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RESOLUCAO N° 106, DE 27 DE DEZEMBRO DE 2000.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria no uso da atribuigio que lhe
confere inciso IV do art. | 1 do Regulamento da ANVS aprovado pelo Decreto n®3.029, de 16 de abril de 1999,
em reuniiio realizada em 13 de dezembro de 2000,

considerando o inciso XIX do art. 7° da Lei n° 9.782, de 26 de janeiro de 1999;

adotou a seguinte Resolugdo e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagiio:

Art. 1° Fica aprovado o Fasciculo 2 da Parte II da 4° Edicdo da Farmacopéia Brasileira, em anexo,
elaborado pela Comissiio Permanente de Revisfio da Farmacopéia Brasileira-CPRFB, instituida pela Portaria

n® 12 - ANVS, de 20 de janeiro de 2000.

Art. 2° Esta Resolugio de Diretoria Colegiada entra em vigor na data de sua publicagio.

GONZALO VECINA NETO




PARTE I

A identificagfio das monografias na Parte I1 é efetuada pelo nimero de série e 0 ano da publicaggo de sua
idltima versdo. Os textos da Parte I sfo identificados pelo nimero de referéncia e o ano de publicacio da
ultima versio.

Os textos € monografias publicados no presente Fasciculo anulam os textos e monografias publicados,
anteriormente, em outras edi¢des da Farmacopéia Brasileira.

F. BRAS. IV, 2000
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TEXTOS REVISADOS DE EDICOES ANTERIORES

Alcaguz (75)

Ampicilina{77)

Ampicilina sédica (78)
Anis-doce (80)

Badiana (81)

Benzilpenicilina benzatina (82)
Benzilpenicilina procaina (84)
Benzilpericilina sédica (85)
Canela-do-ceildo (86)
Carbamazepina (87)
Carbonato de cidlcio (88)
Dapsona (91)

V4  Métodos de Farmacognosia
XII3 Solugdes Volumétricas
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Monografias
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Suifato de estreptomicina (112)

Parte 1




TEXTOS ANULADOS DE EDICOES ANTERIORES

Soro antibotrépico bruto

Soro antibotrépico purificado

Soro anticrotélico bruto

Soro anticrotélico purificado

Soro antidiftérico bruto

Soro antidiftérico purificado

Soro antiofidico bruto

Soro antioffdico purificado

Soro antiteténico bruto

Soro antitetanico purificado

Soro antitetanico seco

Soro antitSxicos e antipegonhentos

Vacina contra a coqueluche

Vacina contra a coqueluche precipitada pelo alimen

Vacina contra a coqueluche ¢ a difteria

Vacina contra coqueluche e difteria, precipitada pelo
alimen

Vacina contra coqueluche, difteria e tétano

Vacina contra febre amarela

Vacina contra raiva

Soro antiofidico polivalente

Toxdide altimen — tetdnico

Vacina antiamarilica

Vacina antipoliomielitica trivalente oral

Vacina anti-ribica

Vacina de virus vivos contra a caxumba, a rubéolae
0 sarampo
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NOVOS TEXTOS INCLUIDOS NO SEGUNDO FASCICULO

Monografias

Amoxicilina triidratada (76)

Amoxicilina triidratada, cépsulas (76.1)

Amoxicilina triidratada, pé para suspensio oral
(762

Ampicilina, cipsulas (77.1)

Ampicilina, comprimidos (77.2)

Ampicilina, pé para suspensdo oral (77.3)

Ampicilina s6dica, pd para solugdo injetével (78.1)

Ampicilina triidratada (79)

Ampicilina triidratada, cipsulas (79.1)

Ampicilina triidratada, comprimidos (79.2)

Ampicilina triidratada, p6 para suspensdo injetdvel
(79.3)

Ampicilina triidratada, pé para suspenséo oral
794)

Benzilpenicilina benzatina, pé para suspensio
injetdvel (82.1)

Benzilpenicilina potéssica (83)

Benzilpenicilina potdssica, pé para solugio
injetdvel (83.1)

Benzilpenicilina procaina, pé para suspensio
injetavel (84.1)

Benzilpenicilina sédica, p6 para solugio injetavel
85.1)

Carbamazepina, comprimidos (87.1)

Carbonato de cdlcio, comprimidos (88.1)

Cloridrato de bupivacaina (90)

Cloridrato de bupivacaina, solugdo injetdvel (90.1)

Cloridrato de bupivacaina e glicose, solugdo
injetdvel (90.2)

Cloridrato de pilocarpina, solugio oftdlmica (20.1)

Dapsona, comprimidos (91.1)

Difosfato de primaguina, comprimidos (92.1)

Prednisona, comprimidos (98.1)
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Soros hiperimunes para uso humano (100)

Soro antibotrépico (101)

Soro antibotrépico-crotilico (102)

Soro antibotrépico-laquético (103}

Soro antibotulinico (104)

Soro anticrotdlico (105)

Soro antidiftérico (106)

Soro antielapidico (107)

Soro antiescorpinico (108)

Soro anti-rabico (109)

Soro antitetdnico para uso humano (110)

Sulfadiazina, comprimidos (111.1)

Sulfato de estreptomicina, pé para solugiio
injetdvel (112.1)

Toxdide tetinico adsorvido (113)

Vacina antidiftérica e antitetinica adsorvida uso
adulto (dt) (114)

Vacina antidiftérica e antitetinica adsorvida uso
infantil (DT) (115)

Vacina antidftérica, antitetanica e antipertussis
adsorvida (DTP) (116)

VacinaBCG (117)

Vacina contra hepatite B recombinante (118)

Vacina contra raiva uso humano (CCL) (119)

Vacina contra raiva uso humano (120)

Vacina de virus inativado contra poliomielite (121)

Vacina de virus vivo contra caxumba (122)

Vacina de virus vivo contra caxumba, rubéolae o
sarampo (123)

Vacina de virus vivo contra febre amarela (124)

Vacina de virus vivo contra rubéola (125)

Vacina de virus vivo contra sarampo (126)

Vacina oral contra poliomielite tipos 1,2 ¢ 3 (127}

Vacina para uso humano (128)




MONOGRAFIAS DO FASCICULO 2

MONOGRAFIAS N ANO
Alcaguz 75 (2000)
Amoxicilina triidratada 76 (2000
Amoxicilina triidratada, cdpsulas 76.1 (2000)
Amoxicilina triidratada, pé para suspensio oral 762 (2000)
Ampicilina 7 (2000)
Ampicilina, cdpsulas 711 (2000)
Ampicilina, comprimidos 772 (2000)
Ampicilina, p6 para suspensio oral 713 (2000)
Ampicilina sédica 78 (2000}
Ampicilina sédica, pé para solugio injetdvel 78.1 (2000)
Ampicilina triidratada K (2000)
Ampicilina triidratada, cdpsulas 79.1 (2000)
Ampicilina triidratada, comprimidos 792 (2000)
Ampicilina triidratada, p6 para suspensdo injetdvel 793 (2000
Ampicilina triidratada, p6 para suspensdo oral 794 (2000)
Anis-doce 0 (2000)
Badiana 81 (2000)
Benzilpenicilina benzatina 2 (2000)
Benzilpenicilina benzatina, p6 para suspenséo injetdvel 82.1 (20000
Benzilpenicilina potissica 83 (20000
Benzilpenicilina potédssica, pé para solugio injetdvel 83.1 (2000)
Benzilpenicilina procaina # (2000)
Benzilpenicilina procaina, pd para suspensio injetdvel 84.1 (2000)
Benzilpenicilina sédica 8 (2000)
Benzilpenicilina sédica, p6 para solugao injetdvel 85.1 (2000)
Canela-do-ceildo 86 {2000)
Carbamazepina 87 (2000)
Carbamazepina, comprimidos 87.1 (2000)
Carbonato de cilcio 8 (2000)
Carbonato de cilcio, comprimidos 88.1 (2000)
Centela 89 (2000)
Cloridrato de bupivacaina D (2000)
Cloridrato de bupivacaina, solug&o injetivel 90.1 (2000)
Cloridrato de bupivacaina e glicose, solugio injetdvel 90.2 (2000)
Cloridrato de pilocarpina, solugio oftdlmica 20.1 (2000)
Dapsona ot (2000)
Dapsona, comprimidos SL1 (2000)
Difosfato de primaquina 92 (2000)
Difosfato de primaquina, comprimidos 92.1 (2000)
Funcho 93 (2000)
Genciana B (2000)
Glicerol 95 (2000)
Glicose P (2000)
Hidraste % (20009
Malva 97 (2000)
Prednisona R {2000)
Prednisona, comprimidos 08.1 (2000)
Quina-vermelha 29 (2000)
Soros hiperimunes para uso humano 100 (2000)
Soro antibotrépico 101 (2000)
Soro antibotrépico-crotdlico 102 (2000)
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2 MONOGRAFIAS DO FASCICULO 2

MONOGRAFIAS N ANO
Soro antibotrépico-laquético 103 (2000)
Soro antibotulinico 104 (2000)
Soro anticrotalico 105 (2000)
Soro antidiftérico 106 (2000)
Soro antielapidico - 107 (2000)
Soro antiescorpinico 108 (2000)
Soro anti-ribico 109 (2000)
Soro antitetdnico para uso humano 110 (2000)
Sulfadiazina 111 (2000)
Sulfadiazina, comprimidos 111.1 (2000)
Sulfato de estreptomicina 112 (2000)
Sulfato de estreptomicina, pé para solugio injetdvel 112.1 (2000)
Toxéide tetanico adsorvido 113 (2000)
Vacina antidiftérica e antitetanica adsorvida uso adulto (dT) 114 (2000)
Vacina antidiftérica e antitetinica adsorvida uso infantil (DT) 115 (2000)
Vacina antid{térica, antitetdnica e antipertussis adsorvida (DTP) 116 (2000)
VacinaBCG 117 (2000)
Vacina contra hepatite B recombinante 18 (2000)
Vacina contra raiva uso humano (CCL) 119 (2000)
Vacina contra raiva uso humano 120 (2000)
Vacina de virus inativado contra poliomielite 121 (2000)
Vacina de virus vivos contra caxumba 12 (2000)
Vacina de virus vivos contra caxumba, rubéola e sarampo 123 (2000)
Vacina de virus vivos contra febre amarela 124 (2000)
Vacina de virus vivos contra rubéola 125 (2000)
Vacina de virus vivos contra sarampo 126 (2000)
‘Vacina oral contra poliomielite tipos 1,2 ¢ 3 127 (2000)
Vacinas para uso humano 128 (2000)
Capsulas

Amoxicilina triidratada 76.1 (2000)
Ampicilina 711 (2000)
Ampicilina triidratada 9.1 (2000)
Comprimidos

Ampicilina 712 (2000}
Ampicilina triidratada 792 (2000)
Carbamazepina 871 (2000)
Carbonato de célcio 88.1 (2000)
Dapsona 911 (2000)
Difosfato de primaquina 921 (2000)
Prednisona 9%.1 (2000)
Sulfadiazina 111 (2000)
P6 para solugdes injetdveis

Ampicilina s6dica 781 (2000)
Benzilpenicilina potdssica 83.1 (2000}
Benzilpenicilina s6dica 85.1 (2000)
Sulfato de estreptomicina 112.1 (2000)
P6 para suspensdes injetaveis

Ampicilina triidratada 793 (2000)
Benzilpenicilina benzatina 82.1 (2000)
Benzilpenicilina procaina 841 (2000)
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MONOGRAFIAS Ne ANO
P6 para suspensdes orais
Amoxicilina triidratada 762 (2000)
Ampicilina 713 (2000)
Ampicilina triidratada 54 (2000)
Solugdes injetdveis
Cloridrato de bupivacafna 90.1 (2000)
Cloridrato de bupivacaina e glicose 902 (2000)
Solugdes oftilmicas
Cloridrato de pilocarpina 20.1 2000)
IMUNOBIOLOGICOS
Soros
Hiperimunes para uso humano 100 (2000)
Aantibotrépico 101 (2000)
’ Antibotrépico-crotilico 1m (2000)
Antibotrépico-laquético 103 2000y
Antibotulinico 104 (2000)
Anticrotilico 105 2000y
Antidiftérico 106 (2000}
Antielapidico 107 (2000)
Antiescorpibnico 108 (2000)
Anti-ribico 10 (2000)
Antitetinico para uso humano 110 (2000)
Vacinas
Toxoéide tetinico adsorvido 13 2000)
Antidiftérica ¢ antitetinica adsorvida uso adulto (dT) 114 (2000)
Antidiftérica e antitetinica adsorvida uso infantil (DT) 115 2000)
Antidfigrica, antitetinica e antipertussis adsorvida (DTP) 6 (2000)
BCG 117 2000)
Contra hepatite B recombinante 118 (2000)
Contra raiva uso humano (CCL) 19 (2000)
Contra raivi uso humano 120 (2000)
Virus inativados contra poliomielite 121 (20000
. Virus vivos contra caxumba 12 (2000)
Virus vivos contra caxumba, rubéola e sarampo 123 2000
Virus vivos contra febre amarela 124 2000)
Virus vivos contra rubéota 125 (2000)
Virus vivos contra sarampo 126 (2000)
Oral contra poliomielite tipos 1,2¢e 3 127 (2000)
Uso humano 128 (2000)
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ALCACUZ

Ligquiritiae radix

Glycyrrhiza glabraL.— FABACEAE

A droga vegetal é constituida de raizes e estoldes,
com ou sem casca (periderme), secos, principalmen-
te de Glycyrrhyza glabra L. var. glandulifera
(Waldst. et. Kit.) Herder et Regel, contendo, no mini-
mo, 4,0% de dcido glicirriznico, em relagio ao mate-
rial dessecado. As rafzes com casca niio devem ul-
trapassar 10% do peso total.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga possui odor caracterfstico € ligeiramente
aromdtico; sabor acentuado, doce, fracamente
adstringente; a casca ndo € amarga.

DESCRIGAO MACROSCOPICA

A raiz, com poucas ramificagdes, tem acimade 1 m
de comprimento e 0,5 cm a 3,0 cm de didmetro. A
casca € de coloragiio cinza-acastanhado a castanho,
com estrias helicoidais, apresentando fregiientemen-
te lenticelas, pequenas gemas e cicatrizes de raizes
laterais. A raiz sem casca apresenta superficie fibro-
sa e amarela clara, de fratura granulosa ¢ fibrosa. Os
estoldes sdo cilindricos, com | cm a2 ¢m de diime-
tro e diversos metros de comprimento. Os estoldes
apresentam o mesmo aspecto externo das raizes, mas
podem comportar ocasionalmente pequenos brotos.
A fratura dos estoldes é granulosa e fibrosa. O siiber
& delgado € a casca interna (incluindo a regido do
floema secunddrio) é larga, amarelo-clara e estriada
radialmente. O xilema € compacto, amarelo, da mes-
ma tonalidade que a medula. Apenas o estoldo pos-
sui medula. A droga cortada constitui-se de peda-
cos de raizes ¢ estoldes amarelos a cinza-acastanha-
dos, facilmente cindiveis longitudinalmente.

DESCRICAO MICROSCOPICA

Em secgao transversal, o siber apresenta de 25 a
30 camadas de células e a feloderme possui menor
ntimero de camadas. O floema possui corddes de fi-
bras com paredes amarelas espessas. As fibras indi-
viduais tém de 700 a 1200 pm de largura e lime estrei-
to. Observa-se também um conjunto de células de
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paredes espessadas, alongadas no sentido radial, com
extremidades arqueadas que acompanham o movimen-
to de torgio da raiz. Os corddes de fibras sdo rodea-
dos porcélulas de 10a35 um de comprimentoe 2a Sum
de largura, contendo cristais de oxalato de célcio, al-
ternadas nas camadas externas com parénguima. O
xilema é constituido de fileiras de traqueides e vasos,
que alternam com corddes de fibras, ambos imersos
em parénquima ngo-lignificado. Em torno dos vasos,
observam-se células parenquimdticas de paredes es-
pessadas e lignificadas. Os corddes de fibras slio acom-
panhados de células, contendo cristais, semelhantes
aquelas do floema secunddrio. Os vasos possuem
difimetro de 30 a 150 pm e suas paredes apresentam
espessura de 5 a 10 um e espessamento reticulado ou
numerosas pontoagdes areoladas. Os raios tém, no
xilema, jargurade 2 a 5 e raramente 8 células. As célu-
las do parénquima contém preponderantemente graos
de amido simples, esféricos ou ovais, de 2220 um de
didmetro. O parénquima medular estd presente so-
mente nos estoldes.

DESCRIGAQ MICROSCOPICA DO PO

O p6 contém fragmentos das estruturas descritas
acima e apresenta cor amarelo-acinzentada (droga
com casca) ou amarelo-clara (droga sem casca). Os
elementos de identificagio sfio numerosos griios de
amido, freqiientemente simples, esféricos ou ovais
de até 20 um em didmetro, vasos na maioiia com
pontoagdes areoladas e até 200 pm em didmetro;
numerosas fibras de floema e xilema que sdo muito
longas, mais atenuadas nas extremidades, com cer-
cade 10 um de largura, fibras cristaliferas com pris-
mas monoclinicos de oxalato de cilcio de até 30 um
de comprimento e fragmentos de células de stiber
castanho-avermelhadas, praticamente ausentes no
p6 preparado a partir do alcaguz sem casca.

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), para andlise de
triterpenideos, utilizando cromatoplaca de silica-gel
GF,;,, com espessura de 250 pm como suporte, e
acetato de etila-hidréxido de aménio 1 M-etanol ab-
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soluto (60:27:3), camada superior da mistura, mesmo
turva apés repouso de 5 minutos, como fase mével,
Aplicar, separadamente, & placa, em forma de ban-
das, 10 pl das solugbes relacionadas a seguir:

Solugéio amostra I: extrair 1,0 g da droga pulveri-
zada (180 um) com 20 mi de diclorometano por 15
minutos. Filtrar, preservar o residuo para o preparo
da Solugdo amostra 2, evaporar o filtrado A secura e
redissolver em 2 ml da mistura de iguais volumes de
diclorometano e metanol.

Solugdo amostra 2: ao residuo remanescente da
extragdo da Solugdo amostra 1, juntar 30 ml de dcido
sulfiirico 0,5 M, aquecer sob refluxo por 1 hora, esfriar,
extrair 2 vezes com 20 ml de diclorometano, reunir os
extratos organicos, secar sobre sulfato de sédio anidro,
filtrar e evaporar até secura. Redissolver em 2 ml de
misturade iguais volumes de diclorometano e metanol.

Solugdo referéncia: dcido glicirretinicoa 1,0% (p/V)
em mistura de volumes iguais de diclorometano e
metanol.

Desenvolver o cromatograma em percurso de apro-
ximadamente 10cm. Ap6s secagem da placa ao ar por
5 minutos, examina-la sob luz ultravioleta (254 nm). O
cromatograma obtido com a solugdo amostra 1 apre-
senta mancha na mesma altura que a obtida com a
solugdo referéncia de dcido glicirretinico (Rf aproxi-
madamente 0,10). O cromategrama obtido com a solu-
¢do amostra 2 apresenta mancha correspondente, que,
entretanto, ndo é visivel no cromatograma obtido com
a solugdo amostra 1. Em seguida, nebulizar a placa
com anisaldeido SR e colocaremestufaa 100°C-105°C
por 10 minutos. As manchas correspondentes ao 4ci-
do glicirretinico apresentam coloragio azui-violdcea.
Uma ou duas manchas (Rf aproximadamente 0,60),
aparentes a luz visivel antes da nebulizagdo, tornam-
-se amarelo-alaranjadas e diversas outras manchas
azul-violdceas aparecem nos cromatogramas obti-
dos com as solugbes amostra 1 e 2. A mancha cor-
respondente ao 4cido glicirretinico obtida com a so-
lugdo amostra 2 €, pelo menos, de dimensdo e in-
tensidade iguais 4 mancha no cromatograma obtido
com a solu¢do referéncia.

B. Misturar pequena aliquota da droga em p6 com

0,05 ml de 4cido sulfiirico. Algumas particulas de p6
coram-se de amarelo-alaranjado a castanho-alaranjado.

ENSAIOS DE PUREZA

Determinagio de figua (V.4.2.3). No méximo 10%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No miximo 7%.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1) associada i espectro-
fotometria de absorgo no ultravioleta, para anilise
de triterpenideos, utilizando cromatoplaca de silica-
gel GF,g,, com espessura de 250 pim, como suporte,
e como fase mével, a camada superior da mistura de
acetato de etila-hidréxido de am&nio 1 M-etanol ab-
soluto (60:27:3), mesmo turva, apés 5 minutos de
repouso. Aplicar quantitativa e separadamente, em
forma de aliquotas de 50 pl as seguintes solugBes,
assegurando que uma parte da placa permanega li-
vre de bandas de partida.

Solugdo amostra: extrair 1 g da droga pulveriza-
da (180 pm}com 25 ml de 4cido cloridrico | Me2,5m]
de dioxana, em baldo de fundo redondo; aquecer a
mistura em banho de dgua sob refluxo por 2 horas.
Esfriar e filtrar sobre papel de filtro e desprezar o
filtrado. Lavaro frasco e o filtrocom 5 porgdes de 20ml
de 4gua, desprezando os liquidos de lavagem, Secar
o frasco e o filtro a 105 °C por 20 min, transferir o
papel de filtro para o frasco ¢ juntar 50 ml de dicloro-
metano. Ferver em banho de 4gua sob refluxo por §
minutos e filtrar a solugdo ainda quente, sobre papel
de filtro. Repetir a extragiio com duas porgbes de 25
ml de diclorometano do mesmo modo, filtrando as
solugdes através do mesmo filtro para o frasco
coletor. Extrair novamente com 25 ml de diclorometa-
no, do mesmo modo, filtrando a solugio orginica
quente através de novo papel de filtro. Evaporar os
extralos orginicos combinados & secura, em frasco
de 50 ml; retomar o resfduo quantitativamente com
mistura de iguais volumes de diclorometano e metanol
€ transferir a solugfio para balio volumétrico de
10 ml. Lavar o recipiente com duas vezes 10 ml de
diclorometano e destilar o diclorometano até residuo
de, aproximadamente, 2 ml; transferir esta solugio
para o baldo volumétrico e dituir a 10 ml com mistura
de iguais volumes de diclorometano e metanol.

Solugdo referéncia: transferir 1,0 ml de solugio
de dcido glicirrizinico a 1% (p/V) em mistura de iguais
volumes de diclorometano e metanol para baldo de
fundo redondo de 20 mi. Adicionar 5 ml de solugio
de dcido clorfdrico 1 M e 0,5 ml de dioxana; aquecer
0 baldo em banho de dgua sob refluxo por 2 horas;
continuar conforme descrito para a Solucdo amos-
tra. Usar a solug@io diclorometano-metanol obtida
como solugio referéncia,

Realizar dois desenvolvimentos sucessivos do
cromatograma em percurso minimo correspondente
a% dacromatoplaca. Ap6s o desenvolvimento, dei-
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xar a placa secar a0 ar por 5 minutos e observar sob
luz ultravioleta (254 nm), delimitando as manchas
correspondentes ao 4cido glicirrizinico nos croma-
togramas obtidos com as solugées amostra ¢ refe-
réncia, por retdngulos que incluam as manchas.
Remover, por raspagem cuidadosa, a silica-gel das
reas delimitadas e transferir separadamente para
frascos de 25 ml com tampa. Em cada frasco juntar 5 ml
de etanol e agitar por 15 minutos. Filtrar cada solu-
¢do por filtro de vidro sinterizado para baldo volu-
métrico de 10 ml. Lavar a fase estaciondria no filiroe
diluir a 10 ml com etanol. Determinar a absorvéncia
(V.2.14) das soluges etandlicas do 4cido glicirrizinico
separado dos cromatogramas das solugbes amostra
¢ referéncia, a 250 nm usando a solugio branco como
liquido de compensagio.

Solugdo branco: na parte da placa que permane-

ceu livre de bandas de aplicagio na partida, marcar
uma drea na posigio e dimensdo correspondentes
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as dreas delimitadas do 4cido glicirrizinico. Remover
a fase estaciondria e tratar como descrito acima.

Calcular o teor de dcido glicirrizinico na droga,
pela expressdo:

A Xm
A e 3
AG= A, xm, xC
Emque
AG = Acido glicirrizinico na droga [% (m/m)];
A, = absorvincia da solugiio amostra;
A, = absorvancia da solugio referéncia;

C = conteddo porcentual declarado de dcido glicirrizi-
nico como referéncia;

m, = massa(gramas) de droga em ensaio;

m, = massa (gramas) de dcido glicirrizfnico como
referéncia.

CONSERVAGAO

Conservar ao abrigo da luz e do calor.
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AMOXICILINA TRIIDRATADA

Amoxicillinum trihydricum

HO

C l6H 19N3OSS
C1eB1oN;055.3H,0

H H
R CH,
N CH,
0 8
COOH
36541 0060.01-1
419,46

Acido [258-[2¢,50,6B(S*)]]-6-[{amino(4-hidroxifenil)acetil]amino]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabici-

clo[3.2.0]heptano-2-carboxilico triidratado

Apresenta poténcia de, no minimo, 900 pg e, no
méximo, 1050 pg de amoxicilina por miligrama, em
relagio & substincia anidra.

DESCRICAO

Caracteres fisicos. P6 cristalino branco ou qua-
se branco.

Solubilidade. Pouco soliivel em dgua, etanol e
metanol. Insolivel em benzeno, hexano, acetato de
etila, cloroférmio, éter ¢ acetonitrila. Dissolve em
solugBes de hidréxidos alcalinos.

Constantes fisico-quimicas

Poder rotatério especifico (V.2.8). +200°a + 315°,
determinado em solugiio a 0.2% (p/V) em figua isen-
ta de di6éxido de carbono, calculado em relagido &
substincia anidra.

IDENTIFICAGAO

O teste de identificag@o A pode ser omitido se
forem realizados os testes B e C. Os testes de identi-
ficagdo B e C podem ser omitidos se for realizado o
teste A,

A. O espectro de absorgdo no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra dispersa em brometo de potds-
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sio apresenta maximos de absorgiio somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas
intensidades relativas daqueles observados no es-
pectro de amoxicilina triidratada padriio, preparado
de maneira idéntica.

B. O espectro de absorgiio no ultravioleta (V.2.14-
3), na faixa de 200 2 400 nm, de uma solugfio 2 0,02%
(p/V), emetanol, exibe maximosem 230nmeem 274 nm,
idénticos aos observados no espectro de solugio
similar do padriio.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando silica-gel
G 60, como suporte, e mistura de metanol-clorofor-
mio-dgua-acetona (9:8:3:1), como fase mével. Apli-
car, separadamente, A placa, 5 ul de cada uma das
solugdes descritas a seguir:

Solugdo (1): solugio a 0,4% (p/V) da amostra em
4cido cloridrico 0,1 M, que deve ser usada, no méxi-
mo, 10 minutos ap6s de sua preparagiio.

Solucdo (2): solugio a 0,4% (p/V) do padrio em
dcido cloridrico 0,1 M, que deve ser usada, no méixi-
mo, 10 minutos apés de sua preparagio.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar e nebulizar com solugfo contendo
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0,3% (p/V) de ninidrina em lcool. Aquecer em estu-
faa 110°C por 15 minutos. A mancha principal obti-
da com a solugdo (1) corresponde em posigio, core
intensidade aquela obtida com a solugdo (2).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19).3,526,0. Determinar em solugfio aquo-
sa20,2% (p/V).

Agua(V.2.20.1). 11,52 14,5%. Determinarem 0,3 g
de amostra.

Cinzas sulfatadas (V.2.10), Determinarem 1 g de
amostra. No maximo [ %.

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostraem 6leo mineral, transferir para uma lamina
de vidro e examinar por meio de microscdpio dotado
de luz polarizada. As particulas exibem birrefrin-
géncia, que se extingue ao movimentar a amostra
por meio de ajuste micrométrico.

DETERMINACAO DA POTENCIA
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
biolégico de antibisticos (V.5.2.17). Dissolver pa-
driio e amostra em dgua estéril, de modo a obter so-
lucio na concentragio de, aproximadamente, 1 mg/
ml. Diluir solug@io padrio e amostra, em tampéo
fosfato de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugfio 2),
as concentragbes empregadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Dissolver e diluir pa-
driio e amostra de amoxicilina, em dgua, até concen-
tragHo, aproximada, de 1 mg/ml. Transferir 2 ml da so-
lugiio padriio para erlenmeyer com tampa esmerilhada
¢ adicionar 2 ml de hidréxido de s6dio 1 M. Agitare
deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar 2 ml de

4cidocloridrico 1,2 M e 10 mi de solugiio deiodo 0,01 M
SV. Deixar em repouso, por 15 minutos, ao abrigo
da luz. Titular com solugdo de tiossulfato de sédio
0,01 M SV. Préximo ao ponto final, adicionar 3 gotas
de solugiio de amido SI, e prosseguir com a titulagio
até o desaparecimento da cor azul. Proceder da mes-
ma maneira com & amostra, Realizar prova em branco
daamostra e do padriio, por meio da titulagiio de 2 mi
de ambas as solugdes, adicionadas de 10 ml de iodo
0,01 M SV 0,1 ml de 4cido cloridrico 1 M. Titular
com tiossulfato de s6dio 0,01 M SV.

p = (Yba-Va) X Po X Pp
(Vbp-Vp) X Pa

Em que
P = poténciadaamostra (ug/mg);

Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co da amostra (ml):

Va = volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Ybp= volume de titulante gasto na titulagdo do bran-
co do padrio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-
drio (ml);

Po = poténcia do padrdo (ug/mg);

Pp = peso do padrio (mg);

Pa = peso daamostra (mg).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTCG

Em recipientes perfeitamente fechados, protegi-
dos do ar e da luz, a temperatura inferior a 30 °C.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibiético.
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AMOXICILINA TRIIDRATADA CAPSULAS

Cépsulas de amoxicilina triidratada cdpsulas sio
constituidas de amoxicilina triidratada com ou sem,
um ou mais, agentes lubrificantes, diluentes e secantes
adequados, incluidos em capsula de gelatina. A po-
téncia é de, no minimo, 90,0% e, no maximo, 120,0%
do valor declarado de amoxicilina. A amoxicilina
triidratada empregada na produggio cumpre as espe-
cificagdes descritas na monografia Amoxicilina
triidratada.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no tesie B de Iden-
tificagdo na monografia Amoxicilina triidratada.

B. Proceder conforme descrito no teste C de I/den-
tificagdo na monografia Amoxicilina triidratada.

CARACTERISTICAS
Determinaciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegragiio (V.1.4.1). Cumpre oteste.

TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: dgua, 900 ml
Aparelhagen: cesta, 100 rpm
Tempo: 90 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquota do
meio de dissolug3o, filtrar ¢ diluir em dgua, até con-
centragiio adequada. Medir as absorvancias das
solugdes em 272 nm (V.2.14-3), utilizando o mesmo
solvente para zerar o aparelho. Calcular a quantida-
de de C|¢H jN,O,S dissolvida no meio, comparan-
do as leituras obtidas com a da solugiio padrido na
concentragio de 0,01% (p/V) preparada no mesmo
solvente.

Tolerancia: nio menos que 80% da quantidade de-
clarada de C, H,(N,0,S se dissolvem em 90 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V.2.20.1). No méximo 14,5%. Determinar em
0,3 g da amostra.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Empregar um dos métodos descritos a seguir,
usando amostragem de 20 cdpsulas.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio
microbioldgico de antibidticos (V.5.2.17). Dissol-
ver o padrio de amoxicilina em dgua estéril, de modo
a obter solugdo na concentragio de, aproximada-
mente, 1| mg/ml. Pesar 20 cdpsulas, remover o con-
teddo e pesé-las novamente. Homogeneizar o con-
telido ¢ transferir quantidade, exatamente pesada,
para frasco volumétrico. Diluir com tampdo fosfato
de potéssio 0,1 M, estéril, pH 8 (Solugio 2) para ob-
ter solugio de trabalho na concentragio da solugiio
padrio. Agitar de 3 a 5 minutos. Diluir solugio pa-
drdo e amostra, em tampfo fosfato de potassio 0,1
M, estéril, pH 8,0 (Solugdo 2), as concentragBes em-
pregadas na curva padrio.

B. Por mérodo iodométrico. Dissolver o padrie
de amoxicilinaem 4gua, até concentragio, aproxima-
da, de 1 mg/ml. Remover o contetido das cépsulas €
pesar exatamente. Misturar os conteddos. Transfe-
rir quantidade representativa da amostra, exatamen-
te pesada, para frasco volumétrico e diluir com dgua
de modo a obter concentragio idéntica & do padriio.
Agitar de 3 a 5 minutos. Transferir 2 ml da solugio
padrio para erlenmeyer com tampa esmerilhada e
adicionar 2 m} de hidréxido de s6dio M. Agitar e
deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar 2 ml
de 4cido cloridrico 1,2 M e 10 mt de solugfio de iodo
0,0t M SV. Deixar em repouso, por 15 minutos, ao
abrigo da luz. Titular com solugio de tiossulfato de
s6dio 0,01 M SV. Préximo ao ponto final, adicionar 3
gotas de solugiio de amido SI e prosseguir com a
titulag@o até o desaparecimento da cor azul. Proceder
da mesma maneira com a solugio amostra, Realizar
provaem branco, da amostra e do padriio, por meio da
titulagfio de 2 ml de ambas as solugdes, adicionadas de
10ml deiodo0,01 M SV e 0,1 mlde 4cido cloridrico M.
Titular com tiossulfato de sédio 0,01 M SV.

_ (Vba-Va)xS$
T (Vbp-Vp)xF

Emque

P = poténcia da amostra (img/cdpsula);

Vba = volume do titulante gasto na titulagiio da amos-
tra (ml);
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Va = volume de titulante gasto na titulagfiodaamos- EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

tra (mi);

Vp = volume do titulante gasto na titulagio do pa- Em recipientes perfeitamente fechados, entre 15¢
drio (ml); 25<C.

Vbp = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co do padrio (inl): ROTULAGEM

S = concentragiio do padrio (mg/mi);

F = fator de diluigio da amostra. Observar a legislagio vigente.
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AMOXICILINA TRIIDRATADA PO PARA SUSPENSAO ORAL

Amoxicilina triidratada p6 para suspensdo oral é
mistura de um ou mais agentes adequados para sus-
pensio, contendo ou nio corantes, aromatizantes,
conservantes, tampdes, adogantes e estabilizantes.
A poténcia € de, no minimo, 90,0% e, no maximo,
120,0% do valor declarado de amoxicilina declarada.
A amoxicilina triidraiada empregada na produgiio
cumpre as especificagdes descritas na monografia
de Amoxicilina triidratada.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito no teste C de Identi-
ficag@o na monografia Amoxicilina triidratada.

CARACTERISTICAS

pH (V.2.19). 5,0 a7,5. Determinar na suspensio
reconstituida, conforme indicag@o do produtor.

Determinagdo de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

ENSAIO DE PUREZA

Agua (V.2.20.1). No méximo 3%. Determinar em
0,3 g daamostra.

DETERMINAGAO DA POTENCIA
Empregar wn dos métodos descritos a seguir:

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
biol6gico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver o padrdo
deamoxicilinaem dguaestéril, de modo a obter solugio
na concentragio de, aproximadamente, 1 mg/ml.
Reconstituir o contetido conforme indicado pelo produ-
tor. Transferir quantidade exatarmnente medida, para fras-
co volumétrico e diluir com tampo fosfato de potéssio
0,1 M, estéril, pH 8.0 (Solugio 2) para obter solugio de
trabatho na concentrag@io da soluggo padriio. Diluir so-
lugfio padriio e amostra, em tampdo fosfato de potdssio
0,1 M, estéril, pH 8,0 (solugio 2), s concentragbes em-
pregadas na curva padriio.

