¢do de um marcador apropriado a uma amostra do pool de plasma s&o usados no teste.
O teste é invalido se o controle positivo for ndo reagente ou se o resultado obtido com o controle
interno indicar a presenga de inibidores.

Se for adicionada a preparacao imunoglobulina humana e/ou solucdo de albumina humana, o pool ou
pools de plasma de origem devem cumprir os requisitos apresentados anteriormente para 0 DNA de
virus B19.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Determinacdo da imunoglobulina humana anti-D (5.5.1.15). A
poténcia estimada €, no minimo, 90% da poténcia declarada. Os limites de confian¢a (P = 0,95) séo,
no minimo, 80% e, no maximo, 120% da poténcia estimada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente. Ver a monografia Imunoglobulina humana normal. No rétulo indica-
se 0 numero de Unidades Internacionais por recipiente.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI-HEPATITE A
Immunoglobulinum humanum hepatitidis A

imunoglobulina humana anti-hepatite A; 11441

A imunoglobulina humana anti-hepatite A é uma preparacao estéril, liquida ou liofilizada, contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacdo € destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma proveniente de doadores selecionados contendo
anticorpos contra o virus da hepatite A. Pode ser adicionada a ela a imunoglobulina humana normal.
A imunoglobulina humana anti-hepatite A satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia
Imunoglobulina humana normal, exceto no que se refere ao nimero minimo de doadores e ao teor
minimo em proteinas totais.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana contra a hepatite A é avaliada por comparacdo com a
atividade de uma preparacéo de referéncia aferida em unidades internacionais, por meio de um ensaio
com sensibilidade e especificidade apropriadas (Proceder conforme descrito em Meétodos
imunoquimicos (5.6). A Unidade Internacional corresponde a atividade de uma determinada
quantidade da preparacao de referéncia internacional da imunoglobulina humana anti-hepatite A. A
correspondéncia entre a Unidade Internacional e a preparacdo de referéncia internacional é indicada
pela Organizacdo Mundial de Saude.

A atividade declarada &, no minimo, 600 Ul/mL. A atividade estimada ndo é inferior a atividade
declarada. Os limites de confianca (P = 0,95) s&o, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade
estimada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal. No rétulo
indica-se 0 nimero de Unidades Internacionais por mililitro.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI-HEPATITE B
Immunoglobulinum humanum hepatitidis B

imunoglobulina humana anti-hepatite B; 10809

A imunoglobulina humana anti-hepatite B € uma preparacéo esteril, liquida ou liofilizada, contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacéo é destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma proveniente de doadores selecionados contendo
anticorpos contra o virus da hepatite B. Pode ser adicionada a ela imunoglobulina humana normal. A
imunoglobulina humana anti-hepatite B satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia
Imunoglobulina humana normal, exceto no que se refere ao nimero minimo de doadores e ao teor
minimo em proteinas totais.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana anti-hepatite B é avaliada por comparacdo com a atividade
de uma preparacao de referéncia aferida em Unidades Internacionais, por meio de um ensaio com
sensibilidade e especificidade apropriadas (Proceder conforme descrito em Métodos imunoquimicos
(5.6). A Unidade Internacional corresponde a atividade de uma determinada quantidade da preparacéo
de referéncia internacional da imunoglobulina humana anti-hepatite B. A correspondéncia entre a
Unidade Internacional e a preparacdo de referéncia € indicada pela Organiza¢do Mundial de Saude.
A atividade declarada é, no minimo, 100 Ul/mL. A atividade estimada ndo € inferior & atividade
declarada. Os limites de confianca (P = 0,95) s&o, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade
estimada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar legislacao vigente.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI-HEPATITE B PARA USO

INTRAVENOSO
Immunoglobulinum humanum hepatitidis B ad usum intravenosum

A imunoglobulina humana anti-hepatite B para uso intravenoso € uma preparacéo esteril, liquida ou
liofilizada, contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. E obtida a partir do
plasma proveniente de doadores portadores de anticorpos especificos contra o antigeno de superficie
da hepatite B. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal para administracdo por via
intravenosa. A imunoglobulina humana anti-hepatite B para uso intravenoso satisfaz as exigéncias
estabelecidas na monografia Imunoglobulina humana normal para administragdo por via
intravenosa, exceto no que se refere ao nimero minimo de doadores, ao teor minimo em proteinas
totais e ao limite de osmolalidade.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana anti-hepatite B para administracdo por via intravenosa é
avaliada por comparacéo do titulo em anticorpos da amostra com a atividade de uma preparacao de
referéncia aferida em Unidades Internacionais, por meio de um imunodoseamento com sensibilidade
e especificidade apropriadas (Proceder conforme descrito em Métodos imunoquimicos (5.6). A
Unidade Internacional corresponde a atividade de uma determinada quantidade da preparagédo
internacional de referéncia da imunoglobulina humana anti-hepatite B. A correspondéncia entre a
Unidade Internacional e a preparacdo de referéncia internacional é indicada pela Organizacdo
Mundial de Saude.

A atividade declarada é, no minimo, 50 Ul/mL. A atividade estimada ndo é inferior a atividade
declarada. Os limites de confianca (P = 0,95) sdo, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade
estimada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal para administracédo por via intravenosa.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal para
administracdo por via intravenosa. No rotulo indica-se 0 nimero minimo de Unidades Internacionais
por recipiente.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTIRRABICA
Immunoglobulinum humanum rabicum

imunoglobulina humana antirrabica; 11442

A imunoglobulina humana antirrdbica € uma preparagdo estéril, liquida ou liofilizada, contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacdo é destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma proveniente de doadores portadores de anticorpos
especificos contra a raiva. Pode ser adicionada a ela a imunoglobulina humana normal. A
imunoglobulina humana antirrdbica satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia
Imunoglobulina humana normal, exceto no que se refere ao nimero minimo de doadores e ao teor
minimo em proteinas totais.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana antirrabica € avaliada por comparacao entre a dose necessaria
para neutralizar o poder infeccioso do virus da raiva e a dose de uma preparacéo de referéncia aferida
em Unidades Internacionais necessaria para assegurar 0 mesmo grau de neutralizacdo (Métodos
imunoquimicos (5.6). Realizar a afericdo em culturas celulares sensiveis e revelar a presenca do virus
ndo neutralizado por imunofluorescéncia. A Unidade Internacional corresponde a atividade
neutralizante especifica para o virus da raiva de uma determinada quantidade de uma preparacdo de
referéncia internacional de imunoglobulina humana antirrébica.

A correspondéncia entre a Unidade Internacional e a preparacéo de referéncia internacional é indicada
pela Organizacdo Mundial de Saude.

Realizar a afericdo em células sensiveis apropriadas. Utilizar a linha celular BHK 21, multiplicada no
meio de cultura descrito a seguir, e submeter entre 18 a 30 passagens a partir do lote semente do
ATCC. Recolher as células apds uma incubacédo de dois a quatro dias. Tratar as células com tripsina.
Preparar uma suspensdo de 500 000 células por mililitro (suspensdo de células). Para aumentar a
sensibilidade das células, juntar, se necessario, 10 minutos antes da utilizagdo desta suspensdo, 10 pug
de dietilaminoetildextrano por mililitro.

Utilizar uma cepa de virus fixa multiplicada em células sensiveis, por exemplo, a cepa CVS, adaptada
a cultura na linha celular BHK 21 (suspensdo-mde do virus). Titular a suspensdo-mae do virus do
seguinte modo:

Preparar uma série de diluices da suspensao do virus. Em placas com camaras para culturas celulares
(oito cdmaras por placa), distribuir 0,1 mL de cada dilui¢do. Adicionar 0,1 mL do meio de cultura e
0,2 mL da suspensdo de células. Incubar a 37 °C em atmosfera de didxido de carbono, durante 24
horas. Fixar, corar por imunofluorescéncia e realizar os célculos segundo as indicagdes descritas a
seguir. Determinar o titulo da suspensdo-mée do virus e preparar uma dilui¢do de trabalho do virus
correspondente a 100 DICCs por 0,1 mL.

Em cada ensaio verificar a quantidade do virus realizando uma titulacao controle: a partir da diluigéo
correspondente a 100 DICCsp por 0,1 mL, realizar trés diluigdes sucessivas de razdo 10. Distribuir
respectivamente 0,1 mL de cada diluicdo em quatro camaras contendo 0,1 mL do meio de cultura e
acrescentar 0,2 mL da suspensdo de células. O ensaio sé é valido se o titulo se situar entre 30 e 300
DICCso.
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Diluir a preparacdo de referéncia com meio de cultura ndo suplementar até a concentracéo de 2 Ul/mL
(diluicdo-mae de referéncia e conservar a uma temperatura inferior a -80 °C). Preparar duas pré-
diluicdes apropriadas (1/8 e 1/10) da diluicdo-mée de referéncia de modo que a dilui¢do da preparacao
de referéncia que reduz de 50% o numero de campos fluorescentes na placa de cultura celular se
encontre entre as quatro dilui¢es. Adicionar 0,1 mL de meio a cada camara, exceto na 12 de cada
uma de duas filas as quais se junta, respectivamente, 0,2 mL das duas pré-dilui¢bes da diluicdo-méae
de referéncia e a seguir transferir 0,1 mL sucessivamente para as outras camaras.

Diluir a amostra a 1/100 com meio de cultura ndo suplementado (diluigdo-mae de imunoglobulina)
para reduzir ao minimo os erros devidos a viscosidade da preparacdo nao diluida. Preparar trés pré-
diluicbes apropriadas da diluicdo-mée de imunoglobulina de modo que a diluicdo da amostra que
reduz de 50% o nimero de campos fluorescentes na placa de cultura celular se encontre entre as
quatro diluigdes.

Adicionar 0,1 mL de meio a cada cdmara, exceto na 12 de cada uma de trés filas as quais se adiciona,
respectivamente, 0,2 mL das trés pré-dilui¢cbes da diluicdo-mée de imunoglobulina. Preparar uma
série de diluigdes de razdo 2 transferindo 0,1 mL sucessivamente para as outras cAmaras.

A todas as camaras contendo as dilui¢es da preparacdo de referéncia e as diluigdes da amostra,
adicionar 0,1 mL da suspensao de virus correspondente a 100 DICCsp por 0,1 mL (diluicdo de
trabalho), agitar manualmente e deixar em repouso a 37 °C em atmosfera de dioxido de carbono
durante 90 minutos, acrescentar 0,2 mL da suspensdo de células, agitar manualmente e deixar em
repouso a 37 °C em atmosfera de dioxido de carbono, durante 24 horas. Ap6s 24 horas eliminar o
meio e retirar as paredes de plastico.

Lavar as camaras monocelulares com tampdo fosfatosalina de pH 7,4 e depois com uma mistura de
20 volumes de &gua e 80 volumes de acetona e fixar durante trés minutos com uma mistura de 20
volumes de agua e 80 volumes de acetona a -20 °C. Espalhar nas ldminas o conjugado fluorescente
de soro antirrdbico pronto a ser utilizado.

Deixar em repouso durante 30 minutos a 37 °C numa atmosfera com uma umidade muito elevada.
Lavar com tampéo fosfato-salina de pH 7,4 e secar. Examinar 20 campos de cada camara com uma
ampliacdo de 250 vezes com um microscopio equipado para leitura com fluorescéncia. Registrar o
namero de campos contendo, no minimo, uma célula fluorescente. Verificar a dose do virus de prova
utilizado na placa para a titulacao do virus e determinar a diluicdo da preparacdo de referéncia e da
amostra que reduz de 50% o nimero de campos fluorescentes realizando os célculos para o conjunto
das duas ou trés dilui¢cdes, por meio de uma analise de probabilidade iterativa. O ensaio sé é valido
quando a analise estatistica demonstrar uma inclinacéo significativa da curva dose/efeito e ndo revelar
desvio da linearidade ou do paralelismo.

