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INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSAO E INSULINA HUMANA
INJETAVEL

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

IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Preparacdo do ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Preparacao padrao.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

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

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

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

Conteado de insulina humana solavel.
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

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

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

Solucdo teste de insulina total: transferir 2 mL da insulina humana injetavel para recipiente
apropriado, adicionar 5 pL de &cido cloridrico 9,6 M e deixar a suspensdo clarificar. Diluir a solugdo
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resultante com acido cloridrico 0,01 M para a mesma concentracdo teorica de insulina da Solugdo
teste de insulina solavel (por exemplo, se a insulina humana injetavel for rotulada por conter 20% de
insulina solivel, o fator de diluigdo é 100/20 = 5).

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

expressao:
100 y (5020+ VA) y s
D 5000 rT

em que

D = fator de diluicdo para a Solucéo teste de insulina total,

VA = numero de pL adicionado para ajustar o pH da Solucéo teste de insulina solavel,

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

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

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

Preparar as solucdes descritas a seguir.

Tampdao Tris 0,1 M: dissolver (3,54 + 0,01) g de cloridrato de trometamina e (3,34 + 0,01) g de
trometamina em 500 mL de &4gua. O pH do Tamp&o Tris 0,1 M deve estar entre 8,15 e 8,35.

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

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

100DS) (1S
DT ) T
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em que

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

rS e rT = respostas de pico obtidas respectivamente da Solucéo teste de insulina soltvel e da Solugcéo
teste de insulina total.

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

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o0 teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo, 80 UE/100 Ul de insulina humana.

DOSEAMENTO

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

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.