F. BRAS. IV, 2000

B. Por método iodométrico. Dissolver o padrio
de amoxicilina em dgua, até concentragio, aproxima-
da, de Img/ml. Reconstituir a amostra conforme in-
dicado pelo produtor. Transferir quantidade repre-
sentativa da amostra para frasco volumétrico e diluir
com dgua de modo a obter concentragdo idéntica &
do padriio. Transferir 2 ml da solugio padrio para
erlenmeyer com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml
de hidréxido de sédio M. Agitar e deixar em repouso
por 15 minutos. Adicionar 2 ml de 4cido clorfdrico
1,2 M e 10 ml de solugio de iodo 0,01 M SV. Deixarem
repouso, por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular
com solugiio de tiossuifato de 56dio 0,01 M SV. Pr6-
ximo ao ponto final, adicionar 3 gotas de solugio de
amido SI e prosseguir com a titulagdo até o desapa-
recimento da cor azul, Proceder da mesma maneira
com a solugiio amostra. Realizar prova em branco,
da amostra e do padrio, por meio da titulagfio de 2 ml
de ambas as solugdes, adicionadas de 10 mt de iodo
0,01 M SV ¢ 0,1 mlde 4cido clorfdrico M. Titular com
tiossulfato de s6dio 0,01 M SV.

Pe (Vba-Va) X S
T (Vbp-Vp)x F

Emaque
P = poréncia da amostra (mglfrasco).

Vba = volume do titulante gasto na titulagio do bran-
co da amostra (mi);

Va = volume de titulante gasto na titulaglo da amos-
tra (ml);

Vp = Volume de titulante gasto na titlagio do pa-
drdo (ml);

Vbp = volume de titulantc gasto na titulagio do bran-
co do padrdo {ml),

S = concentragdo do padriio (mg/ml);

F = fator de diluigio da amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes perfeitamente fechados, entre 15¢
25°C.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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Ampicillinum

NH,

Cl ﬁH I9N3045

34941

H H

N a— | S, .CH;
H \q>\
~—N CHy

)

COOH

0061.01-8

Acido [2S-[2a,5a,6B(S*)]]-6-[(aminofenacetil)amino]-3,3-dimeti]-7-oxo—4-(ia- I-azabicicle [3.2.0)heptano-2-

carboxilico.

Apresenta poténcia de, no mfnimo, 900 ug e, no mé-
ximo, 1 050 pg de ampicilina por miligrama, em rela-
¢fio 2 substdncia anidra.

DESCRIGAO

Caracteres fisicos. P6 cristalino branco a leve-
mente amarelado.

Solubilidade. Levemente soliivel em dgua e em
metanol; praticamente insolivel em acetona, emclo-
rof6rmio, em etano! absoluto, em éter etilico; insold-
vel em benzeno e em (etracloreto de carbono. Dis-
solve em solugdes dcidas e alcalinas diluidas.

Constant

fisico-quil
Faixa de fusdo (V.2.2): 199 °Ca202 °C.
Poder rotatério especifico (V.2.8): +280°a+ 305°,

determinado em solugfio a 0.25% (p/V), calculado
em relagiio 2 substincia anidra.

IDENTIFICACAO

O reste de identificagdo A pode ser omitido se
forem realizados os testes Be C. Os testes de identi-
ficagdo B e C podem ser omitidos se for realizado o
teste A.

F. BRAS. IV, 2000

A. O espectro de absorgiio no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra dispersa em brometo de potds-
sio apresenta méximos de absorgio nos mesmos
comprimentos de onda € com as mesmas intensida-
des relativas daqueles observados no espectro da
ampicilina padrdo, preparado de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando como su-
porte silica-gel H, e como fase mével acetona-acetato
de aménio 15,4% (p/V) (90:10), pH 5,0, ajustado com
4cido acético glacial. Aplicar, separadamente, 2 pla-
ca 2 pl de cada uma das solugdes descritas a seguir,
recentemente preparadas.

Solugdo (1): solugdo a 0,25% (p/V) da amostra
em solugio de bicarbonato de sédio a 4,2%.

Solugdo (2): solugiio a 0,25% (p/V) do padrio em
soluggio de bicarbonato de sédio a 4,2%.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar ¢ expor a vapores de iodo até o
aparecimento das manchas. Examinar sob luz vis-
vel. A mancha principal obtida no cromatograma com
a solugdo (1) corresponde em posico, cor ¢ inten-
sidade Aquela obtida com a solugdo (2).

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0,05 ml de dgua e adicio-
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nar 2 ml da mistura de 2 ml de solugiio de formaideido
com 100 ml de 4cido sulfiirico. Agitar o tubo e obser-
var acor. Deve-se apresentar quase incolor. Imergir
0 tubo em banho-maria fervente durante um minuto,
Desenvolve-se coloragiio amarela escura.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V2.19). 3,5a6,0. Determinarem solugfio aquo-
saa % (p/V).

Perda por dessecacfio. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substéncias antibidticas
(V.5.2.17-4-Método 1). No médximo 2%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinarem [ g de
amostra. No maximo 0,5%.

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostraem éleo mineral, transferir para uma lamina
de vidro e examinar por meio de microscépio dotado
de luz polarizada. As particulas exibem birrefringén-
cia, que se extingue a0 movimentar a amostra por
meio de ajuste micrométrico.

N,N-Dimetilanilina. No méximo 0,02% (200 ppm).
Proceder conforme descrito em Cromatografia a gés
(V.2.17.5) utilizando cromatégrafo provido de detector
de ionizaglo de chama; coluna de vidro (2 m x 2 mm)
empacotada com suporte de diatomdceas silanizado,
impregnado com 3% (p/p) de fenilmetilsilicone (50%
fenil), mantida a 120 °C; injetor e detector a [ 50 °C,
gds de arraste nitrogénio para cromatografia, fluxo
de 30 mi/minuto.

Solugdo de padrdo interno (solugdo A): solu-
¢iode naftaleno 2 0,005% (p/V) em ciclohexano.

Solugdo de dimetilanilina padrio: dissolver
50 mg de N, N-dimetilanilina em mistura de 2 ml de
acido clorfdrico em 20 ml de 4gua sob agitagio, com-
pletar o volume a 50 ml com dgua e agitar. Transferir
5 ml para balio volumétrico de 250 ml, completar o
volume com dgua e agitar. Transferir | ml para tubo
de ensaio, adicionar 5 m! de hidréxido de sédio M,
1 ml da solugfio A, agitar vigorosamente por | minu-
to, centrifugar, se necessdrio, ¢ usar o sobrenadante.

Solugdio amostra: dissolver 1 g da amostra em
5 ml de hidréxido de sédio 1 M, adicionar | ml da
amostra A, agitar vigorosamente por 1 minuto,
centrifugar, se necessdrio, e usar o sobrenadante.

Procedimento: injetar, separadamente, 1 ul das
solugdes padriio e amostra, registrar os cromato-
gramas e medir as dreas dos picos principais.

DETERMINACAO DA POTENCIA
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibiéticos (V.5.2.17). Dissolver pa-
drdo e amostra em dgua estéril de modo a obter solu-
¢80 na concentragio de 0,1 mg/m!. Diluir solugio
padriio e amostra, em tampio fosfato de potdssio 0,1 M,
estéril, pH 8,0 (Solugio 2), s concentragdes empre-
gadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Dissolver e diluir pa-
drio e amostra de ampicilina s6dica em 4gua, até con-
centragio de, aproximadamente, 1,25 mg/ml. Transferir
2 ml da solugio padriio para erlenmeyer com tampa
esmerilhada e adicionar 2 ml de hidréxido de sédio M.
Agitar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar 2
mlde dcido cloridrico 1,2 M e 10 m! de solugiode iodo
0,01 M SV. Deixarem repouso, por 1S minutos, a0 abri-
2o da luz. Titular corn solugfo de tiossulfato de sédio
0,01 M SV. Pr6ximo ao ponto final, adicionar 3 gotas de
solugio de amido SI e prosseguir com a titulagio até o
desaparecimento da cor azul. Proceder ap mesmo en-
saio com aselugio amostra. Realizar provaem branco,
da amostra e do padrio, por meio da titulagio de 2 mi
de ambas solugdes, adicionadas de 10 ml da solugio
deiodo 0,01 M SV e 0,1 mi de 4cido cloridrico M. Titular
com tiossulfato de s6dio 0,01 M SV.

P (Vba — Va) X Pox Pp
T (Vbp-Vp)x Pa
Emque
= poténcin da amostra (ug/mg);

Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co da amostra (ml);

Va = volume detitulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp=volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co do padrio (mi);

Vp = volume de titulanic gasto na titulagho do pa-

drio (ml);
Po = poténcia do padriio (ug/mg);
Pp = peso do padrio {mg);

Pa = peso da amostra (mg).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferiora 30 °C.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibiético.
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AMPICILINA CAPSULAS

Cipsulas de ampicilina s3o constituidas de ampi-
cilina tritdratada com ou sem, agentes tampdes, lu-
brificantes, diluentes, aglutinantes, Sleos vegetais,
corantes ¢ aromatizantes adequados, incluidos em
cépsulas de gelatina. A poténeia é de, no minimo,
90,0% e, ne maximo, 120,0% do valor declarado de
ampicilina. A ampicilina empregada na produgdo
cumpre as especificacdes descritas na monografia
Ampicilina.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste B de Iden-
tificagdo na monografia Ampicilina.

CARACTERISTICAS
Determinaciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Teste de desintegraciio (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V.1.6). Cumpre
o teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolugao: dgua, 900 ml
Aparelhagem: cesto, 100 rpm
Tempo: 45 minutos

Procedimento: apés o teste, retirar aliquota do
meio de dissolugio, filtrar ¢ diluir em tampio sulfa-
to de cobre, até concentragiio adequada. Transferir
alfquota de 10 ml para tubo de ensaio com tampa,
submeter a aquecimento em banho-maria a 75 °C
por 30 minutos e resfriar rapidamente. Medir as
absorvancias das solug@es a 320 nm (V.2.14-3) uti-
lizando a solugdo amostra sem aquecimento para
ajuste do zero do aparelho. Calcular a quantidade
de C,¢H,,N,0,S dissolvida no meio, comparando
as leituras obtidas com a solugdo padrdo na con-
centragio de 0,0022% (p/V) preparada nas mesmas
condigdes.

Tolerdncia: ndo menos que 75% da quantidade
declarada de ampicilina dissolvem-se em 45 minutos.

F. BRAS. Iv, 2000

ENSAIOS DEPUREZA

Perda por dessecagfio. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substdncias antibidticas
(V.5.2.17-4-Método 1). No méximo 4%.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Empregar um dos métodos descritos a seguir,
usando amostragem de, pelo menos, 20 cdpsulas:

A. Proceder conforme descrito em Ensafo micro-
biolégico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver o
padrdo de ampicilina em dgua estéril, de modo a ob-
ter solucdo na concentragiio de, aproximadamente,
0,1 mg/mi. Remover o contetido das cdpsulas e pesa-
las novamente. Homogenizar os contelidos ¢ trans-
ferir uma quantidade, exatamente pesada, para fras-
co volumétrico e diluir com tampéo fosfato de po-
tdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solug3o 2) para obter
solugfio de trabalho na concentragiio da solugio
padrio. Agitar de 3 a S minutos. Diluir solugdo pa-
driio e amostra, em tampio fosfato de potdssio 0,1 M,
estéril, pH 8,0 (Soluggio 2), as concentragdes emprega-
das na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Dissolver o padriio de
ampicilina em 4gua, até concentragio, aproximada,
de 1,25 mg/mi. Remover o contetido das céipsulas e
pesar exatamente. Misturar os contetidos. Transferir
quantidade representativa da amostra, exatamente
pesada, para frasco volumétrico e diluir com dgua de
modo a obter concentragdo idéntica & do padréo.
Agitar de 3 a 5 minutos. Transferir 2 ml da solugio
padriio para erlenmeyer com tampa esmerilhada e adi-
cionar 2 ml de hidréxido de sédio M. Agitar e deixar
em repouso por 15 minutos. Adicionar 2 ml de 4cido
cloridrico 1,2 M e 10ml de solugdo de iodo 0,01 M SV.
Deixar em repouso por 15 minutos, ao abrigo da luz.
Titular com solugio de tiossulfato de sédio 0,01 M
SV. Préximo ao ponto final, adicionar 3 gotas de solu-
¢io de amido ST e prosseguir com a titulagio até o
desaparecimento da cor azul. Proceder da mesma ma-
neira com a solugdo amostra.

Realizar prova em branco, da amostra ¢ do pa-
drdo, por meio da titulagfio de 2 ml de ambas as
solugBes, adicionadas de 10 ml de iodo 0,01 MSV e
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0,1 ml de 4cido clorfdrico M. Titular com tiossulfato Vp = volume de titulante gasto na titulagiio do pa-

de s6dio 0,01 M SV. drdo (ml);
S = concentragiio do padrio (mg/ml}
_ (Vba-Va)x§ = fator de diluigiio da amostra
(Vbp~Vp)x F

Emque
P = poténcia da amostra (mg/cépsula); EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran- Em recipientes perfeitamente fechados, entre 15 &

co da amostra (mi); 25°C,
Va = volume de titulante gasto na titulagdo da amos-

tra (mi); ROTULAGEM
Vbp= volume de titulante gasto na titulagiio do bran-

co do padrdo (ml); Observar a legislagio vigente.
XIIATAMPOES

Tampio de sulfato de cobre

Preparagdo: no momento de uso, misturar 15 ml de solugiio B em 985 ml de solugiio A.

Solucdo A: dissolver 15,22 g de fosfato (dibdsico) de s6dio anidro em quantidade suficiente de dgua. Adicionar 9,75 g de
4cido citrico monoidratado € completar o volume para 1000 mi com dgua. Acertar a pH 5,2 com auxflio de hidréxido de
sédio ou dcido citrico.

Solugdo B: dissolver 0,313 g de sulfato de cobre pentaidratado em 100 mi de 4gua.
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AMPICILINA COMPRIMIDOS

Comprimidos de ampicilina sdo constituidos de
ampicilina com um ou mais agentes diluentes e lubri-
ficantes adequados. A poténcia € de, no minimo,
90,0% e, no méximo, 120,0% do valor declarado de
ampicilina. A ampicilina empregada na produgio
cumpre as especificagdes descritas na monografia
Ampicilina.

IDENTIFICAGCAQ

Proceder conforme descrito no teste B de Identi-
ficagdo na monografia Ampicilina.

CARACTERISTICAS
Determinagio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegracio (V.1.4.1). No méximo 15
minutos.

Uniformidade de doses unitdrias (V.1.6). Cumpre
o teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: figua, 900 ml
Aparelhagem: cesta, 100 rpm
Tempo: 45 minutos

Procedimento: aps o teste, retirar aliquotas do
meio de dissolugZio, filtrar e diluir, em tampio de sul-
fato de cobre, até concentragio adequada. Prosse-
guir conforme descrito no Teste de dissolugdo em
Ampicilina cdpsulas.

Tolerancia: ndo menos que 75% da quantidade
declarada de ampicilina se dissolvem em 45 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA
Perda por dessecagdo. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substancias antibidticas

(V.5.2.17-4-Método 1). No méximo 4%.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINACAO DA POTENCIA

Empregar um dos métodos descritos a seguir, usan-
do amostragem de, pelo menos, 10 comprimidos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
biolégico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver o padrio
de ampicilina em dgua estéril, de modo a obter solu-
¢lonaconcentragdo de, aproximadamente, 0,1 mg/ml.
Pesar ¢ pulverizar os comprimidos. Transferir quanti-
dade representativa da amostra, exatamente pesada,
para frasco volumétrico e diluir com tampio fosfato
de potéssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugdo 2) para
obter solugdo de trabalho na concentragio da solu-
¢do padriio. Agitar de 3 a 5 minutos. Diluir solugio
padriio e amostra, em tampédo fosfato de potdssio 0,1 M,
estéril, pH 8,0 (Solugdo 2), as concentrages empre-
gadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Dissolver o padrio
de ampicilina em 4gua, até concentragio, aproxima-
da, de 1,25 mg/ml. Pesar e pulverizar os comprimi-
dos. Transferir quantidade representativa da amos-
tra, exatamente pesada, para batdo volumétrico e di-
Tuir com dgua de modo a obter concentragio idénti-
ca i do padrio. Agitarde 3a 5 minutos. Transferir2 ml
da solugiio padriio para erlenmeyer com tampa es-
merilhada e adicionar 2 ml de hidréxido de sédio 1 M.
Agitar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicio-
nar 2 ml de 4cido cloridrico 1,2 M e 10 ml de solugio
de iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso, por 15 minu-
tos, ao abrigo da luz. Titular com solugdo de
tiossulfato de sédio 0,01 M SV. Préximo ao ponto
final, adicionar 3 gotas de solugio de amido ST e
prosseguir com a titulagio até o desaparecimento
da cor azul. Proceder da mesma maneira com a solu-
¢fio amostra. Realizar prova em branco, da amostrae
do padrdo, por meio da titulagio de 2 ml de ambas as
solugdes, adicionadas de 10 ml de iodo 0,0t MSV e
0,1 ml de 4cido cloridrico M. Titular com tiossulfato
de s6dio 0,01 M SV.

o (Vba—Vujx§

T (Vbp-Vp)xF
Em que
P = Poténciada amostra (mg/comprimido):
Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co da amostra (ml);
volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Va
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Vbp= volume de titulante gasto na titulagdo do bran-  EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
ca do padrao (ml);
Vp = volume de titulanie gasto na titulagio do pa- Em recipientes perfeitamente fechados, protegi-
drao (ml); dos da umidade e a temperatura inferior a 25 °C.
S = concentragdio do padrio (mg/ml); )
F = fator de diluigio da amostra. R GEM
Observar a legislacdo vigente.
XIL4TAMPOES

Tampio de sulfato de cobre

Preparagdo: no momento de uso, misturar 15 ml de solugfio B em 985 ml de solugéio A.

Solugdo A: dissolver 15,22 g de fosfato (dibdsico) de sédio anidro em quantidade suficiente de figua. Adicionar 9,75 g de
dcido citrico monoidratado ¢ completar o volume para 1000 ml com dgua. Acertar a pH 5,2 com auxilio de hidréxido de
sédio ou 4cido citrico.

Solugdo B: dissolver 0,313 g de sulfato dc cobre pentaidratado em 100 mi de dgua.
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AMPICILINA PO PARA SUSPENSAO ORAL

Ampicilina pé para suspensdo oral € mistura de
ampicilina com um ou mais agentes corantes, aroma-
tizantes, tampdes, adogantes € conservantes, A po-
ténica é de, no minimo, 90,0% e, no miximo, 120,0%
do valor declarado de ampicilina. A ampicilina empre-
gada na produgiio cumpre com as especificagbes
descritas na monografia Ampicilina.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito no teste B de /denti-
Jicag@io na monografia Ampicilina.

CARACTERISTICAS

pH (V.2.19). 5,0 a 7,5. Determinar na suspensio
reconstituida, conforme indicagio do produtor.

Determinaciio do peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Determinagfio do volume (V.1.2). Cumpre oteste.

Uniformidade de doses unitérias (V.1.6). Cumpre
o teste,

ENSAIOS DE PUREZA
Agua (V2.20.1). No méximo 2,5%, em quantidade

contendo o equivalente a 100 mg/ml de ampicilina
apds a reconstituigfio.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Contagem de microrganismos vidveis (V.5.1.6.1).
Bactérias aerdbicas totais: no midximo 1 000 UFC/ml.

Fungos e leveduras: no méximo 100 UFC/ml.

Pesquisa e identificacfio de patdgenos (V.5.1.7).
Cumpre o teste.

DETERMINACAO DA POTENCIA
Empregar um dos métodos a seguir descritos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibiéticos (V.5.2.17). Dissolver o

F. BRAS. IV, 2000

padrdo de ampicilina em dgua estéril, de modo a
obter solu¢do na concentragdo de, aproximadamen-
te, 0,1 mg/ml. Reconstituir o contetido conforme
indicado pelo produtor. Transferir quantidade re-
presentativa da amostra para frasco volumétrico e
diluir com tampiic fosfato de potdssio 0,1 M, esté-
ril, pH 8,0 (Solugdo 2) para obter solugdo de traba-
lho na concentragio da solugdo padriio. Agitar de
3 a5 minutos. Diluir solugio padrao ¢ amostra, em
tampio fosfato de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0
(Solugdo 2), s concentragdes empregadas na cur-
va padrio.

B, Por mmétodo iodométrico. Dissolver o padrio
de ampicilina em dgua, até concentragio, aproxima-
da, de 1,25 mg/ml. Reconstituir o conteddo confor-
me indicado pelo produtor. Transferir quantidade
representativa da amostra para baldo volumétrico e
diluir com 4gua de modo a obter concentragio idén-
tica & do padrfo. Agitar de 3 a 5 minutos. Transferir
2 ml da solugdo padrdo para erlenmeyer com tampa es-
merilhada e adicionar 2 mi de hidréxido de s6dio t M.
Agitar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicio-
nar 2 ml de 4cido cloridrico 1,2 M ¢ 10 ml de solugio
de iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso, por 15 minu-
tos, a0 abrigo da luz. Titular com solugdo de tiossul-
fato de sédio 0,01 M SV. Préximo ao ponto final, adi-
cionar 3 gotas de solugic de amido SI e prosseguir
com a titulagAo até€ o desaparecimento da cor azul.
Proceder da mesma maneira com a solugio amostra.
Realizar provas em branco, da amostra e do padrio,
por meio da titulagio de 2 ml de ambas as solugdes,
adicionadas de 10 ml deiodo 0,01 M SVe 0,1 ml de
4cido clorfdrico M. Titular com tiossulfato de sédio
0,01 M SV.

_ {Vba—Va)x$§
T (Vbp-Vp)xF
Emque
P = poténciadaamostra (mg/frasco);
Vba = volume de titulante gasto na titulagdio do bran-
co da amostra (ml);
Va = volume detitulante gasto na titulaglio da amos-
tra (mi);

Vbp=volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co do padrio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-
driio (ml);

S = concentragiio do padrio (mg/mi);

fator de diluigiio da amos(ra.

o]
n
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes bem-fechados, protegidos da umi- Observar a legislagio vigente.
dade e em temperatura inferior a 25 °C.




AMPICILINA SODICA

Ampicillinum natricum

78

C\H,NaN,0,8

37139

H H
.S CH,
Z N\>\CH3
COONa
0061.04-2

Sal monossédico do dcido [25-[20,50,6B(S*)]]-6-[ (aminofenacetil)amino]-3,3-dimetil-7-o0xo0-4-tia-1-

azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico.

Apresenta poténcia de, no minimo, 8435 pg e, no
maximo, 988 g de ampicilina por miligrama, calcula-
do em relagiio & substéincia anidra.

DESCRICAQ

Caracteres fisicos. PO cristalino branco,
higroscdpico.

Solubilidade. Muito solivel em 4gua, solivel em
acetona, pouco solivel em cloroférmio, praticamen-
te insolivel em éter.

Constantes fisico-quimicas

Faixa de fusdo (V.2.2): 203 °Ca206 °C.

Poder rotatdrio especifico (V.2.8): + 258° a + 287°,
determinado em solugio a 0,25% (p/V) tendo como

solvente solugdo de biftalato de potéssio a 0,4% (p/V),
calculado em relagfio 4 substincia anidra.

IDENTIFICACAO

O teste de identificac@o A pode ser omitido se
forem realizados os testes B e C. Os testes de identi-
ficagdo B e C podem ser omitidos se for realizado o
teste A,

F. BRAS. IV, 2000

A. Dissolver 250 mg em 5 ml de dgua, adicionar
0,5 ml de 4cido acético 2 M, agitar e deixar em re-
pouso por 10 minutos em banho de gelo. Filtrar
através de filtro de vidro sinterizado, sob pressio
reduzida, lavar com 2 a 3 ml de mistura de 9 partes
de acetonae 1 parte de dgua e secar a 60 °C por 30
minutos. O espectro de absor¢iio no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra dispersa em brometo de po-
tdssio apresenta mdximos de absor¢iio somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas
intensidades relativas daqueles observados no
espectro de ampicilina sédica padrio, preparado
de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando como su-
porte silica-gel GF-254, e como fuse mével mistura de
acetona-acetato de aménio a 15,4% (p/V) (90: 10),com
pH 5,0, ajustado com dcido acético glacial. Aplicar,
separadamente, & placa 2 pl de cada uma das solu-
¢es, recentemente preparadas, descritas a seguir.

Solugdo(1): solucio 3 0,5% (p/V) da amostra em
solugfio de bicarbonato de s6dio a 4,2% (p/V).

Solugdo (2): solugiio a 0,5% (p/V) do padrio em
solugfio de bicarbonato de s6dio a 4,2% (p/V).

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar € nebulizar com solugfo alcodlica
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de ninidrina a0,3% (p/V), aquecer em estufa de calor
seco, a 90 °C, durante 15 minutos. Examinar sob luz
visivel. A mancha principal obtida no cromatograma
com a solugdo (1) corresponde em posigio, cor ¢
intensidade aquela obtida com a solugdo (2).

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0.05 ml de dgua e adicio-
nar 2ml da mistura de 2 ml de solugdo de formaldeido
com 100 ml de dcido sulféirico. Agitaro tubo e obser-
var a cor. Deve-se apresentar quase incolor. Imergir
o tubo em banho-maria durante um minuto, Desen-
volve-se coloragio marrom-avermelhada.

D. Atende ao teste de Identificacdo para o jon
s6dio (V.3.1).

ENSAIOS DE PUREZA

pH(V.2.19). 8,02 10,0. Determinar em solugio aquo-
saa 1% (p/V).

Agua (V.2.20.1). Néio mais que 2,0%.

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

N,N-Dimetilanilina. No m4ximo0,02% (200 ppm).
Proceder conforme descrito em Ensaios de Pureza
na monografia Ampicilina.

Diclorometano. Nio mais que 0,2% (p/p) quando
determinado por cromatografia a gds (V.2.17.5) utili-
zando cromatdgrafo provido de detector de ionizagio
de chama: coluna de vidro (105 m x 4 mm) empacota-
da com suporte de diatomdceas silanizado (particu-
las de até 120 um), lavade com 4cido, revestido com
10% (p/p) de polietilenoglicol 1 000, mantica a 60°C;
injetor a 100 °C; detector a 150 °C, gés de arraste
nitrogénio para cromatografia, fluxo de 40 mVmimuto.

Solucdo de padrio de diclorometano: transferir 1
ml de solugdo aquosa de diclorometano 0,2% (V/V)
para baldo volumétricode 100 ml. Acrescentar 1 ml da
solugdo aquosa de 1,2-diclorometano 0,2% (V/V) (Pa-
drio interno), completar o volume com 4gua e agitar.

Solugdo amostra: dissolver 10 g da amostra em
4gua ¢ transferir para balio volumétrico de 100 ml.
Adicionar 1,0 m! de solugao aquosa a 0,2% (V/V) de

1,2-diclorometano (Padrdo interno), completar o vo-
lurne com dgua e agitar.

Procedimento: injetar, separadamente, 1 pl das
solugdes padrdo e amostra, registar os cromatogra-
mas e calcular a porcentagem (p/p) de diclorometano,
considerando como 1,325 g/ml o valor da densidade
a20°C.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Ampicilina s6dica destinada 2 preparagiio paren-
teral deve cumprir com os seguintes testes adicionais.

Esterilidade. (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar mélodo de filtragio por membranas. Dissolver 6 g
da amostra em 800 ml de Fiuido 11 contendo quanti-
dade suficiente de penicilinase estéril para inativar a
ampicilina, agitar até totat solubiliza¢io e proceder
como descrito.

Pirogénio. (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar, 1 ml/kg,
empregando solucio de ampicilina sédica 20 mg/ml,
emagua.

Endotoxinas bacterianas. (V.5.1.9). No miximo0,15
UE/mg de ampicilina.

DETERMINAGAQ DA POTENCIA
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver pa-
driio e amostra em dgua estéril de modo a obter solu-
¢do na concentragfio de 0, Img/ml. Diluir solugio
padriio e amostra, em tampio fosfato de potdssio
0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugio 2), &s concentragdes
empregadas na curva padrao.

B. Por método iodométrico. Dissolver e diluir
padriio € amostra de ampicilina sédica em 4gua, até
concentragdo de, aproximadamente, 1,25 mg/ml,
Transferir 2 ml da solugfio padrfio para erlenmeyer
com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml de hidréxido
de s6dio M. Agitar e deixar em repouso por 15 minu-
tos. Adicionar 2 ml de 4cido clorfdrico 1,2 M e 10ml
de solugdo de iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso,
por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular com solu-
¢do de tiossulfato de sédio 0,01 M SV. Préximo ao
ponto final, adicionar 3 gotas de solugo de amido
Sle prosseguir com a titulagfio até o desaparecimen-
toda cor azul. Proceder ao mesmo ensaio com a so-
lug@io amostra. Realizar prova em branco, da amostra
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¢ do padrdo, por meio da titulagio de 2 ml de ambas
as solugBes, adicionadas de 10 ml da solugio de
iodo 0,01 M SV e 0,1 ml de 4cido cloridrico M. Titular
cem tiossulfato de sédio 0,01 M SV.
_ (Vba~ Va)x Po x Pp
= (Vbp-Vp)Xx Pa
Emque
P = poténciadaamostra (ug/mg);

Vba = volume de titulante gasto na titulagfio do bran-
co da amostra (ml);

Va

volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp= volume de titutante gasto na titulagio do bran-
co do padriio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-

driio (ml);
Po = poténcia do padrio (ug/mg);
Pp = pesodo padrio (mg);
Pa = pesodaamostra (mg).

F. BRAS. IV, 2000

EMBAILAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes hermeticamente fechados, atem-
peratara inferior a 30 °C. Sendo destinado & produ-

¢do de formas farmacéuticas injetdveis, deverd ser
embalado em recipientes estéreis.

ROTULAGEM

Observar a legislagiio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibiético.
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AMPICILINA SODICA PO PARA SOLUCAQ INJETAVEL

A poténcia é de, no minimo, 90,0% e, no méximo,
115,0% do valor declarado de ampicilina. A ampicili-
na sédica empregada na produgao cumpre as especi-
ficagdes descritas na monografia Ampicilina sédica.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito no teste B de /denti-
ficagdo na monografia Ampicilina sédica.

CARACTERISTICAS

pH (V.2.19). 8,0 2 10,0. Determinar em solugio aquo-
saa 1% (p/V).

Determinaciio do peso (V.1.1), Cumpre o teste,

Uniformidade de doses unitdrias (V.1.6). Cumpre
o teste.

ENSAIOS DE PUREZA

f\gua (V.2.20.1). Nao mais que 2,0%.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar método de filtragfio por membranas. Dissolver
6 g da amostra em 800 ml de Fluido I1 contendo
quantidade suficiente de penicilinase estéril para
inativar a ampicilina, agitar até total solubilizagio ¢
proceder como descrito.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre oteste. Tnjetar 1, 0mlkg,
empregando solugfio de ampicilina sédica 20 mg/mi,
em agua.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No méximo
0,15 UE/mg de ampicilina.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Para determinagdo da poténcia do pé para so-
lugao injetdvel de ampicilina, empregar um dos
métodos descritos a seguir, utilizando amostragem
minima de 10 frascos.

A, Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
binlégico de amibidricos (V.5.2.17). Reconstituir o

F. BRAS. IV, 2000

contetido de 10 frascos conforme indicado pelo pro-
dutor. Dissolver padriio e amostra em dgua estéril de
modo a obter solugo na concentragio de 0,1 mg/mi.
Diluir soluglio padriio e amostra, em tampiio fosfato
de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugdo 2), as
concentragdes empregadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Reconstituir o contetido
de 10 frascos conforme indicado pelo produtor. Dissol-
ver e diluir padriio e amostra reconstituida em dgua, até
concentragdo de, aproximadamente, 1,25 mg/ml. Trans-
ferir 2 ml da solugfo padréio para erlenmeyer com tampa
esmerilhada e adicionar 2 ml de hidroxido de sddio M.
Agitar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar
2 mlde 4cido cloridrico 1,2 M e 10 ml de solugfio de iodo
0,01 M SV. Deixar em repouso, por |5 minutos, ao abri-
go da fuz. Titular com soluglio de tiossulfato de s6dio
0,01 M SV. Préximoao ponto final, adicionar 3 gotas de
solugiio de amido ST e prosseguir com a titulagdo até o
desaparecimento da cor azul. Proceder ao mesmo ensaio
com a solucio amostra. Realizar provas em branco, da
amostra € do padrdo, por meio da titulagfio de 2 ml de
ambas as solugdes, adicionadas de 10 ml da solugdo de
i0do0,01 M SV e0,1 mlde 4cido cloridrico M. Titularcom
tiossulfato de sédio 0,01 M SV.

(Vba - Va)x §

P=Vop—VpixF

Em que

P = poténciada amostra {mg/frasco-ampola);
= volume de titulante gasto na titulagio do bran-

codaamostra (ml);

Va = volume detitulanic gasto na titulagdo da amos-
tra (mi);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagiio do bran-
co do padrio (mi);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-

drdo (ml);

concentragdo do padrio (mg/ml);

mwn
I 1

= fator de diluigfio da amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferiora 25 °C.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.




AMPICILINA TRIIDRATADA

Ampicillinum trihydricum

79
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0061.01-8

Acido [28-{201,50.,6B(5*)]]-6- [(aminofenacetil}amino}-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1 -azabiciclo{3.2.0heptano-2-

carboxilico triidratado.

Apresenta poténcia de, no minimo, 900 pg e, no
méximo, 1 050 ug de ampicilina por miligrama, em
relagfio & substéncia anidra.

DESCRIGAO
Caracteres fisicos. Pé cristalino branco.

Solubilidade. Pouco solivel em dgua, praticamente
insolivel em cloroférmio, etanol, éter etilico e em 6leos
fixos. Dissolve-se em solugBes de hidrdxidos alcalinos.

IDENTIFICAGAO

O teste de identificacdo A pode ser omitido se forem
realizados os testes B e C. Os testes de identificaciio B
e C podem ser omitidos se for realizado o teste A.

A. O espectro de absorgio no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra dispersa em brometo de potds-
sio apresenta méAximos de absor¢io somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas
intensidades relativas daqueles observados no es-
pectro de ampicilina triidratada padrdo, preparado
de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando como supor-

F. BRAS. IV, 2000

te sflica-gel H, e como fase mével mistura de acetona-
acetatode amonioa 15,4% (p/V)(10:90), pH 5,0, ajus-
1ado com écido acético glacial. Aplicar, separadamen-
te, & placa, 1pl de cada uma das seguintes solugdes.

Solugdo (1): solugdo a 0,25% (p/V) da amostra
em solugfio de bicarbonato de sédio a 4,2% (p/V).

Solug¢do (2): solugfio 2 0,25% (p/V) do padriio em
solugio de bicarbonato de sédio a 4,2% (p/V).

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar e expor a vapores de iodo até o
aparecimento das manchas. Examinar sob luz visi-
vel. A mancha principal obtida no cromatograma com
a solugdo (1) corresponde em posigiio, cor e inten-
sidade aquela obtida com a solugdo (2).

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0,05 ml de 4gua e adicio-
nar 2 ml da mistura de 2 ml de solugiio de formaldeido
com 100 ml de 4cido sulfiirico. Agitar o tubo e obser-
var a cor. Deve-se apresentar quase incolor, Imergir
o tubo em banho-maria fervente durante um minuto.
Desenvolve-se coloragfio amarela escura.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19).3,5 a 6,0. Determinar em solugo aquo-
saa 1% (p/V).
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Perda por dessecagiio. Proceder conforme des-
crito em Dessecacdo de substncias antibidticas
(V.5.2.17-4-Método 1). De 12,0 215,0%.

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostra em 6leo mineral, transferir para uma lamina
de vidro e examinar por meio de microscépio dotado
de luz polarizada. As particulas exibem birrefringén-
cia, que se extingue a0 movimentar a amostra por
meio de ajuste micromeétrico.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Ampicilina triidratada destinada a preparagio
parenteral deve cumprir com os seguintes testes
adicionais.

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar método de filtragio por membranas. Dissolver
6 g da amostra em 800 ml de Fluido 11 contendo
quantidade suficiente de penicilinase estéril para
inativar a ampicilina, agitar até total solubilizacio e
proceder conforme descrito.

Pirogénio (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar 1 ml/kg,
empregando soluglio de ampicilina na concentragio
de 20 mg/ml, em solugiio de hidréxido de s6dio 0,05 M.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No miximo
0,15 UE/mg de ampicilina.

DETERMINAGAO DA POTENCIA
Empregar um dos méiodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver padrio
¢ amostra em figua estéril de modo a obter solugfio na
concentragio de, aproximadamente, 0, i mg/ml. Diluir
solugdes padriio e amostra, em tampio fosfato de po-
tdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugao2), as concentra-
¢Bes empregadas na curva padrio.