A atividade declarada é de, no minimo, 150 Ul/mL. A atividade estimada ndo é inferior a atividade
declarada nem superior a duas vezes a atividade declarada. Os limites de confianga (P = 0,95) s&o, no
minimo, 80% e, no méaximo, 125% da atividade estimada.

MEIOS DE CULTURA PARA O CRESCIMENTO DAS CELULAS BHK 21

Os meios comercializados com uma composicao ligeiramente diferente daquela que se indica podem
igualmente ser utilizados.

cloreto de sodio 6,49
cloreto de potassio 0,40 ¢
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cloreto de célcio anidro 0,20 g
sulfato de magnésio 0,20 g
heptaidratado

fosfato de sodio monoidratado 0,124
glicose monoidratada 459
nitrato férrico nonaidratado 0,10 mg
cloridrato de L-arginina 42,0 mg
L-cistina 24,0 mg
L-histidina 16,0 mg
L-isoleucina 52,0 mg
L-leucina 52,0 mg
cloridrato de L-lisina 74,0 mg
L-fenilalanina 33,0 mg
L-treonina 48,0 mg
L-triptofano 8,0 mg
L-tirosina 36,0 mg
L-valina 47,0 mg
L-metionina 15,0 mg
L-glutamina 0,292 ¢g
I-inositol 3,60 mg
cloreto de colina 2,0mg
acido folico 2,0 mg
nicotinamida 2,0 mg
pantotenato de célcio 2,0 mg
cloridrato de piridoxal 2,0mg
cloridrato de tiamina 2,0 mg
riboflavina 2,0 mg
vermelho de fenol 15,0 mg
bicarbonato de sodio 2,759
agua q.s.p. 1000 mL

Adicionar ao meio o seguinte suplemento:

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

caldo triptose fosfato 10%
benzilpenicilina sédica 60 mg/L
estreptomicina 0,1g/L

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal. No rotulo indica-se 0 numero de Unidades
Internacionais por recipiente.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTIRRUBEOLA
Immunoglobulinum humanum rubellae

imunoglobulina humana antirrubéola; 11443

A imunoglobulina humana antirrubéola é uma preparacédo estéril; liquida ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacdo € destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma contendo anticorpos especificos contra o virus da
rubéola. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana
antirrubéola satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia Imunoglobulina humana normal,
exceto no que se refere ao numero minimo de doadores e ao teor minimo em proteinas totais.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana antirrubéola é avaliada por comparagdo com a atividade de
uma preparagéo de referéncia aferida em Unidades Internacionais, por meio de um ensaio apropriado
de inibicdo de hemaglutinacdo. A Unidade Internacional corresponde a atividade de uma determinada
quantidade da preparacdo de referéncia internacional de soro humano contra a rubéola. A
correspondéncia entre a Unidade Internacional e a preparacdo de referéncia internacional é indicada
pela Organizagdo Mundial de Saude.

A atividade estimada é, no minimo, 4500 Ul/mL. Os limites de confianca (P = 0,95) da atividade
estimada sdo, no minimo, 50% e, no maximo, 200% da atividade declarada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal. No rétulo
indica-se 0 numero de Unidades Internacionais por mililitro.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTISSARAMPO
Immunoglobulinum humanum morbillicum

imunoglobulina humana antissarampo; 11444

A imunoglobulina humana antissarampo € uma preparacao estéril; liquida ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacéo é destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma contendo anticorpos especificos contra o virus do
sarampo. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina humana
antissarampo satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia Imunoglobulina humana normal,
exceto no que se refere ao numero minimo de doadores e ao teor minimo em proteinas totais.

DOSEAMENTO

A atividade da preparacdo liquida ou da preparacdo liofilizada reconstituida segundo as indicacdes
contidas no rotulo é de, no minimo, 50 UI/mL de anticorpos neutralizantes do virus do sarampo.

A atividade é avaliada por comparacao entre o titulo em anticorpos da amostra e de uma preparagdo
de referéncia aferida em unidades internacionais, utilizando uma dose de prova de virus do sarampo
em cultura celular apropriada.

A Unidade Internacional corresponde a atividade neutralizante especifica para o virus do sarampo de
uma determinada quantidade da preparacdo internacional de referéncia do soro humano do sarampo.

A correspondéncia entre a Unidade Internacional e a preparacao de referéncia internacional é indicada
pela Organizagdo Mundial de Saude.

Preparar diluicdes seriadas da amostra e da preparacédo de referéncia. Misturar volumes iguais de cada
diluicdo e de uma suspensdo de virus do sarampo contendo cerca de 100 DICCso em 0,1 mL. Incubar
essas misturas ao abrigo da luz a 37 °C durante duas horas. Utilizar, no minimo, seis culturas celulares
para cada mistura e inocular 0,2 mL da mistura por cultura. Incubar, pelo menos, durante 10 dias.
Examinar as culturas quanto ao desenvolvimento do virus.

Determinar a atividade comparando a diluicdo que contém a menor quantidade da amostra que tenha
neutralizado o virus com a da preparacdo de referéncia que manifeste idéntica atividade. Calcular a
atividade da amostra em unidades internacionais de anticorpos neutralizantes do virus do sarampo
por mililitro.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal. No rotulo indica-se o nimero de Unidades
Internacionais por recipiente.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTITETANO
Immunoglobulinum humanum tetanicum

imunoglobulina humana antitétano; 11445

A imunoglobulina humana antitétano € uma preparacéo estéril, liquida ou liofilizada, contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. E obtida a partir do plasma contendo
anticorpos especificos contra a toxina do Clostridium tetani. Pode ser adicionada de imunoglobulina
humana normal. A imunoglobulina humana antitétano satisfaz as exigéncias estabelecidas na
monografia Imunoglobulina humana normal, exceto no que se refere ao nimero minimo de doadores
e ao teor minimo em proteinas totais.

Durante a producdo é conveniente ser estabelecida uma relacdo satisfatoria entre a atividade
determinada por imunodoseamento pelo método Determinacéo da atividade humana contra o tétano
e a atividade determinada pelo método Atividade antitdxica em camundongos em Doseamento.

DOSEAMENTO

Atividade antitoxica em camundongos

Avaliar a atividade pela determinacdo da dose que permite assegurar a protecdo de camundongos
contra os efeitos paralisantes de uma determinada dose de toxina tetanica. Essa dose é comparada
com uma preparacdo de referéncia de uma imunoglobulina humana tetanica aferida em unidades
internacionais, necessaria para assegurar a mesma protecao. A Unidade Internacional de antitoxina
corresponde a atividade neutralizante especifica relativamente a toxina tetanica contida numa
determinada quantidade do padrdo internacional constituido pela imunoglobulina humana liofilizada.
A correspondéncia entre a Unidade Internacional e o Padrdo Internacional € indicada pela
Organizacdo Mundial de Saude. A imunoglobulina humana contra o tétano é aferida em unidades
internacionais por comparacdo com o padrdo internacional.

Escolha dos animais. Utilizar camundongos com peso compreendido entre 16 e 20 g.

Preparacdo da toxina de teste. Preparar a toxina de teste por um método apropriado a partir do filtrado
estéril de uma cultura de C. tetani em meio liquido. Os dois métodos a seguir referidos sédo dados a
titulo de exemplo, mas qualquer outro método apropriado pode ser utilizado.

(1) Ao filtrado de uma cultura de cerca de nove dias, adicionar 1 a 2 volumes de glicerina e conservar
a mistura no estado liquido a uma temperatura ligeiramente inferior a 0 °C.

(2) Precipitar a toxina por adicdo a cultura de sulfato de aménio, secar o precipitado sob vacuo em
presenca de pentdxido de fosforo, pulveriza-lo e conserva-lo seco em ampolas fechadas sob vacuo
em presenca de pentoxido de fosforo.

Determinacéo da dose da toxina de teste (dose Lp/10).

Preparar uma solucédo da preparacédo de referéncia em liquido apropriado de modo que contenha 0,5
Ul de antitoxina por mililitro. Se a toxina for conservada no estado seco, reconstituir usando um
liquido apropriado. Preparar uma série de misturas da solucdo da preparacdo de referéncia e da
amostra de modo que cada uma contenha 2 mL da solugdo da preparacdo de referéncia e uma
quantidade variavel da amostra. Completar cada mistura com o mesmo volume final de 5 mL
utilizando um liquido apropriado. Deixar em repouso € ao abrigo da luz, durante 60 minutos. Utilizar
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um grupo de seis camundongos para cada mistura. Injetar a cada um deles, por via subcutanea, 0,5
mL da mistura atribuida ao seu grupo. Manter os camundongos em observacdo durante 96 horas. Os
que forem atingidos por paralisia podem ser sacrificados. A dose de teste da toxina corresponde a
quantidade presente em 0,5 mL da mistura contendo a menor guantidade de toxina que provoca,
durante o periodo de observacao, a paralisia nos seis camundongos aos quais foi administrada, apesar
da neutralizacao parcial devido a preparacédo de referéncia.

Determinacéo da atividade da imunoglobulina

Preparar uma solucédo da preparacédo de referéncia em liquido apropriado de modo que contenha 0,5
Ul de antitoxina por mililitro. Preparar uma solucéo da toxina de teste em liquido apropriado de modo
que contenha cinco doses/mL. Preparar uma série de misturas da solucdo da toxina de prova e da
amostra de modo que contenham cada uma 2 MI da solucdo da toxina de prova e uma quantidade
variavel da amostra. Completar cada mistura com o mesmo volume final de 5 mL com liquido
apropriado. Preparar uma segunda série de misturas da solucdo da toxina de teste e da solucéo da
preparacdo de referéncia de modo que contenha cada uma 2 mL da solucdo da toxina de teste e uma
quantidade variavel da preparacdo de referéncia. Nessa segunda série, a diluicdo média da preparacéo
de referéncia corresponde a mistura que contém 1 Ul de antitoxina (2 mL da solucdo da preparacao
de referéncia). Completar cada mistura com o mesmo volume final de 5 mL, utilizando um liquido
apropriado. Deixar em repouso as misturas das duas séries ao abrigo da luz, durante 60 minutos.
Utilizar um grupo de seis camundongos para cada mistura. Injetar a cada um deles por via subcutanea,
0,5 mL da mistura atribuida ao seu grupo. Manter os camundongos em observacao durante 96 horas.
Os que forem atingidos por paralisia podem ser sacrificados. A mistura contendo a quantidade
méaxima de imunoglobulina que ndo protege nenhum camundongo da paralisia corresponde a 1 Ul.
Essa quantidade serve para calcular a atividade da imunoglobulina em unidades internacionais por
mililitro.

O ensaio s6 € valido se todos os camundongos inoculados com a mistura contendo, até, 2 mL da
solucdo da preparacdo de referéncia forem atingidos por paralisia e se todos os camundongos
inoculados com as misturas contendo maiores volumes dessa solucdo ndo apresentarem sintomas de
paralisia.

Determinacéo da atividade da imunoglobulina humana contra o tétano

A atividade da imunoglobulina humana contra o tétano é avaliada por comparacdo do titulo de
anticorpos da amostra e 0 de uma preparacao de referéncia, aferida em unidades internacionais, com
o auxilio de um ensaio de imunodoseamento com sensibilidade e especificidade apropriadas (Métodos
imunoquimicos). A imunoglobulina humana contra o tétano é aferida em unidades internacionais por
comparagdo com o padrdo internacional. A atividade indicada ndo é inferior a 100 Ul de antitoxina
tetdnica por mililitro. A atividade determinada ndo é inferior a atividade indicada. Os limites de
confianca (P = 0,95) da atividade determinada ndo sdo inferiores a 80%, nem superiores a 125%.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. Ver a monografia Imunoglobulina humana normal. O rétulo deve
indicar o nimero de unidades internacionais contido no frasco.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTIVARICELA
Immunoglobulinum humanum varicellae

imunoglobulina humana antivaricela; 11446

A imunoglobulina humana antivaricela ¢ uma preparacdo esteril, liquida ou liofilizada, contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. A preparacéo é destinada a ser administrada
por via intramuscular. E obtida a partir do plasma contendo anticorpos especificos contra o
Herpesvirus varicellae. Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal. A imunoglobulina
humana antivaricela satisfaz as exigéncias estabelecidas na monografia Imunoglobulina humana
normal, exceto no que se refere ao nimero minimo de doadores, ao teor minimo em proteinas totais
e, NOs casos autorizados, ao ensaio dos anticorpos contra o antigeno de superficie da hepatite B.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana antivaricela é avaliada por comparacdo com a atividade de
uma preparacdo de referéncia aferida em Unidades Internacionais, por meio de um ensaio com
sensibilidade e especificidade apropriadas (Proceder conforme descrito em Métodos imunoquimicos
(5.6). A Unidade Internacional corresponde a atividade de uma determinada quantidade da preparacao
de referéncia internacional da imunoglobulina humana contra a varicela. A correspondéncia entre a
Unidade Internacional e a preparacdo de referéncia internacional é indicada pela Organizacéao
Mundial de Saude.

A atividade declarada &, no minimo, 100 Ul/mL. A atividade estimada ndo é inferior a atividade
declarada. Os limites de confianca (P = 0,95) s&o, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade
estimada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal. No rétulo
indica-se 0 numero de Unidades Internacionais por mililitro.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTIVARICELA PARA USO

INTRAVENOSO
Immunoglobulinum humanum varicellae ad usum intravenosum

A imunoglobulina humana antivaricela para uso intravenoso € uma preparacao estéril, liquida ou
liofilizada, contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. E obtida a partir do
plasma contendo anticorpos especificos contra o herpes virus humano 3 (virus da varicela-zoster 1).
Pode ser adicionada de imunoglobulina humana normal para administragdo por via intravenosa. A
imunoglobulina humana antivaricela para uso intravenoso satisfaz as exigéncias estabelecidas na
monografia Imunoglobulina humana normal para administracéo por via intravenosa, exceto no que
se refere ao nimero minimo de doadores, ao teor minimo em proteinas totais e ao limite de
osmolalidade.

DOSEAMENTO

A atividade da imunoglobulina humana antivaricela para uso intravenoso é avaliada por comparacgéo
do titulo de anticorpos da amostra com a atividade de uma preparacdo de referéncia aferida em
Unidades Internacionais, por meio de um imunodoseamento com sensibilidade e especificidade
apropriadas (Proceder conforme descrito em Métodos imunoquimicos (5.6). A Unidade Internacional
corresponde a atividade de uma determinada quantidade da preparacéo de referéncia internacional da
imunoglobulina humana antivaricela. A correspondéncia entre a Unidade Internacional e a preparagédo
de referéncia internacional é indicada pela Organizacdo Mundial de Saude.

A atividade declarada é, no minimo, 25 Ul/mL. A atividade estimada ndo é inferior a atividade
declarada. Os limites de confianca (P = 0,95) s&o, no minimo, 80% e, no maximo, 125% da atividade
estimada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ver a monografia Imunoglobulina humana normal para administragé@o por via intravenosa.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. Ver a monografia de Imunoglobulina humana normal para
administracdo por via intravenosa. No rétulo indica-se 0 nimero de Unidades Internacionais por
mililitro.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA NORMAL
Immunoglobulinum humanum normale

imunoglobulina humana; 04865

Imunoglobulina humana normal é uma preparacdo estéril, liquida ou liofilizada, contendo
principalmente IgG. Outras proteinas também podem estar presentes. A imunoglobulina humana
normal contendo anticorpos 1gG pode ser administrada via intramuscular ou via subcutanea. A
imunoglobulina humana normal é obtida do plasma humano, o qual cumpre os requisitos da
monografia Plasma humano para fracionamento. Nao deve ser adicionado antibidtico na preparacao.

O método de preparacdo deve incluir uma ou mais etapas que demonstrem remover ou inativar
agentes infecciosos conhecidos. Se substancias sdo usadas para inativacdo viral, deverd demonstrar
que nao ha nenhum residuo na preparacéo final que apresente efeitos adversos nos pacientes tratados
com a imunoglobulina. E necessario demonstrar, por meio de testes adequados em animais e
avaliacdo durante os ensaios clinicos, que o produto é bem tolerado quando administrado por via
intramuscular ou subcutanea. A imunoglobulina humana normal é preparada com pool de plasma de
no minimo 1000 doadores, por um método conhecido, que proporcione um produto final estéril e com
concentracdo de proteinas de 160 g/L, contendo anticorpos de, no minimo, dois agentes (dos quais
um viral e um bacteriano) disponiveis na Preparacdo de Referéncia, ou Padrdo Internacional. A
concentracdo de cada anticorpo deve ser, no minimo, dez vezes maior que no pool do plasma inicial.

Se a imunoglobulina humana normal for preparada para a administracdo subcutanea, 0 método de
producdo deve ser adequado para um rendimento consistente do produto, que cumpre com o teste de
funcdo Fc da imunoglobulina. A imunoglobulina humana normal é preparada como uma solucéo
estabilizada, por exemplo, em uma solucdo de cloreto de sddio a 0,9% (p/v); em solucdo de glicina
2,25% (p/v); ou, se a preparacdo ¢ liofilizada, em solucéo de glicina 6% (p/v). Prepara¢des multidoses
devem conter um agente antimicrobiano. Preparacdes dose Unica ndo devem conter agentes
antimicrobianos. No produto final a quantidade de agentes antimicrobianos ou estabilizadores usados
ndo deve apresentar efeitos nocivos a satde. A substancia deve ser filtrada através de filtro de retencédo
das bactérias (filtracdo esterilizante). A preparacao pode subsequentemente ser liofilizada e os frascos
vedados sob vacuo ou um gas inerte.

A estabilidade da preparacdo deve ser demonstrada, por meio de testes adequados, durante o
desenvolvimento do estudo de estabilidade.

IDENTIFICACAO

A. Realizar na amostra ensaios de precipitacdo com uma gama apropriada de soros especificos, de
diferentes espécies de animais domésticos. E recomendavel que o ensaio seja realizado com soros
especificos das proteinas plasmaticas de cada espécie de animal doméstico correntemente utilizado
para a preparacdo de produtos de origem biologica. A imunoglobulina humana normal contém
proteinas de origem humana e d& resultados negativos com o0s soros especificos das proteinas
plasmaticas de outras espécies.

B. Realizar na amostra um ensaio de imunoeletroforese segundo técnica apropriada. Usando um
antissoro humano normal, comparar o soro humano normal com a amostra diluida, de modo a conter
10 g/L de proteinas. O componente principal da amostra corresponde ao componente IgG do soro
humano normal, podendo existir outras proteinas plasmaticas em pequenas quantidades. Se a
albumina humana foi adicionada como estabilizante, pode ser visto como um composto importante.
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CARACTERISTICAS

Aspecto. A preparacdo liquida é clara ou amarelo palido ou ligeiramente marrom durante a
estocagem, podendo apresentar uma leve turbidez ou uma pequena quantidade de formacéo de
particulas. A preparacdo liofilizada é um p6 ou solido de massa friavel, branco ou ligeiramente
amarelado. Para a preparacdo liofilizada, a reconstituicdo deve ser de acordo com a rotulagem,
imediatamente antes da Identificac&o e outros testes, exceto para Solubilidade e Agua.

pH (5.2.19). 5,0 a 7,2. Diluir a preparagdo a ser examinada em uma solucéo de cloreto de sodio a
0,9% (p/v) a uma concentracdo de proteinas de 1% (p/v).

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

Solubilidade. Para a preparacéo liofilizada, adicionar o volume do diluente de acordo com o rétulo.
A preparacéo dissolve completamente dentro de 20 minutos & temperatura de 20 °C a 25 °C.

Composi¢do proteica. Proceder conforme descrito em Eletroforese (5.2.22), utilizar a técnica
Eletroforese de zona. Utilizar tiras adequadas de gel de acetato de celulose ou de agarose, como meio
suporte, e tampdo barbital pH 8,6 como solucdo eletrolitica. Se o acetato de celulose é o material
suporte, utilizar o método descrito a seguir. Se é o gel de agarose, e porque ele é normalmente parte
do sistema automatico, utilizar o manual de instrucéo do fabricante.

Solucdo da amostra: diluir a amostra com solucdo de cloreto de sdédio a 0,9% (p/v) até uma
concentracdo de 50 g/L em proteinas.

Solugdo de referéncia: reconstituir um padréo de referéncia para eletroforese de imunoglobulina
humana e diluir com solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) até a concentracdo de 5% (p/v) em
proteinas.

Adequabilidade do sistema: no eletroforetograma obtido com a Solucédo de referéncia, em gel de
acetato de celulose ou de agarose, a proporcdo de proteinas na banda principal esta de acordo com 0s
limites estabelecidos na bula que acompanha a preparagéo de referéncia.

Procedimento: aplicar na tira 2,5 uLL da Solu¢@o amostra ou 0,25 uL por mililitro se for utilizada uma
tira mais estreita. Para outras tiras, aplicar da mesma maneira 0 mesmo volume da Solucédo de
referéncia. Aplicar um campo elétrico adequado, de forma que a banda de albumina do soro humano,
aplicada na tira controle, migre, no minimo, 30 mm. Corar a tira com negro de amido 10B SR por
cinco minutos. Descolorar com uma mistura de acido acético glacial e alcool metilico (10:90), de
forma que o fundo esteja livre de coloracdo. Desenvolver a transparéncia das tiras com uma mistura
de &cido acético glacial e alcool metilico (19:81). Medir a absorvancia da banda em instrumentos de
resposta linear e comprimento de onda de 600 nm. Calcular o resultado como a média de trés medidas
de cada banda.

A mobilidade da proteina ndo € maior que 10% da banda proteica principal.

Distribuicdo do tamanho molecular. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 280 nm; coluna de
600 mm de comprimento e 7,5 mm de didametro interno ou de 300 mm de comprimento e 7,8 mm de
diametro interno, empacotada com silica-gel hidrofilica (de um grau adequado para fracionamento de
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proteinas globulares, com massa molecular relativa entre 10 000 e 500 000); fluxo da Fase mével de
0,5 mL/minuto.

Fase movel: dissolver 4,873 g de fosfato de sddio dibasico di-hidratado, 1,741 g de fosfato de sodio
monobésico monoidratado, 11,688 g de cloreto de sodio e 50 mg de azida sodica em 1000 mL de
agua.

Solugdo amostra: diluir a amostra com solucao de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) até concentracao
apropriada ao sistema cromatografico utilizado. A faixa de concentracdo de 4 g/L a 12 g/L e a inje¢do
de 50 pg a 600 pg de proteinas ¢ normalmente adequada.

Solucéo padrao: diluir o padrdo de imunoglobulina humana com solucédo de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v) até obter uma concentracdo em proteinas igual & da Solugdo amostra.

No cromatograma obtido com a Solug¢éo padréo, o pico principal corresponde ao monémero de 19G
e hd um pico correspondente ao dimero, com retencdo relativa do pico principal de 0,85. Identificar
0s picos no cromatograma obtido com a Solugdo amostra por compara¢do com o cromatograma da
Solucdo padrdo. Nenhum pico com o tempo de retencdo menor que o do dimero corresponde aos
polimeros e agregados. A preparacao a ser examinada cumpre com o teste se 0 cromatograma obtido
com a Solugcdo amostra atender aos seguintes itens:

* 0 tempo de retencdo relativa, em relagdo ao pico correspondente do cromatograma obtido com a
Solucéo padréo, for de 1 + 0,02 para 0 mondmero e o dimero;

* area sob o pico: a soma das areas sob os picos do mondmero e dimero representa, no minimo, 85%
da érea total do cromatograma e a soma das areas sob os picos dos polimeros e agregados representa,
no maximo, 10% da area total do cromatograma. Essa exigéncia ndo se aplica as preparagdes
adicionadas de albumina como estabilizante. No caso de preparagdes estabilizadas com albumina,
realiza-se um ensaio de distribuicdo do tamanho molecular durante a fabricacédo, antes da adigdo do
estabilizante.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinada por um método apropriado como Método semimicro (5.2.20.3), Perda por
dessecacdo (5.2.9.1) ou Espectrofotometria de absorcado no infravermelho (5.2.14). No maximo 2%.
TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal, um
volume correspondente a 1 mL de imunoglobulina.