B. Por méiodo iodométrico. Dissolver e diluir
padriio e amostra de ampicilina triidratada, em dgua,
até concentragio de, aproximadamente, 1,25 mg/ml.
Transferir 2 ml da solugfio padrdo para erlenmeyer

com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml de hidréxido
de sédio M. Agitar e deixar em repouso por 135 minu-
tos. Adicionar 2 ml de dcido cloridrico 1,2 M e 10 ml
de solugio de iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso,
por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular com solu-
¢io de tiossulfato de sédio 0,01 M SV. Préximo ao
ponto final, adicionar 3 gotas de solugdo de amido
Sle prosseguir com a titulagio até o desaparecimen-
to da cor azul. Proceder ao mesmo ensaio com a so-
lugiio amostra. Realizar prova em branco, da amostra
e do padriio, por meio da titulagio de 2 ml de ambas
solugdes, adicionadas de 10 ml de iodo 0,01 M SV e
0,1 mt de 4cido cloridrico M. Titular com tiossulfato
de s6dio 0,01 M SV.

P=(Vba—Vn)xPo><Pp
(Vbp—Vp) x Pa

Emque

P = Poténcia da amostra (ug/mg);

Vba = volume de titulante gasto na titulagdo do bran-
co da amostra (ml);

Va = volume detitulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp=volume de titulante gasto na titulagfio do bran-
co do padrio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-

driio (ml);
Po = poténcia do padriio (ug/mg):
Pp = peso do padrio (mg);

Pa = peso da amostra (mg).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferior a 30 °C. Sendo destinado 2 produ-

¢io de formas farmacéuticas injetdveis, devera ser
embalado em recipientes estéreis.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente,

CLASSE TERAPEUTICA

Antibidtico.
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AMPICILINA TRIIDRATADA CAPSULAS

Ampicilina triidratada cdpsulas sio compostas de
ampicilina triidratada com ou sem, um ou mais, agen-
tes tampdes, lubrificantes, diluentes, aglutinantes,
6leos vegetais, corantes e aromatizantes adequados,
incluidos em cépsulas de gelatina. A poténcia € de,
no minimo, 90,0% e, no méximo, 120,0% do valor
declarado de ampicilina. A ampicilina empregada na
produgio cumpre com as especificagdes descritas
na monografia de Ampicilina triidratada.

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito no teste B de Iden-
tificagdo na monografia Ampicilina triidratada.

CARACTERISTICAS
Determinagciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Teste de desintegracio (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V. 1.6). Campre
o teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.L.5)

Meio de dissolugdo: dgua, 900 ml
Aparelhagem: cesto, 100 rpm
Tempo: 45 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquota do meio
de dissolugio, filtrar e diluir em solugfio tampéio de
sulfato de cobre, até concentragdo adequada. Trans-
ferir aliquota de 10 ml para tubo de ensaio com tampa,
submeter a aquecimento em banho-mariaa 75 °C por
30 minutos e resfriar rapidamente. Medir a absorvancia
da solugiio em 320 nm (V.2.14-3) utilizando a solugio
amostra sem aquecimento para zerar o aparelho. Cal-
cular a quantidade de C, H,gN,O,S dissolvida no
meio, comparando as leituras obtidas com a da solu-
¢io padrdo de referéncia na concentragio de 0,0022%
(p/V) preparada nas mesmas condigdes.

Tolerdncia: nio menos que 75% da quantida-
de declarada de ampicilina se dissolvem em 45
minutos.

F. BRAS. IV, 2000

ENSAIOS DEPUREZA

Perda por dessecagdo. Proceder conforme des-
crito em Dessecacdo de substancias antibidticas
(V.5.2.17-4-Método 1). No minimo 10,0% e, no méxi-
mo, 15,0%.

DETERMINACAO DA POTENCIA

Empregar um dos mérodos descritos a seguir,
usando amostragem de, pelo menos, 10 cépsulas.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
biolégico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver o
padriio de ampicilina em dgua estéril, de modo a ob-
ter solugio na concentragfio de, aproximadamente,
0,1 mg/ml. Remover o contetido das cépsulas e pe-
sar exatamente. Misturar os conteddos. Transferir
quantidade representativa da amostra, exatamente
pesada, para baldio volumétrico e diluir com tampio
fosfato de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugdo 2)
para obter solugfio de trabalho na concentragio da
solugdio padrio. Agitar de 3 a 5 minutos. Diluir solu-
¢des padriio e amostra, em tampdo fosfato de potds-
sio 0,1 M, estéril, pH 8.0 (Solugiio 2), 4s concentra-
¢Bes empregadas na curva padriio.

B. Por método iodométirico. Dissolver o padrio
de ampicilina em dgua, até concentragio, aproxima-
da, de 1,25 mg/ml. Remover o contelido das cdpsu-
las e pesar exatamente. Misturar os contedidos. Trans-
ferir quantidade representativa da amostra, exata-
mente pesada, para baldo volumétrico e diluir com
dgua de modo a obter concentragio idéntica & do
padrio. Agitar de 3 a 5 minutos. Transferir 2 m! da
solugfio padrdo para erlenmeyer com tampa esmeri-
Ihada e adicionar 2 ml de hidréxido de sédio M. Agi-
tar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar2
ml de 4cido cloridrico 1,2 M e 10 ml de solugdo de
iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso, por 15 minutos,
a0 abrigo da luz. Titular com solugZo de tiossulfato
de sédio 0,01 M SV. Préximo ao ponto final, adicio-
nar 3 gotas de solugfio de amido SI e prosseguir
com a titulagfio até o desaparecimento da cor azul.
Proceder da mesina maneira com a solugdo amos-
tra. Realizar prova em branco, da amostra e do pa-
driio, por meio da titulagiio de 2 mi de ambas as solu-
¢bes, adicionadas de 101n] de iodo 0.01 M SVe 0,1 ml
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de 4cido cloridrico M. Titular com tiossulfato de
s6dio 0,01 M SV,
P= (Vba - Va) x §
(Vbp-Vp)x F

Em que

P = poténcia da amostra (mg/cipsula);

Vba = volume de titulante gasto na titulagao do bran-
co da amostra (ml);

Va = volume de titulante gasto na titulagdo da ames-
tra (ml);

Vbp=volume de titulante gasto na titulagiio do bran-
co do padriio (mt);

Vp = volume de titulanic gasto na titulagiio do pa-
drio (ml);

S = concentragio do padriio (mg/ml);
fator de diluigdo da amostra.

m
1

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTQ

Em recipientes perfeitamente fechados, a tempe-
ratura inferior a 30 °C.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

X114 TAMPOES

Tampio de sulfato de cobre

Preparagio: no momento de uso, misturar 15 ml de solugio B em 985 mi de solugfio A.
Solugdio A: dissolver 15,22 g de fosfato (dibésico) de sédio anidro em quantidade suficiente de dgua. Adicionar9,75 g de
fcido citrico monoidratado e completar o volume para 1000 ml com figua. Acertar a pH 5,2 com auxflio de hidréxido de

sédio ou dcido citrico.

Solugdo B: dissolver 0,313 g de sulfato de cobre pentaidratado cm 100 mt de dgua.
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AMPICILINA TRIIDRATADA COMPRIMIDOS

Comprimidos de ampicilina triidratada sdo cons-
tituidos de ampicilina com um ou mais agentes
diluentes, lubrificantes e conservantes adequados.
A poténcia € de, no minimo, 90,0% e, no miximo,
120,0% do vaior declarado de ampicilina. A ampici-
lina empregada na produgdio cumpre as especifica-
¢Bes descritas na monografia Ampicilina triidratada.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito no teste B de Identi-
ficag@o na monografia Ampicilina triidratada.

CARACTERISTICAS
Determinacfio de peso (V.1.1}. Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegragio (V.1.4.1). No miximo 15
minutos.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre
o teste.

TESTE DE DISSOLUGAQ (V.1.5)

Meio de dissolugdo: dgua, 900 ml
Aparelhagem: cesta, 100 rpm
Tempo: 45 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquotas do
meio de dissolugiio, filtrar e diluir, em tampio de sul-
fato de cobre, até concentragio adequada. Prosse-
guir conforme descrito no Teste de dissolugdo em
Ampicilina cdpsulas.

Tolerancia: niio menos que 75% da quantidade de-
clarada de ampicilina se dissolvem em 45 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V.2.20). No minimo, 9,5% e, no mixime,
12%.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Empregar um dos méiodos a seguir descritos, usan-
do amostragem de, pelo menos, 10 comprimidos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibicticos (V.5.2.17). Dissolver o pa-
drio de ampicilinaem dgua estéril, de modo a obter solu-
30 na concentrago de, aproximadamente, 0,1 mg/ml.
Pesar e pulverizar os comprimidos. Transferir quanti-
dade representativa da amostra, exatamente pesada,
para frasco volumétrico e diluir com tampfo fosfato
de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugdo 2) para
obter solugfio de trabalho na concentragdo da solu-
¢dio padrdo. Agitar de 3 a 5 minutos. Diluir solugdes
padriio e amostra, em tampao fosfato de potéssio 0,1 M,
estéril, pH 8,0 (Solugiio 2}, as concentragdes empre-
gadas na curva padsiio.

B. Por método iodométrico. Dissclver o padrio
de ampicilina em 4gua, at concentragio, aproxima-
da, de 1,25 mg/ml. Pesar e pulverizar os comprimi-
dos. Transferir quantidade representativa da amos-
tra, exatamente pesada, para bal&o volumétrico e di-
luir com 4gua de modo a obter concentragio idénti-
caado padriio. Agitar de 3 a 5 minutos. Transferir 2 ml
da solugdo padrio para erlenmeyer com lampa
esmerilhada e adicionar 2 ml de hidréxido de s6dio M.
Agitar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicio-
nar 2 ml de 4cido clorfdrico 1,2 M e 10 ml de solugio
deiodo 0,01 M SV. Deixar em repouso, por 15 minu-
10s, 20 abrigo da luz. Titular com solugio de tiossul-
fato de s6dio 0,01 M SV. Préximo ao ponto final, adi-
cionar 3 gotas de solugiio de amido SI e prosseguir
com a titulagfio até o desaparecimento da cor azul.
Proceder da mesma maneira com a solugo amostra.
Realizar prova em branco, da amostra e do padrio,
por meio da titulagfio de 2 ml de ambas as solugdes,
adicionadas de 10 ml de iodo 0,01 M SV e 0,1 mlde
4cido clorfdrico M. Titular com tiossulfato de s6dio
001MSV.

P= {Vba~Va)x§
(Vbp - Vp)x F
Emque
P = poténciadaamostra (mg/comprimide);

Vba = volume de titulante gasto na titulagiio do bran-
co da amostra (ml};

Va = volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml):
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Vbp= volume de titulante gasto na titulagio dobran- EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
co do padriio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa- Em recipientes perfeitamente fechados, protegi-
drilo (ml): dos da umidade e atemperatura inferior 2 30 °C.

S = concentragio do padrdo (mg/ml);

F = fator de dilui¢io da amostra,

ROTULAGEM

Observar a legislagiio vigente.

X114 TAMPOES

Tampio de sulfato de cobre

Preparagdo: no momento de uso, misturar 15 ml de solugio B em 985 ml de solugiio A.

Solugdio A: dissolver 15,22 g de fosfato (dib4sico) de sédio anidro em quantidade suficiente de dgua. Adicionar 9,75 g de
icido citrico monoidratado e completar o volume para 1000 mi com dgua. Acertar a pH 5,2 com auxflio de hidréxido de
sddio ou dcido citrico.

Solugéio B: dissolver 0,313 g de sulfato de cobre pentaidratado em 100 ml de 4gua.
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AMPICILINA TRIIDRATADA PO PARA SUSPENSAO INJETAVEL

Ampicilina triidratada estéril para suspensio &
mistura seca de ampicilina triidratada com um ou
mais agentes adequados para suspensiio, tampdes,
estabilizantes e conservantes. A poténcia € de, no
mfnimo, 90,0% e, no maximo, 120,0% do valor de-
clarado de ampicilina triidratada. A ampicilina
triidratada empregada na produgdo cumpre as es-
pecificagdes descritas na monografia Ampicilina
triidratada.

IDENTIFICAGAQ

Proceder conforme descrito no teste B de /denti-
ficagdo na monografia Ampicilina triidratada.

CARACTERISTICAS

pH (V2.19). 5,027.0. Apés reconstituigko com o
diluente.

Determinagfio do peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitdrias (V.1.6). Cumpre
o teste.

ENSAIOS DE PUREZA

Perda por dessecagdo. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substancias emtibidticas
(V.5.2.17-4-Método 2). Nominimo, 11,4% e, no mixi-
mo, 14,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar 0 método de filtragio por membrana. Dissolver
6 g da amostra em 800 ml de Fluido II contendo
quantidade suficiente de penicilinase estéril para
inativar a ampicilina, agitar até total solubilizagio e
proceder como descrito.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre oteste. Injetar 1,0mlkg,
empregando solucio de ampicilina, na concentragio de
20 mg/ml, em 4gua isenta de pirogénios.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No méximo
0,15 UE/mg de ampicilina.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINACAO DA POTENCIA

Para determinagdo da poténcia de p6 para so-
lugdo injerdvel de ampicilina, empregar um dos
métodos descritos a seguir, utilizando amostragem
minima de 10 frascos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibidticos (V.5.2.17). Reconstituir o
contetido de 10 frascos conforme indicado pelo produ-
tor. Dissolver padrio e amostra em 4gua estéril de
modo a obter solugdo na concentragio de 0,1 mg/ml.
Diluir solugdo padrdo ¢ amostra, em tampdo fosfato
de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugdo 2), as con-
centragdes empregadas na curva padrio,

B. Por méitodo iodométrico. Reconstituir o con-
tetido de 10 frascos conforme indicado pelo produ-
tor. Dissolver e diluir padrfio € amostra reconstituida
em dgua, até concentragio de, aproximadamente,
1,25 mg/ml. Transferir 2 ml da solugfo padrio para
erlenmeyer com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml
de hidréxido de s6dio M. Agitar e deixar em repouso
por 15 minutos. Adicionar 2 ml de dcido cloridrico
1,2 M e 10 ml de solugdo de iodo 0,01 M SV. Deixar em
repouso, por 15 minutos, ao abrigo da luz, Titular
com solugho de tiossulfato de s6dio 0,01 M SV. Pré-
ximo a0 ponto final, adicionar 3 gotas de solugiio de
amido SI e prosseguir com a titulagio até o desapa-
recimento da cor azul. Proceder ao mesmo ensaio
com a salugdo amostra. Realizar prova em branco,
da amostra e do padriio, por meio da titulagiio de Z ml
de ambas as solugdes, adicionadas de 10 mi da solu-
¢io de iodo 0,01 M SV e 0,1 ml de 4cido cloridrico M.
Titular com tiossulfato de sédio 0,01 M SV,

_ (Vba-Vujx§
T(Vbp - Vp)x F
Emque
P = poténcia daamostra {(mg/frasco-ampola);

Vba = volume de titulante gasto na titulagéio do bran-
co da umostra (mi);

Va = volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagfio do bran-
co do padrdo (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagdo do pa-
drdo (ml);

S = concentragdo do padrio (mg/ml);

= fator dc diluigdc da amostra.

el
i
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem- Observar a legistagdo vigente.
peratura inferior a 30 °C.
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AMPICILINA TRIIDRATADA PO PARA SUSPENSAO ORAL

Ampicilina p6 para suspensio oral é mistura de
ampicilina triidratada com um ou mais agentes
corantes, aromatizantes, tampdes, adogantes e con-
servantes. A poténcia é de, no minimo, 90,0% e, no
méximo, 120,0% do valor declarado de ampicilina. A
ampicilina empregada na produgiio cumpre as
especificagdes descritas na monografia Ampicilina
triidratada.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito no teste B de Identi-
ficagdo na monografia Ampicilina rriidratada.

CARACTERISTICAS

pH (V.2.19). 5,0 27,5. Determinar na suspensio
reconstituida, conforme indicagio do produtor.

Determinacéio do peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Determinacéo do volume (V.1.2). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V.1.6). Cumpre
o teste.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V2.20.1). Noméximo 5,0%, em quantidade
contendo o equivalente a 100 mg/ml de ampicilina
apos a reconstituigiio.

DETERMINACAQ DA POTENCIA
Empregar um dos métodos a seguir descritos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio
microbiolégico de antibidticos (V.5.2.17). Dissolver
o padrao de ampicilina em 4gua estéril, de modo a
obter solugiio na concentragio de, aproximadamente,
0,1 mg/ml. Reconstituir o contetido conforme indica-

potissio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (Solugfio 2), &s concen-
tragdes empregadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Dissolver o padrio de
ampicilina em dgua, até concentragio, aproximada, de
1,25 mg/ml. Reconstituir o contetido conforme indica-
do pelo produtor. Transferir quantidade representati-
va da amostra para frasco volumétrico e diluir com
dgua de modo a obter concentragio idéntica 4 do
padrio. Agitar de 3 a 5 minutos. Transferir 2 ml da
solugio padrdo para erlenmeyer com tampa esmeri-
Thada e adicionar 2 ml de hidréxido de sédio M. Agi-
tare deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar 2 ml
de dcido cloridrico 1,2 M e 10 ml de solugio de iodo
0,01 M SV. Deixar em repouso, por 135 minutos, ao
abrigo da luz. Titular com solugiio de tiossulfato de
56dio 0,01 M SV. Préximo ao ponto final, adicionar
3 gotas de solugdo de amido SI e prosseguir com a
titulagfio até o desaparecimento da cor azul. Proceder
da mesma maneira com a solugio amostra. Realizar
provas em branco, da amostra € do padrio, por meio
da titulagdo de 2 m) de ambas as solugdes, adiciona-
das de 10 ml de iodo 0,01 M SV e 0,1 ml de 4cido clori-
drico M. Titular com tiossulfato de s6dio 0,01 M SV,

= (Vba-Va) xS
(Vbp - Vp)x F
Emgue
P = poténciada amostra (img/frasco);

Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co da amostra (mi);

Va = volume de titulante gasto na titulagio daamos-
tra (ml);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagdo do bran-
co do padrdo (mi);

Vp = volume de titulantc gasto na titulagio do pa-

drdo {ml},
S = concentragio do padréio (mg/ml);
F = fator de dilvigdo da amostra.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cont

do pelo produtor. Transferir quantidade repr i-
va da amostra para baldo volumétrico e diluir com
tampdo fosfato de potdssio 0,1 M, estéril, pH 8,0 (So-
lug@o 2) para obter solugdo de trabalho na concentra-
¢do da solugio padrio. Agitar de 3 a 5 minutos. Diluir
solugiio padrdo e amostra, em tampdo fosfato de

F. BRAS. IV, 2000

gem de microrganismos vidveis (V.5.1.6.1).
Bactérias aerdbicas totais: no maximo 1000 UFC/ml
Fungos e leveduras: no méximo 100 UFC/ml.

Pesquisa e identificacio de patégenos (V.5.1.7).
Cumpre o teste.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes bem-fechados, protegidos da umi- Observar a legislagio vigente,
dade e atemperatura inferiora 30 °C.
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ANIS-DOCE
Anisi fructus

Pimpinella anisum L. — APIACEAE

A droga vegetal € constituida pelos frutos, que
sdo diaquénios secos, contendo, no minimo, 2,0%
de 6leo essencial.

NOMES POPULARES

Anis, anis-verde, erva-doce.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga apresenta odor agraddvel e sabor doce e
anisado.

DESCRICAO MACROSCOPICA

O fruto (diaquénio) € ovéide ou piriforme, com-
primido lateralmente, alargado na base e estreitado
no dpice, o qual é coroado por um estilopddio es-
pesso, com 2 estiletes curtos divergentes e reflexos,
de cor castanho-amarelada ou castanho-esverdeada,
de 3 mma 7 mm de comprimento e 2 mma 3 mm de
largura, provido de um pequenc fragmento do
pedicelo, delgado, rigido e um tanto arqueado, que
se prolonga entre os mericarpos de cada cremocarpo,
pelo carpéforo (filamento central), filiforme e bifen-
dido. Os aguénios, unidos pelo dpice na extremida-
de do carpéforo, apresentam uma face comissural
plana e uma face dorsal convexa, esta tltima reco-
berta de tricomas simples e curtos, visiveis com uma
lupa. O fruto € percorrido longitudinalmente por 5
arestas primdrias filiformes, retilineas ¢ lisas, 3 dorsais
&2 comissurais pouco salientes e de tom mais claro.
Em secgfio transversal, os 2 aquénios mostram-se
quase sempre unidos pelas suas faces comissurais.

DESCRIGAO MICROSCOPICA

Em secgfo tranversal, cada aquénio mostra um
epicarpo de uma camada de células, onde se encon-
tram numerosos tricomas tectores curtos, geralmen-
te unicelulares, cOnicos, com paredes espessas e
cuticula verrucosa. Em vista frontal, observam-se
esparsos estdmatos e uma cuticula fortemente
estriada. O mesocarpo € formado por algumas cama-
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das de parénquima, no qual se distingue, ao longo
da face dorsal, uma série quase continua de canais
secretores esquizégenos ramificados (3 a 4 entre
duas arestas); ao longo da face comissural ocorrem
2 canais secretores amplos. Na face comissural sio
encontrados também esclereides estreitos, alonga-
dos longitudinalmente e com numerosas pontoa-
¢oes. Cada aresta contém um estreito feixe vascular
circundado por fibras. O endocarpo € composto de
uma camada de células, alongadas tangencialmente
¢ de paredes finas, aderida i testa; esta € formada
por uma camada de células de paredes internas mais
espessas, amarelas ou amarelo-esverdeadas. O
endosperma apresenta células poligonais de pare-
des espessadas, contendo goticulas de 6leo, grios
de aleurona e cristais de oxalato de célcio do tipo
drusa. O carpéforo e pedicelo sdo caracterizados pela
presenga de vasos e fibras estreitas.

DESCRICAC MICROSCOPICA DO PO

O pd contém todas as estruturas microscépicas
descritas acima e apresenta cor castanho-amarelada
ou castanho-esverdeada. Caracteriza-se, principalmen-
te, por apresentar particulas irregulares do pericarpo,
que mostram porgdes de canais secretores; tricomas
inteiros ou fragmentados, unicelulares, 3s vezes cur-
vados, com pontas atenuadas e cuticula verrucosa;
fragmentos do epicarpo com cuticula estriada e escas-
50s estématos anomociticos; fragmentos castanhos
contendo canais secretores ramificados; fragmentos
de tecido vascular; células da testa de paredes finas;
fragmentos de endosperma contendo griios de aleurona
e cristais de oxalato de cdlcio; esclereides quadrados,
retangulares ou alongados de paredes espessas,
pontoadas; corddes de fibras do carpéforo e do
pedicelo. O p6 nio contém amido.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando cromatoplaca
de silica-gel GF,,, com espessura de 250 um como
fase estaciondria, e tolueno como fase mével. Apli-
car, separadamente, em forma de banda, 2 a3 pl da
solugdo amostra e de 2 a 3 Wl da solucdo de referén-
cia, preparadas como descrito a seguir.
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Solugdo amostra: utilizar 0,1 g de frutos secos
triturados, adicionando 2 m1 de diclorometano. Agi-
tar durante 15 minutos. Filtrar, Concentrar o filtrado
4 secura, em banho-maria, a temperatura nio-superior
a 60 °C. Ressuspender o residuo em 2 ml de tolueno.

Solugdo de referéncia: dissolver 3 pl de anetol e
40 ul de 6leo de olivaem 1 ml de tolueno.

Desenvolver o cromatograma em percurso de
aproximadamente 10 cm, Apés secagem da placa,
examind-ia sob luz ultravioleta (254 nm). O croma-
tograma apresenta mancha de fluorescéncia atenua-
da, na mesma altura que a obtida com a solugdo de
referéncia de anetol (Rf aproximadamente 0,80). Em
seguida, nebulizar a placa com solugfio extemporinea
de dcido fosfomolibdico 5% dissolvido em etanok e
colocarem estufaa 100 °C-105 °C, durante 5 minu-
t0s. A mancha correspondente ao anetol apresenta
coloragdo azulada. Mancha de coloragfo azul cor-
respondente aos triglicerfdeos da amostra aparece
na mesma altura (Rf aproximado de 0.40) dos
triglicerideos presentes no 6leo de oliva.

ENSAIOS DEPUREZA
Matéria estranha (V.4.2.2). No maximo 2%.
Determinaciio de agua (V.4.2.3). No mdximo 7%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No méximo 12%.

DOSEAMENTO

A, Proceder conforme descrito em Determinagéo
de dleos essenciais (V4.2.6). Utilizarum balio de 250 ml
contendo 100 ml de dgua como liquido de destilagfo.
Reduzir o fruto de anis a pé grosseiro. Proceder imedia-
tamente a determinagio do 6leo essencial, a partir de
20 g da droga em p6. Destilar durante 4 horas.

B. Determinar o teor de anetol no 6leo utilizando
Cromatografia a gds (V.2.17.5), em aparelho equipado
com coluna capilar de 30 m de comprimento € 0,25 mm
de didmetro interno, preenchida com polidifenil-
dimetilsiloxano, com espessura do filme de 0,25 pum.
Utilizar detector de ionizagdo de chama. Como gés
de arraste, utilizar hélio  pressao de 80 kpa e veloci-
dade linear de | ml por minuto. Como gases auxilia-
res & chama do detector, utilizar nitrogénio, ar sinté-
tico e hidroggnio, na razio de 1:1:10, respectivamen-
te. Programar a temperatura da coluna de 60°Ca 300°C,
a3 °C por minuto (total: 80 minutos), a temperatura
doinjetora220 °Ceatemperatura do detectora 250°C.
Diluir o 6leo essencial na razo de 2:100 (V/V)em
éter etilico. Injetar 1 ul desta solugdo no cromatdgrafo
a gds, utilizando divisfio de fluxo de 1:50. O anetol
apresenta tempo de retengfio linear (indice de
Kévats) de 1 277. A concentragio relativa é obtida
por integragéio manual ou eletrnica. O teor de anetol
nzo € inferior a 80,0%.

EMBALAGEME ARMAZENAMENTO

Emrecipiente bem fechado, ao abrigo daluz e do
calor, por um perfodo niio-superior a um ano,
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ANIS-DOCE — Pimpinella anisum L.

Figura 1;: A-E: Pimpinella anismm L. — A. aspecto do diaquénio {esquizocarpo); B: esquema da secgiio transversal
do diaquénio segundo assinalado em A; C: esquema da secgio ransversal em um dos mericarpos, se: semente, ©: 0co, €:
canal esquizdgeno; D: detalhe da regido comissural segundo assinalado em C; E: detathe de porgiio do fruto ¢ semente
segundo assinalado cm C; F: secglio do pericarpo do fruto, ep: epicarpo, m: mesacarpo, ed: endocarpo, S: secgiio da
porgdio cxterna da semente, t: teguimento, en: endosperma. Escalas ¢ correspondéncias: t (A), 2(B), 3(DeE)e 4 (C).

F. BRAS. Iv, 2000
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100 pum . A

ANIS-DOCE - Pimpinella anisum L.

Figura 2: Fruto dc Pimpineila anisum L. em pé — A. porgdes irregulares do mesocarpo com canais secretores
ramificados ¢ ndo ramificados de cor castanha; B. porgio do epicarpo com tricomas inteiros ¢ fragmeniados e cuticuta
estriada; C. o mesmo, mostrando cuticula estriada e estémato anomocitico; D. fragmento de tecido vascular com vasos
helicoidais; E. células com paredes delgadas da testa; F. fragmentos do endosperma com células paligonais contendo
gotas de 6lco ¢ grios de aleurona com 1-2 drusas de oxalato de cdicio; G. esclereides da face comissural: H. cordGes de
fibras do carpéforo e do pedicelo.
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Fructus anisi stellati

Hlicium verum Hook.f. - MAGNOLIACEAE
A droga vegetal € constituida pelos frutos se-
cos, utilizados para extragdo de 6leo essencial, cujo
teor ndo é inferior a 5,0%.

NOMES POPULARES

Badiana-da-china, anis-da-china, anis-estrelado.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

O pericarpo da droga possui odor aromitico agra-
dével e sabor doce e anisado; a semente € inodorae
tem um sabor desagradével.

DESCRIGAC MACROSCOPICA

O fruto da badiana ¢ miltiplo, composto habitual-
mente de § foliculos, algumas vezes até 12, dispostos
horizontaimente em forma de estrela, em volta deum
eixo central (columela), ordinariamente achatado na
altura dos bordos dos carpelos. A columela continua
freqiientemente num pedtinculo pequeno, curvo e fré-
gil, que poucas vezes se encontra ligado aos frutos.
Os foliculos, de 10 mm a 20 mim de comprimento, desi-
gualmente desenvotvidos, lenhosos, careniformes,
achatados lateralmente, de cor castanho-escura, ter-
minam em 4pice obtuso e curve. Cada foliculo € angu-
loso na base, onde se fixa ao eixo central; o bordo
inferior do foliculo € espesso e rugoso; o bordo supe-
rior € aberto em dois labios, delgados e lisos de cada
lado da fenda; as faces laterais rugosas apresentam,
perto da base, uma parte mais lisa, clara e semi-eliptica,
pela qual os carpelos estfio em contato entre si. Na
época da maturagdo, o foliculo torna-se deiscente €
abre-se no bordo superior (sutura ventral), por uma
larga fenda, que deixa ver sua face interna lisa e bri-
lhante, de cor castanho-amarelada, ¢ uma tinica se-
mente oval, castanho-avermelhada ou castanho-ama-
relada, dura ¢ brilhante, truncada na base, onde se
distinguem o hilo e a micrépila bastante préximos um
dooutro. A semente contém um invélucro frigil eum
albdmen oleoso que circunda um pequeno embrifo.

DESCRICAO MICROSCOPICA

QO epicarpo, em vista frontal, mostra células
poligonais, marrons, irregulares, de paredes pouco
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espessadas. A epiderme do epicarpo apresenta estd-
matos grandes, anomociticos, ndo muito freqiien-
tes, e cuticula com estrias irregulares bem acentua-
das. O mesocarpo € constituido, em sua parte exter-
na, por parénquima de células de paredes castanho-
avermelhadas, contendo amido, podendo ser obser-
vados, neste tecido, idioblastos secretores-oleiferos
esféricos, com paredes finas; em sua parte interna, o
mesocarpo ¢ formado de células menores, de pare-
des espessas; no limite dessas duas zonas, locali-
zam-se numerosos feixes vasculares., O endocarpo é
formado por uma camada de células alongadas radial-
mente, sob forma de paligada, de 600 um de compri-
mento, em média; na parte correspondente 2 deis-
céncia (sutura ventral), essas células tornam-se meno-
res, com paredes desigualmente espessadas e
pontoadas, e as células poligonais da zona meso-
cérpica vizinha transformam-se num macigo escleré-
tico. O eixo central (columela), o pediinculo (pedicelo)
€ 0 mesocarpo contém numerosas células escler6ti-
cas caracteristicas. Os esclereides do pedicelo e do
mesocarpo sdo muito grandes e usualmente solité-
rios; eles podem ser irregularmente ramificados ou
podem ter proje¢Ses mais curtas e afiladas. Outros
esclereides do mesocarpo sdo encontrados em gru-
pos, mas sio alongados, com paredes espessadas e
pontoadas. O tegumento seminal € formado por cama-
das distintas, O tegumento externo estd representa-
do por um tecido hialino formado por 2-3 camadas
de células, seguido por outro tegumento constitui-
do por um estrato de osteoesclereides, com células
alongadas radialmente, de paredes espessas e
pontoadas; seguem-se vérias camadas de células
de paredes lignificadas, espessadas € pontoadas,
denominadas macroesclereides, sendo as camadas
interiores de paredes delgadas; o tegumento inter-
noé limitado por uma camada de células com cristais
de oxalato de cilcio. Na zona micropilar ocorrem bra-
quiesclereides. O endosperma compde-se de célu-
1as poligonais com grios de aleurona com cristaléi-
des ¢ gotas de 6leo. O embrifio € pequeno.

CARACTERES MICROSCOPICOS DO PO

O p6 contém fragmentos das estruturas descritas
acima ¢ apresenta cor castanho-avermelhada, Cons-
titui-se de células marrons do epicarpo, de cutfcula
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fortemente estriada; de células parenquiméticas do
mesocarpo, com c€lulas de 6leo arredondadas: de
esclereides volumosos, irregularmente ramificados
do pedicelo; de esclereides alongados do mesocarpo,
com paredes espessadas e pontoadas; de células
colunares do endocarpo, de paredes levemente es-
pessadas, lignificadas, com pigmentos nas paredes
terminais; de massas amarelas de células pequenas,
bastante espessas, pontoadas, provenientes da zona
da sutura carpelar; de células escleréticas (osteoes-
clereides isolados, macroesclereides ¢ braquies-
clereides) do tegumento da semente, dispostas em
paligada; de fragmentos hialinos do tegumento ex-
terno da semente; de cristais tabulares de oxalato de
célcio; de albimem com grios de aleurona com
cristal6ides.

IDENTIFICACAO

A, Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando croma-
toplaca de silica-gel GF,5,, com espessura de 250 pm
como fase estaciondria, e tolueno como fase mével.
Aplicar, separadamente, em forma de banda, 5a 10 p!
da solugdo amostra e 2 a3 pl da solugdo referéncia,
preparadas como descrito a seguir:

Solugdo amostra: utilizar 0,5 g de frutos secos
triturados, sem sementes, adicionando 10 ml de
diclorometano. Agitar durante 15 minutos. Filtrar e
concentrar o filtrado 4 secura, em banho-maria, 2
temperatura ndo-superior a 60 °C. Ressuspender o
residuo em 2 ml de tolueno.

Solugdo referéncia: dissolver 3 pl de anetol em 1
mi de tolueno.

Desenvolver o cromatograma em percurso de
aproximadamente 10 cm. Apés secagem da placa,
examind-la sob luz uitravioleta (254 nm). O croma-
tograma apresenta mancha de fluorescéncia atenua-
da, na mesma altura que a obtida com a solugdo
referéncia de anetol (Rf aproximadamente 0,80). Em
seguida, nebulizar a placa com dcido sulfiirico e co-
Jocar em estufa a 100 °C-105 °C, durante 5 minutos.
A mancha correspondente ao anetol apresenta co-
loragdio violacea.

B. Ferver dois foliculos moidos de badiana, sem
sementes, com 10 m! de etanol 90% durante 2 minu-
tos. Filtrar e separar o filtrado em duas partes. Parze
I: em tubo de ensaio adicionar ao filtrado 10 mt de
dgua destilada. Ocorre opalescéncia devido ao

anetol. Parte 2: adicionar ao filtrado 25 ml de 4gua
destilada. Em seguida, extrair 2 vezes com 20 ml de
éter de petréleo. Evaporar o éter e juntar ao residuo
2 ml de dcido acético. Transferir para um tubo de
ensaio e adicionar 3 gotas de cloreto férrico SR. A
seguir adicionar lentamente 2 ml de dcido sulfirico.
Na interface entre os liguidos forma-se, imediata-
mente, urn anel pardo devido ao anetol.

ENSAIOS DEFUREZA
Material estranho (V.4.2.2). No médximo 2%.
Determinacfio de dgua (V.4.2.3}. No méximo 7%.

Cinzas totais (V.4.2.4), No méximo 6%.

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Determinagdo
de 6leos essenciais (V4.2.6). Utilizar um baido de 250 m!
contendo 100 mi de 4gua como liquido de destila-
¢&o. Reduzir o fruto de badiana a pé grosseiro. Pro-
ceder imediatamente & determinagdo do 6leo essen-
cial, a partir de 20 g da droga em p6. Destilar por 4
horas.