DOSEAMENTO

Anticorpo anti-D

Se a imunoglobulina normal for destinada a administragdo subcutédnea deve cumprir com a

Determinacdo da imunoglobulina humana anti-D (5.5.1.15) na imunoglobulina normal para
administracdo intravenosa.
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Anticorpo para o antigeno de superficie da hepatite B
Determinar por um Método imunoquimico (5.6) apropriado. No minimo, 0,5 Ul/g de imunoglobulina.
Anticorpo para virus da hepatite A

Se a intencdo for usar para a profilaxia da Hepatite A, deve cumprir com 0s seguintes requerimentos
adicionais. Determinar o contetdo de anticorpos por comparagdo com a preparacdo de um padréo de
referéncia calibrado em Ul, usando um Método imunoquimico (5.6) apropriado, especifico e sensivel.

A Unidade Internacional é a quantidade de atividade do padréo internacional de imunoglobulina anti-
hepatite A. O equivalente na Unidade do padrdo internacional esti declarado pela Organizacéo
Mundial de Saude.

O padrdo de referéncia da imunoglobulina humana anti-hepatite A é calibrado em unidades
internacionais em comparagdo com o padrdo internacional. A poténcia declarada é, no minimo, 100
Ul/mL. A poténcia estimada ndo é menor que a poténcia declarada. O intervalo de confianca (P =
0,95) da poténcia estimada €, no minimo, 80% e, no maximo, 125%.

Hemaglutininas anti-A e anti-B

Realizar o teste se a imunoglobulina humana normal é para a preparacdo subcuténea. Proceder
conforme descrito em Determinacao de titulos de hemaglutininas anti-A e anti-B (5.5.1.9). Diluir a
preparacdo a ser examinada na concentracdo de 30 g/L de imunoglobulina antes da preparacéo da
série de diluicbes a serem usadas no teste. A aglutinacéo é inferior a diluicdo de 1:64.

Proteinas totais

Proceder conforme descrito em Determinacg&o de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2). Diluir
a amostra com solucédo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) até obter uma concentracdo de cerca de 15
mg de proteinas em 2 mL. A um tubo de centrifuga de fundo redondo, adicionar 2 mL dessa solugéo,
2 mL de molibdato de sédio a 7,5% (p/v) e 2 mL de uma mistura de acido sulfarico isento de
nitrogénio e 4gua (1:30). Agitar e centrifugar durante cinco minutos. O liquido sobrenadante deve ser
decantado possibilitando que o tubo seja enxuto sobre um papel de filtro. Calcular o teor em proteinas
multiplicando a quantidade de nitrogénio por 6,25. O teor em proteinas €, no minimo, 100 g/L e, no
méaximo, 180 g/L. Contém, no minimo, 90% e, no maximo, 100% da quantidade indicada no rotulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar a preparacdo liquida em recipiente de vidro incolor, ao abrigo da luz e a temperatura
indicada no rotulo. Conservar a preparacao liofilizada em recipiente de vidro incolor, a pressao
reduzida ou sob gas inerte, ao abrigo da luz e a uma temperatura que néo ultrapasse 25 °C.
ROTULAGEM

Observar a legislacédo vigente. O rotulo deve declarar:

» para a preparacao liquida, o volume da preparacédo e o contetido proteico em g/L;

« paraa preparagdo liofilizada, a quantidade de proteinas no frasco;
« aviade administracéo;
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para a preparacéo liofilizada, o nome ou composicéo e o volume do diluente para reconstituicdo
a ser adicionado;

quando aplicével, que a preparacdo é adequada para o uso na profilaxia da infeccdo da hepatite
A;

quando aplicavel, a atividade da imunoglobulina anti-hepatite A em Ul/mL;

nas preparaces multidose, 0 nome e a concentracdo do agente antimicrobiano.
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IMUNOGLOBULINA HUMANA NORMAL PARA ADMINISTRACAO POR

VIA INTRAVENOSA
Immunoglobulinum humanum normale ad usum intravenosum

A imunoglobulina humana normal para administracéo por via intravenosa é uma preparacao estéril,
liquida ou liofilizada, contendo imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G (IgG). Podem
estar presentes outras proteinas. Contém anticorpos 1gG de individuos normais. Essa monografia ndo
se aplica as preparacdes produzidas por um processo que tenha por fim obter uma preparacdo
contendo fragmentos ou quimicamente modificada. A imunoglobulina humana normal para
administracdo por via intravenosa é obtida a partir de plasma que satisfaz as exigéncias da monografia
Plasma humano para fracionamento. Nao € adicionado ao plasma utilizado nenhum antimicrobiano.

O método de preparacdo compreende uma ou Vvarias etapas que eliminam ou inativam os agentes
infecciosos conhecidos. Deve-se demonstrar que os residuos no produto final das substancias
eventualmente utilizadas nos processos destinados a inativar os virus ndo tém qualquer efeito
indesejavel nos pacientes tratados com a imunoglobulina. A inocuidade da preparagdo pronta para
administracao por via intravenosa é demonstrada por ensaios apropriados em animais e por um estudo
durante os ensaios clinicos. A imunoglobulina humana normal para administragao por via intravenosa
é preparada a partir do plasma recolhido de, no minimo, 1000 doadores, segundo um método que
possibilite obter uma preparacéo que:

* ndo transmitira infecgao;

* na concentracdo em imunoglobulina de 5% (p/v) contenha, pelo menos, dois anticorpos (um viral e
outro bacteriano) para 0s quais exista um padrdo internacional ou uma preparacdo de referéncia; a
concentracdo de tais anticorpos &, pelo menos, trés vezes superior a da matéria-prima inicial;

* tenha uma distribui¢do definida em subclasses da imunoglobulina G;

» satisfaga ao teste de Determinagdo da funcéo Fc da imunoglobulina (5.5.1.16).

A imunoglobulina humana normal para administracdo por via intravenosa é preparada, quer na forma
de solucéo estabilizada, quer liofilizada. Pode ser adicionada de um estabilizante. Nos dois casos, a
preparacdo é submetida a uma filtracdo esterilizante. Nenhum conservante antimicrobiano é
adicionado durante o fracionamento do plasma e no pool de plasma final. A estabilidade do produto
final é demonstrada por ensaios realizados durante os estudos de desenvolvimento.

IDENTIFICACAO

A. Realizar na amostra ensaios de precipitacdo com uma gama apropriada de soros especificos de
diferentes espécies de animais domésticos. E recomendével que o ensaio seja realizado com soros
especificos das proteinas plasmaticas de cada espécie de animal doméstico correntemente utilizado
para a preparacdo de produtos de origem biologica. A imunoglobulina humana normal contém
proteinas de origem humana e d& resultados negativos com 0s soros especificos das proteinas
plasmaticas de outras espécies.

B. Realizar na amostra um ensaio de imunoeletroforese segundo técnica apropriada descrita em
Métodos imunoquimicos (5.6). Utilizar um antissoro humano normal, comparar o0 soro humano
normal com a amostra diluida de modo a conter 10 g/L de proteinas. O componente principal da
amostra corresponde ao componente 1gG do soro humano normal, podendo existir outras proteinas
plasmaticas em pequenas quantidades. Se a albumina humana foi adicionada como estabilizante, pode
ser visivel como um composto importante.
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CARACTERISTICAS

Aspecto. A preparacdo liquida € limpida ou ligeiramente opalescente e incolor ou amarela clara. A
preparacao liofilizada é um p6 branco ou ligeiramente amarelado ou uma massa solida e fridvel. No
caso de uma preparacdo liofilizada, a sua reconstituicdo é feita segundo as indicacdes do rotulo,
imediatamente antes de realizar a identificacdo e os ensaios, salvo os de solubilidade e de teor em
agua.

pH (5.2.19). Entre 4,0 e 7,4. Diluir a amostra com solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) até a
concentracdo de 1% (p/v) em proteinas.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

Solubilidade. No caso de uma amostra liofilizada, adicionar o volume do diluente indicado no rétulo.
A amostra dissolve-se, completamente, em temperatura de 20 °C a 25 °C, em 30 minutos.

Composicdo em proteinas. Proceder conforme descrito em Eletroforese (5.2.22), utilizar a técnica
Eletroforese de zona. Utilizar tiras de gel de acetato de celulose apropriadas, como suporte, e tampéo
barbital pH 8,6, como solucdo de eletrolito.

Solucdo amostra: diluir aamostra com solucéo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) até uma concentracao
de 3% (p/v) em imunoglobulina.

Solugéo padrao: reconstituir um padréo de referéncia para eletroforese de imunoglobulina humana e
diluir com solucdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) até a concentracdo de 3% (p/v) em proteinas.

Aplicar numa tira 4 uLL da Solugéo amostra em spot de 10 mm ou aplicar 0,4 uL por milimetro, se
utilizar uma tira mais estreita. Numa outra tira aplicar, nas mesmas condic¢des, 0 mesmo volume da
Solucéo padréo. Aplicar um campo elétrico apropriado, de modo que a banda da albumina do soro
humano normal em um eletroforetograma padrdo migre, pelo menos, 30 mm. Tratar as tiras com
negro de amido 10B SR durante cinco minutos e com uma mistura de 10 volumes de &cido acético
glacial com 90 volumes de alcool metilico durante o tempo estritamente necessario para obter a
descoloracdo da moldura. Provocar a transparéncia da moldura com uma mistura de 19 volumes de
acido acetico glacial com 81 volumes de alcool metilico. Determinar a absorvancia das bandas em
600 nm com auxilio de um aparelho que nesse comprimento de onda dé resposta linear no intervalo
de medida. Realizar trés determinacfes sobre cada tira e calcular a média das leituras em cada tira.
No eletroforetograma da amostra, no maximo 5% das proteinas podem ter mobilidade diferente da
banda principal. Esse limite ndo é aplicavel se foi adicionada albumina a preparacdo, como
estabilizante; no caso de preparacdes estabilizadas com albumina, realiza-se um ensaio de
composicao em proteinas durante a producao, antes de adicionar o estabilizante. O ensaio s é valido
se no eletroforetograma obtido com a Solugéo padréo, a propor¢édo de proteinas contidas na banda
principal estiver compreendida entre os limites indicados na literatura que acompanha a preparagéo
do padrdo de referéncia.

Distribuicdo do tamanho molecular. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 280 nm; coluna de
300 mm de comprimento e 7,8 mm de didmetro interno, empacotada com silica-gel hidrdfila para
cromatografia. Fluxo da Fase mével de 0,5 mL/minuto.
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Fase mdvel: dissolver 4,873 g de fosfato de sédio dibasico di-hidratado, 1,741 g de fosfato de sodio
monobéasico monoidratado, 11,688 g de cloreto de sodio e 50 mg de azida sodica em 1000 mL de
agua.

Soluc@o amostra: diluir quantidade da amostra em solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) até
concentracdo apropriada ao sistema cromatografico utilizado. Geralmente sdo convenientes uma
concentragéo entre 4 g/L e 12 g/L e a inje¢do de 500 pg a 600 pg de proteina.

Solucéo padrao: diluir o padréo de imunoglobulina humana com solucéo de cloreto de so6dio a 0,9%
(p/v) até obter uma concentracdo em proteinas igual a da Solugdo amostra.

Injetar a Solugdo amostra e a Solucdo padrdo. No cromatograma obtido com a Solucéo padréo, o
pico principal corresponde ao monémero IgG e aparece um pico correspondente ao dimero com um
tempo de retencdo em relagdo ao monémero de cerca de 0,85. Identifique os picos no cromatograma
obtido com a Solug&o amostra por compara¢do com o cromatograma obtido com a Solucéo padréo;
0s picos com tempos de retengdes menores que o do dimero correspondem aos polimeros e aos
agregados. A amostra satisfaz ao ensaio se no cromatograma obtido com a Solu¢éo amostra o tempo
de retencdo, em relacdo ao pico correspondente do cromatograma obtido com a Solucéo padréo, for
de 1 £ 0,02 para 0 mondmero e o dimero; e se a soma do mondémero e do dimero representar, no
minimo, 90,0% da area total do cromatograma e os polimeros e agregados representarem, no maximo,
3,0% da éarea total. Essa exigéncia ndo se aplica as prepara¢des a que se adicionou albumina como
estabilizante; no caso de preparacdes estabilizadas com albumina, realizar um ensaio de distribuicéo
do tamanho molecular durante a fabricacéo, antes da adi¢do do estabilizante.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos: Determinacdo da agua pelo método semimicro (5.2.20.3),
Perda por dessecacdo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (5.2.14).
No méaximo 2,0%.

Ativador da pré-calicreina. Proceder conforme descrito em Determinacéo do titulo do ativador da
pré-calicreina (5.5.1.11). No maximo, 35 Ul/mL, calculado em relacdo a uma diluicdo da amostra
contendo 30 g/L de imunoglobulina.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho um volume correspondente a 1 mL de
imunoglobulina, por quilograma de massa corporal.

DOSEAMENTO

Anticorpos contra o antigeno de superficie da hepatite-B

O teor da amostra em anticorpos contra o antigeno de superficie da hepatite-B, determinado por um
Método imunoquimico (5.6) apropriado, é, no minimo, 0,5 Ul/g de imunoglobulina.

Atividade anticomplementar
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Proceder conforme descrito em Determinacdo da atividade anticomplementar da imunoglobulina
(5.5.1.13). A proporcao de complemento consumido é de, no maximo, 50,0% (1 CHso por miligrama
de imunoglobulina).

Hemaglutininas anti-A e anti-B

Proceder conforme descrito em Determinacéao de titulos de hemaglutininas anti-A e anti-B (5.5.1.9).
Realizar os ensaios das hemaglutininas anti-A e anti-B. Se a amostra contiver um teor de
imunoglobulinas superior a 30 g/L, diluir até essa concentracdo antes de preparar as diluicdes para o
ensaio. As dilui¢bes a 1/64 nédo apresentam sinais de aglutinagéo.

Imunoglobulina A

Utilizar Método imunoquimico (5.6) apropriado. O contetdo de imunoglobulina A nédo é superior ao
indicado no contetdo do rétulo.

Proteinas totais

Diluir a amostra com solucdo de cloreto de sddio a 0,9% (p/v) até obter uma concentracdo de cerca
de 15 mg de proteinas em 2 mL. Num tubo de centrifuga de fundo redondo introduzir 2 mL dessa
solucdo. Adicionar 2 mL de solucdo de molibdato de sodio a 7,5% (p/v) e 2 mL de uma mistura de
um volume de &cido sulfurico isento de nitrogénio com 30 volumes de agua. Agitar, centrifugar
durante cinco minutos. O liquido sobrenadante deve ser decantado, possibilitando que o tubo seja
enxuto sobre um papel de filtro. Dosar o nitrogénio no residuo pelo método de Determinacéo de
nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2). Calcular o teor em proteinas multiplicando a quantidade
de nitrogénio por 6,25. A preparagdo contém, no minimo, 30 g/L e entre 90,0% e 110,0% da
quantidade de proteina indicada no rétulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar a preparacdo liquida em recipiente de vidro incolor, ao abrigo da luz e a temperatura
indicada no rétulo. Conservar a preparacao liofilizada em recipiente de vidro incolor, a pressao
reduzida ou sob gas inerte, ao abrigo da luz e a uma temperatura que néo ultrapasse 25 °C.

ROTULAGEM
No rétulo indica-se:

e no caso de um produto liquido, o volume da preparagdo no recipiente e o teor em proteinas
expresso em gramas por litro;

no caso de um produto liofilizado, a quantidade de proteinas no frasco;

a quantidade de imunoglobulina no frasco;

a via de administracéo;

as condicdes de conservacao;

0 prazo de validade;

no caso do produto liofilizado, 0 nome ou a composi¢édo e o volume do diluente;
a distribuicéo das subclasses da imunoglobulina G na preparagéo;

nos casos apropriados, a quantidade de albumina adicionada como estabilizante;
o teor maximo de imunoglobulina A.
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MISTURAS DE PLASMA HUMANO EXCEDENTE TRATADO POR

INATIVACAO VIRAL
Plasma humanum collectum excederem deinde conditum ad viros exstinguendos

Preparacao congelada ou liofilizada, estéril, apirogénica, obtida a partir de plasma humano excedente
proveniente de doadores do mesmo grupo sanguineo ABO e Rh(Du). A preparacao é descongelada
ou reconstituida antes de seu uso, de modo a obter uma solugéo injetavel. O plasma humano utilizado
deve satisfazer as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento.

As unidades de plasma destinadas a producao sdo congeladas a uma temperatura igual ou inferior a
-30 °C dentro das primeiras seis horas seguintes a separacao das fragcdes celulares sanguineas e, no
méaximo, nas 24 horas que se seguem a coleta. A mistura é preparada a partir de unidades de plasma
pertencentes a0 mesmo grupo sanguineo ABO e Rh(Du).

A mistura de plasma é examinada a partir de métodos de sensibilidade e especificidade apropriados,
quanto a presenca do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), de anticorpos contra o
virus da hepatite C e de anticorpos contra o HIV. Nesses ensaios, a mistura do plasma deve fornecer
resultados negativos.

A mistura de plasma também deve ser submetida a pesquisa do RNA do virus da hepatite C, conforme
descrito em Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (5.5.1.10), devidamente validada. O ensaio
inclui um padréo positivo com 100 Ul de RNA do virus da hepatite C por mililitro e, para identificar
a presenca eventual de inibidores, um padrdo interno preparado por adicdo de um marcador
apropriado a amostra da mistura de plasma. O ensaio s6 é valido se o padrdo positivo for reativo ou
se o resultado obtido com o padrdo interno ndo indicar a presenca de inibidores. A mistura satisfaz
ao ensaio se ndo for reativa para 0 RNA do virus da hepatite C.

A mistura de plasma também deve ser submetida a pesquisa do DNA do virus B19, conforme descrito
em Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (5.5.1.10), devidamente validada. O pool deve
conter, no maximo, 10 Ul/pL. O ensaio inclui um controle positivo com 10 Ul de DNA por microlitro
do virus B19 e, para identificar a presenca eventual de inibidores, um padréo interno preparado por
adicdo de um marcador apropriado a amostra da mistura de plasma. O ensaio s € valido se o padrdo
positivo for reativo ou se o resultado obtido com o padrdo interno ndo indicar a presenca de inibidores.

O método de preparacao é realizado de modo a evitar a ativacdo de qualquer fator de coagulacao e,
assim, limitar o seu potencial de acdo trombogénico. Compreende uma ou Vvarias etapas para as quais
se tenha demonstrado a eliminacdo ou inativacdo de agentes infecciosos conhecidos. No caso de
serem utilizadas substancias para inativacdo viral durante a producdo, o processo de purificacdo
subsequente deve ser validado, de modo a demonstrar que a concentracdo destas substancias se
encontra em um nivel apropriado e que os eventuais residuos ndo comprometem a inocuidade da
preparacéo.

O método tipico utilizado para a inativagdo de virus envelopados é o processo solvente-detergente,
que consiste no tratamento com uma mistura de fosfato de tributila e de octoxinol 10; em seguida,
esses reagentes sdo removidos por extragdo em fase oleosa ou sélida, de modo a que o teor residual
no produto final seja inferior a 2 pg/mL, para o fosfato de tributila e a 5 pg/mL para o octoxinol 10.
N&o deve ser adicionado nenhum conservante antimicrobiano.

A solugdo é filtrada em membrana esterilizante, distribuida assepticamente nos recipientes finais e
imediatamente congelada. Os recipientes finais s&o compostos por material plastico, satisfazendo as
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exigéncias para Recipientes de plastico (6.2); ou vidro, satisfazendo as exigéncias para os Recipientes
de vidro (6.1). Pode, em seguida, ser liofilizada.

IDENTIFICACAO

Reconstituir ou descongelar a amostra como indicado no rétulo, imediatamente antes de realizar a
identificacao, testes e ensaios.

A. Examinar a amostra por eletroforese, comparando com o plasma humano normal. Os
eletroforetogramas apresentam as mesmas bandas.

B. Realizar ensaios de precipitacdo a partir de uma gama apropriada de soros especificos de espécies
de animais domésticos. E aconselhavel que o ensaio seja realizado com soros especificos de proteinas
plasméticas de cada uma das espécies domesticas normalmente utilizadas no pais para a preparacdo
de produtos de origem bioldgica. A amostra contém proteinas de origem humana e da resultado
negativo para as proteinas especificas plasmaticas de outras espécies.

C. A mistura satisfaz a Determinag&o do titulo de hemaglutininas anti-A e anti-B (ver Doseamento).

CARACTERISTICAS

Aspecto. Apds o seu descongelamento, a preparacdo apresenta-se como liquido limpido ou
ligeiramente opalescente, isenta de particulas sélidas e gelatinosas. A preparacdo liofilizada
apresenta-se como p6 branco ou amarelo claro ou soélido friavel.

pH (5.2.19).6,5a7,6.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir: Determinacdo da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Determinacao da perda por dessecacéo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorgdo
no infravermelho (5.2.14). O teor esta compreendido dentro dos limites aprovados pelas autoridades
competentes.

Citrato. No maximo, 25 mmol/L. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a 215 nm; coluna de 300
mm de comprimento e 7,8 mm de diametro interno, empacotada com resina trocadora de cations (9
um); fluxo da Fase mével de 0,5 mL/minuto.

Fase moével: solucdo de acido sulfdrico a 0,051% (p/v).

Solucé@o amostra: diluir a amostra com um volume igual de uma solucéao de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v). Filtrar em filtro de porosidade 0,45 pm.

Solucgéo padréo: dissolver 0,3 g de citrato de sodio em agua e diluir a 100 mL com o mesmo solvente.
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Procedimento: injetar, separadamente, 10 uL. da Solu¢é@o padréo e da Solugdo amostra. O tempo de
retencdo do citrato € cerca de 10 minutos. Tempo de equilibrio da coluna: 15 minutos.

Célcio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de absorcédo atdmica (5.2.13.1). Determinar
no comprimento de onda de 622 nm. No maximo, 5 mmol/L.

Potéssio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emisséo atdmica (5.2.13.2). Determinar
no comprimento de onda de 766,5 nm. No méximo, 5 mmol/L.

Sodio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emissdo atdmica (5.2.13.2). Determinar no
comprimento de onda de 589 nm. No maximo, 200 mmol/L.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada coelho 3 mL da amostra por quilograma de
massa corporal.

DOSEAMENTO

Anticorpos contra eritrocitos irregulares.

Quando examinada por exame indireto de antiglobulinas, a amostra nao diluida nao revela sinais de
presenca de anticorpos contra eritrocitos irregulares.

Anticorpos contra o virus da hepatite A.

No minimo 2 UI/mL, determinado de acordo com Método Imunoquimico (5.6) apropriado. O padrédo
de imunoglobulina humana da hepatite A é adequado para uso como uma preparacao de referéncia.