B. Determinar o teor de anetol no 6leo essencial,
utilizando Cromatografia a gds (V.2.17.5), em apare-
tho equipado com coluna capilar de 30 m de compri-
mento ¢ 0,25 mm de diimetro interno, preenchida
com polidifenildimetilsiloxano, com espessura do fil-
me de 0,25 um. Utilizar detector de ionizagZo de cha-
ma. Como gés de arraste utilizar hélio i pressio de
80 kpa e velocidade linear de 1 ml por minuto. Como
gases auxiliares 2 chama do detector, utilizar nitro-
génio, ar sintético e hidrogénio na razdo de 1:1:10,
respectivamente. Programar a temperatura da colu-
na de 60 °C a 300 °C, a 3 °C por minuto (total: 80
minutos), a temperatura do injetor 2 220°Ce a tem-
peratura do detector a 250 °C. Diluir o 6leo essencial
na razio de 2:100 (V/V) em éter etilico. Injetar | pl
desta solugdo no cromatégrafo a gds, utilizando di-
visdo de fluxo de 1:50. O anetol apresenta tempo de
retengdo linear (indice de Kévats) de 1 277. A con-
centragio relativa € obtida por integragio manual
ou eletronica, O teor de anetol ndo € inferior a 80,0%.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente, bem fechado, ao abrigo daluz e do
calor por perfodo niio-superior a um ano.
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BADIANA — Illicium verum Hook. f.
Figura 1: llicium verum Hook. f.— A. aspecto do fruto; B. detalhe de um folfculo em vista dorsal; C. detalhe deum

foliculo em vista ventral; D. detalhe de trés foliculos vistos em A; E. scegdio transversal do pericarpo na porgdo indicada
em D; G. detalhe do endocarpo na regifio comissural. F. fruto, ep. epicarpo, m. mesocarpo, cd. cndocarpo. Escalas e
correspondéncias: 1 (A.BeC),2(D)e3(EcF).

F. BRAS. IV, 2000
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BADIANA — IHicium verum Hook. f.

Figura 2: lilicium verum Hook. . — A. semente em vista lateral; B. semente em secgio longitudinal; C. braquiesclerefd
da zona micropilar; D. seegfo transversal da sementc na porgdo indicada em B. Outros detalhes: hi. hilo; mi. micrépila;
cb. embrifio; e. endosperma; t. tcgumento. Escalas e correspondéncias: | (A), 2 (B)e 3 (Ce D).
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BADIANA — [licium verum Hook. f.

Figura 3: Fruto de Micium verym Hook. f. em pé — A. epicarpo com estémato anomocilico e cuticula estriada: B.
células do parénquima do mesocarpo; C. células da zona comissural com paredes espessadas: D. célula do endocarpo
fora da zona comissural; E. esclerefde; F. idioblasto com gotas de 6leo; G. porgdo do mesocarpo com idioblastos oleiferos
e esclerefdes; H. células do endosperma com gldbulos lipidicos e graos de aleurona; 1. osteoesclereides em secgio
transversal; {a. os mesmos em secgio tangencial; J. cristais prisméticos de oxalato de cilcio: K. células da camada
cristalifera; L. braquiesclereides da regifio comissural; M. macroesclereide alargado do mesocarpo, com paredes espes-
sadas ¢ pontoadas; N. esclerefdes volumosos e ramificados do pedicelo. Escalas e correspond€ncias: 1 (A-K)e 2 (L-N).

F. BRAS. 1V, 2000
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BENZILPENICILINA BENZATINA

Benzylpenicillinum benzathinum

[ 1
O
H H .
H \)( _~H
N N N
1) = { CHj3 H
COOH

i ] 2
(C,HN,0,8),. C HyN, 909,13 0111.02-3

Sal composto do dcido [25-(2a.50.,6B)]-3,3-dimetil-7-0x0-6-[(fenilacetil)amino]-4-tia-1-azabici-
clo[3.2.0]heptano-2-carboxilico cor a N, N'-bis(fenilmetil)-1 2-etano-diamina

Apresenta poténcia de, no minimo, 1 090 Unida-
des e, noméximo, I 272 Unidades de benzilpenicilina
pormiligrama.

DESCRICAQ
Caracteres fisicos. P6 cristalino branco.

Solubilidade. Muito pouco soliivel em dgua, fa-
cilmente soltvel em dimetilformamida e formamida,
pouco soliivel em etanol, muito pouco soldvel em
cloroférmio, praticamente insoldvel em éter.

IDENTIFICACAO

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

A. O espectro de absor¢do no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra, dispersa em brometo de po-
tdssio, apresenta miximos de absorgfio somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas
intensidades relativas daqueles observados no es-
pectro de benzilpenicilina benzatina padrio, prepa-
rado de maneira idéntica.

F. BRAS. IV, 2000

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando como su-
porte silica-gel H, e como fase mével mistura de ace-
tona-acetato de aménio a 15,4% (p/V) (30:70), pH 7,0
ajustado com amdnia. Aplicar, separadamente & pla-
ca, 1 ml de cada uma das seguintes solugbes.

Solugdo (1): solugio a 0,5% (p/V) da amostra em
metanol.

Solugédo (2): solugio a 0,5% (p/V) do padrio em
metanol.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar a0 ar e expor a vapores de iodo até o
aparecimento das manchas. Examinar sob luz visi-
vel. A mancha principal obtida com a solugdo (1)
corresponde em posigdo, cor € intensidade aquela
obtida com a solugdo (2).

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0,05 ml de 4gua e adicio-
nar 2 mi da mistura de 2 ml de solugio de formaldeido
com 100 ml de dcido sulfiirico. Agitar o tubo e obser-
var a cor. Deve-se apresentar quase incolor. Imergir
o0 tubo em banho-maria durante um minuto. Desen-
volve-se coloragiio marrom-avermelhada.
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D, Adicionar 2 ml de hidr6xido de sédioa0,1 gde
amostra € agitar por 2 minutos. Agitar a mistura
duas vezes, cada uma com 3 ml de éter etilico. Reunir
as camadas etéreas e evaporar até a secura. Dissol-
veroresiduoem 1 ml de etanol a 50% (V/V). Adicio-
nar 5 ml de solugdo de 4cido picrico a 1,0% (p/V),
aquecer & temperatura de 90 °C, durante S minutos, &
deixar esfriar lentamente. Separar os cristais e recris-
talizar com etanol 2 25% (V/V) contendo 1% (p/V) de
dcido picrico. Os cristais fundem-se A temperatura
de, aproximadamente, 214 °C.

ENSAIOS DE PUREZA

pH(V.2.19).4,0 a6,5. Determinar em solugdo obti-
dadissolvendo 0,05 g de amostra em 50 ml de etanol
absoluto, adicionando 50 ml de dgua.

Agua(V.2.20.1). 5,02 8,0%. Determinar em 0,3 g de
amostra,

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostraem 6leo mineral, transferir para uma lamina
de vidro e examinar por meio de microscépio dotado
de luz polarizada. As particulas exibem birrefrin-
géncia, que se extingue ao movimentar a amostra
por meio de ajuste micrométrico.

TEOR DE BENZATINA

Teor de benzatina. 24,0a 27,0%, calculado sobre
a substéncia anidra. Pesar cerca de 1 g de benzil-
penicilina benzatina e adicionar 30 ml de solugio
saturada de cloreto de sédio e 10 mi de solugo de
hidréxido de s6dio a 20% (p/V). Agitar e extrair, qua-
tro vezes, com 50 mi de éter etilico. Lavar a fase etérea
reunida, trés vezes, com 10 mi de 4gua. Reunir as
dguas de lavagem e extrair com 25 m de éteretilico.
Juntar esta camada etérea a anteriormente reunida.
Reduzir a solugio de éter, por meio de evaporagio,
para volume aproximado de 5 ml. Adicionar 2 ml de
etanol absoluto e evaporar a secura. Dissolver o
resfduo em 50 mi de 4cido acético glacial. Titular
com 4cido perclérico 0,1 M, empregando 1 ml de so-
lug#io de I-naftolbenzeinaa 1 % em 4cido acético gla-
cial. Realizar titulagio em branco. | ml de 4cido
perclérico 0,1 M é equivalente a 12,02 mg de CH,N,.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Benzilpenicilina benzatina destinada a prepa-
ragdo parenteral deve cumprir com os seguintes
testes adicionais:

Esterilidade (V.5.1.1-4). Cumpre o teste. Empre-
gar 0 método de inoculagio ou direto, usando meio

de tioglicolato fluido € meio casefna-soja contendo
polissorbato 80. Adicionar penicilinase estéril em
quantidade suficiente para neutralizar a benzilpeni-
cilina em cada tubo. Agitar os frascos diariamente.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar
0,5 ml/kg, empregando solugio de benzilpenicilina
benzatina, na concentragdio de 4 000 U/ml, em solu-~
¢Ho salina livre de pirogénios.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No méximo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina.

DETERMINAGAQ DA POTENCIA
Empregar um dos métodos abaixo descritos:

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
biolbgico de antibibticos (V.5.2.17). Adicionar me-
tanol ao padrio e amostra até completa dissoluggo.
Diluir, com solug@o tampéo fosfato de potéssio 1%,
estéril, pH 6,0 (solugdo 1), as concentrages empre-
gadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Diluir padrio de
benzilpenicilina potdssica e amostra até concentra-
¢dode, aproximadamente, 2 000 U/ml, utilizando solu-
¢80 tampiio fosfato de potassio a 1%, pH 6,0 (solugdo 1),
ndo-estéril. Transferir 2 ml da solugio padrio para
erlenmeyer com tampa esmerithada e adicionar 2 ml de
hidréxido de sédio M. Agitar e deixar em repouso por
15 minutos. Adicionar 2 ml de &cido cloridrico 1,2 Me
10m! desolugio deiodo0,01 M SV. Deixar em repou-
0, por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular com solu-
¢éo de tiossulfato de sédio 0,01 M SV, Préximo ao
ponto final, adicionar 3 gotas de solug@o de amido SI,
€ prosseguir com a titulago até o desaparecimento
da cor azul. Proceder da mesma maneira com a solu-
¢do amostra. Realizar provas em branco, da amostrae
do padréio, por meio da titulagfio de 2 ml de ambas
solucdes, adicionadas de 10 ml da solug¢io de iodo
0,01 M SV ¢0,1 mi de 4cido cloridrico M. Titular com
tiossulfato de 56dio 0,01 M SV.

p= (Vba—Va)xPoxPE
(Vop-Vp) X Pa
Emque
P = poténcia da amostra (U/mg);
Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
coda amostra {ml);

Va = volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co do padrio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-
drio (ml);
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Po = poténcia do padrio (U/mg); CLASSE TERAPEUTICA
Pp = peso do padrio (mg); :
Pa = peso da amostra (mg). Antibi6tico.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, 2 tem-
peratura inferior a 30 °C. Sendo destinado a produ-
¢do de formas farmac@uticas injetdveis, devera ser
embalado em recipientes estéreis.

F. BRAS. IV, 2000
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BENZILPENICILINA BIQNZATINA’ESTERIL
PO PARA SUSPENSAO INJETAVEL

Benzilpenicilina benzatina estéril para suspenséio
injetdvel € mistura seca de benzilpenicilina benzatina
com um ou mais agentes adequados para suspensao
ou dispersio e, contendo ou ndo, um ou mais
conservantes € substdncias tampdo. A poténcia € de,
no minimo, 90,0% ¢, no méximo, 115,0% do valordecla-
rado de benzilpenicilina. A benzilpenicilina benzatina
empregada na produgdo cumpre as especificagies des-
critas na monografia Benzilpenicilina benzatina.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito nos testes de identi-
ficagio na monografia Benzilpenicilina benzatina,

CARACTERISTICAS

pH(V2.19).5,0a7,5. Apds reconstituigio com o
diluente,

Determinacfo de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V.1.6). Cumpre
O teste.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V2.20.1).5,0 a8,0%. Determinarem 0,3 g de
amostra,

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-4). Cumpre o teste. Empregar
o método de inoculagdo ou direto, usando meio de
tioglicolato fluido e meio caseina-soja contendo
polissorbato 80. Adicionar penicilinase estéril em quan-
tidade suficiente para neutralizar a benzilpenicilinaem
cada tubo. Agitar os frascos diariamente.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar
0,5 ml/kg, empregando solugiio de benzilpenicilina
benzatina, na concentragiio de 4 000 U/ml em solu-
¢io salina livre de pirogénios.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No miximo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina.

F. BRAS, 1V, 2000

DETERMINACAO DA POTENCIA

Para determinagdo da poréncia da benzilpeni-
cilina benzatina, empregar um dos métodos descri-
tos a seguir, utilizando amostragem minima de 10
frascos. '

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibidticos (V.5.2.17). Reconstituir o
conteido de 10 frascos conforme indicado pelo pro-
dutor. Adicionar metanol 2 suspensao até comple-
ta dissolugdo. Diluir, amostra e padrio, com solu-
¢iio tampéio fosfato de potdssio a 1%, estéril, pH
6,0 (tampio 1), as concentragbes empregadas na
curva padrio.

B. Por método iodométrico. Reconstituir o conteti-
do de 10 frascos conforme indicado pelo produtor. Di-
luir padrio de benzilpenicilina potdssica ¢ amostra
reconstituida, até concentragio de, aproximadamente,
2000 U/ml de benzilpenicilina benzatina, utilizando so-
lugiio tampéo fosfato de potdssio a 1%, pH 6,0 (tampio
1) nio estéril. Transferir 2 ml da solugfio padrdo para
erlenmeyer com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml de
hidréxido de s6dio M. Agitar e deixar em repouso por
15 minutos. Adicionar 2 mi de écido cloridrico 1,2 Me
10 ml de solugiode iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso,
por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular com solugdo
de tiossulfato de s6dio 0,01 M SV. Préximo a0 ponto
final, adicionar 3 gotas de solugio de amido SI e pros-
seguir com a titulag3o até o desaparecimento da cor
azul. Proceder da mesma maneira com a soluggio amos-
tra, Realizar provas em branco, da amostra e do padrio,
por meio da titulagiio de 2 ml de ambas solugdes, adi-
cionadas de 10m! de soluggode iodo 0,01 M SVe 0,1 ml
de 4cido cloridrico M. Titular com tiossulfato de s6dio
001MSV.

_ (Vba—-Va)x§
(Vbp-Vp)x F
Emque
P = poténcia da amostra (U/frasco-ampola);
Vba = volume de titulante gasto ra titulagiio do bran-

¢0 da amostra (mi);

Va = volume detitulante gasto na titutagio da amos-
tra (ml);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagdo do bran-
<o do padrio (ml);
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Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa- ROTULAGEM
driio (ml);

S = concentraggo do padrao (U/ml); Observar a legislagdo vigente.
= fator de diluig&io da amostra.

s> ]
b

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferiora 30°C.




BENZILPENICILINA POTASSICA

Benzylpenicillinum kalicum

83

0
H H
N5 CH;
H ’
o7 N ( CHy
co0 K
C,H,;KN,0,S 37248 0111.03-1

Sal monopotdssico do 4cido [25-(20,50,6B)]-3,3-dimetil-7-0x0-6-[(fenilacetil)amino]-4-tia-1-azabi-

ciclof3.2.0]heptano-2-carboxilico.

Apresenta poténcia de, no minimo, 1 440 Unida-
des e de, no méximo, 1 680 Unidades de benzilpeni-
cilina por miligrama.

DESCRICAO

Caracteres Fisicos. P6 cristalino branco ou qua-
se branco.

Solubilidade. Muito soliivel em 4gua, praticamente
insolivel em cloroférmio, éter, dleos e parafina liquida.

Constantes fisico-quimicas

Poder rotatério especifico (V.2.8): +270°a + 300°,
determinado em solugfio a 2% (p/V) em dguaisenta
de diéxido de carbono, calculado em relagio a subs-
tincia dessecada.

IDENTIFICAGAO

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

A. O espectro de absor¢iio no infravermelho
(V.2.14-4) de amostra dispersa em brometo de potés-
sio apresenta maximos de absor¢@o somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas

F. BRAS. IV, 2000

intensidades relativas daqueles observados no es-
pectro de benzilpenicilina potdssica padréo, prepa-
rado de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando como supor-
te sflica-gel H e como fase mével mistura de acetona-
acetato de amdnio a 15,4% (p/V) (30:70), pH 5,0, ajus-
tado com écido acético glacial. Aplicar, separadamen-
te, & placa 1 ul de cada uma das seguintes soluges.

Solugdo (1): solugio a 0,5% (p/V) da amostraem
dgua.

Solugdo (2): solugio a 0,5% (p/V) do padrdo em
dgua.

Solucdo (3): solugio contendo 0,5% (p/V) do
padrio ¢ 0,5% (p/V) de fenoximetilpenicilina
potéssica padrio em 4gua.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar e expor a vapores de iodo até o apa-
recimento das manchas. Examinar sob luz visivel. A
mancha principal obtida com a solugdo (1) corresponde
em posigio, cor ¢ intensidade aquela obtida com a so-
lugdo (2). As manchas obtidas com as solugdes (2) e
(3) ndo devem ser correspondentes.

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0,05 mli de dgua e adicio-
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BENZILPENICILINA POTASSICA

nar 2 ml da mistura de 2 ml de solugdo de formaldeido
com 100 ml de &cido sulfiirico. Agitar o tubo e obser-
var a cor. Deve-se apresentar quase incolor. Imergir
o tubo em banho-maria fervente durante um minuto.
Desenvolve-se coloragiio marrom-avermelhada.

D. Responde 2 reagiio de identificacfio para fons
potassio. (V.3.1.1-5).

ENSAIOS DE PUREZA

pH(V.2.19).5,5 a 7,5. Determinar em solugo aquo-
sa, isenta de diéxido de carbono, a 6% (p/V).

Perda por dessecacfio. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de subst@ncias antibidticas
(V.5.2.17-4-Método 2). No méximo 1,0%.

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostra em 6leo mineral, transferir para uma limina
de vidro e examinar por meio de microscépio dotado
de luz polarizada. As particulas exibem birrefrin-
géncia, que se extingue a0 movimentar a amostra
por meio de ajuste micrométrico.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Benzilpenicilina potdssica destinada & prepa-
ragdo parenteral deve cumprir com os seguintes
testes adicionais:

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtragfio por membranas.

Pirogénios (v.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar 1,0
ml/kg, empregando solugio de benzilpenicilina, na
concentragdo de 20 000 U/ml em solugiio salina tivre
de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No mdximo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina.

DETERMINAGAO DA POTENCIA
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio
microbiolégico de antibidticos (V.5.2.17). Diluir com
solugdio tampdo fosfato de potdssio a 1%, estéril,
pH 6,0 (sofugdio 1), as concentragdes empregadas
na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Diluir amostra € pa-
drioaté concentragdo de, aproximadamente, 2 000 U/ml
de benzilpenicilina potdssica utilizando solugfo tam-
pHo fosfato de potdssio a 1%, pH 6,0 (solugfio 1),
nao estéril. Transferir 2 ml da solugdio padriio para
erlenmeyer com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml
de hidréxido de sédio M. Agitar e deixar em repouso
por 15 minutos. Adicionar 2 mi de 4cido cloridrico
1.2 M e 10 mi de solugio de iodo 0,01 M SV, Deixarem
repouso por | 5 minutos ao abrigo da luz. Titular com
solugdo de tiossulfato de s6dio 0,01 M SV. Préximo
a0 ponto final, adicionar 3 gotas de solugio de ami-
do SI e prosseguir com a titulagfo até o desapareci-
mento da cor azul. Proceder da mesma maneira coma
solugiio amostra. Realizar provas em branco da amos-
trae do padrdo, através da titulagdo de 2 ml da ambas
as solugdes, adicionadas de 10 ml da soluglio de
i0odo 0,01 M SV e 0,1 ml de icido cloridrico M. Titular
com tiossulfato de s6dic 0,01 M SV.

pe (Vba —Va) x Pox Pp
T (Vbp-Vp)xPa

P = poténciada amostra (U/mg);

Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co da amostra (ml);

Va = volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagto do bran-
co do padriio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-
drio (ml);

Po = poténcia do padrao (U/mg);

Pp = peso do padrio (mg};

Pa = pesodaamostra {mg).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferior a 30 °C. Sendo destinado 4 produ-

¢ao de formas farmacéuticas injetdveis, deverd ser
embalado em recipientes estéreis.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibidtico.
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BENZILPENICILINA POTASSICA ESTERIL PO
PARA SOLUCAOINJETAVEL

Benzilpenicilina potdssica estéril para preparagdo
parenteral é mistura seca de benzilpenicilina potds-
sica e citrato de s6dio como tamp3ao, em quantidade
ndo inferior a 4% e ndo-superior a 5% da fase solida
total. Pode ser empregado 4cido citrico, em quanti-
dade ndo-superior a 0,15% da fase sélida total em
substituiciio ao citrato de sédio. A poténcia € de, no
minimo, 90,0% e, no méximo, 120,0% do valor decla-
rado de benzilpenicilina. A benzilpenicilina potdssica
empregada na produgiio cumpre as especificagdes
descritas na monografia Benzilpenicilina potdssica.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito nos testes de identi-
ficagiio da monografia Benzilpenicilina potdssica.

CARACTERISTICAS

pH (V.2.19). 6,0 a 8,5. Determinar apds reconsti-
tuigio da amostra com o diluente.

Determinaciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V. 1.6). Cumpre
0 teste.

ENSAIOS DE PUREZA

Perda por dessecagio. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substdncias amibidticas
(V.5.2.17-4-Método 2). No maximo 1,5%.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtragio por membranas.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar
1,0 ml/kg, empregando solugdo de benzilpenicilina,
na concentragiio de 20 000 U/ml, em solugdo salina,
livre de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No miximo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINAGAOQ DA POTENCIA

Para determinacéo da poténcia da benzilpencilina
potdssica, empregar um dos métodos descritos a se-
guir, utilizando amostragem miima de 10 frascos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio niicro-
bioldgico de anribicdticos (V.5.2.17). Reconstituir o
contetido de 10 frascos conforme indicado pelo pro-
dutor. Diluir, amostra e padriio, com solugdo tampéo
fosfato de potdssio a 1%, estéril, pH 6,0 (solugfio 1),
as concentragdes empregadas na curva padrilo.

B. Por método iodométrico. Reconstituir o con-
tetido de 10 frascos conforme indicado pelo produ-
tor. Diluir amostra reconstituida e padrio, até con-
centragiio de, aproximadamente, 2 000 U/ml de benzil-
penicilina potdssica, utilizando solugdio tampio de
fosfato de potdssio a 1%, pH 6,0 (solugfio 1) nfio
estéril. Transferir 2 ml da solugio padrio para erlen-
meyer com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml de
hidréxido de sédio M. Agitar e deixar em repouso
por 15 minutos. Adicionar 2 mi de 4cido cloridrico
1.2 M e 10 ml de solugiio de iodo 0,01 M SV. Deixarem
repouso, por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular
com solug@o de tiossulfato de s6dio 0,01 M SV. Préxi-
mo a0 ponto final, adicionar 3 gotas de solugiio de
amido ST e prosseguir com a titulagio até o desapa-
recimento da cor azul. Proceder da mesma maneira
com a solugdo amostra. Realizar prova em branco,
daamostra e do padriio, por meio da titulagio de 2 mi
de ambas solugdes, adicionadas de 10 ml de solugio
de iodo 0,01 M SV ¢ 0,1 ml de dcido cloridrico M.
Titular com tiossulfato de sédio 0,01 M SV.

_ (Vba-Va)x§
(Vbp - Vp)x F
Em que
P = poténcia da amostra (U/frasco-ampola);

Vba = volume de titulante gasto na titulagiio do bran-
co da amostra (ml);

Va = volume de titulante gasto na titulagio da amos-
tra (ml);

Vbp= volume de titulante gasto na titulagfo do bran-
co do padrio (ml):
Vp = volume de titulante gasto na titulagiio do pa-

driio (mi);
S = concentragio do padrio (U/mt);
F = fatorde diluigio da amostra.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem- Observar a legisla¢do vigente.
peratura inferior a 30 °C.
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BENZILPENICILINA PROCAINA
Benzylpenicillinum procainum

0
H H
O
o? N\>\CH3

COOH

c l6H 18N204s' C ] SHZONZOZ‘ HZO

H,

588,72 0111.04-X

Sal monoidratado composto do &cido [2S+(20,50.,60))-3,3-dimetil-7-ox0-6-[(fenilacetilJamino]-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0)heptano-2-carboxilico com o 2-(dietilamino)etil 4-aminobenzoato (1:1)

Apresenta poténcia de, no minimo, 900 Unidades
e, no méximo, 1 050 Unidades de benzilpenicilina por
miligrama, e ndo-menor que 39,8% e néio mais que
42,0% de C,,H, N, 0,.

DESCRICAO
Caracteres Fisicos, P6 cristalino branco.

Soluhilidade. Pouco solivel em dgua, ligeiramen-
te solivel em etanol e cloroférmio.

Constantes fisico-quimicas

Poder rotatdrio espectfico (V.2.8): + 165°a + 180°.
Determinado em solugio a 1,0% (p/V) da mistura de
&gua e acetona (2:3).

IDENTIFICAGAQ

O 1este de identificagdo A pode ser omitido se
forem realizados os testes B, C e D. Os testes de
identificagdo B, C ¢ D podem ser omitidos se for
realizado o teste A.

A. Oespectrode absorgfio noinfravermelho (V.2.14-4)
daamostra, dispersa em brometo de potdssio, apresen-
tarmdximos de absorgo nos mesmos comprimentos de
onda e com as mesmas intensidades relativas daque-

F. BRAS. IV, 2000

les observados no espectro de benzilpenicilina procaina
padrio, preparado de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada(V.2.17.1), utilizando silica-gel
H, como suporte, e como fase mével mistura de ace-
tona-acetato de amonio a 15,4% (p/V) (30:70), pH 7,0
ajustado com amonia. Aplicar separadamente  pla-
ca, 1,0 pl de cada uma das seguintes solugdes:

Solucéo (1): solugio 0,5% (p/V) da amostra em
acetona.

Solugdo (2): solugio 0,5% (p/V) do padriio em
acetona.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar e expor a vapores de iodo até o
aparecimento das manchas. Examinar sob luz visi-
vel. A mancha principal obtida com a solugdo (1)
corresponde em posigao, cor e intensidade Aquela
obtida com a solugdo (2).

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0,05 ml de 4gua e adicio-
nar 2 ml da mistura de 2 mi de solugio de formaldeido
com 100 ml de 4cido sulfiirico. Agitar o tubo e obser-
var a cor. Deve-se apresentar quase incolor. Imergir
o tubo em banho-maria durante um minuto. Desen-
volve-se coloragio marrom-avermelhada.
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D. Adicionar 2 ml de dcido clorfdrico2 M a 0,1 g
de amostra. A solugfo deverd fornecer reagbes de
identificagio de Amina aromdtica priméria(V.3.1.1).

ENSAITOS DE PUREZA

pH (V.2.19).5,0 a7.5. Determinar em solug#o obti-
dadissolvendo 0,05 g daamostraem 15 ml de dguae
agitando até completa dissolugio.

Agua(v:2.20.1). 2,8 24,2%. Determinarem 0,5 g da
amostra,

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostraem 6leo mineral, transferir para uma lamina
de vidro e examinar por meio de microscépio dotado
de luz polarizada. As particulas exibem birrefrin-
géncia, que se extingue ao movimentar a amostra
por meio de ajuste micrométrico,

TEOR DE PROCAINA

Por espectrofotometria de absor¢do no visivel
(V.2.14-3). Dissolver aamostra em tampio fosfato de
potéissio 1%, pH 6,0 (solugfio 1) nio estéril, e diluir, no
mesmo solvente, até obter concentragiio de 60 U/ml.
Dissolver 27,55 mg de cloridrato de procaina padrio
em 1 000 ml do tampio fosfato pH 6,0 (cada ml desta
solugio equivale a 60 unidades de benzilpenicilina
procaina). Transferir 1,0 mi das solugGes amostra €
padrio para baldes volumétricos de 25 ml. Adicionar,
acada baldo, 0,5 ml de dcido cloridrico4 M e 1,0 ml de
nitrito de s6dic 0,1% (p/V). Agitar e deixar em contato
por 2 minutos. Adicionar 1,0 ml de sulfamato de aménio
0,5% (p/V), agitar e deixar em contato por 2 minutos.
Adicionar 1,0 mi de dicloridrato de N-1-naftiletilen-
diamina 0,1% (p/V), agitar e deixar em contato por 2
minutos. Completar os volumes com dgua destilada.
Realizar preparagio do branco, em paralelo, nas mes-
mas condigdes, omitindo-se a adigdo de solugdes
amostra e padrio. Medir as absorvincias das solu-
¢Oes em 540 nm, utilizando a preparagio do branco
para zerar o aparelho. Calcular o teor de C,(H (N0,
na amostra com base nas leituras obtidas.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Bengzilpenicilina procaina destinada & prepa-
ragdo parenteral deve cumprir com os seguintes
testes adicionais:

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtragio por membranas.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar 2 mi/kg,
empregando soluciio de benzilpenicilina, na concen-
tragfio de 2 000 U/m! em solugo salina livre de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1,9). No miximo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina,

DETERMINAGAO DA POTENCIA
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibiéticos (V.5.2.17). Preparar amos-
tra e padrio através de diluigao em solugfio tampéo
fosfato de potissio a 1%, estéril, pH 6,0 (solugiio 1).

B. Por mérodo iodométrico. Diluir padrio de
benzilpenicilina ¢ amostra at€ concentragfo de, apro-
ximadamente, 2 000 U/ml, utilizando solugo tampdo
fosfato de potéssio a 1%, pH 6,0 (solugfio 1), ndo-
-estéril. Transferir 2 ml da solugo padréo para erlen-
meyer com tampa esmerilhada e adicionar 2 ml de
hidréxido de sédio M. Agitar e deixar em repouso
por L5 minutos. Adicionar 2 ml de dcido cloridrico
1,2 M e 10 ml de solugdo de iodo 0,01 M SV. Deixar em
repouso, por 15 minutos, ao abrigo da luz. Titular
com solugdo de tiossulfato de sédio 0,01 M SV. Pr6-
ximo ao ponto final, adicionar 3 gotas de solugio de
amido SI e prosseguir com a titulagfo até o desapa-
recimento da cor azul. Proceder da mesma maneira
com a solugdo amostra. Realizar prova em branco,
da amostra e do padrio, por meio datitulagio de 2 ml
de ambas solucdes, adicionadas de 10 ml da solugio
de iodo 0,01 M SV e 0,1 ml de dcido cloridrico M.
Titular com tiossulfato de s6dio 0,01 M SV.

P= (Vba~Va)x Po x Pp
T (Vbp-Vp)x Pa

Em que

P = poténcia daamostra (U/mg);

Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
codaamostra (ml);

Va = volume detitulante gasto na titulagfio da amos-
tra (mi);

Vbp = volume de titulante gasto na titula¢io do bran-
co do padrio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-
drio (ml);

Po = poténcia do padriio (Ufmg),

Pp = peso do padrio (mg):

Pa = peso da amostra (mg).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferior a 30 °C. Sendo destinado & produ-
¢io de formas farmacéuticas injetdveis, deverd ser
embalada em recipientes estéreis.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibigtico,
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BENZILPENICILINA PROCAINA ESTERIL PO
PARA SUSPENSAO INJETAVEL

Benzilpenicilina procaina estéri] para suspensio
injetdvel € mistura seca de benzilpenicilina procaina
com um ou mais agentes adequados para suspensdo
ou dispersiio, contendo ou ndo conservantes e subs-
tancias tamp@o. A poténcia é de, no minimo, 90,0% e,
no médximo, 115,0% do valor declarado de benzilpe-
nicilina. A benzilpenicilina procaina empregada na pro-
dugio cumpre as especificagBes descritas na mono-
grafia Benzilpenicilina procaina.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito nos testes de identi-
ficaciio da monografia Benzilpenicilina procaina.

CARACTERISTICAS

pH (V.2.19).5,0a7,5. Determinar ap6s reconsti-
tuicdo com diluente.

Determinaciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitirias (V.1.6). Cumpre
o teste.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V.2.20.1). 2,8 24,2%. Determinarem 0,5 g da
amostra.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtracio por membrana.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar
2,0 ml/kg, empregando solugiio de benzilpenici-
lina, na concentraggo de 2 000 U/ml, em solugio
salina livre de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No méiximo
0.01 UE/100 unidades de benzilpenicilina,

DETERMINACAO DA POTENCIA

Para determinagdo da poténcia da benzil-
pencilina procaina, empregar um dos métodos des-

F. BRAS. IV, 2000

critos em seguida, utilizando amostragem minima
de 10 frascos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico de antibidticos (V.5.2.17). Reconstituir o con-
tetido de 10 frascos conforme indicado pelo produtor.
Diluir, amostra e padriio, com solugdo tampio fosfato
de potassio a 19, estéril, pH 6,0 (solugdo 1), as concen-
tragBes empregadas na curva padifio.

B. Por método iodométrico. Reconstituir o con-
terido de 10 frascos conforme indicado pelo produ-
tor. Diluir padrdao de benzilpenicilina potissica e
amostra reconstitufda, até concentragio de, aproxi-
madamerite, 2 000 U/mi de benzilpenicilina procaina,
utilizando solugdo tampfio de fosfato de potédssio a
1%, pH 6,0 (solugdo 1) ndo-estéril. Transferir 2 ml da
solugdo padrdo para erlenmeyer com tampa esme-
rithada e adicionar 2 ml de hidréxido de s6dio M.
Agitar e deixar em repouso por 15 minutos. Adicio-
nar 2 ml de dcido cloridrico 1,2 M e 10 ml de solugdo
de iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso, por 15 minu-
tos, ao abrigo da luz. Titular com solugfio de tiossul-
fato de sédio 0,01 M SV. Préximo ao ponto final,
adicionar 3 gotas de solugfio de amido SI e prosse-
guir com a titulacdo até o desaparecimento da cor
azul. Proceder da mesma maneira com a solugiio amos-
tra. Realizar provas em branco, da amostra e do pa-
driio, por meio da titelagio de 2 ml de ambas solu-
¢Oes, adicionadas de 10 ml de solugio de jodo 0,01
M SV e 0,1 ml de dcido cloridrico M. Titular com
tiossulfato de s6dio 0,01 M SV.

_ (Vba—Va)x§
(Vbp - Vp)x F
Emque
P = poténcia da amostra (U/frasco-ampola);

Vba = volume de titulante gasto na titulagiio do bran-
coda amostra (mi);

Va = volume detitulante gasto na titulagiio da amos-
tra (mk);

Vbp = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co do padrao (ml);

Vp = volume de titulante gasio na titulagio do pa-

drio (ml);
N = concentragio do padrdo (U/ml);
F = fator de diluigio da amostra.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem- Observar a legislagio vigente.
peratura inferior a 30 °C.




BENZILPENICILINA SODICA

Benzylpenicillinum natricum

85
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CgH,N;NaO, S 356,37 0111-05-8

Sal monossédico do acido [25-(2¢:,50,68)-3,3-dimetil-7-0x0-6-[(fenilacetil)amino)]-4-tia-1-azabici-

clo[3.2.0]heptano-2-carboxilico

Apresenta poténcia de, no minimo, { 500 Unida-
des €, no méximo, 1 750 Unidades de C, H,N,0,S
por miligrama.

DESCRICAC

Caracteres fisicos. P cristalino branco ou qua-
se branco.

Solubilidade. Muito soldvel em dgua, éter, Sleos
e parafina liquida.

Constantes fisico-quimicas

Poder rotatério especifico (V.2.8): + 285° a +310°.
Determinado em solugio a 0,5% (p/V) em dgua livre
de digxido de carbono, calculado em relagio 4 subs-
tancia dessecada.

IDENTIFICACAO

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

A. O espectro de absorgdio no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra, dispersa em brometo de po-
tdssio, apresenta maximos de absorg@io somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas

F. BRAS. IV, 2000

intensidades relativas daqueles observados no es-
pectro de benzilpenicilina sédica padrdo, preparado
de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando como su-
porte silica-gel H ¢ como fase mével mistura de ace-
tona-acetato de aménio a 15,4% (p/V)(30:70), pH 5,0
ajustado com 4cido acético glacial. Aplicar, separa-
damente, A placa, 1 pl de cada uma das seguintes
solugdes.

Solugdo (1): solugio 0,5% (p/V) da amostra em
metanol.

Solugdo (2): solugio 0,5% (p/V) do padrio em
metanol.

Desenvolver o cromatograma. Remover aplacae
deixar secar ao ar e expor a vapores de iodo até o
aparecimento das manchas. Examinar sob luz visi-
vel. A mancha principal obtida com a sofugdo (1)
deve ser semelhante em posigfio, cor e intensidade
aquela obtida com a solu¢do (2).

C. Transferir cerca de 2 mg da amostra para tubo
de ensaio. Umedecer com 0,05 ml de dgua e adicio-
nar 2 mi da mistura de 2 ml de solug@o de formaldeido
com 100 mi de 4cido sulfirico. Agitar o tubo e obser-
var a cor. Deve-se apresentar quase incolor, Imergir
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o tubo em banho-maria durante um minuto. Desen-
volve-se coloragdo marrom-avermelhada.

D. A substancia responde a reago de identifica-
¢80 para fons s6dio (V.3.1).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19). 5,5 a7,5. Determinar em solugio a
10% (p/V) em dgua.

Perda por dessecagio. Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substancias antibiéticas
(V.5.2.17-4-Método 2). No médximo 1,5%.

Cristalinidade. Suspender uma pequena porgao
da amostra, em 6leo mineral e examinar por meio de
microscépio dotado de luz polarizada. As particulas
exibem birrefringéncia, que se extingue a0 movimen-
tar a amostra por meio de ajuste micrométrico.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Benzilpenicilina sédica destinada & preparagio
parenteral deve cumprir os seguintes testes adicionais:

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtragio por membrana.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar
1.0 ml/kg, empregando sclucio de benzilpenici-
lina, na concentraggo de 20 000 U/ml, em solugdo
salina livre de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No mdximo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

A. Proceder conforme descrito em Ensaio
microbiolégico de antibidticos (V.5.2.17). Prepa-
rar amostra e padrio através de dilui¢io em solu-
¢lio tampdio fosfato de potdssio a 1%, estéril, pH
6,0 (solugdo 1),

B. Por método iodométrico. Diluir padrio de
benzilpenicilina potdssica € amostra até concentra-
¢ao de, aproximadamente, 2 000 U/ml, utilizando solu-
¢do tampio fosfato de potdssio a 1%, pH 6,0 (solugdo
1), nao-estéril. Transferir 2 ml da solugo padriio para
erlenmeyer com tampa esmerilhada e adicionar 2ml de
hidréxido de s6dio M, Agitar e deixar em repouso por
15 minutos. Adicionar 2 ml de 4cido cloridrico 1,2 Me
10 ml de solugéo de iodo 0,01 M SV. Deixar em repou-
so por 15 minutos ao abrigo da luz. Titular com solu-
¢do de tiossulfato de sddio 0,01 M SV. Préximo ao
ponto final, adicionar 3 gotas de solugio de amido St
e prosseguir com a fitulagio até o desaparecimento
da cor azul. Proceder ao mesmo ensaio com a solugio
amostra. Realizar a determinagfo dos brancos, da
amostra e do padriio, por meio da titulagio de 2 mi de
ambas as solugdes adicionadas de 10 ml da solugdio
de iodo 0,08 M SV e 0,1 ml de dcido cloridrico M.
Titular com tiossulfato de s6dio 0,01 M SV.

pe (Vba = Va) x Po x Pp

T (Vbp-Vp)x Pa

Em que

P = poténcia da amostra (U/mg):

Vba = volume de titulante gasto na titulaglio do bran-
co da amostra (ml);

Va = volume de titulante gasto na titulagfio da amos-
tra (ml);

Vbp = volume de titulante gasto na titulagio do bran-
co do padriio (ml);

Vp = volume de titulante gasto na titulagio do pa-
drdo (ml);

Po = poténcia do padrio (U/mg);

Pp = peso do padrio (mg);

Pa = peso da amostra (mg).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes hermeticamente fechados, a tem-
peratura inferior a 30 °C. Sendo destinado a produ-

¢do de formas farmacéuticas injetdveis, deverd ser
embalado em recipientes estéreis.

ROTULAGEM

Observar a Jegislagio vigente.
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Benzilpenicilina sédica estéril para preparagio
parenteral € mistura seca de benzilpenicilina sédica
e citrato de sédio, como tampio, em quantidade
ndo inferiora4% e ndo superior a 5% da fase s6lida
total. Pode ser empregado 4cido citrico, em quanti-
dade nio superior a 0,15% da fase sélida total em
substitui¢3o ao citrato de sédio. A poténeia € de,
no minimo, 90,0% e, no médximo, 120,0% do valor
declarado de benzilpenicilina. A benzilpenicilina
sédica empregada na produgfio cumpre as especifi-
cagdes descritas na monografia Benzilpenicilina
sédica.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito nos testes de identi-
ficagiio da monografia Benzilpenicilina sédica.

CARACTERISTICAS

PH (V.2.19). 6,0 a 7.5. Determinar apds recons-
tituiggo com diluente.

Determinagfio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre
o teste.

ENSAIOS DE PUREZA

Perda por dessecagiio, Proceder conforme des-
crito em Dessecagdo de substancias antibidticas
(V.5.2.17-4-Método 2). No miximo 1,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtragio por membrana.

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar
1,0 mi/kg, empregando solugdo de benzilpenici-
lina, na concentragdo de 20 000 U/m], em solugio
salina livre de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No mdxtmo
0,01 UE/100 unidades de benzilpenicilina,

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Para determinagdo da poténcia da benzilpenciling
sddica, empregar um dos métodos descritos em segui-
da, utilizando amostragem minima de 10 frascos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio microbio-
légico de antibidticos (V.5.2.17). Reconstituir o con-
tedido de 10 frascos conforme indicado pelo produtor.
Diluir, amostra e padsiio, com solugdo tampio fosfato
de potdssio a 1%, estéril, pH 6,0 (solugdio 1), As concen-
tragdes empregadas na curva padrio.

B. Por método iodométrico. Reconstituir o con-
teddo de 10 frascos conforme indicado pelo produ-
tor. Diluir padrio de benzilpenicilina potdssica e
amostra reconstituida até concentragdo de, aproxi-
madamente, 2 000 U/m] de benzilpenicilina sédica,
utilizando solugo tampio de fosfato de potdssio a
1%, pH 6,0 (solugdo 1) ndo-estéril. Transferir 2 ml da
solugdo padrdo para erlenmeyer com tampa esme-
rilhada e adicionar 2 ml de hidréxido de sédio M.
Agitar e deixar em repouso por | 5 minutos. Adicio-
nar 2 ml de 4cido cloridrico 1,2 M e 10 ml de solugfo
de iodo 0,01 M SV. Deixar em repouso, por 15 minu-
t0s, a0 abrigo da luz. Titular com solugio de tiossui-
fato de s6dio 0,01 M SV. Préximo ac ponto final, adi-
cionat 3 gotas de solugio de amido ST e prosseguir
com a titulagdo até o desaparecimento da cor azul.
Proceder da mesma maneira com a solugiio amostra.
Realizar prova em branco, da amostra e do padrio,
por meio da titulagio de 2 ml de ambas solugdes,
adicionadas de 10 ml de solugiio deiodo 0.01 MSVe
0,1 mi de 4cido clorfdrico M. Titular com tiossulfato
de s6di0 0,01 M SV.

_ (Vba—Va)x§
T (Vbp-Vp)x F
Em que
P = poténcia da amostra (U/frasco-ampola);

Vba = volume de titulante gasto na titulagio do bran-

co da amostra (ml);

volume de titulante gasto na titulagio da amos-

tra (ml);

Vbp = volume de titulante gasto na titulagfio do bran-
co do padrio (ml),;

Vp = volume de titulante gasto na titwlagio do pa-

Va

drdo (ml);
S = concentragdo do padrdo (U/ml);
F = fator de diluigiio da amostra,
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EMBALAGEME ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes hermeticamente fechados, a tem- Observar a legislagio vigente.
peratura inferior a 30 °C.
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CANELA-DO-CEILAO

Cinnamomi cortex

CinnamonumverumJ. S. Presl. -LAURACEAE

A droga vegetal € constituida pela casca seca,
apds a eliminagdo da periderme e do parénquima
cortical externo, proveniente do caule principal e de
ramificagdes deste, contendo, no minimo, 1,2% de
6leo essencial.

SINONIMIA CIENTIFICA

Cinnamomum zeylanicum Nees.

NOMES POPULARES

Canela, canela-verdadeira, canela-de-cheiro, cane-
la-rainha, canela-de-tubo, canela da India, canela-fina.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga apresenta aroma caracteristico de aldeido
cindmico e sabor picante e adocicado.

DESCRIGAO MACROSCOPICA

A droga apresenta-se em pegas isoladas ou enro-
ladas umas sobre as outras, de até 30 cm (raro 1 m)
de comprimento ¢ 0,2 a 0,8 mm de espessura,
correspondendo & casca seca, apos a eliminagio da
periderme e do parénquima cortical externo. A su-
perficie € lisa, castanho-amarelada, com leves cica-
trizes resultantes da inser¢fio das folhas e gemas
axilares e com finas estrias longitudinais sinuosas e
esbranquigadas. A superficie interna, pouco mais
escura, € jgualmente sulcada de estrias longitudi-
nais. A fratura é curta e fibrosa.

DESCRICAO MICROSCOPICA

Em secgio transversal, observam-se vestigios
descontinuos de parénquima cortical, seguidos de
até 5 camadas de esclereides (células pétreas), alon-
gados tangencialmente. ou iscdiamétricos, de pare-
des espessas, pontoadas, € ocasionalmente de agru-
pamentos de fibras. O parénquima cortical interno
esta formado por células poligonais de paredes ama-
relas, ricas em grios de amido de 5 a 10 pm de didme-

F. BRAS, IV, 2000

tro, e por células secretoras de mucilagem. No floema
secunddrio, observa-se parénquima, contendo gran-
des células secretoras de esséncias, e outras con-
tendo mucilagem, de 30 a 60 um, e elementos de tu-
bos crivados isolados ou em pequenos grupos, de
didmetro de 15 um a 25 pm até 30 pm; raios
unisseriados ou bisseriados, com algumas células
contendo cristais aciculares de oxalato de célcio e
grios de amido.

DESCRIGAOMICROSCOPICA DO PO

O p6 apresenta cor amarelada a pardo-averme-
Thado ¢ atende a todas as exigéncias estabelecidas
para a espécie, a exceglio dos caracteres macroscs-
picos. Ao exame microscépico, sdo encontrados os
mesmos elementos descritos acima, dissociados:
ilhotas de esclereides arredondados a quase qua-
drados com paredes pontoadas, numerosas fibras
lignificadas, com 300 a 800 pim de comprimento € 20
225 pm de largura, incolores, isoladas, geralmente
inteiras, com lume estreito e paredes espessas, célu-
las parenquiméticas de paredes finas, ovéides, isola-
das contendo 6Sleo, pequenos € escassos cristais
aciculares de oxalato de cdicio e abundantes grios
de amido; fragmentos de sdber escassos ou parcial-
mente ausentes,

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito em Cromato-
grafia em camada delgada (V.2.17.1), utilizando
cromatoplaca de silica-ge! G, com espessura de
250 mm como fase estaciondria, e diclorometano
como fase mével. Aplicar na cromatoplaca, sepa-
radamente, em forma de banda, 10 pl da solucdo
amostra e 10 Wl da solugdo de referéncia prepara-
das como descrito a seguir:

Solugdo amostra: utilizar cercade 3 g de p6 e agi-
tar durante 15 minutos com 15 ml de diclorometano.
Filtrar e evaporar até quase secura em banho-maria.
Dissolver o res{duo com 1 ml de tolueno.

Solugdo de referéncia: dissolver 10 ul de aldeido
cindmico e 10 pl de eugenol em 1 m! de tolueno.
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Desenvolver o cromatograma em percurso de
aproximadamente 10 cm. Remover a cromatoplaca e
deixar secar ao ar por 5 minutos. Nebulizar a placa
com uma solugfo de vanilina sulfiirica a 1% e colo-
car em estufa a 100-105 °C, durante 5 minutos. O
cromatograma apresenta mancha de coloragfio ama-
relada, na mesma altura que o eugenol (Rf aproxima-
damente 0,80) e uma mancha de coloragio amarelo-
castanho correspondente ao aldeido cinimico (Rf
aproximadamente 0,70).

B. Ensaio de identificagéo para eugenol: utilizar
uma aliquota de (0,05 ml de 6leo essencial (obtida
conforme descrito no item A de doseamento) e adi-
cionar 5 ml de etanot e 0,05 ml de uma solugo de
cloreto férrico a 5% (pfV). O desenvolvimento de

coloragiio azul caracteriza a presenga de compostos
fendlicos.

ENSAIOS DE PUREZA
Material estranho (V.4.2.2). No miximo 2%.
Determinacfo de dgua (V.4.2.3). No méximo 9%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No maximo 5%.

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Determina-
¢do de dleos essenciais (V.4.2.6). Utilizar um baldo

de 1 000 ml contendo 500 ml de 4gua como liquido de
destilag@o. Reduzir a amostra a pd grosseiro e, ime-
diatamente, proceder & determinagio do dlec essen-
cial, a partir de 50 g da droga em p6. Destilar durante
4 horas.

B. Determinar o teor de aldefdo cinfimico no éleo
utilizando Cromatografia a gds (V.2.17.5), em apare-
lho equipado com coluna capilar de 30 m de compri-
mentoe 0,25 um de didmetro interno, preenchida com
polidifenildimetilsiloxano, com espessura do filme de
0,25 um, Utilizar detector de ionizagio de chama.
Como gas de arraste utilizar hélio 4 pressio de 80
kpa e velocidade linear de 1 ml por minuto. Como
gases auxiliares & chama do detector, utilizar nitro-
génio, ar sintético e hidrogénio na razéio de 1:1:10,
respectivamente. Programar a temperatura da colu-
na de 60 a 300°C, a3 °C por minuto (total: 80 minu-
t0s), a temperatura do injetor 4 220 °C ¢ 2 temperatu-
ra do detector a 250 °C. Diluir o éleo essencial na
raziio de 2:100 (V/V) em éter etilico. Injetar 1 um des-
ta solugiio no cromatégrafo a gas, utilizando divisio
de fluxo de 1:50. O aldeido cindmico apresenta tem-
po deretengio linear (indice de Kévats) de 1266 (Z)
e 1214 (E). O teor em aldeido cinimico € de, no mini-
mo, 60,0%.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente bem-fechado, ao abrigo daluz e
calor por um periodo n#o superior a2 um ano.
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CARBAMAZEPINA

Carbamazepinum

CISHIZNZO

5H-Dibenz{b flazepina-S-carboxamida

Contém, no minimo, 98,0% €, noméximo, 102,0%
de C,H,N,0, em relagiio & substincia dessecada.

DESCRICAO

Caracteres fisicos. P6 cristalino, branco a bran-
co-amarelado, inodoro.

Solubilidade. Praticamente insolivel em dgua,
facilmente solivel em cloreto de metileno, solivel
em cloroférmio e metanol, ligeiramente solivel em
acetona e em etanol e muito pouco solivel em éter.

Constantes fisico-quimicas

Faixa de fusdo (V.2.2): 189°Ca 193 °C.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absorgiio no infravermeiho
(V.2.14-4) de amostra dessecada e dispersa em
brometo de potéssio apresenta miximos de absor-
<30 somente nos mesmos comprimentos de onda e
com as mesmas intensidades relativas daqueles ob-
servados no espectro de carbamazepina padriio, pre-
parado de maneira idéntica.

B. O espectrode absorgdo no ultravioleta (V.2.14-3), na
faixade 200nm 2400 nm, de umasolugiio a0,001% (p/V)
emetanol, apresenta mdximo de absorgio em 285.

C. Aquecer cerca de 0,1 g com 2 ml de 4cido
nitrico, em banho-maria, por 3 minutos. Desenvol-

ve-se coloragiio vermelho-alaranjada.

F. BRAS. 1V, 2000
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D. Examinar a substiincia sob luz ultravioleta a
365 nm. Exibe intensa fluorescéncia azul.

ENSAIOS DEPUREZA

Perda por dessecagio (V.2.9). Determinarem es-
tufa a 105 °C, por 2 horas, em 2 g de amostra. No
miximo 0,5%.

Acidez e alcalinidade. Pesar 2,5 g e transferir para
baldo volumétrico de 50 ml. Adicionar 20 m] de gua,
agitar, completar o volume com dgua e homogeneizar.
Filtrar em papel de filtro. A uma aliquota de 20 ml
adicionar | gota de fenolftaleina SI. Titular com
hidréxido de sédio 0,01 M SV. Realizar em paralelo
uma prova em branco. Nio mais que 1,0 ml € reque-
rido paracada 1 gde amostra. A outra aliquotade 20 ml
adicionar | gota de vermelho de metila SL. Titular
com 4cido clorfdrico 0,01 M SV. Realizar em paralelo
uma prova em branco. Ndo mais que 1,0 mi € reque-
rido para cada 1 g de amostra.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinarem 1 g de
amostra. No miximo (,1%.

Substiincias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1), utilizando silica-gel GF-254, como supor-
te, e mistura de tolueno-metanol (70:30), como fase
mével. Aplicar separadamente & placa 2 ul de cada
uma das seguintes solugdes, preparadas em mistura
de clorof6rmio-etanol (1:1).
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Solugdo (1): solugiio a 5,0% (p/V) da amostra.
Solugdo (2): solugdo 2 0,005% (p/V) da amostra.
Solugdo (3): solugdo a 5,0% (p/V) do padrio.

Solugdo (4): solugiio a 0,005% (p/V) de
iminodibenzila.

Solugdo (5): solugdo a 0,005% (p/V) de
iminoestilbeno. :

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
secar ao ar por 15 minutos € observar sob luz ultravio-
leta (254 nm e 365 nm). Revelar com solugdo de di-
cromato de potdssio 0,5% (p/V) em 4cido sulfirico
M. Qualquer mancha secundéria obtida no cromato-
grama com a solucdo (1) ndo é mais intensa que as
manchas obtidas com as solugdes (4) e (5). Aque-
cera 140 °C por 15 minutos e observar sob luz ultra-
violetaa 254 nm e 365 nm. Qualquer mancha obtida
no cromatograma com a solugdo (1), com valor de
Rfmenor que amancha principal, nfio € mais intensa
que a obtida com a solugdo (2).

Cloretos (V.3.2.1). Ferver 0,5 g com 20 ml de 4gua
por 10 minutos, esfriar e filtrar, quantitativamente, para
tubo de Nessler. Proceder conforme descrito em En-
saio-limite para cloretos. No méximo 0,014% (140 ppm).

Metais pesados (V.3.2.3-Método ). Ferver 1 g com
20 ml de dgua por 10 minutos, esfriar e filtrar,
quantitativamente, para tubo de Nessler, Proceder
conforme descrito em Ensaio-limite para metais
pesados. Nomiximo 0,001% (10 ppm).

DOSEAMENTO

Dissolver 50 mg da amostra em metanol e comple-
tar o volume para 50 ml com o mesmo solvente. Di-
luir sucessivamente, em metanol, até concentragio
de 0,001% (p/V). Preparar solugdo padriio, na mesma
concentragdo, utilizando o mesmo solvente. Medir
as absorvincias das solugdes resultantes em 285 nm,
utilizando metanol para zerar o aparelho. Calcular o
teor de C;;H ;N,O na amostra a partir das leituras
obtidas. Alternativamente, realizar o cdlculo utilizan-
do A(1%,1 cm)= 490, em 285 nm.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem-fechados, protegidos da luz.
ROTULAGEM

Observar a legislagfio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticonvulsivante.
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CARBAMAZEPINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 92,0% e, no méximo, 108,0%
da quantidade declarada de C|;H,,N,0O.

IDENTIFICACAO

A. Pesar e pulverizar os comprimidos. Aquecer
em banho-maria uma quantidade do p6 equivalente
a 200 mg de carbamazepina, com 15 ml de acetona.
Filtrar. Lavar com 2 porg@es de 5 ml de acetona quen-
te. Evaporar o filtrado até cerca de 5 ml e resfriarem
banho de gelo até cristalizacio. Filtrar os cristais e
lavar o filiro com 3 ml de acetona fria. Secar em estu-
fa a vécuo a 70 °C por 30 minutos. O espectro de
absorgiio no infravermelho (V.2.14-4), obtido com o
residuo, disperso em brometo de potissio, apresenta
maéximos de absorgio somente nos mesmos compri-
mentos de onda e com as mesmas intensidades relati-
vas daqueles observados no espectro de carbama-
zepina padrio, preparado de maneira idéntica.

B. Proceder como descrito no teste de Subs-
tancias relacionadas. A mancha principal obtida
no cromatograma com a solugiio (1) corresponde
em posicio, cor e intensidade 3quela obtida com a
solugfio (2).

C. A 25 mg do residuo obtido no teste A de Iden-
tificacdo, adicionar I ml de 4cido nitrico ¢ aquecer
em banho-maria por 3 minutos. Desenvolve-se colo-
ragio vermelho-alaranjada.

D. Examinar, sob luz ultravioleta a 365 nm, o resi-

duo obtido no teste A de Identificagdo. Observa-se
intensa fluorescéncia azul.

CARACTERISTICAS
Determinagfio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegracdo (V.1.4.1). No méximo 5
minutos.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre
o teste.

F. BRAS. IV, 2000

TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: lauril sulfato de s6dio a 1%
(p/V)em dgua; 900 ml

Aparelhagem: pas, 75 rpm

Tempo: 60 minutos

Procedimento: apés o teste, retirar aliquotas do
meio de dissolugdo e filtrar. Medir as absorvincias
em 285 nm (V.2.14-3), utilizando o meio de dissolugio
para ajuste do zero. Calcular o conteido de
C,sH,,N,0 dissolvida no meio, comparando as leitu-
ras obtidas com a da solugo padriio na concentragio
de 0,002% (p/V), preparada em lauril sulfato de sédio
a1% (p/V), com adigio prévia de metanol para garan-
tir a solubilizagdo. A concentragiio de metanol na so-
lugdo padriio niio pode excedera 1% (V/V).

Tolerdncia: nio menos que 75% da quantida-
de declarada de C|;H,N,O se dissolvem em 60
minutos,

ENSAIOS DE PUREZA

Substéncias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromaiografia em camada delgada
(V.2.17.1), utilizando como suporte silica-gel GFzsa e
mistura de tolueno-metanol (70;30), como fase mé-
vel. Aplicar, separadamente, 10 pl de cada uma das
seguintes solugdes.

Solugdo (1): pesar e pulverizar os comprimidos.
Agitar quantidade do pé equivalente a 200 mg de
carbamazepina com 3 porgdes de 10 ml de clorof6r-
mio ¢ filtrar, Evaporar ao ar e dissolver o residuo em
10 ml de cloroférmio.

Solugdo (2): solugio a 2,0% (p/V) do padrio em
cloroférmio.

Solugdo (3): solugio a 0,006% (p/V) de iminodi-
benzilaem cloroférmio.

Solugdo (4): solugdo 2 0,006% (p/V) de iminoes-
tilbeno em clorof6rmio.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
secar ao ar por 15 minutos e observar sob luz
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ultravioleta (254 nm e 365 nm). Revelar com solugfio
de dicromato de potéssio 0,5% (p/V) em acido sulfi-
rico M. Qualquer mancha secunddria obtida no croma-
tograma com a solugd@o (1) niio € mais intensa que
as manchas obtidas com as solu¢des (2) e (3).

Agua (V.2.20.1). No méximo 3%.

DOSEAMENTO

Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir,
quantitativamente, quantidade do p6 equivalente a
50 mg de carbamazepina para balio volumétrico de
100 ml com auxilio de 70 ml de metanol. Levar ao
banho de ultra-som por 10 minutos e deixar em agita-
¢do mecénica por 30 minutos. Completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar. Diluir em

metanol até concentragdio de 0,001% (p/V). Preparar
solugfio padriio na mesma concentragio, utilizando
o mesmo solvente. Medir as absorvancias das solu-
¢des resultantes em 285 nm (V.2.14-3), utilizando
metanol para ajuste do zero. Calcular o contetido de
C,sH,N,0 nos comprimidos a partir das Feituras
obtidas. Alternativamente, realizar o céiculo utilizan-
do A (1%, 1 cm)=490, em 285 nm.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagdio vigente.
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CARBONATO DE CALCIO

Calcium carbonate

caCo,

Contém, no minimo, 98,5% e, no maximo, 100,5%
de CaCO,, em relagdo & substancia dessecada,

DESCRICAO

Caracteres fisicos. P6 fino, microcristalino bran-
co, inodoro e insfpido.

Solubilidade. Pouco soltivet em fgua, quando em
presenga de sais amoniacais ou de diéxido de carbo-
no, praticamente insoldvel em dgua e etanol. Dissol-
ve com efervescéncia em acido acético M, dcido clo-
ridrico 3 M e dcido nitrico2 M.

IDENTIFICAGAO

A, Introduzir, em um tubo de ensaio, cercade 0,1 g
da amostra. Suspender com 2 ml de dgua. Em segui-
da, adicionar 3 ml de dcido acético 2 M, fechando o
tubo imediatamente com uma rolha munida de um
tubo de vidro em “U”. A mistura efervesce. Na outra
extremidade do tubo em “U”, conectar um segundo
tubo de ensaio, contendo hidréxido de bério 0,1 M.
Aquecer brandamente o tubo que contém a amos-
tra, Forma-se, no segundo tubo, um precipitado que
se dissolve em 4cido clor{drico 6 M.

B. Responde as reagdes do ion cilcio (V.3.1.1-2).

ENSAIOS DE PUREZA

Perda por dessecaciio (V.2.9). Determinar em es-
tufa a 200 °C, por 4 horas, em 1 g de amostra. No
méximo2%.

Substincias insoliiveis em dcido. Pesar 5 g de
amostra e gotejur dcido cloridrico, com agitagfio, até
cessar a efervescéncia. Em seguida, transferir para
baldio de 200 ml e completar o volume com dgua.
Filtrar em papel de filtro adequado. Lavar o residuo
até que a dltima lavagem n3o apresente reagfio para
cloreto (V.3.1.1-3). Incinerar e deixar naestufa a 100°C -
-105°C por 1 hora. O peso do residuo &, no maximo,
de 10 mg (0,2%).

F. BRAS. IV, 2000

100,09

0173.03-7

Magnésio e metais alcatinos. Misturar 1,0 g da
amostra com 35 ml de dgua destilada. Adicionar, cui-
dadosamente, 3 ml de 4cido cloridrico e aquecer a
solugdio por 1 minuto,até ebuligio. Rapidamente,
adicionar 40 ml de 4cido ox4lico 6,3% (p/V). Agitar
vigorosamente até ocorrer precipitagio. Aquecer
imediatamente, adicionar 2 gotas de vermelho de
metila SIe acrescentar hidréxido de amdnio 6 M até
a mistura ficar alcalina. Resfriar 2 temperatura am-
biente e transferir para baliio volumétrico de 100 ml.
Completar o volume com dgua & deixar em repouso
por 4 horas. Filtrar em papel de filtro adequado. Co-
locar 50 ml do filtrado em uma cipsula de porcelana,
adicionar 0,5 ml de 4cido sulfirico e evaporar em
banho-maria até pequeno volume. Aquecer em cha-
paelétrica at€ decomposigiio e volatilizagio dos sais
de amdnio. Incinerar o residuo a 600 °C, até peso
constante. O peso do residuo ¢, no mdximo, de 5 mg
(1%).

Arsénio (V.3.2.5-Método visual). Dispersar 2,5 g
da amostra em 10 ml de dgua destilada, Adicionar,
cuidadosamente, 5 ml de 4cido cloridrico bromado
SR. Remover o excesso de bromo com algumas go-
tas de cloreto de estanho. Completar o volume para
20 ml com 4gua e proceder conforme descrito em
Ensaio-limite para arsénio.

Cloretos (V.3.2.1). Pesar 1,0 g da amostra, adicio-
nar 10 ml de dgua destilada e, cuidadosamente, adi-
cionar 10 ml de dcido nitrico 2 M, agitando até disso-
lugiio. Proceder conforme descrito em Ensaio-limite
para cloretos. No méximo 0,035% (350 ppm).

Bario. Pesar2,5 g da amostra, transferir quantitati-
vamente para béquer, adicionar cido clorfdrico 3 M
até cessar a efervecéncia e aquecer até ebuligio para
eliminar o gds carbdnico dissolvido, Transferir quan-
titativamente para baldo volumétrico de 25 ml e com-
pletar o volume com 4gua. Transferir, para tubo de
ensaio, 5 ml da solugo e adicionar 5 ml de sulfato de
célcio SR. Apés 15 minutos a preparagio nio é mais
opalescente que mistura de 10 ml da primeira solu-
¢do com 10 ml de dgua.
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Ferro (V.3.2.4). Utilizar 5 ml da solugéo obtida no
teste de bario. Proceder conforme descrito em En-
saio-limite para ferro. No médximo 0,02% (200 ppm).

Sulfato (V.3.2.2). Utilizar 5 m! da soluggo obtidano
teste de bdrio. Proceder conforme descrito em Ensaio-
limite para sulfaros. No miximo 0,25% (2 500 ppm).

Metais pesados (V.3.2.3-Método I). Utilizar 5 ml
da solugio obtida no teste de bério. Proceder con-
forme descrito em Ensafo-limite para metais pesa-
dos. No miximo 0,002% (20 ppm).

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 0,15 g da amostra,
previamente dessecada a 200°C por 4 horas e proce-

der conforme descrito em Trnudagoes complexométri-
cas (V.3.4.4-2), para cilcio. Cada ml de EDTA
dissddico 0,05 M SV equivale a 5,004 mg de CaCO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM
Observar a legislagiio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antidcido, suplemento nutricional, quelante de
fésforo.

X112 REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Acido cloridrico bromado SR

. Prepara¢ao — Diluir 1 ml de bromo SR em dcido clorfdrico para 100 ml.

Bromo SR

Preparagdo - Misturar 30 g de bromo a 30 g de brometo de potdssio. Dissolver e diluir em dgua para 100 ml.
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Contém, no minimo, 92,5% e, no maximo, 107,5%
da quantidade declarada de CaCO,.

IDENTIFICAGCAO

A. Pesare pulverizar os comprimidos. Utilizar quan-
tidade do pé equivalente a 0,1 g de carbonato de c4l-
cio € proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificagdo na monografia Carbonato de célcio.

B. Responde as reagfes do fon célcio (V.3.1.1-2).

CARACTERISTICAS
Determinaciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegragiio (V.1.4.1). Noméximo 10
minutos para 0s comprimidos antidcidos.

Uniformidade de doses unitirias (V.1.6). Cumpre
a teste,

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: dcido cloridrico 0,1 M; 900 ml
Aparelhagem: pds, 75 rpm
Tempo: 30 minutos

Procedimento; ap6s o teste, retirar aliquotade 10 ml
do meio de dissolugdio, filtrar e diluir para 100 ml com
4cido cloridrico 0,1 M, Se necessério, realizar novas
diluigdes com dcido cloridrico 0,1 M. Determinar a
absorvincia do cdlcio por espectrofotometria de
absorgdo atdmica (V.2.13-Método 1), em 422,8 nm,
empregando chama de 6xido nitroso-acetileno e lam-
pada de catodo oco de cilcio.

Tolerdncia: no minimo 75% da quantidade decla-
rada de CaCO; se dissolvem em 30 minutos.

F. BRAS. IV, 2000

TESTE DE CAPACIDADE
DE NEUTRALIZAGCAOQ DA ACIDEZ

Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Utilizar quan-
tidade do pé equivalente i dose indicada para agio
antidcida. Transferir para béquer e umedecer adicio-
nando 5 ml de etanol com pH aparente ajustado para
3,5. Adicionar 100 ml de 4gua a 37 £ 3 °C e agitar
magneticamente por 1 minuto. Adicionar 30 ml de
acido clorfdrico M SV. Manter a agitagio por 15 mi-
nutos. Titular imediatamente com hidréxido de sédio
0,5M SV até pH 3,5 por, no mdximo, 5 minutos. Cada
ml de dcido cloridrico M equivale a 1 mmol de dcido
consumido na neutralizagiio. Se o comprimido for
rotulado como antidcido, o nimero de mmol consu-
mido nio é inferior ao calculado pela férmula: 0,9 x
0,02 x C, em que C é a quantidade em mg de carbo-
nato de cilcio declarada no medicamento.

DOSEAMENTO

Pesare pulverizar 20 comprimidos. Transferir para
um cadinho de porcelana quantidade de pd equi-
valente a 0,15 g de carbonato de cdlcio. Incinerar a
600 °C até peso constante. Esfriar o cadinho e adicio-
nar 10 ml de dgua. Adicionar ao residuo, dcido clori-
drico 3 M, suficiente para completar a dissoluggo.
Transferir, quantitativamente, para erlenmeyer e di-
luir com 100 ml de 4gua. Adicionar, quando necessa-
rio, e utilizando papel tomassol, hidréxido de sédio M
até alcalinizagfio. Acrescentar 2/3 do volume previs-
to do titulante e adicionar 15 mi de hidréxido de s6dio
1 Me0,3 g de azul de hidroxinaftol-cloreto de sédio
(1:99). Continuar a titulagdo com EDTA 0,05 M SV
até coloragiio azul puro. Cada ml de EDTA 0,05 M
equivale 25,004 mg de CaCO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM

Observar a legistagfio vigente.
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Centellae folium

Centella asiatica (L.) Urban — APIACEAE

A droga vegetal € constituida pelas folhas secas,
contendo, no minimo, 0,6% de asiaticosideo, em re-
lagiio ao material dessecado.

NOMES POPULARES

Centela-asidtica. centelha.

SINONIMIA CIENTIFICA

Hydrocotyle asiaticaL.

DESCRICAO MACROSCOPICA

As laminas foliares sio membrandceas, raramente
papirdceas, verde-acinzentadas na face adaxial e ver-
de-pélidas na face abaxial, glabras a tomentosas emam-
bas as faces, cobertas de tricomas hialinos de at€ 2 mm,
pluricelulares, unisseriados, formados por 2a 5 ¢élu-
las. A célula inferior € oriunda de uma s6 célula basal.
Limina ovada a orbicular-reniforme, palminérvea, com
5 a 9 nervuras, base cordada a truncada, dpice arre-
dondado, obtuso a truncado, margem levemenie
sinuada a crenado-dentada, medindo 1,5cm a7 emde
comprimento ¢ | cm a 6 ¢m de largura, A venagio €
pouco densa, actinédroma. As nervaras de primeira
ordem sio, longitudinalmente, retilineas. As nervuras
de segunda ordem apresentam angulo de divergén-
cia moderada. As ramificagSes das nervuras secun-
ddrias e tercirias terminam no epitema dos hidatodios.
As aréolas sfio pentagonais ou poligonais, com vénula
simples, curvada ou ramificada s6 uma vez e disposta
10 acaso. Peciolo de até 15 cmde comprimento, afar-
gado na porgfio basal e canaliculado na face adaxial,
viloso-tomentoso, castanho-esverdeado a castanho-
avennelhado.

DESCRICAO MICROSCOPICA

Em vista frontal, a face adaxial daepiderme mostra
células poligonais de paredes rctas a curvas. estoma-
tos projetados, paraciticos, raros anisociticos, indice
estomiitico igual a 18, e hidatodios: a cuticula é estria-
da. A face abaxial apresenta células também poligo-
nais, de maior tamanho do que as da face adaxial,
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estdmatos projetados, paraciticos e indice estomético
igual 4 12; a cuticula é fortemente estriada. Ambas as
faces da epiderme apresentam tricomas simples,
unisseriados, retorcidos, geralmente tricelulares (2 a
5 célutas), bastante escassos na face adaxial. Em
secgdo transversal, as faces mostram-se constituidas
por células retangulares achatadas, alternadas com
células quadrangulares papilosas; a projegio dos
estdmatos pode ser melhor observada e a cuticula é
fina. O mesofilo apresenta estrutura dorsoventral. com
| a 3 camadas de parénquima paligddico frouxo e
parénquima esponjoso ocupando mais da metade do
mesofilo. formado por células oblongas no sentido
horizontal; nestes parénquimas encontram-se drusas
de oxalato de célcio. Raros canais secretores (ductos)
encontram-se dispostos junto ao floema. Na nervura
mediana, observam-se, via de regra, 2 canais secre-
tores, dispostos na regifio do parénquima fundamen-
tal, um voltado para a face adaxial e outro para a abaxial,
préximos ao sistema vascular e raramente no flocma:
o colénquima, do tipo lacunar e presente enyambas as
faces, estd representado por | a 3 camadas celulares,
especialmente na face adaxial. O sistema vascular €
colateral, em arco aberto, com vdrias fibras em zona
externa ao floema. O peciolo ¢ fistuloso e, em secgiio
transversal. mostra contorno circular, com duas ares-
tas opostas na face adaxial, separadas por uma pe-
quena regifio levemente cdncava, conferindo-lhe as-
pecto canaliculado. A epiderme apresenta células
quadrangulares. algo papilosas. com estdmatos pa-
raciticos e tricomas simples, pluricelulares, unisseria-
dos, com célula basal bem mais curta do que as de-
mais. A cuticula é fina e estrinda. Subepidermicamente,
ocorre um colénguima angular, continuo, onde alter-
na-se uma camada predominante de células com es-
treitas regites de 2 a 3 camadas, ou nas arestas até 5.
Abaixo deste, situa-se um clorénquima, contendo sete
feixes vasculares colaterais, dispostos em circulo,
separados por largas faixas de parénquima fundamen-
tul, ocarrendo um feixe menor em cada aresta. Ao re-
dor do floema, no parénquima fundamental, podem
ocorrer células amiliferas. Em cada feixe vascular hd
um envoliério de fibras. restrito ao floema. No peciolo,
também observam-se canais secretores: um, interna-
mente a0 colénquima, geral e regularmente nas re-
gides em que ocorre maior niiinero de camadas deste,
um, com menor frequéncia disposto por toda a estru-
tura, naregido aproximadamente eqiiidistante dos fei-
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xes vasculares e da epiderme, dois, opostos entre si,
em um mesmo feixe vascular, ambos muito préximos
ao xilema, € um por feixe vascular nas arestas. O parén-
quima medular ¢ inexistente, por ser o peciolo fis-
tuloso. Nas proximidades da fistula encontram-se
drusas de oxalato de cilcio, nas células do parén-
quima fundamental.