Hemaglutininas anti-A e anti-B.

Proceder conforme descrito em Determinac&o de titulos de hemaglutininas anti-A e anti-B (5.5.1.9).
A presenca das hemaglutininas (anti-A ou anti-B) corresponde ao grupo sanguineo indicado no rétulo.

Fatores de coagulacéo ativados.

Proceder conforme descrito em Determinacdo de fatores da coagulacéo ativados (5.5.1.8). Realizar
0 ensaio com 0,1 mL da amostra em vez de dilui¢cBes a 1/10 e 1/100. O tempo de coagulacgéo no tubo
gue contém a amostra é, no minimo, 150 segundos. Cumpre o teste.

Fator V.

Com tampao de imidazol pH 7,4, preparar, de preferéncia em duplicata, trés diluicdes a 1/10 e a 1/40
da amostra. Para cada diluicdo proceder do seguinte modo: misturar 0,1 mL de substrato de plasma
deficiente em Fator V, 0,1 mL da diluicdo da amostra, 0,1 mL de reagente de tromboplastina e 0,1
mL de solucdo de cloreto de célcio a 0,35% (p/v). Registrar o tempo de coagulagéo, ou seja, 0
intervalo entre 0 momento da adi¢do da solugéo de cloreto de célcio e os primeiros sinais de formacéo
de fibrina. Observar mediante aparelho apropriado. Determinar, em duplicata e nas mesmas
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condicdes, os tempos de coagulacdo de quatro dilui¢cdes entre 1/10 e 1/80 de plasma humano normal
no tampé&o de imidazol pH 7,4. Uma unidade de Fator V corresponde a atividade de 1 mL de plasma
humano normal. O plasma humano normal é preparado a partir de mistura de unidades de plasma
provenientes de pelo menos 30 doadores e é conservado a uma temperatura igual ou inferior a -30
°C. Verificar a validade do ensaio e calcular a atividade da amostra por meio de Procedimentos
estatisticos aplicaveis aos ensaios bioldgicos (8.2). A atividade determinada é, no minimo, 0,5
unidades/mL. O intervalo de confianca (P = 0,95) da atividade determinada é, no minimo, 80% e, no
méaximo, 120%.

Fator VIII.

Proceder conforme descrito em Determinacdo do fator VIII de coagulacdo humana liofilizado
(5.5.1.7) utilizando um plasma padréo calibrado em relagéo ao padrdo internacional do fator V11l da
coagulacdo sanguinea humana. A atividade determinada nédo é inferior a 0,5 Ul/mL. O intervalo de
confianca (P = 0,95) da atividade determinada €, no minimo, 80% e, no maximo, 120%.

Proteinas totais.

Diluir a amostra em uma solugéo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v), de modo a obter uma solucéo que
contenha cerca de 15 mg de proteinas em 2 mL. Num tubo de centrifuga de fundo redondo, introduzir
2 mL dessa solucdo. Adicionar 2 mL de uma solucéo de molibdato de sodio a 7,5% (p/v) e 2 mL de
uma mistura de acido sulfdrico 1 volume, isento de nitrogénio, e 30 volumes de agua. Agitar,
centrifugar durante cinco minutos, decantar o liquido sobrenadante e deixar escoar com o tubo
invertido sobre um papel de filtro. Realizar o doseamento do nitrogénio no residuo por meio do
método de digestdo com acido sulfurico, conforme descrito em Determinacdo de nitrogénio pelo
método de Kjeldahl (5.3.3.2) e calcular o teor de proteinas multiplicando o resultado por 6,25. O teor
em proteinas totais é, no minimo, 45 g/L.

ROTULAGEM

O rétulo deve indicar o grupo sanguineo ABO e Rh(Du) e o método utilizado para a inativagdo viral.
Observar a legislacédo vigente.
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MISTURAS DE PLASMA HUMANO TRATADO POR INATIVACAO VIRAL
Plasma humanum collectum deinde conditum
ad viros exstinguendos

Preparacdo congelada ou liofilizada, estéril, apirogénica, obtida a partir de plasma humano
proveniente de doadores do mesmo grupo sanguineo ABO e Rh(Du). A preparacdo é descongelada
ou reconstituida antes de seu uso, de modo a obter uma solucgéo injetavel. O plasma humano utilizado
deve satisfazer as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento.

As unidades de plasma destinadas a producao sdo congeladas a uma temperatura igual ou inferior a -
30 °C dentro das primeiras seis horas seguintes a separa¢do das fracdes celulares sanguineas e, no
maximo, nas 24 horas que se seguem a coleta. A mistura é preparada a partir de unidades de plasma
pertencentes ao mesmo grupo sanguineo ABO e Rh(Du).

A mistura de plasma é examinada a partir de métodos de sensibilidade e especificidade apropriados
quanto a presenca do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), de anticorpos contra o
virus da hepatite C e de anticorpos contra o HIV. Nesses ensaios, a mistura do plasma deve fornecer
resultados negativos.

A mistura de plasma também deve ser submetida a pesquisa do RNA do virus da hepatite C de acordo
com a monografia Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (5.5.1.10), devidamente validada. O
ensaio inclui um padrdo positivo com 100 Ul de RNA do virus da hepatite C por mililitro e, para
identificar a presenca eventual de inibidores, um padréo interno preparado por adi¢do de um marcador
apropriado a amostra da mistura de plasma. O ensaio s € valido se 0 padrdo positivo for reativo ou
se o resultado obtido com o padrdo interno ndo indicar a presenca de inibidores. A mistura satisfaz
ao ensaio se ndo for reativa para 0 RNA do virus da hepatite C.

A mistura de plasma também deve ser submetida a pesquisa do DNA do virus B19 de acordo com a
monografia Técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (5.5.1.10), devidamente validada. O pool
deve conter no maximo 10 Ul/pL. O ensaio inclui um controle positivo com 10 Ul de DNA por
microlitro do virus B19, e para identificar a presenca eventual de inibidores, um padrdo interno
preparado por adicdo de um marcador apropriado a amostra da mistura de plasma. O ensaio sO é
valido se o padrdo positivo for reativo ou se o resultado obtido com o padrdo interno ndo indicar a
presenca de inibidores.

O método de preparacéo é realizado de modo a evitar a ativacdo de qualquer fator de coagulacao e,
assim, limitar o seu potencial de acdo trombogénico. Compreende uma ou Vvarias etapas para as quais
se tenha demonstrada a eliminacdo ou inativacdo de agentes infecciosos conhecidos. No caso de
serem utilizadas substancias para inativacdo viral durante a producdo, o processo de purificacdo
subsequente deve ser validado, de modo a demonstrar que a concentracdo destas substancias se
encontra em um nivel apropriado e que os eventuais residuos ndo comprometem a inocuidade da
preparacéo.

O metodo tipico utilizado para a inativacdo de virus envelopados é o processo solvente-detergente,
gue consiste no tratamento com uma mistura de fosfato de tributila e de octoxinol 10; em seguida,
esses reagentes sdo removidos por extracdo em fase oleosa ou sélida, de modo a que o teor residual
no produto final seja inferior a 2 ug/mL para o fosfato de tributila e a 5 ug/mL para o octoxinol 10.
Né&o deve ser adicionado nenhum conservante antimicrobiano.

A solucéo é filtrada em membrana esterilizante, distribuida assepticamente nos recipientes finais e
imediatamente congelada. Os recipientes finais sdo compostos por material plastico, satisfazendo as
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exigéncias para Recipientes de plastico (6.2); ou vidro, satisfazendo as exigéncias para os Recipientes
de vidro (6.1). Pode, em seguida, ser liofilizada.

IDENTIFICACAO

Reconstituir ou descongelar a amostra como indicado no rétulo, imediatamente antes de realizar a
identificacao, testes e ensaios.

A. Examinar a amostra por eletroforese, comparando com o plasma humano normal. Os
eletroforetogramas apresentam as mesmas bandas.

B. Realizar ensaios de precipitacdo a partir de uma gama apropriada de soros especificos de espécies
de animais domésticos. E aconselhavel que o ensaio seja realizado com soros especificos de proteinas
plasméticas de cada uma das espécies domesticas normalmente utilizadas no pais para a preparacao
de produtos de origem bioldgica. A amostra contém proteinas de origem humana e da resultado
negativo para as proteinas especificas plasmaticas de outras espécies.

C. A mistura satisfaz a Determinag&o do titulo de hemaglutininas anti-A e anti-B (ver Doseamento).

CARACTERISTICAS

Aspecto. Apds o seu descongelamento, a solucéo apresenta-se como liquido limpido ou ligeiramente
opalescente, isenta de particulas sélidas e gelatinosas. A preparacao liofilizada apresenta-se como pé
branco ou amarelo claro ou sélido friavel.

pH (5.2.19).6,5a7,6.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir: Determinacdo da agua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Determinacao da perda por dessecacéo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absorgdo
no infravermelho (5.2.14). O teor esta compreendido dentro dos limites aprovados pelas autoridades
competentes.

Citrato. No maximo, 25 mmol/L. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a 215 nm; coluna de 300
mm de comprimento e 7,8 mm de diametro interno, empacotada com resina trocadora de cations (9
um); fluxo da Fase mével de 0,5 mL/minuto.

Fase moével: solucdo de acido sulfdrico a 0,051% (p/v).

Solucé@o amostra: diluir a amostra com um volume igual de uma solucdo de cloreto de sodio 0,9%
(p/v). Filtrar em filtro de porosidade 0,45 pm.

Solucgéo padréo: dissolver 0,3 g de citrato de sodio em agua e diluir a 100 mL com o mesmo solvente.
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Procedimento: injetar, separadamente, 10 uL. da Solugdo padrao e da Solugdo amostra. O tempo de
retencdo do citrato € cerca de 10 minutos. O tempo de equilibrio da coluna é cerca de 15 minutos.

Célcio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de absorcédo atdmica (5.2.13.1). Determinar
no comprimento de onda de 622 nm. No maximo, 5 mmol/L.

Potéssio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emisséo atdmica (5.2.13.2). Determinar
no comprimento de onda de 766,5 nm. No méximo, 5 mmol/L.

Sodio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emissdo atdmica (5.2.13.2). Determinar no
comprimento de onda de 589 nm. No maximo, 200 mmol/L.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Injetar em cada coelho 3 mL da amostra por quilograma de massa corporal.
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Anticorpos contra eritrocitos irregulares.

Quando examinada por exame indireto de antiglobulinas, a amostra nao diluida ndo revela sinais de
presenca de anticorpos contra eritrocitos irregulares.

Anticorpos contra o virus da hepatite A.

No minimo 2 Ul/mL, determinado de acordo com o Método imunoquimico (5.6) apropriado. O padréao
de imunoglobulina humana da hepatite A é adequado para uso como uma preparacao de referéncia.

Hemaglutininas anti-A e anti-B.

Proceder conforme descrito em Determinac&o de titulos de hemaglutininas anti-A e anti-B (5.5.1.9).
A presenca das hemaglutininas (anti-A ou anti-B) corresponde ao grupo sanguineo indicado no rétulo.

Fatores de coagulacéo ativados.

Proceder conforme descrito em Determinacdo de fatores da coagulacéo ativados (5.5.1.8). Realizar
0 ensaio com 0,1 mL da amostra em vez de dilui¢cBes a 1/10 e 1/100. O tempo de coagulacéo no tubo
gue contém a amostra é, no minimo, 150 segundos. Cumpre o teste.

Fator V.