DESCRIGAO MICROSCOPICA DO PO

O p6 atende a todas as exigéncias estabelecidas
para a espécie, 4 excegfio de caracteres macroscépi-
cos. S0 caracteristicos tricomas ou porgdes deles,
unisseriados; drusas de oxalato de célcio e porgdes
de células epidérmicas, com estdmatos paraciticos.

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1) utilizando croma-
toplaca de silica-gel GF,,, com espessura de 250 pm,
como fase estaciondria, e mistura de cloroférmio-
dcido acético glacial-metanol-dgua (60:32:12:8), como
fase mével. Aplicar na cromatoplaca, separadamen-
te, em forma de banda, 20 pl da solugdo amostra e
5 ulda solugdo referéncia, preparadas como segue.

Solugdo amostra: ferver 3 g da amostra com 30 ml
de mistura de etanol-agua (1:1). Filtrar e concentrar
até secura. Retomar em 0,5 ml de metanol.

Solugdo referéncia: dissolver 1 mg de astatico-
sideo em 1 mide metanol.

Desenvolver o cromatograma em percurso de apro-
ximadamente 10 cm. Deixar a placa secar em capela
por 5 minutos, nebulizar com solugio de anisaldeido
sulfirico SR e aquecer em estufa a 100 °C a 105 °C
durante 10 minutos. Nebulizar novamente com a solu-
¢do de anisalde{do sulfiirico SR e aquecer em estufaa
100°Ca 105 °C por 10 minutos. O cromatograma apre-
senta uma mancha principal de coloragiio acastanha-
da nia mesma altura que a obtida com a solugdo de
referéncia de asiaticosideo (Rf aproximadamente 0,50).
Observa-se também uma mancha secunddria de colo-
ragfio violeta, com Rf aproximado de 0,90.

B. Transferir 1 g da droga em pd ou fragmentada
para tubo de ensaio, adicionar 10 m! de 4gua destila-
dae ferver por 2 minutos. Resfriar ¢ agitar energica-
mente por 15 segundos. Em seguida, adicionar go-
tas de dcido cloridrico a 10% (p/V). A espuma forma-
da € persistente, o que caracteriza a presenga de
saponinas.

ENSAIOS DE PUREZA
Material estranho (V.4.2.2). No miximo 2%.
Determinacio de dgua (V.4.2.3). No méximo 6%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No mdximo 11%.

INDICE DE ESPUMA (V.4.2.9).

Pesar 1 g da droga pulverizada, transferir para
tubo de ensaio e ferver por 2 minutos. Utilizar 100 m]
de dgua destilada. No maximo 100.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4), utilizando
cromatégrafo liquido provido de detector espectro-
fotométrico a 200 nm; coluna de 250 mm de compri-
mento ¢ 4,6 mm de didmetro interno, empacotada
com silica octadecilsililizada com particulas de 3 um
a 10 pum de didgmetro. Utilizar gradiente linear, partin-
do de 100% de mistura de acetonitrila - solugfo aquo-
saa 0,5% de icido fosférico (25:75), até proporges
iguais (50:50) do segundo eluente, acetonitrila - so-
lugio aquosa a 0,5% de 4cido fosférico (50:50), em
40 minutos, com fluxo de 0,5 ml/minuto A temperatu-
raambiente {18°C a25°C).

Solugdo amostra: extrair 5 g da droga seca em pé
com 150 ml de metanol em aparetho de Soxhlet du-
rante 4 horas. Evaporar o solvente em banho-maria
até cerca de 50 ml. Filtrar em funit de vidro sinterizado
(G4). Transferir o filtrado para baldo volumétrico de
100 ml e ajustar o volume com metanol,

Solugdo referéncia e diluigses: dissolver 30 mg
de asiaticosideo em 5 ml de metanol. Preparar 4 dilui-
¢des, em metanol, nas propor¢des de 80%, 60%, 40%
e 20% a partir da solugdo referéncia.

Procedimento. injetar, separadamente, 10 pl das
solugcdes amostra, referéncia e dilui¢ges. Determi-
nar a drea do pico referente ao asiaticosideo (tempo
de retengdo de 30 a 40 minutos). Estabelecer uma
curva de calibragéio com os valores obtidos com as 5
solugdes referéncia de asiaticosideo. Determinar a
drea do pico do asiaticosideo na solugdo amostrae,
utilizando a curva de calibrago, determinar o teor
de asiaticos{deo na amoslra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz e
do calor.
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CENTELA — Centella asiatica (L.} Urban

Figura 1: Centella asiatica(L.) Urban — A. aspecto da folha; B. esquema da secgiio transversal da folha na nervura
mediana: C. secgio transversal da folha na regifio do limbo na porgie indicada em B: D. detalhe de secglio transversal da
l'otha com estdmato e cimara subestomética: E. aspecto do parénquima; F. hidatddio na epiderme adaxial; G. epiderme
adaxial: H. epiderme abaxial: I. detalhe dc estémato paracitico: I.-K. arquitetura foliar: J. aréola; K. margem e hidat6dio.
Escalas e correspondéneias: 1 (A); 2(K), 3 (B,F¢ ), 4 (C-E,GeH)e 5 ().

F. BRAS. 1V, 2000
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Figura 2: Centella asiatica (L.) Urban — L. esquema do peciolo em secglo transversal; M., detalhe de wina porgio
transversal do peciolo; N. drusas de oxalato de cilcio; O. canal secretor; P. (ricoma simples multicelutar. Escalas ¢

correspondéncias:| (L) e 2 (M-P),
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CLORIDRATO DE BUPIVACAINA

Bupivacaini hydrochloridum

HC H;C
\/\ 0
N .HCI
)
H CH;
CsHgN,OHCl 32489 0160.01-6
C,yHyeN;,0HCLH,0 34291

Cloridrato de 1-butil-N-(2,6-dimetilfenil)-2-piperidinocarboxamida monoidratado

Contém, no minimo, 98,5% e, no maximo, 101,5%
de ClgstNZOAHCl, em refagfo & substancia anidra.

DESCRICAQ
Caracteres fisicos. P6 cristalino branco, inodoro.

Solubilidade. Facilmente solivel em dguaeemeta-
nol; levemente soliivel em cloroférmio e em acetona.

Constantes fisico-quimicas

Ponto de fusdo (V.2.2): funde a 254 °C, com de-
composigio.

IDENTIFICAGAO

A. Dissolver cerca de 25 mg em 10 ml de 4gua,
adicionar hidréxido de sédio 2 M até que a solugiio
se torne alcalina e extrair com duas porgdes de 15 ml
de éter. Secar o extrato etéreo com sulfato de sédio
anidro, filtrar, lavar com 5§ ml de éter e evaporar o
filtrado a temperatura ambiente, Secar o residuo sob
sflica-gel, utilizando pressiio reduzida. Paralelamen-
te, realizar 0 mesmo procedimento, utilizando 25 mg
de cloridrato de bupivacaina padrio. O espectro de
absorgfio no infravermelho (V.2.14-4) do residuo, dis-
perso em brometo de potdssio, apresenta maximos
de absorgiio somente nos mesmos comprimentos de
onda e com as mesmas intensidades relativas da-
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queles observados no espectro do cloridrato de
bupivacaina padrdo, preparado de maneira idéntica.

B. O espectro de absorgzo no ultravioleta (V.2.14-3),
na faixa de 200 nm a 400 nm, da solugfio amostra a
0,05% (p/V), em relagdio & substincia anidra, prepa-
rada em 4cido cloridrico 0,01 M exibe mdximos em
263 nm ¢ 271 nm, idénticos aos observados no es-
pectro de sotugfio similar de cloridrato de bupiva-
caina padrio. A absorvincia da solugio amostra,
em 271 nm, nio difere mais do que 3% daquela obti-
da com a solugdo padrdo.

C. Dissolver cerca de 50 mg em 10 mi de dguaem
um funil de separagfo, alcalinizar com hidréxido de
amonio 6 M e extrair com 10 ml de éter. A fase aquosa
responde is reagdes do fon cloreto (V.3.1.1-3).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V2.19).4,5 2 6,0. Determinar em solugio aquo-
saa 1% (p/V).

Substéincias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1), utilizando sflica-gel G, como suporte, & mis-
tura de cicloexano-tolueno-dietitamina (75:15:10),
como fase mével. Aplicar, separadamente, X placa 2 pl
de cada uma das seguintes solugbes, preparadas em
metanol.
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Solugdo (1): solugdio a 5,0% (p/V) da amostra.
Solugdo (2): solugiio a 0,05% (p/V) da amostra.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar e nebulizar com iodobismutato de
potdssio SR. Nenhuma mancha secunddria obtida
no cromatograma com a solugdo (1) € mais intensa
que a mancha obtida com a seliegdo (2).

2,6-Dimetilanilina. Em 2 ml de solugio amostraa
5% (p/V}em metanol, adicionar I mlde solugioa 1%
(p/V) de 4-dimetilaminobenzaldeido em metanol, re-
centemente preparada, e 2 ml de dcido acético glacial.
Deixar em repouso por 10 minutos. A cor amarela,
eventualmente produzida, ndo € mais intensa que
aquela obtida utilizando, no lugar da solugdo amos-
tra, 2 ml de solugfio de 2,6-dimetilanilina a 0,0005%
(p/V) em metanol. No méximo 0,01% (100 ppm).

Metais pesados (V.3.2.3 - Método IT). No mdximo
0,001% (10 ppm).

Agua (V.2.20.1).4,0% 6,0%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinarem 1 g de
amostra. No méximo0,1%.

Absorgiio de buz. Dessecar a amostra a-105 °C até
peso constante, A absorvancia da solugéo a 0,04%

(p/V)em &cidocloridrico 0,01 M, medida em 263 nm,
estd entre 0,53 € 0,58 e medida em 271 nm, estd entre
0,43¢0,48.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 0,6 g de cloridrato de
bupivacaina e dissolver em 20 ml de dcido acético
glacial. Adicionar 10 ml de acetato mercdrico a 6%
(p/V) em 4cido acético glacial e 3 gotas de cristal
violeta S1. Titular com cido perclérico 0,1 M SV até
viragem de violeta para verde, Realizar determina-
¢io em branco e fazer as corregdes necessdrias. Cada
ml de dcido perclérico 0,1 M SV equivale a32,489 mg
de C H, N,OHCI.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados e ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anestésico local,

XII:2. REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

lodobismutato de potassio SR

Preparagdo - Dissolver 10 g de dcido tartdrico em 40 mi de dgua e adicionar 0,85 g de subnitrato de bismuto. Agitar
durante uma hora. Adicionar 20 ml de solugiio de iodeto de potdssio a 40% (p/V) e homogeneizar. Deixar em repouso
durante 24 horas ¢ filtrar. Dissolver 10 g de 4cido tartdrico em 50 ml de dgua, adicionar 5§ ml da solugfio anterior ¢

homogeneizar.
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CLORIDRATO DE BUPIVACAINA SOLUCAO INJETAVEL

Solug#o estéril de cloridrato de bupivacaina em
4gua para injetdveis. Contém, no minimo, 93,0% e,
no mdximo, 107,0% da quantidade declarada de
C,gHgN,OHCL

IDENTIFICACAO

A. Para um volume de amostra contendo o equi-
valente a 25 mg de cloridrato de bupivacaina, adicio-
nar gua, se necessdrio, para produzir 10 ml e proce-
der conforme descrito no teste A de Identificacio
na monografia Cloridrato de bupivacaina.

B. Proceder conforme descrito em Substéncias
relacionadas. A mancha principal obtida no croma-
tograma com a solugdo (1) corresponde em intensi-
dade, cor e posigio & mancha obtida no cromatogra-
ma com a solugdo (2).

C. Transferir volume de amostraequivalente a S0 mg
de cloridrato de bupivacafna para um funil de sepa-
ragdio. Alcalinizar com hidréxido de amonio 6 M e
extrair com 10 m! de éter etilico. A fase aquosa res-
ponde as reagdes do fon cloreto (V.3.1.1-3).

CARACTERISTICAS
Determinaciio de volume (V.1.2). Cumpre o teste.

pH (V2.19).4026,5.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1) utilizando sflica-gel GF,,, como suporte, &
mistura de cicloexano-tolueno-dietilamina (75:15:10),
como fase mGvel. Aplicar, separadamente, a placa 20 ul
daamostra e de cada uma das solugdes recentemen-
te preparadas, como segue:

Solugdo (1): diluir a amostra em metanol, se ne-
cessdrio, até concentragio de 0,25% (p/V).

Solugdo (2): sotugiio padrio a 0,25% (p/V) em
metanol.

F. BRAS. IV, 2000

Solugdo (3): solugdo padriio a0,0025% (p/V)em
metanol.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar. Nebulizar com solugdo de iodobis-
mutato de potdssio SR, preparada como descrito na
monografia Cloridrato de bupivacaina. Qualquer
mancha obtida no cromatograma com a solugdo (1),
diferente da mancha principal, ndo é maior ou mais
intensa que a mancha obtida no cromatograma com
a solugdo (3).

2,6-Dimetilanilina. Utilizar volume de amostra
contendo o equivalente a 25 mg de cloridrato de
bupivacaina anidro, adicionando 4dgua, se necessd-
rio, para produzir 10 ml. Proceder conforme descrito
no teste A de Identificacdo na monografia Clo-
ridrato de bupivacaina, até “Secar o resfduo sob
silica-gel, utilizando presséo reduzida”. Dissolver o
residuo em 2 ml de metanol, adicionar | ml de solu-
¢do a 1% (p/V) de 4-dimetilaminobenzaldefdo em
metanol e 2 mi de 4cido acético glacial e deixar em
repouso 2 temperatura ambiente por 10 minutos. A
cor amarela, eventualmente produzida, nio € mais
intensa que aquela obtida utilizando, no lugar da
amostra, 10 ml de uma solugdo de 2,6-dimetilanilinaa
1 wg/mlem agua. Noméximo 0,04% (400 ppm).

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA
Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No miximo
2.5 UE/mg de cloridrato de bupivacaina.

DOSEAMENTO

Transferir volume de amostra contendo o equiva-
lente a 0,25 g de cloridrato de bupivacaina anidro para
funil de separagdo de 250 ml. Alcalinizar com 2 ml de
hidréxido de s6dio 5 M e extrair com quatro porgles
de 20 ml de cloroférmio. Reunir os extratos e filtrar
sobre sulfato de sédio anidro. Adicionar 10 ml de
dcido acético glacial e duas gotas de cristal violeta SI.
Titular com 4cido percldrico 0,05 M até viragem de vio-
leta para verde. Cada mi de dcido perclérico 0,05 M SV
equivale a 16,245 mg de C,gH,,N,O.HCL
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EMBALAGEME ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Em recipientes de vidro tipo I, protegidos da luz. Observar a legislagio vigente.
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CLORIDRATO DE BUPIVACAINA E GLICOSE SOLUCAO INJETAVEL

Soluciio estéril de cloridrato de bupivacaina e
glicose em dgua para injetdveis. Contém, no minimo,
93,0% e, no mdximo, 107,0% das quantidades decla-
radas de C,¢H,N,0.HCle C;H 0.

IDENTIFICACAQ

A, Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1) utilizando silica-gel
GF,,, como suporte, ¢ mistura de I-butanol-4gua-
etanol-dcido acético glacial (6:2:1:1), como fase m¢-
vel. Aplicar, separadamente, 3 placa 10 pl da amostra
edas solugdes (1,2,4) e 1 ul da amostra e da solugdo
(3), recentemente preparadas, como segue.

Solugdo (1): solugdo injetivel de cloridrato de
bupivacaina e glicose.

Solugdo (2): solugdo padrio de cloridrato de
bupivacaina em 4dgua, na concentragio correspon-
dente & da solugiio injetdvel.

Solucdo (3): solugdio padriio de glicose em dgua,
na concentragiio correspondente a da solugio
injetdvel.

Solugdo (4): solugdo padrio de cloridrato de
bupivacaina e glicose, nas concentragdes corres-
pondentes A da solugdo injetdvel.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placae
secar ao ar quente circulante. Examinar a placa sob
lampada ultravioleta (254 nm). A posigie da mancha
principal obtida com a selucdo (1) corresponde aque-
1a das manchas das solugdes (2) e (4). Nebulizar com
reagente de Jones, aquecer a 90 °C por 5 minutos e
examinara placa. A posigio da mancha principal mar-
rom, obtida com a amostra, corresponde aquela da
mancha obtida com a solugdo (3). Esfriar a placa,
nebulizar com reagente iodoplatinado. A bupivacaina
é visualizada como mancha azul-violetaem fundo la-
ranja ¢ a mancha correspondente 3 glicose desapare-
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ce gradativamente. A posi¢io da mancha de bupiva-
caina obtida com a solucdo (1) corresponde aquelas
obtidas com as solugdes (2) ¢ (4).

B. Transferir volume de amostra equivalente a 5S0mg
de cloridrato de bupivacaina para funil de separa-
&0, alcalinizar com hidréxido de aménio 6 M e extrair

com 10 ml de éter etilico. A fase aquosa responde as
reagdes do ion cloreto (V.3.1.1-3).

CARACTERISTICAS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA
Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No miximo
1,8 UE/mg de cloridrato de bupivacaina.

DOSEAMENTO

Cloridrato de bupivacaina. Proceder conforme
descrito no Doseamento Cloridrato de bupivacaina
solugdo injetdvel.

Glicose. Medir o Angulo de rotagdo da amostra, em
tubo adequado (V.2.8). Calcular a quantidade, em mg,
de CgH,,0,, em cada ml da amostra, utilizando a f6r-

mula: . 9452. A,emque oté aleituramédiaobtidae A
¢é adivis3o de 200 pelo comprimento do tubo, em mm.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes de dose tinica, preferencialmente
em vidro tipo [, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagdio vigente.
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DAPSONA

Dapsonum

H,N

c 12H 12N2025

4,4-sulfonilbisbenzamina

" Contém, no minimo, 99,0% €, no maximo, 101,0%
deC,,H,,N,0,S, emrelagdo a substéincia dessecada.

DESCRIGAO

Caracteres fisicos. P6 cristalino branco ou leve-
mente amarelado, inodoro, com leve sabor amargo.

Solubilidade. Praticamente insolivel ou insoli-
vel em Agua, facilmente soldvel em acetona e ligeira-
mente solivel em etanol. Facilmente solivet em dci-
dos minerais diluidos,

Constantes fisico-quimicas

Faixa de fusdo (V.2.2):175°Ca 181°C.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absorgfio no infravermelho
(V.2.14-4) da amostra previamente dessecada e dis-
persa em brometo de potdssio apresenta miximos
de absorgo somente nos mesmos comprimentos de
onda e com as mesmas intensidades relativas da-
queles observados no espectro de dapsona padréo,
preparado de maneira idéntica.

B. Oespectro de absorgiionouliravioleta (V.2.14-3), na
faixade 200nm a400nm, deuma solugio a0.0005% (p/V),
emmelanol, exibe maximos em 260 nm e 295 nme mini-
mos em 232 nme 268 nm, idénticos aos observados no
espectro de solugiio similar de dapsona padréo.
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7
N

S

NH,

24830 0365.01-7

C. Proceder conforme descrito para Substdncias re-
lacionadas. A mancha principal obtida no cromatograma
com asolugdo (4) corresponde em posigiio, cor e inten-
sidade Aquela obtida com a solugdo (5).

D. Responde as reagbes de aminas arométicas
primdrias (V.3,1.1).

ENSAIOS DEPUREZA

Substincias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1}, utilizando silica-gel G. como suporte, &
mistura de cloroférmio-acetona (1:1), como fase m6-
vel. Aplicar, separadamente, & placa 10 pl de cada
uma das seguintes solugdes, preparadas em metanol.

Solucdo (1): solugdo a 1% (p/V) da amostra.
Solucao (2): solugic a 0,01% (p/V) da amostra.
Solugdo (3): solugiio a 0,002% (p/V) da amostra.
Solugdo (4): solugio a 0,1% (p/V) da amostra.
Solu¢do (3): solucio a 0,1% (p/V) do padriio.
Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
secar i temperatura ambiente e nebulizar primeira-
mente com solugiio a 0,5% (p/V) de nitrito de sédio

em éicido cloridrico 0,1 M. Aguardar por 5 minutos ¢
nebulizar com solugio aquosa a 0,1% (p/V) de
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cloridrato de N-1-naftiletilenodiamina. Qualquer man-
cha obtida no cromatograma com a solugdo (1), di-
ferente da mancha principal, n&o € mais intensa do
que a mancha obtida no cromatograma com a solu-
¢do (2) e niio mais que duas quaisquer dessas man-
chas sio mais intensas do que a mancha oblida no
cromatograma com a solugdo (3).

Perda por dessecaciio (V.2.9). Determinarem es-
tufaa 100°C~105°C, por 3 horas. No méximo ,5%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). No maximo 0,1%.

DOSEAMENTO

A.Portitulagdo por diazotagdo (V.3.4.1-Método
10u2). Utilizar 0,25 g da amostra. Cada ml de nitrito
de sédio 0,1 M SV equivale a 12,415 mg de
C,,H,,N,0,8.

B. Por espectroforometria de absor¢do no
ultravioleta (V.2.14-3). Pesar 50 mg da amostra, adi-
cionar 40 m! de etanol e submeter ao ultra-som por

10 minutos. Agitar durante 30 minutos € completar o
volume para 100 ml com o mesmo solvente. Filtrar
em papel de filtro adequado. Diluir, sucessivamente,
em etanol, até concentragio de 0,0005% (p/V). Pre-
parar solug@o padrdo na mesma concentragdo, utili-
zando o mesmo solvente. Medir as absorvancias das
solugdes resultantes em 285 nm utilizando etanol
para ajuste do zero. Calcular o teor de C ,H,,N,0,S
na amostra a partir das leituras obtidas.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem-fechados e opacos.
ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSETERAPEUTICA

Quimioterdpico.




91.1

DAPSONA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 92,5% e, no méximo, 107,5%

da quantidade declarada de C|,H,N,0,S.

IDENTIFICACAO

A, Pesare triturar os comprimidos. Utilizar quan-
tidade do p6 equivalente a 0,1 g de dapsona. Agitar
com 5 ml de acetona durante 5 minutos e filtrar. Eva-
porar o filtrado até secura, Proceder conforme des-
crito nos testes A e B de Identificagdo na monogra-
fia Dapsona.

B. Proceder conforme descrito em Substéncias

relacionadas. Aplicar, separadamente, 4 placa 10 pl
de cada uma das seguintes solugdes.

Solugdo (1): pesar e pulverizar os comprimidos.
Transferir quantidade do p6 equivalente a 10 mg de
dapsona para baliio volumétrico de 100 ml, agitar

com metanol, completar o volume e filtrar.

Solugdo (2): solugio a 0,01% (p/V} de padriio em
metanol.

A mancha principal obtida no cromatograma com

a solugdo (1) corresponde em posigao, cor ¢ inten-
sidade aquela obtida com a solugdo (2).

CARACTERISTICAS
Determinacio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegragio (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitirias (V.1.6). Cumpre
0 teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolucdo: icido cloridrico 2% (V/V},
1000ml

Aparelhagem: cesta, 100 rpm

Tempo: 60 minutos

F. BRAS. IV, 2000

Procedimento: apds o teste, retirar amostras do
meio de dissolugfo e filtrar. Transferir aliquota do fil-
trado, equivalente a 0,2 mg de dapsona, para balio
volumétrico de 25 ml, contendo 5 ml de hidréxido de
sédio M e completar o volume com dgua. Medir as
absorvéncias das solugdes em 290 nm (V.2.14-3), utili-
zando como branco mistura de 5 ml de hidréxido de
s6dio M e volume de 4cido cloridrico 2% (V/V) cor-
respondente a aliquota utilizada do meio de dissolu-
¢iio, em balfio de 25 ml, completando o volume com
dgua. Calcular a quantidade de C ,H,,N,0.S dissol-
vida no meio, comparando as leituras obtidas com a
da solugfio padrdo de dapsona, na concentragiio de
0,0008% (p/V), preparada nas mesmas condigdes.

Tolerdncia: ndo menos que 80% da quantida-
de declarada de C|,H ,N,0,S se dissolvem em 60
minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1), utilizando silica-gel G, como suporte, e
mistura de partes iguais de cloroférmio e acetona,
como fase mével. Aplicar, separadamente, & placa,
10 pl de cada uma das seguintes solugdes.

Solugdo (1): agitar quantidade do pé de compri-
midos pulverizados correspondente a 0,1 g de dap-
sonacom 10 ml de metanol e filtrar.

Solugdo (2): solugio a 0,01% (p/V) de padrdoem
metanol.

Solugdo (3): diluir | ml da solugdo (2) em S mide
metanol e agitar.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
secar & temperatura ambiente. Nebulizar com solu-
¢a0 a 0,5% (p/V) de nitrito de s6dio em 4cido clori-
drico 0,1 M. Aguardar 5 minutos e nebulizar, em se-
guida, com solugdo aquosa a 0,1% (p/V) de cloridrato
de N-1-naftiletilenodiamina, Qualquer mancha secun-
déria obtida no cromatograma com a solugdo (1),
diferente da mancha principal, ndo € mais intensa
que a mancha obtida no cromatograma com a solu-
¢do (2) e ndo mais que duas manchas secundérias
sdo mais intensas que a obtida com a solu¢do (3).
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DOSEAMENTO

A. Por titulagao por diazotagdo (V.3.4.1-Método
1 ou2). Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Trans-
ferir para béquer quantidade do pé equivalente a
0,25 g de dapsona, adicionar 15 ml de 4cido cloridri-
co2 M, 15mlde dgua e agitar magneticamente. Res-
friar em banho de gelo e titular com nitrito de s6dio
0,1 M SV, sob agitagiio constante, mantendo a tem-
peratura abaixo de 15 °C. Cada ml de nitrito de sédio
0,1 M SV equivalea 12,415 mgde C ,H,N,0,5.

B. Por especirofotometria de absorgdo no
wltravioleta.(V.2.14-3). Pesar e pulverizar 20 com-
primidos. Transferir quantidade do pd equivalente a
50 mg de dapsona para balio volumétrico de 100 ml.
Adicionar 40 ml de etanol e levar ao ultra-som por 10
minutos. Agitar mecanicamente por 30 minutos e

completar o volume com o mesmo solvente. Filtrar
em papel de filtro adequado. Diluir, sucessivamente,
em etanol, até concentragiio de 0,0005% (p/V). Pre-
parar solugdio padriio na mesma concentragiio, utili-
zando o mesmo solvente. Medir as absorvéncias das
solugdes resultantes em 295 nm, utitizando etanol
para ajuste do zero. Calcular o conteddo de
C,,H,,N,0,5 nos comprimidos a partir das leituras
obtidas.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTOQ

Em recipientes bem-fechados e opacos.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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DIFOSFATO DE PRIMAQUINA
Primagquini diphosphas

H;CO

C,H, N,0.2H,P0,

45535

1041.02-9

Difosfato de N*-(6-metoxi-8-quinolinil)-1,4-pentanodiamina

Contém, no minimo, 98,0% e, no miximo, 102,0%
de C,;H, N;.2H,PO,, em relagdo & substancia
dessecada.

DESCRICAO

Caracteres fisicos. P6 cristalino alaranjado,
inodoro ou quase inodoro.

Solubilidade. Soldvel em dgua, praticamente in-
solivel em etanol, éter etilico e cloroférmio.
Constant

fisico-q a,

Faixa de fusdo (V.2.2): funde a, aproximadamen-
te, 200 °C, com decomposi¢io.

IDENTIFICACAO

A. Dissolver 0,1 g da amostra em 10 ml de dgua,
adicionar 2 ml de hidréxido de s6dio 2 M e extrair com
duas porgdes de cloroférmio de 20 ml cada, Lavar os
extratos orgnicos com agua, secar com sulfato de
s6dio anidro, evaporar até a secura e dissolver o resi-
duoem 2 ml de cloroférmio. O espectro de absorgiio no
infravermelho (V.2.14-4) da solugfio obtida apresenta
miximos de absor¢fio somente nos mesmos compri-
mentos de onda e com as mesmas intensidades relati-
vas daqueles observados no espectro de difosfato de
primaquina padrio, preparado de maneira idéntica.
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B. O espectro de absorgio no ultravioleta-visivel
(V.2.14-3), na faixa de 310 nm a 450 nm, de uma solu-
¢80 a0,010% (p/V) em écido cloridrico 0,01 M, exibe
dois mdximos, em 332 nmeem415 nm. A absorvincia
em332nméde0,45a0,52¢ em415nméde0,27a
0,35. Diluir 5 ml da solugfio anterior para 50 ml com o
mesmo solvente. O espectro de absor¢io no ultravio-
leta, na faixa de 215 nm a 310 nm, exibe trés méaximos,
em 225 nm, 265 nm e 282 nm. O valor da absorvan-
claem 225 nm é de 0,495 a 0,515, em 265 nm é de
0,33520,350eem 282 nm € de 0,330:2 0,345.

C. Dissolver 50 mg da amostraem 5 ml de dgua.
Adicionar 2 ml de hidréxido de sédio 2 M e agitar
com duas porgdes de cloroférmio de 5 ml cada uma.
A camada aquosa, acidificada com 4cido nitrico, res-
ponde as reagdes do fon fosfato (V.3.1.1-4).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19): 2,52 3,5, Determinar em solugo aquo-
saa 1% (p/V).

Substéncias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia liquida de alta eficién-
cia(V.2.17.4), utilizando cromatdgrafo liquido provi-
do de detector a 261 nm, coluna de 200 mm de com-
primento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada
com silica-gel (10 umy); fase mével constituida de
mistura filtrada e desgaseificada de hexano-cloro-
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férmio-metanol-amdnia concentrada (45:45:10:0,1);
fluxo de 3 ml/minuto,

Solugdio (1): dissolver 50 mg de padrio em dgua
e diluira5 ml. A I ml desta solugfio, adicionar 0,2 ml de
amdnia concentrada e misturar com 10 ml da fase
mével. Utilizar a camada limpida inferior.

Solugdio (2): dissolver 50 mg da amostra em dgua
ediluira5 ml. A 1 ml desta solugdo, adicionar 0,2 ml de
amonia concentrada ¢ misturar com 10 ml da fase
mével. Utilizar a camada limpida inferior.

Solugdio (3): diluir 3 ml da solugdo (2) para 10 ml
com a fase mével.

Solugdio (4): diluir 1 ml da solugdo (2) para 10 ml
com a fase mével. Desta, diluir 1 ml para 50 ml com a
fase mével.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pl de
cada solugdo e continuar a cromatografia até, no
minimo, o dobro do tempo de retengfio da primaquina.
No cromatograma obtido com a selugdo (2), a soma
das dreas de qualquer dos picos, exceto o do
solvente, ndo € maior que a 4rea do principal, obtido
com a solugdo (3). Ndo considerar o pico devido ao
solvente e qualquer um cuja drea for menor que aque-
la apresentada pelo pico principal no cromatograma
obtido com a solugdo (4). O teste nfio serd vilido a
MEnos que, no cromatograma obtido com a solugdo

(1), antes do pico principal, apareca um, cuja drea
seja de aproximadamente 6% daquela apresentada
pelo principal e a resolugio entre ele for, no minimo,
igual a 2; no cromatograma obtido com a solugdo
(4), arazio entre o pico obtido e o principal ndo é
menor que S.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 0,2 g de amostra e dis-
solver em 40 ml de dcido acético glacial, aquecendo
moderadamente e proceder conforme descrito em
Titulagdo em meio ndo-agquoso (V.3.4.5), utilizando
4cido perclérico 0,1 M SV. Determinar o ponto final

potenciometricamente. Cada ml de dcido perclérico
0,1 M SV equivalea 22,768 mg de C H, N,0.2H,PO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em frascos ambar, hermeticamente fechados e ao
abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antimaldrico.
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Contém, no minimo, 93,0 % e, no méximo, 107,0%
da quantidade declarada de C;H, N,0.2H,PO,.

IDENTIFICACAQ

A. Pulverizar os comprimidos e transferir, aproxi-
madamente, 60 mg de primaquina para funil de sepa-
ragdo. Adicionar 10 ml de dgua, 2 ml de hidréxido de
sédio 2 M e extrair com duas porgdes de 20 ml cloro-
f6érmio, agitando por 10 minutos. Filtrar através de
filtro contendo sulfato de sédio anidro, evaporar até
asecura e dissolver o residuo em 2 mi de cloroférmio.
O espectro de absorgdo no infravermelho (V.2.14-4)
da solugio obtida apresenta méximos de absorgio
somente nos mesmos comprimentos de onda e
com as mesmas intensidades relativas daqueles
observados no espectro de difosfato de primaqui-
na padrio.

B. Dissolver quantidade de comprimidos fina-
mente pulverizados, contendo o equivalente a 25 mg
de fosfato de primaquina, em 10 ml de dgua e filtrar.
O filtrado, apds neutralizagio com 2 ml de icido

nitrico 2 M, responde as reagdes do fon fosfato
(V3.1.14).

CARACTERISTICAS
Determinaciio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegracio (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitdrias (V.1.6). Cumpre
o teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: 4cido cloridrico 0,1 M; 900 ml
Aparelho: pds, 100 rpm
Tempo: 60 minutos

F. BRAS. IV, 2000

Procedimento: apés o teste, retirar aliguota do
meio de dissolugio e proceder conforme descrito
em Cromatografia liguida de alta eficiéncia
(V.2.17.4), utilizando cromatégrafo provido de
detector ultravioleta a 254 nm; coluna de 300 mm
de comprimento e 3,9 mm de diimetro interno, em-
pacotada com octadecilsilano quimicamente liga-
do a silica porosa ou particulas de cerdmica (3 um
a 10 umy; fase mével constituida de uma mistura
filtrada e desgazeificada de metanol e solugio aquo-
sa de 1-pentanossulfonato de sdio (60:40); fluxo
de 2 ml/minuto.

Injetar separadamente 20 pl das solugdes amos-
tra e padrdo de fosfato de primaquina, filtrada, de
concentragio conhecida, dissolvida no mesmo meio,
e proceder & cromatografia. Registrar os croma-
togramas, medir as dreas dos picos principais e cal-
cular a quantidade dissolvida.

Toleréncia: nfio menos que 75% da quantidade
declarada de C,;H, N

1sH3N,0.2H,PO, se dissolvem em
45 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V2.20.1). No méximo 4%.

DOSEAMENTO

Pesar ¢ pulverizar finamente, no minimo, 20
comprimidos. Dissolver quantidade de pé equi-
valente a 0,1500 g de primaquina em 20 ml de dgua,
adicionar 5 m1 de hidréxido de s6dio 2 M e extrair
com quatro porgdes de cloroférmio de 25 m! cada.
Combinar os extratos, evaporar a volume de apro-
ximadamente 10 ml e adicionar 40 ml de 4cido
acético glacial. Proceder conforme descrito em
Titulagdo em meio ndo-aquoso (V.3.4.5) com éci-
do perclérico 0,1 M e determinar o ponto final
potenciometricamente.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

Armazenar em recipientes hermeticamente fecha- Observar a legislaglio vigente.
dos e ao abrigo da luz.