Com tampdo imidazol pH 7,4, preparar, de preferéncia em duplicata, trés dilui¢bes a 1/10 e a 1/40 da
amostra. Para cada diluicdo proceder do seguinte modo: misturar 0,1 mL de substrato de plasma
deficiente em fator V, 0,1 mL da dilui¢do da amostra, 0,1 mL de reagente de tromboplastinae 0,1 mL
de solucgéo de cloreto de célcio a 0,35% (p/v). Registrar o tempo de coagulacdo, ou seja, o intervalo
entre 0 momento da adi¢do da solugdo de cloreto de célcio e os primeiros sinais de formacao de
fibrina. Observar mediante aparelho apropriado. Determinar, em duplicata e nas mesmas condicdes,
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o0s tempos de coagulacdo de quatro diluicdes entre 1/10 e 1/80 de plasma humano normal no tampéo
imidazol pH 7,4. Uma unidade de Fator V corresponde a atividade de 1 mL de plasma humano
normal. O plasma humano normal é preparado a partir de mistura de unidades de plasma provenientes
de pelo menos 30 doadores e é conservado a uma temperatura igual ou inferior a -30 °C. Verificar a
validade do ensaio e calcular a atividade da amostra por meio de Procedimentos estatisticos
aplicaveis aos ensaios biologicos (8.2). A atividade determinada €, no minimo, 0,5 unidades/mL. O
intervalo de confianca (P = 0,95) da atividade determinada é, no minimo, 80% e, no maximo, 120%.

Fator VIII.

Proceder conforme descrito em Determinagdo do fator VIII de coagulagdo humana liofilizado
(5.5.1.7) utilizando um plasma padréo calibrado em relacdo ao padrdo internacional do fator VIII da
coagulacdo sanguinea humana. A atividade determinada é, no minimo, 0,5 Ul/mL. O intervalo de
confianca (P = 0,95) da atividade determinada &, no minimo, 80% e, no maximo, 120%.

Proteinas totais.

Diluir a amostra em uma solucéo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v), de modo a obter uma solucéo que
contenha cerca de 15 mg de proteinas em 2 mL. Num tubo de centrifuga de fundo redondo, introduzir
2 mL dessa solucdo. Adicionar 2 mL de uma solucdo de molibdato de sédio a 7,5% (p/v) e 2 mL de
uma mistura de &cido sulfurico 1 volume, isento de nitrogénio, e 30 volumes de agua. Agitar,
centrifugar durante cinco minutos, decantar o liquido sobrenadante e deixar escoar com o tubo
invertido sobre um papel de filtro. Realizar o doseamento do nitrogénio no residuo por meio do
método de digestdo com 4acido sulfdrico, conforme descrito em Determinacdo de nitrogénio pelo
método de Kjeldahl (5.3.3.2), e calcular o teor de proteinas multiplicando o resultado por 6,25. O teor
em proteinas totais €, no minimo, 45 g/L.

ROTULAGEM

O rotulo deve indicar o grupo sanguineo ABO e Rh(Du) e 0 método utilizado para a inativagéo viral.
Observar a legislacdo vigente.
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PLASMA HUMANO PARA FRACIONAMENTO
Plasma humanum ad separationem

Plasma humano para fracionamento é a parte liquida remanescente do sangue total, apds separacdo
das fracOes celulares sanguineas, utilizando sistema fechado de coleta de sangue apropriado, que
cumpra 0s requisitos exigidos para os recipientes plasticos utilizados na coleta do sangue humano,
contendo uma solucédo anticoagulante conservadora e preservadora ou separada por filtragdo continua
ou por centrifugacdo do sangue anticoagulado no procedimento de aférese, para obtencéo de produtos
derivados do plasma humano.

DOADORES

Somente o plasma de um doador saudavel e cuidadosamente selecionado que, apos exames médicos,
testes sanguineos laboratoriais e estudo de sua historia médica, esteja isento de agentes infecciosos
transmissiveis pelo plasma pode ser aceito para coleta de seu plasma para fracionamento. Reportar-
se a legislacdo vigente para produtos hemoterapicos.

Imunizacdo dos doadores. Plasma proveniente de imunizacdo deliberada de doadores para a
obtencdo de gamaglobulinas hiperimunes pode ser utilizado para fracionamento, quando quantidades
suficientes desse material ndo puderem ser obtidas de doadores naturalmente imunizados.
Recomenda-se que a imunizacao dos doadores seja realizada em conformidade com os procedimentos
adotados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Registro. Dados e informag6es sobre os doadores e doacGes realizadas devem ser mantidos, de forma
que possibilite a confidencialidade da identidade do doador, a origem de cada doa¢do no pool de
plasma e a rastreabilidade correspondente aos testes laboratoriais.

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente validados sao realizados a cada doacao, para
detectar marcadores virais e outros agentes infecciosos, como os descritos a seguir.

A. Anticorpos contra o virus tipo 1 e tipo 2 da imunodeficiéncia humana (anti-HIV-1 e anti-HIV-2).
B. Antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBSAQ).
C. Anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV).

Os métodos analiticos utilizados devem apresentar sensibilidade e especificidade adequadas. Se um
resultado positivo repetido for confirmado em qualquer um dos testes a doacao deve ser rejeitada.

UNIDADES INDIVIDUAIS DE PLASMA

O plasma deve ser preparado por um metodo que remova completamente, tanto quanto possivel, as
demais fracOes celulares, por centrifugacdo do sangue total. Deve ser obtido a partir do sangue total
ou por aférese. O plasma deve ser separado de suas células por um método desenvolvido para prevenir
a introducédo de micro-organismos. Nenhum agente antibacteriano ou antiflngico pode ser adicionado
ao plasma. Os sistemas de envase para coleta e processamento do sangue humano devem satisfazer
as exigéncias para os sistemas fechados de coleta de sangue humano, devendo prevenir qualquer
possibilidade de contaminacao.
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Se duas ou mais unidades forem misturadas antes do congelamento, a operagéo deve ser feita
utilizando-se conectores estéreis ou sob condicGes assepticas, com recipientes que nao tenham sido
previamente utilizados.

Quando obtido por plasmaférese ou sangue total (apds a separacao dos elementos celulares), o plasma
pode ser destinado a recuperacdo de proteinas labeis, quando congelado dentro das 24 horas desde a
coleta, com resfriamento répido, sob condic¢des validadas, para assegurar que a temperatura de -25
°C ou inferior seja atingida no interior de cada unidade de plasma dentro de 12 horas do inicio da
insercao no congelador.

Quando obtido por plasmaférese, o plasma destinado somente para a recuperagdo de proteinas ndo-
labeis deve ser congelado por resfriamento rapido em camara fria a -20 °C ou inferior, tdo logo quanto
possivel, ndo ultrapassando 24 horas apos a coleta.

Quando obtido por sangue total, separado dos elementos celulares, o plasma destinado somente para
a recuperacdo de proteinas ndo-labeis deve ser congelado por resfriamento rapido, em camara fria a
-20 °C ou inferior, td0 logo quanto possivel, ndo ultrapassando 72 horas apds a coleta. Ndo é
necessario determinar o teor de proteinas totais e fator VIII, descritos em Doseamento, em cada
unidade de plasma. Essas determinagdes sdo parametros das boas préaticas de fabricacdo, sendo o teste
fator VIII relevante para uso nas preparacdes de concentrados de proteinas labeis.

O conteudo proteico total em cada unidade de plasma depende do conteudo de proteinas no soro do
doador e do grau de diluigéo inerente ao procedimento de doagé&o.

Quando o plasma é obtido de um doador selecionado e utilizando uma proporcéo adequada da solugédo
anticoagulante conservadora e preservadora, o conteudo proteico total obtido se encontra no limite
minimo de 50 g/L. Se o volume de sangue ou plasma coletado junto com a solucdo anticoagulante
conservadora e preservadora for menor do que o estabelecido, o plasma resultante ndo é
necessariamente inadequado para o fracionamento. O objetivo pretendido com as boas praticas de
fabricacé@o deve ser atingir o limite prescrito para todas as doagdes normais.

A preservacdo do fator VIII da coagulacdo humana depende do procedimento da coleta e,
subsequentemente, do manuseio da unidade de plasma. Com boas préaticas, 0,7 Ul/mL pode ser
usualmente alcancada nas unidades de plasma, no entanto unidades de plasma com atividades de fator
VI inferior ainda podem ser adequadas para a producdo de concentrados de fatores de coagulacéo.
O objetivo pretendido com as boas praticas de fabricacdo é preservar, no maximo possivel, as
proteinas labeis.

MISTURAS DE PLASMA (POOL DE PLASMA)

Durante a fabricacdo de derivados plasmaticos, a primeira mistura do pool de plasma (por exemplo,
depois da remogéo do crioprecipitado) deve ser testada para o antigeno de superficie do virus B da
hepatite (HBsAQ) e para anticorpos contra HIV utilizando métodos de sensibilidade e especificidade
adequados. Os resultados devem ser negativos em todos 0s ensaios.

Também deve ser realizado um ensaio para RNA do virus da hepatite C, utilizando uma técnica de
amplificagdo de acidos nucleicos validada. No ensaio incluem-se um controle positivo com 100
Ul/mL de RNA do virus da hepatite C e, para testar inibidores, um controle interno preparado pela
adicdo do marcador adequado a uma amostra de pool de plasma. O ensaio ndo é valido se o controle
positivo néo for reativo ou se o resultado obtido indicar a presenca de inibidores.
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A mistura de plasma satisfaz o ensaio, se ndo for reativa para 0 RNA do virus da hepatite C. O teste
deve ser realizado comparando com um padréo internacional reconhecido pela OMS.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Antes do congelamento, o plasma para fracionamento, um liquido claro ou levemente turvo,
sem sinais de hemdlise visiveis, pode variar em cor, de um tom levemente amarelo a esverdeado.

DOSEAMENTO
Fator VIII:C

Proceder conforme descrito em Determinacdo do fator VIII da coagulagdo sanguinea humana
liofilizado (5.5.1.7). Realizar o teste utilizando um pool de plasma com, no minimo, 10 unidades da
amostra de plasma. Se necessario, descongelar as amostras a serem examinadas a uma temperatura
gue ndo exceda a 37 °C. Utilizar um plasma de referéncia calibrado contra um Padrao Internacional
de fator VIII. A atividade ndo é menor que 0,7 Ul/mL.

Proteinas totais

Proceder conforme descrito em Determinagdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2).
Realizar o teste utilizando uma mistura com, no minimo, 10 unidades de plasma. Diluir a mistura de
plasma com uma solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v), de forma a obter uma solugdo contendo
cerca de 15 mg de proteinaem 2 mL. A um tubo de centrifuga de fundo arredondado, adicionar 2 mL
dessa solucdo, 2 mL de solucdo de molibdato de sédio a 7,5% (p/v) e 2 mL de mistura de acido
sulfarico livre de nitrogénio e agua (1:30). Agitar, centrifugar durante cinco minutos, decantar o
liquido sobrenadante e inverter o tubo, possibilitando que o seu contetdo escorra sobre papel de filtro.
Determinar o teor de nitrogénio no residuo apds mineralizacdo e calcular o teor de proteinas,
multiplicando a quantidade de nitrogénio por 6,25. O teor total de proteinas é, no minimo, 50 g/L.

ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

O plasma congelado deve ser armazenado e transportado em condic¢Ges desenvolvidas para manter a
temperatura a -20 °C ou inferior; por razdes acidentais, a temperatura de armazenamento pode subir
acima de -20 °C em uma ou mais ocasides durante o armazenamento e transporte, todavia, o plasma
é aceitavel para fracionamento se todas as condi¢Ges abaixo forem preenchidas:

e 0 periodo de tempo total durante o qual a temperatura exceder a -20 °C deve ser, no maximo, 72
horas;

e atemperatura ndo deve exceder -15 °C em mais de uma ocasiéo;

e em nenhuma ocasido a temperatura pode exceder -5 °C.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente. O rétulo deve possibilitar que cada unidade individual seja rastredvel
ao seu doador especifico.
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SOLU(;AO DE ALBUMINA HUMANA
Albumini humani solutio

Solucdo de albumina humana é uma solucdo proteica, estéril e apirogénica obtida do plasma humano
que esta de acordo com as exigéncias da monografia Plasma humano para fracionamento.

A obtencdo da albumina é realizada sob condicGes controladas particularmente no que tange ao pH,
a forca idnica e a temperatura, de modo que a concentracdo em albumina no produto final seja, no
minimo, 96% do teor total de proteinas.

A solucédo de albumina humana é preparada como uma solugdo concentrada contendo 150 g/L a 250
g/L de proteina total ou como uma solucgéo isotdnica contendo 35 g/L a 50 g/L de proteina total. Pode
ser acrescentado contra os efeitos do calor um estabilizador como o caprilato de sodio (octanoato de
sodio) ou N-acetiltriptofano ou uma combinacgéo desses dois, a uma concentracdo adequada. Se forem
acrescentadas substancias para inativacgéo viral na etapa de producéo, um procedimento de purificacdo
deve ser validado de modo a demonstrar que as concentracdes dessas substancias foram reduzidas a
um nivel aceitavel, e que tais residuos ndo comprometem a seguranca da preparacgao.

Nenhum conservante antimicrobiano é adicionado em qualquer fase da preparacdo. A solugdo final é
submetida a uma filtracdo esterilizante e é distribuida assepticamente em recipientes estéreis que séo,
entdo, fechados de modo a evitar a contaminacdo. A solugéo no seu recipiente final é aquecida a (60,0
+ 1,0) °C e mantida a essa temperatura por tempo ndo inferior a 10 horas. Os recipientes sdo entdo
incubados a temperatura entre 30 °C e 32 °C durante pelo menos 14 dias ou entre 20 °C e 25 °C
durante pelo menos quatro semanas e analisados visualmente para evidenciar uma possivel
contaminag@o microbiana.

IDENTIFICACAO

A. Fazer ensaios de precipitacdo utilizando soros antialoumina de diferentes espécies. Recomenda-se
que o ensaio seja efetuado com soros especificos para albumina humana de cada espécie de animal
doméstico habitualmente utilizado no pais para a preparacao de produtos de origem bioldgica. A
solugdo contém proteinas humanas e da resultados negativos com os soros antialoumina de outras
espécies.

B. Fazer um ensaio utilizando um dos Métodos imunoquimicos (5.6), segundo técnica apropriada.
Com o auxilio de um soro humano normal, comparar um soro normal com a amostra, apés dilui¢éo
prévia de ambos, de modo a conterem 10 g/L de proteinas. O componente principal da amostra
corresponde ao componente principal do soro humano normal, podendo existir outras proteinas
plasmaticas em pequenas quantidades.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Liquido limpido, ligeiramente viscoso, geralmente incolor, amarelo acastanhado ou
esverdeado.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19). 6,7 a 7,3. Diluir a preparacdo a ser examinada com uma solucgdo de cloreto de sédio a
0,9% (p/v) para obter uma solugéo contendo 10 g/L de proteina.
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Composicdo de proteinas. Proceder conforme descrito em Eletroforese (5.2.22), utilizando, como
suporte, tiras de gel de acetato de celulose ou gel de agarose e, como solucédo de eletrdlito, o tampéo
de barbital pH 8,6.

Nota: se a tira de acetato de celulose for a escolhida para a corrida, 0 método descrito abaixo pode
ser utilizado. Se géis de agarose sdo utilizados, é porque eles fazem parte de um sistema automatizado
de eletroforese e as instrugdes do fabricante deverdo ser seguidas em seu lugar.

Solugdo amostra: diluir a amostra em uma solucéo de cloreto de sddio a 0,9% (p/v) de modo a obter
uma concentragdo de 20 g/L em proteinas.

Solucéo padréo: diluir um padréo de albumina humana para eletroforese com uma solugéo de cloreto
de sodio a 0,9% (p/v) até obter uma concentracdo de 20 g/L em proteinas.

Aplicar, em uma tira, 2,5 pL da Solucdo amostra em tracos de 10 mm, ou depositar 0,25 uL por
milimetro se for utilizada uma tira mais estreita. Aplicar nas mesmas condi¢des um volume igual da
Solucdo padrdo em uma outra tira. Aplicar um campo elétrico apropriado de modo que o composto
que se desloca mais rapidamente migre pelo menos 30 mm. Tratar as tiras com negro de amido 10B
SR durante cinco minutos e em seguida com uma mistura de 10 volumes de acido acético glacial e
90 volumes de alcool metilico durante o tempo estritamente necessario para obter a descoloracéo do
suporte. Provocar a transparéncia do suporte com uma mistura de 19 volumes de acido acético glacial
e 81 volumes de alcool metilico. Determinar a absorvancia das bandas em 600 nm com auxilio de um
aparelho que, nesse comprimento de onda, dé uma resposta linear no intervalo de medida. Realizar
trés determinacOes sobre cada tira e calcular a média das leituras para cada tira. No eletroforetograma
da solucdo amostra, 5% das proteinas, quando muito, podem ter uma mobilidade diferente da banda
principal. O ensaio s6 é valido se, no eletroforetograma obtido com a solugdo de referéncia, a
proporcdo de proteinas contidas na banda principal estiver compreendida entre os limites
estabelecidos pelo fabricante que acompanha a preparacéo de referéncia.

Distribuicdo do tamanho molecular. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a 280 nm; coluna de
600 mm de comprimento e 7,5 mm de didmetro interno ou 300 mm de comprimento e 7,8 mm de
diametro interno, empacotada com silica-gel hidrofilica (adequada ao fracionamento de proteinas
globulares com relagdo massa moleculares na faixa de 10 000 a 500 000); fluxo da Fase movel de 0,5
mL/minuto.

Fase movel: solucdo contendo 4,873 g de fosfato de sodio dibasico di-hidratado, 1,741 g de fosfato
de s6dio monobéasico monoidratado, 11,688 g de cloreto de sédio e 50 mg de azida sddica, por litro
de &gua ultrapurificada.

Solug@o amostra: diluir a amostra em uma solugéo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) até uma
concentragdo apropriada ao sistema cromatografico utilizado. Uma concentragdo compreendida entre
4 g/L e 12 g/L e ainjecdo de 50 pg a 600 ug de proteinas sdo geralmente adequadas.

O tempo de retencdo sera definido pelo equipamento e o tamanho da coluna utilizada, devendo ser
desconsiderado o pico de estabilizagdo. O pico produzido pela albumina deve ser simétrico e ser igual
ou superior a 95% da area total do cromatograma. Ap0s um breve espaco vazio, deverao surgir 0S
picos produzidos pela presenca de polimeros e agregados. A &rea deste pico dividida por dois deve
ser, no maximo, 5% da area total do cromatograma.
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ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de absor¢ao atémica (5.2.13.1). Empregar
as seguintes condi¢es: utilizar um forno de grafite como gerador de atomos, chama entre leituras,
comprimento de onda de 309,3 nm ou outro adequado, largura da fenda de 0,5 nm, tubo
piroliticamente revestido, com plataforma integrada e prioridade de correcéo desligado. Preparar as
solucdes como descrito a seguir.

Nota: utilizar recipientes de matéria plastica para a preparacdo das solucbes e equipamentos
plasticos, sempre que possivel. Lavar a aparelhagem com acido nitrico a 200 g/L antes da utilizacao.

Solugdo amostra: utilizar a amostra a ser analisada, diluida se necessario.

Solucdo de validacdo: utilizar um padrdo internacional de albumina para validacdo do ensaio de
aluminio.

Solugdes de referéncia: preparar pelo menos trés solucées de referéncia em uma escala que mede a
concentracdo de aluminio esperada na preparacdo a ser examinada, por exemplo, diluindo a Solugéo
padrdo de aluminio (10 ppm de aluminio Al) com solugdo de octoxinol 10 a 1,0 g/L.

Solucdo de monitoramento: adicionar Solu¢do padrdo de aluminio (10 ppm aluminio Al) ou um
material de referéncia certificado para a adequada solucdo em uma quantidade suficiente para
aumentar a concentracdo de aluminio para 20 pg/L.

Solugéo branco: solucéo de octoxinol 10 a 1,0 g/L.

As condicdes de funcionamento encontradas na Tabela 1 séo citadas como um exemplo de condicdes
adequadas encontradas para determinado aparelho e podem ser modificadas para obter melhores
resultados.

Tabela 1 — Condigées adequadas de funcionamento encontradas, citadas como exemplo.

Passo Temperatura Tempo de Tempo Gés
final (°C) | deslocamento (s) decorrido (s)
1 120 10 80 Argbnio
2 200 5 20 Argbnio
3 650 5 10 Argbnio
4 1300 5 10 Argbnio
5 1300 1 10 Nenhum géas
6 2500 0,7 4 Nenhum géas
7 2600 0,5 3 Argbnio
8 20 12,9 3 Nenhum gas

Procedimento: injetar trés vezes a Solugao branco, as SolucGes de referéncia, a Solugdo amostra e a
Solucdo de monitoramento. A recuperacdo do aluminio adicionado na preparacdo da Solugdo de
monitoramento esta dentro do intervalo de 80% a 120%. Determinar as absorvancias. Construir uma
curva analitica a partir da média das leituras obtidas com as SolucGes de referéncia e determinar o
teor de aluminio na preparacao a ser analisada através da curva analitica. No maximo 200 pg/L.

Ativador da preé-calicreina. Proceder conforme descrito em Determinagéo do titulo do ativador da
pré-calicreina (5.5.1.11). A amostra contém, no maximo, 35 Ul de ativador da pré-calicreina por
mililitro.
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Hemoglobina. Diluir a amostra com solucdo de cloreto de sddio a 0,9% (p/v) até uma concentracao
de 10 g/L em proteinas. Determinar a absorvancia (5.2.14) em 403 nm, utilizando 4gua como branco.
A absorvancia €, no méximo, 0,15.

Potéssio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emisséo atdmica (5.2.13.2). Determinar
a intensidade emitida em 766,5 nm. A amostra contém, no maximo, 0,05 milimol de K** por grama
de proteinas.

Sédio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emissdo atdmica (5.2.13.2). Determinar a
intensidade emitida em 589 nm. A amostra contém, no minimo, 95% e, no maximo, 105% do teor de
sadio indicado no rétulo e, no maximo, 160 milimol de Na*! por litro.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste.

Nota: no caso de uma solugdo contendo 35 g/L a 50 g/L de proteinas, injetar em cada coelho, por
quilograma de massa corporal, 10 mL da preparacéo a ser examinada. No caso de uma solugdo
contendo 150 g/L a 250 g/L de proteinas, injetar em cada coelho, por quilograma de massa corporal,
5 mL da preparacao a ser examinada.

DOSEAMENTO
Proteinas totais

Diluir a preparacdo com uma solugdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) para obter uma solucgéo que se
espera conter aproximadamente 15 mg de proteina em 2 mL. Em um tubo de centrifugacao de fundo
arredondado introduzir 2 mL dessa solucdo. Adicionar 2 mL de solucdo de molibdato de sédio a 75
g/L e 2 mL de uma mistura de &cido sulfurico livre de nitrogénio e agua (1:30). Agitar, centrifugar
durante cinco minutos, decantar o liquido sobrenadante e inverter o tubo, permitindo que o seu
conteudo escorra sobre papel de filtro. Determinar o teor de nitrogénio presente no residuo apos
mineralizacdo de acordo com Determinacdo de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (5.3.3.2) e
calcular o teor de proteinas multiplicando a quantidade de nitrogénio por 6,25. A preparacdo contém,
no minimo, 96% e, no maximo, 105% da quantidade de proteina declarada no rétulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar legislacdo vigente. O rétulo deve conter o nome da preparagdo, volume da preparacgéo,
conteudo em proteinas expresso em gramas por litro, contetdo de sodio expresso em milimol por
litro, nome e concentragdo de qualquer substancia adicionada a preparacdo (exemplo: estabilizante)
e que o produto ndo devera ser usado se houver turvacao ou deposito.
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