XI1.2 REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Solugfio aquosa de 1-pentanossulfonato de sédio
Preparagdo — Adicionar aproximadamente 961 mg de 1-pentanossulfonato de sédio ¢ 1 ml de 4cido acético glacial a
400 ml de 4gua e homogeneizar.
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FUNCHO

Fructus foeniculi

Foeniculum vulgare Miller - APIACEAE

A droga vegetal € constituida pelos frutos, que
sdo diaquénios secos de Foeniculum vulgare Miller
ssp. vielgare var. dulce (Miller) Thelung e Foeni-
cudum vuigare Miller ssp. vudgare var. vulgare con-
tendo, no minimo, 1,5% de 6leo essencial,

NOMES POPULARES

Erva-doce-brasileira.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

Possui odor forte e agradével, semelhante ao do
anetol, com sabor doce.

DESCRICAO MACROSCOPICA

O fruto inteiro é um diaquénio seco, oblongo, de
forma quase cilindrica, as vezes ovéide, geralmente
de 3 mma 12 mm de comprimento e 3 mm a4 mmde
largura, verde-pélido a castanho-acinzentado ou
castanho-amarelado, com uma base arredondada e
4pice estreitado, com um curto estilopddio bifurca-
do. Os 2 aquénios (mericarpos) unem-se tao fragil-
mente, que, na maior parte das vezes, se encontram
separados e, quando aparecem ainda justapostos,
podem-se ver as bases dos pedicelos prolongados
pelos carpéforos filiformes bifendidos. Cada aquénio
glabro apresenta 5 arestas carenadas muito proemi-
nentes, das quais as 2 marginais si0 um pouco mais
desenvolvidas do que as outras, alternando com 4
valéculas muito estreitas, as quais contém canats
secretores de leo essencial, que em secgio trans-
versal mostram-se elipticos.

DESCRIGAO MICROSCOPICA

Em secgdo transversal, cada aquénio mostra-se
pentagonal, com quatro lados dorsais aproximada-
mente iguais € um pouco cdncavos, € 0 quinto, tam-
bém chamado de superficie comissural, muito mais
comprido e mais ou menos ondeado. O epicarpo €
constituido de uma camada de células poligonais,
com cuticula lisa e estdmatos anomociticos ocasio-
nais. O mesocarpo ¢ formado por um parénquima de
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células irregulares e apresenta, principalmente na
vizinhanga dos feixes vasculares das arestas, vérias
células caracterfsticas, isoladas ou em grupos, de
paredes espessadas, lignificadas (células reticula-
das) e com pontoagdes; no mesocarpo também lo-
calizam-se os canais secretores, 4 em nivel das
valéculas e 2 na face comissural, limitados poruma
camada de células secretoras poligonais de parede
castanho-amarelada; observam-se também os feixes
vasculares em niimero de 6, correspondentes s cin-
co arestas e A face comissural, formados principal-
mente por traqueides e vasos anelados e espiralados,
com numerosas fibras. O endocarpo ¢ constituido
por uma camada de células poligonais, castanhas,
alongadas transversalmente, exceto sobre a regiio
dos feixes, onde estiio organizadas em grupos, as
quais estendem-se em diferentes diregdes, mostran-
do, em corte paradérmico, um arranjo de c¢lutas per-
pendiculares efou obliquas entre si, arranjo este de-
nominado de aparquetado (disposigio em “par-
quet”). Aderida ao endocarpo, encontra-se a cama-
da mais externa da testa, representada por células
epidérmicas, um tanto alargadas; abaixo desta ca-
mada, na regidio da rafe, aparecem diversas camadas
de células mais ou menos colapsadas, com paredes
finas e de dimensdes varidveis, com wn pequeno
feixe vascular anfivasal, numa pequena saliéncia vi-
rada para a face comissural. Jé a rafe, numa posigiio
lateral, distingue-se da testa por apenas uma cama-
dade células epidérmicas. O endosperma, constitui-
do de células poligonais, contém grios de aleurona
e goticulas de Gleo. Cada grio de aleurona geral-
mente contém | pequeno cristal em roseta de oxalato
de cdlcioe 1 a2 globdides. O embrido localiza-se na
regidio superior da semente.

DESCRICAO MICROSCOPICA DO PO

O p6 contém fragmentos das estruturas descritas
anteriormente e apresenta cor castanho-amarelada
ou castanho-acinzentada, com fragmentos amarelos
ou castanhos de canais secretores largos e fragmen-
tos acastanhados do parénquima reticulado do
mesocarpo; numerosos corddes de fibras, frequen-
temente acompanhados por vasos espiralados mar-
rons; células do endocarpo freqiientemente aderidas
aos fragmentos do mesocarpo ou da testa; numero-
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sos fragmentos do endosperma contendo grios de
aleurona; muitos cristais pequenos de oxalato de
cdlcio em roseta e alguns corddes de fibras do
carpéforo. O pé nio contém tricomas tectores ou
seus fragmentos, os quais caracterizam o anis-doce.

IDENTIFICACAQ

Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando cromato-
placa de silica-gel GF,5,, com espessura de 250 um
como fase estaciondria, e tolueno, como fase mével.
Aplicar, separadamente, em forma de banda, 10a 151
da solugdo amostra e 2 a3 ! da solugdo referéncia,
preparadas como descrito a seguir.

Solugdo amostra, wtilizar 0,5 g de frutos secos iri-
turados ¢ adicionar 10 ml de diclorometano. Agitar
durante 15 minutos. Filtrar, concentrando o filtrado &
secura, em banho-maria, a temperatura nfio superior a
60 °C. Ressuspender o residuo em 2 ml de tolueno.

Solugdio referéncia: dissolver 3 pul de anetol e 2 I
de fenchona em 1 mi de tolueno.

Desenvolver o cromatograma em percurso de apro-
ximadamente 10 cm. Ap6s secagem da placa, examing-
la sob luz ultravioleta (254 nm). O cromatograma apre-
senta manchas de fluorescéncia atenuada, na mesma
altura que as obtidas com as solugdes de referéncia de
anetol (Rf aproximadamente 0,80) ¢ fenchona (Rf apro-
ximadamente 0,60). Em seguida, nebulizar a placa com
4cido sulfirico e colocar em estufaa 100°C - 105 °C,
durante 5 minutos. A mancha correspondente ao
anetol apresenta coloragiio violdcea e a mancha cor-
respondente & fenchona, coloragfio amarela.

ENSAIOS DE PUREZA
Matéria estranha (V.4.2.2). No mdximo 2%,
Determinagiio de dgua (V.4.2.3). No mdximo 10%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No mdximo 10%.

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Determinagdo
de dleos essenciais (V.4.2.6). Utilizar um baldo de 250 mi
contendo 100 ml de 4gua como liquido de destila-
¢do, Reduzir o fruto de funcho a pé grosseiro e, imedi-
atamente, proceder 4 determinagio utilizando 20 g de
material vegetal. Destilar durante 4 horas.

B. Determinar o teor de fenchona, anetol ¢ estragol
no dleo utilizando Cromtografia a gds (V.2.17.5), em
aparelho equipado com coluna capilar de 30 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, preen-
chida com silica fundida (polimetilsililizada conten-
do 5% de grupamentos fenila) com espessura do
filme de 0,25 pum. Utilizar detector de ionizagio de
chama e como gds de arraste utilizar hélio A pressdo
de 80 kpa e velocidade linear de | ml por minuto.
Como gases auxiliares & chama do detector, utilizar
nitrogénio, ar sintético ¢ hidrogénio na razio de
1:1:10, respectivamente. Programar a temperatura da
coluna de 60°C a 300 °C, a 3 °C por minuto (total: 80
minutos), a temperatura do injetora 220°C e a tem-
peratura do detector a 250 °C. Diluir o 6leo essencial
na razdo de 2:100 (V/V) em éter etilico. Injetar 1 pl
desta solugdo no cromatégrafo, utilizando divisdo
de fluxo de 1:50. A tenchona apresenta tempo de
retencdo linear (indice de Kévats) de 1 076, 0 anetol
1277 eoestragol 1 186. As concentrages relativas
siio obtidas pela técnica de normalizagio, por integra-
¢iio manual ou eletrbnica. O teor de anetol niio é
inferior a 80,09 na variedade doce e 60,0% na varie-
dade amarga, A variedade amarga contém, no mini-
mo, 15.0% de fenchona. O teor de estragol nio é
superior a 5,0%.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente de vidro ou metal, bem-fechado, ao
abrigo da luz e do calor por periodo niio-superior a
um ano.
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FUNCHO — Foeniculun vulgare Miller

Fo transversal do fruto na porgao

Figura 1: Foeniculum vilgare Miller — A. morfologia do fruto: B. esquema de secg
indicada em A; C. esquema de secgio transversal de um mericarpo; D. detalhe de secgio transversal do mericarpo na

dicada em C; F. fruto; S. semente; ep. epicarpo; m. mesocarpo; ed. endocarpo; t. tegumento: ¢, endosperma.

Escalas e correspondéncias: 1 (A e B), 2 (D) ¢ 3 (C).

porgao in

F. BRAS. IV, 2000
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FUNCHO — Foeniculum vulgare Miller
Figura 2: Fruto de Foenicudum vulgare Miller em p6 — A. fragmento de mesocarpo com canal sccretor de cor

marrom; B. células reticuladas do mesocarpo; C. corddes de fibras acompanhados de vasos helicoidais; D. células do
endocarpo acompanhadas de fragmentos de ¢€lulas do mesocarpo; E. porgiio do epicarpo; F. fibras do carp6foro; G.
fragmentos do endosperma cujas células contém gotas de 6leo e griios de aleurona com roseta de oxalato de célcio.
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GENCIANA

Rhizoma et radix gentianae

Gentiana lutea L. —-GENTIANACEAE

A droga vegetal € constituida de rizomas e raizes,
dessecados e fragmentados. Contém, no minimo,
33,0% de matéria extraivel com dgua.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga apresenta odor forte e sabor amargo e
persistente,

DESCRICAO MACROSCOPICA

Rizomas e raizes apresentam-se em pegas cilindri-
cas de até 20 cm de comprimentoe 1 cm a 3 cm de
diimetro. Externamente, o siiber é castanho-amare-
lado a cinza-amarelado; internamente, a droga € ama-
relada. Em regra, os rizomas tém didmetro maior do
que as raizes. O rizoma apresenta anéis circulares e é
marcado por fileiras de pequenas cicatrizes. As rafzes
apresentam estrias longitudinais. Ambos incham
consideravelmente em contato com umidade, torman-
do-se flexiveis.

DESCRICAO MICROSCOPICA

As células do felema (sdber), em secgfio trans-
versal, possuem paredes delgadas, castanho-ama-
reladas e estdo dispostas em 4 a 6 camadas. A
feloderme € composta por vérias camadas, a externa
de colénquima e a interna de parénquima tangen-
cialimente alongado. No floema, destacam-se peque-
nos grupos de tubos crivados, além de células de
parénquima. O xilema € predominantemente paren-
quimdtico e apresenta vasos dispersos, com pare-
des mostrando reforgos anelados, helicoidais ou
reticulados. Os vasos ocorrem isoladamente ou em
pequenos grupos; o floema interxilemdtico (floema
incluso) apresenta-se disperso em pequenos gru-
pos. A medula do rizoma € parenquimdtica. Nas cé-
lulas do parénquima encontram-se gotas de dleo ¢
cristais aciculares ou prismas delgados de oxalato
de célcio. O amido € quase completamente ausente.
Em estrutura secunddria, a anatomia da raiz é sere-
lhante 2 do rizoma. A casca (incluindo o floema se-
cunddrio) e o xilema secunddrio sdo separados por
um nitido cAmbio e apresentam uma estrutura poro-
Sa COM POUCOS raios.

F. BRAS. iV, 2000

DESCRIGAO MICROSCOPICA DO PO

O p6 apresenta cor amarelada a amarelo-casta-
nho e atende a todas as exigéncias estabelecidas
para a espécie, menos os caracteres macroscépicos.
Ao exame microscopico, sio encontrados os mes-
mos elementos descritos acima, dissociados. Sio
raramente visiveis vasos lignificados reticulados,
espiralados ou escalariformes. Fibras e esclereides
estdo ausentes.

IDENTIFICACAQ

Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando cro-
matoplaca de silica-gel GF,,, com espessura de 250
pm, como fase estaciondria, € mistura de acetona-
diclorometano-agua (70:30:2), como fase mével.
Aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma
debanda, 15 il a 20 ul da solugdo amostrae Spla 10 pb
da solugdo de referéncia, preparadas como descrito
aseguir:

Solugdo amostra: adicionar 20 ml de metanol a
2,0 g da droga pulverizada, agitar durante 20 minu-
tos. Filtrar, concentrando o filtrado i secura em ba-
nho-maria, em temperatura no superior a 50 °C. Dis-
solver o residuo em metanol suficiente para obter 5 mi
de uma solugiio que pode conter sedimento.

Solugdo referéncia: sotugiio de amarogentina em
metanol a0,5%.

Desenvolver o cromatograma em percurso de
aproximadamente 10 cm. Remover a cromatoplacae
deixar secar ao ar por 15 minutos. Observar sob luz
ultravioleta (254 nm). O cromatograma apresenta man-
cha na mesma altura que a obtida com a solugdo
referéncia de amarogentina (Rf aproximadamente
0,40). Nebulizar a placa com uma solugdo de vanilina
etandlica a 1% (p/V) e colocar em estufa a 100 °C -
105 °C, durante 5 minutos. A mancha corresponden-
te & amarogentina apresenta colorag@io azulada. Ob-
servam-se manchas castanhas na parte inferior e
manchas azul-violdceas na parte superior do
cromatograma obtido com a solugdo amostra.
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ENSAIOS DE PUREZA
Matéria estranha (V.4.2.2), No méiximo 2%.
Determinacfio de dgua (V.4.2.3). No méximo 5%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No maximo 6%.

fNDICE DE AMARGOR (V.4.2.10).

Pesar 1,0 g da droga pulverizada e adicionar 1000 ml
de dgua fervente e deixar em banho-maria durante 30
minutos, agitando ocasionalmente. Deixar esfriar e
diluir até 1 000 ml com &gua. Agitar vigorosamente e
filtrar, descartando os primeiros 20 ml de filtrado.
Nao ¢ inferiora 10000.

MATERIA EXTRAIVEL COM AGUA

A 0,5 g da droga pulverizada, adicionar 200 ml
de 4gua fervente. Extrair sob agitagio durante 10
minutos. Deixar esfriar e completar até€ 200 ml com
dgua. Filtrar. Evaporar 20 ml do filtrado em banho-
-maria. Dessecar o residuo em estufaa 100°C - 105°C,
até peso constante. O peso do residuo nio € inferior
a33,0%.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente de vidro ou metal, bem-fechado, ao
abrigo da luz e do calor.
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GLICEROL

Glicerolum

CH,OHCHOHCH,CH

CJHKOS

1,2,3-Propanotriol

Contém, no minimo, 98,0% e, no mdximo, 101,0%
deC,H,0,.

DESCRICAO

Caracteres fisicos. Liquido xaroposo, incolor,
limpido, inodoro, ou de leve odor caracteristico, se-
guido de sensagfo de calor; higrosedpico.

Solubilidade. Miscivel com dgua e com etanol,
insoliivel em éter, em cloroférmio € em Gleos fixos e
voliteis.

Constantes fisico-quimicas

Densidade relativa (V.2.5):1,25a1,26.

IDENTIFICACAO

Aquecer algumas gotas da amostra com 0,5 g de
bissulfato de potassio. Desprendem-se vapores irri-
tantes de acroleina.

ENSAIOS DE PUREZA

Cor. A cor da amostra, vista num tubo de Nessler
de 50 ml, ndo é mais escura do que a de um padrio
feito pela diluigdo de 0,4 mli de solugio de cloreto
férrico (contendo 45 mg/ml, de cloreto férrico he-
xaidratado) com dgua até 50 ml, num tubo de mesmo
difimetro.

Arsénio (V.3.2.5-Método visual). No méximo
0,00015% (1,5 ppm).

Maetais pesados (V.3.2.3-Método ). Misturar 4 g
da amostra com 2 mi de dcido cloridrico 0,1 M e diluir

F. BRAS. IV, 2000
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com éigua para 25 ml. Proceder conforme descrito em
Ensaio-timite para metais pesados. No miximo
0,0005% (5 ppm).

Cloretos. A 10 ml de solugdo a 10% (p/V) da
amostra em 4gva adicionar 0,25 ml de 4cido nftrico
12,6% (p/V) e 0,5 ml de nitrato de prata 0,1 M. Agi-
tar, Nao aparece turvagio,

Compostos clorados. Aquecer sob refluxo, sua-
vemente, durante 3 horas, 5 g de amostra com 15 mk
de morfolina, em balio de fundo redondo de boca
esmerilhada adaptado a condensador. Lavar o
condensador com 10 ml de dgua, recolhendo a dgua
de lavagem no préprio balfo. Agitar e transferir para
tubo de Nessler. Acidificar o meio com 4cido nitrico
12,6% (p/V), adicionar 0.5 ml de solugfio de nitrato
de prata 0,5 M, diluir até 50 ml com 4gua e agitar. A
turvagdio produzida ndo é mais intensa que aquela
desenvolvida em tubo de Nessler, adicionando-se
15 mi de morfolina, 10 ml de dgua, 0,2 mi de dcido
cloridrico 0,02 M e prosseguindo como descrito aci-
ma, a partir de “Acidificar o meio...”". No miximo
0,003% (30 ppm).

Sulfato. A 10 ml de solugio a 10% (p/V) da amos-
tra em 4gua, adicionar 3 gotas de dcido clorfdrico
10% (p/V) e 5 gotas de cloreto de bario 10% (p/V).
Nio aparece turvagio,

Acroleina, glicose e compostos amoniacais. A
mistura de 5 ml de amostra e 5 ml de uma solugio de
hidréxido de potdssio a 10% (p/V) ndo amarelece
quando aquecida a 60 °C por 5 minutos, nem des-
prende vapores de amdnia.

Outras substincias redutoras. Misturar § mt de
amostra com 5 ml de hidréxido de aménio 10% (p/V) e
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aquecer a60°C por 5 minutos. Adicionar, rapidamen-
te, 0,5 mlde solugdo de nitrato de prata 0,1 M, manten-
do a ponta da pipeta acima do tubo, fazendo o reativo
cair diretamente sobre a solugfio sem tocar as paredes
do tubo. Agitar e manter em local escuro por 5 minu-
tos. Nio ocorre escurecimento da solugio.

Acidos graxos e ésteres. Misturar 50 g da amos-
tra com 100 ml de dgua quente, recentemente fervi-
da. Adicionar 1 mi de solugdo de fenolftaleina ST ¢
neutralizar, se a solugfio estiver alcalina, com dcido
sulfirico 0,1 M. Adicionar 15 ml de solugio de
hidréxido de sédio 0.2 M, aquecer sob refluxo por 5
minutos, esfriar e titular com solugio de dcido sulfu-
rico 0,1 M. Repetir a operagiio omitindo a amostra e
usando 140 m} de 4guarecentemente fervida, A dife-
renga entre as titulagdes nio € maior que 1,6 ml.

Sacarose. A 4 ml da amostra, adicionar 6 ml de
4cido sulfirico 0,5 M, aquecer por 1 minuto, esfriar e
neutralizar com solugdo de hidréxido de sédio 8%
(p/V} utilizando papel de tornassol. Adicionar 5 ml
de solugiio de tartarato ciprico alcalino SR e aque-
cer & ebuli¢iio por | minuto. N#o ocorre formagfo de
precipitade vermelho-alaranjado.

Cinzas sulfatadas. (V.2.10). No maximo 0,05%.

DOSEAMENTO

Misturar completamente 0,1 g com 45 ml de 4gua,
adicionar 25 mt de solugio a2,14% (p/V) de periodato
de sédio e deixar em repouso por 15 minutos, em
local protegido da luz. Adicionar 5 ml de solugdo a
50% (p/V) de etilenoglicol e deixar em repouso pro-
tegido da luz, por 20 minutos, Titular com hidréxido
de sédio 0,1 M SV, usando 0,5 ml de fenolftaleina SI.
Repetir o procedimento sem a substincia em andli-
se. A diferenga entre as duas titulagBes representa a
quantidade de hidréxido de sédio 0,1 M necessdria.
Cadamlde hidréxidode s6dio 0,1 M equivale 29,210 mg
de C,HO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes perfeitamente fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

CATEGORIA

Umectante, solvente.

XI12. REAGENTESE SOLUCOES REAGENTES

Tartarato ciiprico alcalino SR (solugéio de Fehling)

Preparagdo — misturar volumes iguais das solugdes A e B, preparadas como segue.

Solugdo A: dissolver 34,66 g de pequenos cristais de sulfato ciprico, cuidadosamente selecionados, sem tragos de
eflorescéncia ou umidade aderente, em dgua para S00 ml. Acondicionar em recipientes pequenos ¢ herméticos.

Solugdo B: dissolver 173 g de tartarato de sédio e potdssio cristalizado e 50 g de hidréxido de sédio, em dgua para 500 ml.
Acondicionar em recipicnies pequenos e resistentes a lcalis.
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HIDRASTE
Radix hydrastidis

Hydrastis canadensis L.- RANUNCULACEAE

A droga vegetal consiste de rizomas e raizes, des-
secados e fragmentados, contendo, no minimo, 2,5%
de hidrastina.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga tem odor fraco e sabor fortemente amargo.

DESCRIGAO MACROSCOPICA

O rizoma cresce horizontal ou obliquamente e
sustenta numerosas e pequenas ramificagdes, além
das rafzes adventicias. O rizoma & cilindrico, tortuo-
50, muitas vezes dilatado, enrugado longitudinal-
mente,com | cma6emdecomprimentoe0,2cma l0cm
de didgmetro; externamente € castanho-amarelado ou
castanho-acinzentado e internamente amarelo-claro
no centro a amarelo-esverdeado préximo 3 margem.
Externamente é marcado por numerosas cicatrizes,
mais ou menos circulares, provenientes da queda
dos caules, € outras menores, da queda dos brotos e
raizes. As raizes, originadas nas superficies ventral
¢ lateral, sdo numerosas, filiformes, com 0,1 cm de
didmetro e 3,5 cm de comprimento, curvadas, retor-
cidas, frigeis, facilmente separdveis e destacéveis,
de coloragio semelhante & do rizoma.

DESCRICAO MICROSCOPICA

O rizoma mostra, da periferia para o centro, os se-
guintes tecidos: fragmentos de siiber castanho-ama-
relados, compostos de células poligonais em vista
frontal, com paredes finas e lignificadas; fragmentos,
em secciio transversal, freqiientemente com massa
irregular de material castanhe granular, que na sua
parte externa pode obscurecer as células do siber.
Parénquima cortical com cerca de 25 camadas de célu-
las, de paredes finas, poligonais a arredondadas, em
secclo trangversal e alongadas em secglio longitudi-
nal, contendo griios de amido e massas amareladas.
Os graos de amido sdio, na maioria, simples, podendo
também apresentar 2, 3 ou 4 componentes. As c€lulas
da regido externa desie parénquima tém paredes es-
pessadas com aparéncia das de um colénquima. A
seguir, observa-se um circulo de 12 a 20 feixes
vasculares colaterais, separados por largas fileiras de
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células parenquimdticas de coloragio alaranjado-ama-
relada a amarelo-esverdeada. O xilema é constituido
de elementos de vaso pequenos, dos tipos helicoidal,
pontoado e reticulado (mais raro), com placa de per-
furagdo em paredes terminais obliquas. A parte cen-
tral € ocupada por um amplo parénquima medular. O
corte transversal da raiz mostra uma epiderme forma-
dapor uma Gnica camada de células, castanho-amare-
ladas, com paredes externas suberificadas. Essas em
vista frontal sio mais alongadas ¢ irregulares do que
aquelas do rizoma, algumas dfio origem a tricomas. O
parénquima cortical, de células de paredes espessa-
das, contém amido. A endoderme possui células de
paredes ligeiramente lignificadas; nas raizes jovens,
em secgdo tangencial, as células mostram-se alonga-
das, de paredes finas ¢ marcadamente sinuosas. O
sistema vascular apresenta de 2 a 6 arestas do xilema,
alternadas com o floema. A medula consiste de uma
pequena drea central de células parenquimdticas, pou-
co evidentes.

DESCRICAO MICROSCOPICA DO PO

O p6 dos rizomas e rafzes contém fragmentos das
estruturas descritas anteriormente ¢ apresenta cor
amarclada a amarelo-esverdeada, com abundantes
grios de amido esféricos, isolados ou reunidos em
grupos de dois, trés ou quatro componentes; frag-
mentos de parénguima contendo grios de amido;
poucos fragmentos do siber castanho-amarelado,
composto de células poligonais em vista frontal, e,
em vista transversal, mostrando massas irregulares
de substincia granular castanho escuro sobre o lado
externo do siiber; nos fragmentos de tecido vascular,
vasos com pontoagdes areoladas, alguns com
espessamento helicoidal, infreqiientes fibras do xilema,
de 200 a 300 wm de comprimento, de paredes delgadas
e poros simples; fragmentos ocasionais da endo-
derme; numerosas massas esféricas a ovéides, de
substincia granular castanho-alaranjada, dispersas
por todo o pé. O pé nio contém cristais de oxalato de
céicio nem células esclerificadas (esclereides).

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando croma-
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toplacade sflica-ge! GF,,, com espessura de 250 um,
como fase estaciondria, e n-propanol-dcido férmico-
figua (90:1:9), como fase mével. Aplicar, separada-
mente, em forma de banda 15 pl a 20 pl da solugdo
amostra e 3ula 5 utda solugdo referéncia, prepara-
das como descrito a seguir.

Solucdo amostra: extrair 0,5 g da droga pulveri-
zada com 15 ml de etanol a 60% sob agitagfio conti-
nua. Filtrar. Repetir a operagio duas vezes e reunir
os extratos. Concentrar sob vdcuo até volume de
cercade 5 ml. Ajustar oresiduoa 10 ml.

Solugao referéncia: solugdo recentemente pre-
parada de cleridrato de hidrastina ¢ cloridrato de
berberinaa 0,1% (p/V)em etanol a 60%.

Desenvolver o cromatograma em percurso de cer-
cade 10 cm. Ap6s secagem da placa, examiné-fa sob
luz ultravioleta (365 nm). O cromatograma apresenta
mancha de fluorescéncia amarela na mesma altura
que a obtida com a solugdo referéncia de berberina
(Rf aproximadamente 0,30) e uma segunda mancha,
proxima 2 origem, apresentando fluorescéncia bran-
co-azulada, caracteristica da hidrastina. Uma tercei-
ramancha de fluorescéncia azul pode ser observada
em Rf préximo a 0,90.

B. Adicionar 5 ml de diclorometano a 1 g dadroga
pulverizada e deixar em maceragio durante | hora,
com agitagdo ocasional. Filtrar. Evaporar o filtrado.
Adicionar ao residuo 1 mi de 4cido sulfidrico ¢ um
cristal de molibdato de amdnio, que se cora de azul
intenso, caracterizando a presenga de hidrastina.

ENSAIOS DE PUREZA

Determinaciio de 4gua (V.4.2.3). No méximo 10%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No méximo 8%.

DOSEAMENTO

Pesar exatamente 1,0 g dadroga seca e pulveriza-
da (250 um) e colocar em uma cdpsula de porcelana.
Juntar aproximadamente 18 g de areia, homogeneizan-
do a mistura por agitago. Juntar 3 ml de hidréxido
de aménio 25% (p/V) de modo a umedecer atotalida-
de do p6. Deixar em repouso durante 1 hora e, a
seguir, introduzir quantitativamente o contetido da
cépsula em um aparelho extrator de Soxhlet de 125 ml
equipado com um baldo de 250 ml. Verter nobaldoa
mistura de 170 ml de éter de petréleo e 30 mit de éter
etilico e extrair durante 6 horas. Evaporar o solvente
sob vicuo até a secura. Adicionar 100 ml de 4cido
cloridrico a 5% (p/V) e transferir a solugdo obtida
para baldo volumétrico de 200 m!. Lavar o baldo do
Soxhlet com trés atiquotas de 20 mi de dcido clorfdri-
co a 5% (p/V). Transferir as soluges de lavagem
para o baldo volumétrico e completar o volume com
4cido clorfdrico a 5% (p/V). Homogeneizar 2 mistura
por agitagfio. Transferir uma aliquota de 20 ml para
um balio volumétrico de 100 ml. Completar o volume
com 4cido cloridrico a 5% (p/V). Homogeneizar e
filtrar sobre papel. Medir a absorvancia a295 nme
313 nm utilizando a solugdo de 4cido cloridrico para
zerar o aparelho. Calcular a diferenga entre as leitu-
ras obtidas nos dois comprimentos de onda. Calcu-
far o teor em hidrastina (expresso em cloridrato) sa-
bendo-se que, para uma solugdo de cloridrato de
hidrastina a [ % (p/V), a diferenga das absorvincias
medidasa295nmea313nméigualadl £1,5. Sendo
p a quantidade de cloridrato de hidrastina contida
em 100 ml da solugdo a dosar, a porcentagem de
hidrastina (base) na droga dessecada é dada pela
férmula: px 10x0,913x 100,

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente bem-fechado, ao abrigo da luz e
calor.
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Folium malvae

Malva sylvestris L. - MALVACEAE
A droga vegetal € constituida de folhas, conten-
do de 6,0% a 8,0% de mucilagem.

NOMES POPULARES

Malva-selvagem, malva-maior, malva-branca,
malva-grande, maiva-das-boticas, malva-de-casa,
malva-verde, malva-oficial, malva-vulgar, malva-
silvestre.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga apresenta odor fraco caracteristico. Flo-
res, quando presentes, mesmo depois de secas, apre-
sentam coloragio azul-violeta.

DESCRICAO MACROSCOPICA

As folhas s@io simples, membrandceas, pubescen-
tes em ambas as faces, aveludadas, verdes mesmo
quando secas, longamente pecioladas, orbiculares a
reniformes, patminérveas, lobadas, com 3-5-7-9 16bu-
los pouco profundos, de 4pice arredondado ou agudo,
de base truncada a subcordiforme, margem dentado-
crenada, medindo 7cm a 15 cm de digmetro. A venagfio
& actinédroma. As nervuras sio salientes ¢ as de 1*
ordem s3o, longitudinalmente, retilineas, as de 2° or-
dem apresentam dngulo de divergéncia agudo e as de
3* ordem sio reticuladas. A ltima venagio, marginal, &
incompleta, com vénulas simples e curvadas. As
aréolas apresentam desenvolvimento completo, siio de
forma poligonal e de grande tamanho.

DESCRIGAO MICROSCOPICA

A lamina, em secgio transversal, apresenta epider-
me uniestratificada e € anfiestomdtica. A face adaxial
da epiderme € constituida por células retangulares,
achatadas tangencialmente, com cuticula fina e
estdmatos no mesmo nivel das demais células. A
face abaxial apresenta células quadrangulares, com
cuticula fina e estdmatos projetados em relagdo as
demais células epidérmicas. Em ambas as faces se
diferenciam grandes células mucilaginosas, mais
abundantes na face abaxial. A estrutura do mesofilo

F. BRAS. 1V, 2000

¢ dorsiventral, com | ou 2 camadas de parénquima
paligidico e 3 ou 4 camadas de parénquima esponjo-
so. Drusas de oxalato de cilcio e células mucila-
ginosas ocorrem nos parénquimas. Na nervura me-
diana, o colénquima € do tipo angular e, na face
abaxial, é constitufdo por 4 camadas de células. O
sistema vascular € colateral, em arco aberto. Em vis-
ta frontal, ambas as faces da epiderme apresentam
células poligonais de paredes marcadamente sinuo-
sas, células mucilaginosas, estdmatos anomociticos
e tricomas. Estes podem ser de trés tipos: simples,
unicelulares, isolados, de extremidade curva, com
paredes fortemente espessadas; simples, agrupados
em fasciculos de 2 a 6 células, parecendo estrela-
dos; glandulares com pedicelo de 1 ou 2 células e
cabega secretora pluricelular. O peciolo, em secgio
transversal, apresenta contorno plano-convexo,
suborbicular, com epiderme formada por células
quadrangulares, e cuticula grossa; os estdmatos e
o0s tricomas si0 iguais aos descritos para a lmina,
porém em menor quantidade. Subepidermicamente,
ocorrem 4 camadas de clorénquima, com células
mucilaginosas e abaixo, 3 ou 4 camadas de colén-
quima angular. No parénquima esponjoso, encoi-
tram-se distribuidos 6 feixes vasculares colaterais
abertos.

DESCRICAO MICROSCOPICA DO PO

O p6 atende a todas as exigéncias estabelecidas
para a espécie, menos os caracteres macroscdpicos.
Sdo caracteristicos: a cor esverdeada, tricomas sim-
ples, fasciculados parecendo estrelados ¢ glandula-
res; células epidérmicas com paredes anticlinais on-
duladas e estématos anomociticos; drusas de oxala-
to de célcio e células mucilaginosas.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgacia (V.2.17.1), utilizando cromatoplaca
de silica-gel GF,, com espessura de 250 um, como
fase estaciondria. Preparar uma mistura de n-butanol-
4cido acético glacial-dgua (40:10:20), deixar em repou-
so e utilizar a parte superior, como fase mével. Aplicar
na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda,
20 uta 25 plda solugdo amostrae 3 pl a 5 pl da solugdo
de referéncia, preparadas como segue.
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Solucdo amostra: agitar 1 g de droga pulveriza-
dacom 6 ml de mistura de metanol-dcido cloridrico
a25% (p/V) (9:1) durante 15 minutos e filtrar.

Solugdo referéncia: dissolver 1 mg de malvidina
monoglicosideo em ! ml de metanol.

Desenvolver o cromatograma em percurso de
aproximadamente 10 cm. Deixar secar ao ar por 5 mi-
nutos. Observar & luz ambiente, sem necessidade de
tratamento quimico. O cromatograma apresenta man-
cha na mesma altura que a obtida com a solugdo de
referéncia de malvidina (Rf aproximadamente 0,40) e
outras duas manchas secund4rias com Rf aproxima-
dode0,45¢0,70.

B. Adicionar 1 gota de nanquim SR sobre corte
transversat de folhas secas. A mucilagem aparece
como fragmentos esfericamente dilatados, transpa-
rentes sob um fundo preto. Alternativamente, adicio-
nar | gota de tionina SR sobre a amostra seca, deixar
descansar durante 15 minutos e lavar com etanol
20%. A mucilagem torna-se violeta-avermelhada.
Celulose e paredes das células lignificadas coram-
se de azul-viol4ceo.

ENSAIOS DE PUREZA

Matéria estranha (V4.2.2). Nio mais que 5% de talos
¢ outras partes da planta, nem mais que 3% de outros
materiais estranhos. As folhas de malva nio apresen-
tam mais de uma trama castanha de teleutésporos de
Puccinia malvacearurn Montagne por cm?.

Determinacfio de 4gua (V.4.2.3). No méximo 16%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No méximo 16%.

TECR DE MUCILAGEM

Para adeterminagio do teor de mucilagem, proceder
conforme descrito em Determinagdo do indice de intu-
mescéncia (V.4.2.12), utilizando 1 g da droga amassada,
umedecidacom | ml de etanol. Essa mucilagem € cons-
tituida por 4cido D-galacturdnico e D-galactose.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz, calor
eumidade. Devido grande concentragio de mucilagem,
as folhas podem absorver dgua apds secas.
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MALVA — Malva sylvestris L.

Figura 1: Malva sylvestris L. — 1. aspecto da folha; A, arguitetura foliar com bordo, venagio marginal incompleta,
aréolas perfeitas e poligonais; B. esquema de sccgdo transversal na folha ao nivel da nervura mediana; C. secgio
transversal no limbo na porgio indicada em B; D. detalhe da epiderme abaxial em secgdo transversal com estdmato; E.
tricoma glandular com uma célula basal volumosa, 1-2 células de pedicelo e cabega multicelular; F. tricoma simples,
unicelular, curvo; G. tricomas agrupados em fasciculos, parecendo estrelados; H. epiderme adaxial; 1. epiderme abaxial;
J. esquema de secgdio transversal do peciolo; i. células mucilaginosas. Escalas e correspondéncias: 1 (1), 2 (3). 3 (C, F-
1;4(AeB)e5(DeE).

F. BRAS. IV, 2000
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1 500 pm

2 100 um

MALVA — Malva sylvestris L.

Figura 2: Folha de Malva sylvestris L. em p6 — A. fragmento de parénquima paligddico com tricoma simples, curve;
B. tricomas agrupados em um fasciculo; C. drusas de oxalato de cicio; D. epidermc adaxial com tricoma glandular ¢
célula mucilaginosa; E. epiderme abaxial com tricomas agrupados em fasciculo e célula muctlaginosa; F. tricoma simples,
curvo; G. porglio de epiderme com tricoma glandular. Escalas ¢ correspondéncias: 1 (A, B, C, D, F,G) ¢ 2 (E).
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PREDNISONA

Prednisonum

CZ 1H2605

17,21-Diidroxipregna-14-dieno-3,11,20-triona

Contém, no minimo, 96,0% e, no miximo, 104,0%
de C,H,0;, em relagio & substancia dessecada.

DESCRICAQ
Caracteres fisicos, Pg cristalino branco, inodoro.

Solubilidade. Praticamente insoliivel em 4gua, le-
vemente soltivel em etanol, cloroférmio, dioxano ¢
metanol.

Constantes fisico-quimicas

Ponto de fusdo (V.2.2): funde a 230 °C, com de-
composicio.

Poder rotatério especifico (V.2.8): +167° a+175°,
determinado em solugfio a 1% (p/V) em dioxano.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absorgio no infravermelho
(V.2.14-4) de amostra dessecada a 105 °C, até peso
constante, e dispersa em brometo de potdssio apre-
senta miximos de absorgdo somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas inten-
sidades relativas daqueles observados no espec-
tro de prednisona padrio, preparado de maneira
idéntica.

F. BRAS. IV, 2000
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B. O espectro de absorgdo no ultravioleta (V.2.14-3),
na faixa de 200 nm a 400 nm, de sohugio a0,001% (p/V)
emetanol, exibe méximo em torno de 239 nm, idéntico
a0 observado no espectro de solugéo similar de
prednisona padriio. A absorvancia € de 0,405 2 0,435,

C. Proceder conforme descrito em Substdncias
relacionadas. Examinar 0 cromatograma sob luz
ultravioleta (245 nm). Em seguida, nebulizar a placa
com #cido sulfiirico a 20% (V/V) em etanol e aquecer
a 120°C por 10 minutos. Deixar esfriar. Examinar a
placa sob luz ultravioleta (365 nm). A mancha obtida
no cromatograma com a solugdo (2) apresenta
fluorescéncia que corresponde em posigio, cor e
intensidade Aquela obtida com a solugdo (5).

D, Dissolver cerca de 6 mg da amostraem 2 mi de
dcido sulfiirico e deixar em repouso por 5 minutos. A
solugio adquire coloragio alaranjada. Verter a soltu-
¢io, gota a gota e sob agitagiio, em 10 ml de dgua.
A cor varia gradativamente de amarelo para verde-
-azulado.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1), utilizando silica-gel GF,,, como suporte,
e mistura de diclorometano-éter-metanol-dgua
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(77:15:8:1,2), como fase mével. Aplicar, separadamen-
te, a placa 5 pl de cada uma das solugdes descritas
a seguir, preparadas em mistura de clorof6rmio-
-metanol (9;1).

Solugdo (1): solugdo a 1% (p/V) da amostra,
Solugdo (2): solugio a 0,1% (p/V) da amostra.
Solugdo (3): solugio a 0,02% (p/V) da amostra.
Solugdo (4): solugdo a 0,01% (p/V) da amostra.
Solugdo (5): solugio a 0,1% (p/V) do padrio.

Solugdo (6): mistura contendo amostra a 0,1%
{p/V), prednisolona padrfio a 0,1% (p/V) e valerato
de betametasona padrio a 0,1% (p/V).

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
secar & temperatura ambiente e examinar sob luz
ultravioleta (254 nm). Qualquer mancha secunddria
obtida no cromatograma com a solugdo (1) nio &
mais intensa que a mancha obtida com a solugéo (3)
e 130 mais que uma mancha pode ser mais intensa
que a obtida com a solugdo (4). Para que o ensaio
seja vilido, as manchas obtidas com a selugdo (6)
devem se apresentar nitidamente separadas.

Perda por dessecagfio (V.2.9). Determinar em es-
tufaa 105°C, em | g de amostra. No méximo 1%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinarem 0,1 g
de amostra. Desprezivel,

DOSEAMENTO

A. Por espectrofotometria de absor¢@io no vist-
vel (V.2.14-3). Dissolver 50 mg da amostra em etanol
e completlar o volume para 50 ml com o mesmo
solvente. Diluir, sucessivamente, em etanol, até

concentragio de 0,002% (p/V). Preparar solugfo pa-
drdo na mesma concentragio, utilizando o mesmo
solvente. Transferir 10 ml de cada solugdo para ba-
15es volumétricos de 25 ml. Adicionar, a cada baldo,
2 ml de solugio de azul de tetrazélio 0,5% (p/V) em
metanol e, em seguida, 2 mt de hidréxido de
tetrametilaménio 10% (V/V) em metanol. Homo-
geneizar e deixar em repouso por uma hora. Comple-
tar o volume com etanol e homogeneizar. Realizar
preparagio do branco, em paralelo, nas mesmas con-
digdes, omitindo-se a adigio das solugdes amostra
e padrio. Medir as absorvéncias das solugdes em
525 nm, utilizando o branco para ajuste do zero. Cal-
cular o teor de C,,H, O, na amostra a partir das
leituras obtidas.

B. Por espectrofotometria de absorgéo no ultra-
violeta (V.2.14-3). Dissolver 50 mg da amostra em
etanol e completar o volume para 50 ml com o mesmo
solvente. Diluir, sucessivamente, em etanol, até con-
centragdo de 0,001% (p/V). Preparar solugdo padrio
na mesma concentragio, utilizando o mesmo sol-
vente. Medir as absorvincias das solugdes resul-
tantes em 239 nm, utilizando etanol para ajuste do
zero. Calcular o teor de C, H, O na amostra a partir
das leituras obtidas. Alternativamente, realizar o c4l-
culo utilizando A(1%,1 cm) =420 nm, em 239 nm.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antiinflamatério estergide.
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Contém, no minimo, 90,0% e, no méximo, 110,0%
da quantidade declarada de C,;H,¢O;.

IDENTIFICAGAO

A. Pesar e pulverizar os comprimidos. Agitar quan-
tidade do pé equivalente a 20 mg de prednisona com
cerca de 100 ml de clorof6érmio. Fiitrar, evaporar até
secura. Secar o residuo em estufa a 105 °C por 3
horas. O espectro de absorgio no infravermelho
(V.2.14-4), do residuo disperso em brometo de po-
tdssio apresenta méximos de absorgdo somente nos
mesmos comprimentos de onda e com as mesmas
intensidades relativas daqueles observados no es-
pectro de prednisona padrio.

B. A cercade 6 mg do residuo obtido em A, adicio-
nar 2 ml de dcido sulfiirico e deixar em repouso por 5
minutos. A solucfio adgquire coloragio alaranjada.
Verter a solugio gota a gota e sob agitagio, em 10 ml
de dgua. A cor muda para amarelo ¢, gradualmente,
para verde-azulado.

CARACTERISTICAS
Determinacéio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegraciio (V.1.4.1). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitérias (V.1.6). Cumpre

o teste. Proceder conforme descrito no método B de
Doseamento.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolugio: dgua destilada. Utilizar 500 ml
de meio para comprimidos contendo 10 mg ou me-
nos de prednisona e 900 ml para comprimidos con-
tendo mais de 10 mg.

Aparelhager: pas, 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquota do
meio de dissolugiio, filtrar e determinar as absorvén-

F. BRAS. IV, 2000

cias das solucdes em 242 nm (V.2.14-3). Calcular a
quantidade de C,,H,,O; dissolvida no meio, com-
parando as leituras obtidas com aquela da solugio
padrio de prednisona em 4gua, na concentragio de
0,001% (p/V), preparada com adigfio prévia de etanol
para garantir a solubilizago. O teor de etanol na
soluggio padrio ndo pode exceder 5% (V/V).

Toleréncia: ndio menos que 80% da quantidade de-
clarada de C,,H, O, se dissolvem em 30 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Agua (V2.20.1).No méximo 6,0%.

DOSEAMENTO

A. Por espectrofotometria de absor¢do no visi-
vel (V.2.14-3). Pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir, quantitativamente, quantidade do p6 equi-
valente a S mg de prednisona, para baliio volumétrico
de 50 ml com auxilio de 30 mi de etanol. Deixar em
agitaglio mecénica por 15 minutos. Completar o vo-
lume com o mesmo solvente, homogeneizar e filtrar.
Pipetar 5 ml do filtrado, transferir para baldo
volumétrico de 25 ml e completar o volume com
etanol. Preparar solugfio a 0,002% (p/V) de padrdo
no mesmo solvente. Prosseguir como descrito no
método A de Doseamento na monografia de
Prednisona, a partir de “Transferir 10 mi de cada
solugio...”. Calcular o conteddo de C, H, Oy nos
comprimidos a partir das leituras obtidas.

B. Por espectrofotometria de absor¢do no ultra-
violeta (V.2.14-3). Pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir, quantitativamente, quantidade do pé equi-
valente a S mg de prednisona para baldo volumétrico
de 50 ml com auxilio de 30 m! de etanol. Deixar em
agitagio mecnica por 15 minutos. Completar o vo-
lume com o0 mesmo solvente, homogeneizar e filtrar.
Diluir 5 ml do filtrado para 50 mt com etanol. Preparar
solugdo padrdo na mesma concentragio, utilizando
o0 mesmo solvente. Medir as absorvéncias das solu-
¢Bes resultantes em 239 nm, utilizando etanol para
ajuste do zero. Calcular o contetido de C, H, O
nos comprimidos a partir das leituras obtidas. Alter-
nativamente, realizar o cdlculo utilizando A(1%,1 cm)
=420,em 239 nm.
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EMBALAGEM EARMAZENAMENTO . ROTULAGEM

Em recipientes bem-fechados e opacos. ) Observar a legislacio vigente,
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QUINA-VERMELHA

Cinchonae cortex

Cinchona pubescens Vah| ~RUBIACEAE
A droga é constituida pelas cascas de ramos,
contendo, no minimo, 6,5% de alcal6ides totais.

SINONIMIA CIENTIFICA

Cinchona succirubra Pavon.

NOMES POPULARES

Quina, quina-rubra, quinquina.

CARACTERES ORGANOLEPTICOS

A droga apresenta odor fraco e sabor amargo e
adstringente.

DESCRICAO MACROSCOPICA

A droga € comercializada em pegas enroladas
ou curvas, de até 30 ¢cm (raro 50 ¢cm) de comprimen-
to e 2 mm a 6 mm de espessura, ou em fragmentos
menores. A superficie externa € escura, cinza a cas-
tanho-acinzentada, fregilentemente acompanhada
de liquens, geralmente 4spera ao tato, marcada por
fendas transversais, sulcada longitudinalmente ou
enrugada e fendida; a face interna € avermelhada a
castanho-alaranjada, estriada longitudinalmente; a
fratura € curta na parte externa ¢ f{ibrosa na parte
interna.

DESCRICAO MICROSCOPICA

A periderme do caule, em secgdo transversal, evi-
dencia o felema (stber), o felogénio e a feloderme. O
felema apresenta vérias camadas de células ordena-
das em fileiras radiais, de paredes delgadas impregna-
das de suberina, com contetido pardo-avermethado;
vistas frontalmente, essas células mostram-se poli-
gonais. Abaixo, situa-se o felogénio e, a seguir, a
feloderme, de vérias camadas celulares de paredes
escuras. O parénquima cortical € formado por célu-
las alongadas tangencialmente, de paredes delga-
das, e contetido amorfo castanho-avermethado e
grios de amido de 3 um a 10 um, mais raramente até
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15 um de didmetro. Os grios de amido geralmente
sio simples, podendo ocasionalmente ser constitui-
dos por 2 ou 3 componentes. No parénquima cortical
existem idioblastos contendo microcristais de oxalato
de célcio e células secretoras de mucilagem, ovais e
com didmetro de 100 rm a 350 um. Os constituintes
do floema séo tubos crivados estreitos com placas
crivadas transversais, parénquima axial semelhante
a0 da regifio cortical, fibras e parénquima radial. As
fibras, abundantes e de cor amaretada, ocorrem iso-
ladamente ou, ocasionalmente, em grupos de 2 ou 3;
em seccdo longitudinal, sdo fusiformes, possuem
paredes espessadas, lignificadas, com pontoagdes
infundibuliformes, e medem de 40 um a 70 pm de
diametro e 600 um de comprimento médio. O
parénquima radial dispSe-se em fileiras de 2 a 3 célu-
las de largura, freqitentemente associadas as fibras
e com paredes moderadamente espessadas. Escleref-
des sdio muito raros.

DEsckcho MICROSCOPICA DO PO

O p6 contém fragmentos das estruturas descritas
anieriormente e apresenta-se fino, de cor castanho-
avermelhada, com fragmentos de sdber pardo-
-avermelhado; fragmentos de parénquima cortical
contendo grios de amido e microcristais de oxalato
de cilcio; fragmentos de fibras floeméticas, de pare-
des espessadas, lignificadas, com pontoagdes infun-
dibuliformes; fragmentos de parénquima floemético
e de raios parenquimiticos, associados as fibras,
contendo griios de amido ou microcristais de oxalato
de cilcio.

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), utilizando cromatoplaca
de silica-gel GF,g,, com espessura de 250 um, como
fase estaciondria e mistura de cloroférmio-dietilamina
(90:10), como fase mével. Aplicar na cromatoplaca,
separadamente, em forma de banda, 15 a 20 ul da
solugdo amosira e 3 a 5 Wl da solugdo referéncia,
preparadas como deserito a seguir.

Solugdo amostra: adicionar 0,1 ml de hidréxido
de amdnio a25% (p/V) e 5 ml de diclorometano a
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0.1 g da droga pulverizada. Deixar em repouso du-
rante 30 minutos, agitando ocasionalmente. Filtrar e
evaporar o filtrado até secura em banho-maria. Dis-
solver o residuo em I ml de etanol absoluto.

Solugdo referéncia: dissolver 17,5 mg de quini-
na, 0,5 mg de quinidina, 10 mg de cinchoninae 10 mg
de cinchonidina em 5 ml de etanol absoluto.

Desenvolver o cromatograma em percurso de
aproximadamente 10 cm em cuba cromatogrifica
saturada. Remover a placa e deixar secar em estufa a
100 °C a 105 °C por aproximadamente 10 minutos.
Deixar a placa esfriar € nebulizar com solugdo
etandlica de dcido sulfiirico a 50% (p/V). Observam-
se, sob luz ultravioleta (365 nm), manchas fluores-
centes azuladas na mesma altura que as obtidas com
a solugdo referéncia correspondente 3 quinina (Rf
aproximadamente 0,15), cinchonidina (Rf aproxi-
damente 0,25), quinidina (Rf aproximadamente 0,30),
ecinchonina (Rf aproximadamente 0,45).

B. Colocar cercade 0,5 g da droga pulverizada em
tubo de ensaio seco e aquecer cuidadosamente em
chama direta. Ocorre desprendimento de vapores
vermelho-pdrpura, 0s quais se condensam em forma
de gotas da mesma cor, nas paredes superiores do
tubo. Deixar esfriar o destilado e dissolver as gotas
em 10 ml de etanol a 70%. A solugio resultante apre-
senta fluorescéncia azul, quando examinada sob juz
ultravioleta (365 nm).

C. Agitar0,! g dadroga pulverizada com 2,5 ml de
4cido sulfidrico a 20% (p/V) € 2,5 ml de dgua durante
1 minuto. Filtrar. Diluir o filtrado em 10 ml de 4gua,
Examinar sob luz ultravioleta (365 nm). A solugio

apresenta fluorescéncia azul, que desaparece com a
adigfio de 4cido clorfdrico.

ENSAIOS DE PUREZA
Matéria estranha (V.4.2.2). No méximo 2%.

Determinaciio de dgua (V.4.2.3), No méximo 10%.

Cinzas totais (V.4.2.4). No méximo 5%.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 1 g da droga pulveri-
zada (250 um), transferir para erlenmeyer de 250 mi e

adicionar 10 ml de dgua e 7 ml de 4cido cloridrico 2 M.
Aquecer em banho-maria durante 30 minutos. Dei-
xar esfriar € adicionar 25 ml de diclorometano, 50 mi
de éteretilico e 5 mi de hidréxido de sédio a 20% (p/V).
Agitar a mistura durante 30 minutos. Adicionar3 g
de goma adraganta em pé e agitar até a solugio se
tornar clara. Filtrar através de papel filtro e lavar o
erlenmeyere o papel filtro com cinco aliquotas de 20 ml
de mistura de diclorometano-éter etilico (1:2). Reunir
os filtrados das lavagens, evaporar até a secura e
dissolver o residuo em 10 ml de etanol absoluto.
Evaporar 5,0 ml da solugfio até a secura. Dissolver o
resfduo em 4cido clorfdrico 0.1 M, transferir para balfio
volumétrico e completar o volume a 1 000 mi com o
mesmo solvente. Preparar duas solugdes de referén-
cia dissolvendo, separadamente, 30 mg de quinina e
30 mg cinchonina em 4cido cloridrico 0,1 M. Diluir
cada solugdo a 1000 ml com o mesmo sotvente. Medir
aabsorvéncia das trés solugdes em 316 nm € 348 nm.
Calcular o teor, em mg, de alcaléides do grupo quini-
na(x) e de alcaldides do grupocinchonina (y)em 0,5 g,
mediante as expressdes:

(A X Agyg (€)1 = [A,(€) X A 1 % 100X 2
T A @ XA, (O] - [A, ) X A ()] X m x 1000

lAnn x Am (] - [Azm(q) X AJ.xbl] x 1002
[Am(c) XA, @)]- [A, @) % A, (O} x m x 1000

Em que
m = peso da amostra, em g;
X = percentagem de alcaléides tipo quinina;
y = percentagem de alcal6ides tipo cinchonina;
A = absorvéncia da solugio amostracm 316 nm;
A, = absorvinciadasolugio amostraem 348 nm;
) m(Q) = absorvincia da solugio referéncia contendo
quinina cm 316 nm, corrigida para concen-
tragio de | mgem 1 000 ml;
A, (@) = absorvancia da solugio de referéncia con-
tendo quinina em 348 nm, corrigida para
concentragio de [ mgem 1 000 ml;
A; (c) = absorvincia da solugdo de referéncia con-
tendo cinchonina em 316 nm, corrigida para
concentragiio de 1 mg em 1 000 ml;
A, s(c) = absorvincia da solugio contendo cinchonina
em 348 nm, corrigida para concentragiio de 1
mgem 1000 ml.
Calcular o teor de alcalSides totais, (x + ¥), e determi-
nar o leor relativo de alcalSides tipo quinina, a partir da
seguinte equagiio: (100 x) + (x +y).

CONSERVACAO

Em recipiente, bem-fechado, ao abrigo da luz e do
calor.
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SOROS HIPERIMUNES PARA USO HUMANO

Immunosera ad usum humanum

Os soros hiperimunes sio preparagdes contendo
imunoglobulinas purificadas, de origem animal, que
neutralizam especificamente toxinas bacterianas,
bactérias, virus ou componentes téxicos do veneno
de uma ou mais espécies de animais peconhentos.
Um conservante adequado pode ser adicionado € o
produto final € apresentado sob forma liquida ou
liofilizada. O preduto liquido € limpido, incolor ou
ligeiramente amarelado, niio apresentando grumos
ou particulas. O soro liofilizado consiste de p6 bran-
co ou ligeiramente amarelado que, uma vez reconsti-
tufdo, apresenta as mesmas caracterfsticas do pro-
duto liquido.

As imunoglobulinas purificadas sio obtidas por
tratamento enzimdtico e precipitagfio fracionada, ou
por outros procedimentos quimicos ou fisicos, de
plasmas de animais sadios imunizados com os
antigenos especificos. Durante o processo de imu-
nizag?o, os animais nio devem ser tratados com pe-
nicilina ou estreptomicina.

Para assegurar a qualidade do produto nas diver-
sas fases de processamento, devem ser realizados
testes de esterilidade, pH, proteinas, atividade ou
poténcia por métodos in vitro ou in vivo.

Antes do envase, amostras do produto sdo sub-
metidas &s determinagdes que seguem:

Cloreto de sédio. 0,70% a 0,90% (p/V).

Fenol. No méximo 0,35% (p/V).

Nitrogénio e proteinas. No méximo 0,3% (p/V) de
nitrogénio ndo-protéico. No méaximo 5% (p/V) de

proteinas,

Poténcia. E determinada de acordo com os proce-
dimentos indicados nas monografias respectivas.

Sélidos totais. No miximo 20%.

Sulfato de aménio. No maximo 0,2% (p/V).

A preparagiio € distribuida assepticamente em
ampolas ou frascos-ampola. A liofilizagiio do produ-
to, quando requerida, deve assegurar concentragdo

de dgua ndo superior a 1% do produto final.
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IDENTIFICACAO

A. Baseada na reagdio in vitro de antigeno-anti-
corpo por imunodifusdo duplo radial (Ouchter-
lony). Preparar gel de dgar a 1% (p/V) e distribuir em
lamina para microscépio, de modo que resulte em
fina camada. Colocar em estufa a 37 °C, sem secar.
Adicionar volume de 4 ml de dgar na lAmina e colo-
car A temperatura de 2 °C a § °C em ciimara imida por
uma hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma
distancia entre o orificio central e os periféricos.
Preencher o orificio central com solugao do antigeno
especifico e os periféricos com a amostra a testar, em
dilui¢Bes varifveis. Preencher um dos orificios com
soro normal eqilino para controle negativo. Incubar
a 37 “C por 24 horas em cimara dmida ¢ realizar a
leitura em {ampada para contraste. Observar a pre-
senga de linha de precipitagiio, reagfio de identidade
entre os componentes analisados.

B. A Determinacdo da poténcia em animais sus-
cetfveis pode ser utilizada para identificagiio do pro-
duto, conforme descrito na monografia da amostra
correspondente.

CARACTERISTICAS
pH(V2.19).60a 70

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

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Cloreto de sddio. Em erlenmeyer de 50 ml, adicio-
nar 10 ml da amostra diluida a 10% (V/V) em dgua
bidestilada. Adicionar, com agitagdo, trés gotas de
solugiio difenilcarbazona-azul de bromofenol e, pos-
teriormente, algumas gotas de dcido nitrico 0,2 M SV,
até que a solugho fique amarelo-esverdeada. Efetuar
ensaio em branco. Titular com nitrato de merciirio H
0,01 M SV, até o ponto de viragem, em que uma colo-
ragiio violeta indica o ponto final. Cada mi de nitrato
de merciirio 110,01 M SV equivale 20,585 ng de NaCl.
E facultado ao produtor a utilizagio do resultado
obtido no produto antes do envase. Entre 0,70 ¢
0,90% (p/V).
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Fenol. Diluir a amostra de modo que a concen-
tragiio de fenol esteja entre 5 ppm e 30 ppm. Adicio-
nar 5 mi de tampo borato pH 9,0, 5 ml da solugiio de
4-aminofenazonaa0,1% (pfV) e 5 mi de solugo aquo-
sade ferricianeto de potdssio a 5% (p/V). Em parale-
lo, preparar branco e vma curva de calibragio de
fenol com concentragBes variando de 5 ppm a 30 ppm.
Proceder s leituras das absorvancias da amostra, dos
padrdes e do branco a um comprimento de onda de
546 nm, 10 minutos apds o término da reagdo. Utilizar
aleitura dos padrSes para fazer a curva de calibragio
e determinar a concentragiio de fenol na amostra por
interpolagiio grifica ou regressdo linear. E facultado
ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no pro-
duto antes do envase. No mdximo 0,35% (p/V).

Nitrogénio protéico e proteinas (V.3.4.2). No méxi-
mo 0,3% (p/V) de nitrogénio nio protéicoe 15% (p/V)
de protefnas. Para determinar a concentragio de pro-
teinas, multiplicar o resultado de nitrogénio protéico
por 6,25. E facultado ao produtor a utilizagio do re-
sultado obtido no produto antes do envase.

Sélidos totais. Em pesa-filtro previamente tarado,
pesarexatamente | g da amostra em duplicata e colo-
car na capela de exaustio sobre placa de aquecimen-
to, até a evaporagdio do liquido. Transferir o pesa-
filtro com a amostra para estufa a 105 °C e deixar por
1 hora. Transferir a amostra dessecada para dessecador,
deixar por 30 minutos e pesar. Repetir o procedimento
de dessecaciio até peso constante. Calcular a porcen-
tagem de sélidos totais pela equagfio:

B

ST= x 100

Em que

ST= % de sélidos totais;

B = diferenga entre o pesa-filtro dessecado e o pesa-
fiitro vazio;

C = peso da amostra.

E facultado ao produtor a utilizag%io do resultado
obtide no produto antes do envase. No maximo 20%.

Sulfato de aménio. Diluir a amostra a 1% (V/V)
com dgua bidestilada e transferir 10 ml da solugéo
para tubo de Nessler. Transferir 1 ml de solugfio es-
toque de sulfato de amdnio 0,6% (p/V) para baldo
volumétrico de 100 ml e completar o volume com
4gua bidestilada. Diluir a solugdio em proporgdes 1:2,
1:3, 1:4 e transferir 10 ml de cada dilui¢do para trés
tubos de Nessler, Adicionar 1 ml de reagente de
Nessler a cada um dos tubos contendo a amostra ¢
o0s padrdes e comparar a cor. A intensidade da cor
da amostra € igual ou menor que a da solugio pa-
drio diluida 1:3. E facultado a0 produtor a utilizagio

do resultado obtido no produto antes do envase.
Noméximo0,2% (p/V).

Umidade residual. £ determinada quando o pro-
duto & apresentado sob a forma liofilizada. Transfe-
rir 80 mg da amostra para um pesa-filtro previamente
dessecado e tarado. Manter por trés horas em at-
mosfera de pentéxido de fésforo anidro, sob uma
pressdo ndo-superior a 5 mm de mercirio, 4 tempera-
tura de 60 °C. O pesa-filtro contendo a amostra é
resfriado por 20 minutos em dessecador contendo
silica-gel e imediatamente pesado. A etapa de aque-
cimento e resfriamento € repetida até a obtengio de
peso constante. O valor da umidade residual € a
média do porcentual de perda de peso, no minimo,
de trés avaliagbes da amostra, O método volumétrico
para determinagfo de dgua (V.2.20.1) também pode
ser utilizado. No méximo 1%.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste. Utilizar
amostragem de, no minimo, 0,4\/n, onde “n”
corresponde a0 nimero total de ampolas ou fras-
cos-ampola do lote final. Quando se utiliza 0 métode
de filtragdo por membrana, esta deve ter porosidade
nominal de 0,22 um. Nao havendo presenga de mi-
crorganismos 2o final do teste, a amostra é conside-
rada satisfatéria. Em caso de crescimento microbiano,
repetir o ensaio até duas vezes, utilizando para a
primeira repeti¢cdo a mesma amostragem do ensaio
inicial. Para a segunda repeti¢éo, utilizar o dobrode
amostras.

Interpretaghic dos resultados:

ensaiol® | repeticdio | repeticdo resultado
04vn) | (0,4Vn)2° | (0,8¥n)
- satisfatério
+ - satisfat6rio
+ + insatisfatério™
+ + - satisfat6rio**
+ + + insatisfatSrio®#*

* mesmo microrganismo isolado no ensaio e 12 repeti¢io
** difcrentes microrganismos isolados no ensaio ¢ ¥
repetigio

*** presenga de qualquer microrganismo

Pirogénios (V.5.1.2), Cumpre o teste. Injetar 1 mikg
¢ nfio reutilizar os animais usados no teste.

DETERMINAGCAQ DA POTENCIA

Proceder conforme descrito na monografia espe-
cifica. E facuitado ao produtor a utilizagio do resul-
tado obtido no produto antes do envase.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO ROTULAGEM

A temperatura e o prazo de validade sfo os indi- Observar a legislacio vigente.
cados pelo fabricante do soro, tendo como base
evidéncias experimentais, aprovadas pela autorida-
de do controle nacional.

XII.1 INDICADORES

Solugiio de difenilcarb 1 de br fenol SI
Preparagdo — Em baldo volumétrico de 25 ml, dissolver 12 mg de difenilcarbazona ¢ 12,5 mg de azul de bromefenol
em 15 ml de etanol. Completar o volume com etanol e acondicionar a solugfio em frasco Ambar 3 temperaturade 4°C a

8°C,
X114 TAMPOES
Tampao borato - pH 9,0
Preparagdo - Misturar 1 000 ml da solugdo A com 420 mi da solugdo B, preparadas como se segue.

Solugéo A: dissolver 6,18 g de dcido bérico em solugiio de cloreto de potdssio 0,1 M SV e completar volume para 1000 ml
com a mesma sclugdo.

F. BRAS. 1V, 2000
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SORO ANTIBOTROPICO

Immunoserum bothropicum

O soro antibotrépico é uma solugdo que contém
imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados com
antigeno do género Bothrops, composto por vene-
nos das serpentes Bothrops jararaca, Bothrops
Jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops alternatus,
Bothrops neuwiedi. Cumpre as especificagdes e con-
troles prescritos na monografia de Soros hiperinunes
para uso humano. Contém em cada mililitro imuno-
globulinas suficientes para neutralizar, no minimo, 5 mg
de veneno de referéncia de B. jararaca.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A de /den-
tificagdio na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de
serpenie do género Bothrops.

B. A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-
da. Neutraliza especificamente os venenos das ser-
pentes do género Bothrops.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na mono-
grafia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cumpre os Testes de seguranga bioldgica des-
critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como objetivo
determinar a dose neutralizante necesséria (Dose Efeti-
va 50%} para proteger animais suscetiveis contra 0s
efeitos letais de uma dose fixa de veneno de referéncia.

F. BRAS. IV, 2000

Veneno de referéncia: mistura homogénea de
venenos que representam a distribuigiio geogréfica
daespécie B. jararaca. Deve ser liofilizado e manti-
doa-20°C. O veneno é padronizado pela determina-
¢doda Dose Letal 50% (DLg).

Determinagdo da DL, de veneno: reconstituir a
preparag@o liofilizada de veneno para determinada
concentragio p/V, com solugio fisioldgica 0,85% (p/V).
Efetuar dilui¢des em progressio geométrica com o
mesmo diluente, utilizando fator de diluigio cons-
tante, ndo superior a 1,5, e igualando os volumes
finais. Inocular, por via intraperitoneal, volume de
0,5 ml por camundongo de cada diluigio em grupos
de, no minimo, 10 camundongos albinos sui¢os de
18 g a22 g. Observar os animais até 48 horas apds a
inoculag@o e registrar o niimero de mortos em cada
diluigZo. Calcular a DL, utilizando métodos estatis-
ticos comprovados (probitos, Spearman & Karber,
transformagio angular ou logitos). A faixa de res-
posta (porcentagem de mortes) deve estar compreen-
dida entre 10% e 90%, formando a curva de regres-
sdo que deve apresentar relagio linear. Os limites de
confianga nio devem ser amplos, indicando melhor
precisdo do ensaio quanto menores forem os seus
limites. Expressar o resultado em microgramas de
veneno por 0,5 ml,

Determinagdo da poiéncia do soro: efetuar dilui-
¢Oes progressivas da amostra em solugio fisiol6gica
20,85% (p/V), utilizando fator de dilui¢iio constante,
ndo-superiora 1,5, de maneira que o volume final ap6s
a mistura com a dose desafio de veneno seja idéntico
em todos os tubos de ensaio. Reconstituir e diluir o
veneno de referéncia com solugdo fisiolégica 0,85%
(p/V) e adicionar em cada tubo volume constante, de
modo que cada dose a ser inoculada por animal con-
tenha 5 DL, Homogeneizar e incubar a mistura 237°C
por 30 a 60 minutos. Inocular, por viaintraperitoneal,
volume de 0,5 ml por camundongo, de cada mistura,
em grupos de pelo menos oito camundongos albinos
suigos de 18 g a 22 g. Observar os animais até 48
horas apés a inoculagfio e registrar o mimero de vi-
vos em cada mistura, Calcular a Dose Efetiva 50%
(DEg) em microlitros, utilizande métodos estatisti-
¢os jacitados anteriormente. A faixa de resposta (por-
centagem de sobrevivéncia) deve estar compreendi-
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daentre 10e 90%, formando a curva de regressioque  EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

deve apresentar relagfo linear. Os limites de confian-
¢a ndio devem ser amplos, indicando melhor precisio Cumpre o estabelecido na monografia de Soros

do ensaio quanto menores forem seus limites. Calcu-  hiperimunes para uso humano.
lar a poténcia em miligramas por mililitro, utilizando a
equagfo: ROTULAGEM
Tv-1
DE,,

P= % DLy, do veneno

Observar a legislagdo vigente.

Emque

P = poténcia(mg/ml)

Tv = nimero de DL, utilizadas por camundongo na
dosc teste de veneno.

O titulo da poténcia é expresso em miligramas de
veneno neutralizados por 1 ml da amostra.
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SORO ANTIBOTROPICO-CROTALICO

Immunoserum bothropicum-crotalicum

O soro antibotrpico-crotdlico € uma solugfio que
contém imunoglobulinas especificas purificadas,
obtidas a partir de plasma de animais hiperimuni-
zados com venenos de Bothrops jararaca, Bothrops
jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops alter-
natus, Bothrops neuwiedi e Crotalus durissus. Cum-
pre as especificagdes e controles prescritos na mono-
grafia de Soros hiperimunes para uso hurnano. Con-
tém em cada mililitro imunoglobulinas suficientes
para neutralizar, no minimo, 5 mg e 1,5 mg de vene-
nos de referéncia de B. jararaca e C. durissus terri-
ficus, respectivamente.

IDENTIFICACAC

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificagdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigenos venenos
de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

B. A Determinagio da poténcia pode ser utiliza-

da. Neutraliza especificamente os venenos das ser-
pentes dos géneros Bothraps e Crotalus.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracter{sticas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

F. BRAS. IV, 2000

ENSAIOS FfSICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA
Cumpre os Testes de seguranga biolégica des-

critos na monografia de Soros hiperinines para uso
humano.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Fragao botrépica. Determinar a poténcia confor-
me descrito na monografia de Soro antibotrépico.

Fragfio crotdlica. Determinar a poténcia confor-
me descrito na monografia de Soro anticrotdlico.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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SORO ANTIBOTROPICO-LAQUETICO

Immunoserum bothropicum-laqueticum

O soro antibotrépico-laquético € uma solugio que
contém imunoglobulinas especificas purificadas, ob-
tidas a partir de plasma de animais hiperimunizados
com venenos de Botirops jararaca, Bothrops jara-
racussu, Bothrops moojeni, Bothrops alternatus,
Bothrops neuwiedi e Lachesis muta. Cumpre com as
especificagBes e controles prescritos na monografia
de Soros hiperimunes para uso humano. Contémem
cada mililitro imunoglobulinas suficientes para neu-
tralizar, no minimo, 5 mg e 3 mg de venenos de referén-
ciade B. jararaca e L. muta, respectivamente.

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito no teste A de Jden-
tificacdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigenos venenos
de serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis.

B. A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-

da. Neutraliza especificamente os venenos das ser-
pentes do género Bothrops e Lachesis.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na mono-
grafia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Cumpre os Testes de seguranca bioldgica descritos
namonografia de Soros hiperinuunes para uso hunano.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINACAOQ DA POTENCIA

Fragfio botrépica, Determinar a poténcia confor-
me descrito na monografia de Soro antibotrépico.

Fracio laguética. O ensaio de poténcia da amos-
tra tem como objetivo determinar a dose neutralizante
necessdria (Dose Efetiva 50%) para proteger animais
suscetiveis contra os efeitos letais de dose fixa de
veneno de referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de ve-
nenos que representam a distribuigio geogrifica da
espécie L muta. Deve ser liofilizado e mantidoa- 20°C.
O veneno é padronizado pela determinagio da Dose
Letal 50% (DLgy).

Determinagdo da DL de veneno: proceder con-
forme descrito em Determinagdo da DL, de vene-
no na monografia de Soro antibotrépico.

Determinagdo da poténcia do soro: proceder

conforme descrito em Determinagdo da poténcia
do soro na monografia de Soro antibotrdpico.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legistagdo vigente.
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SORO ANTIBOTULINICO

Immunoserum botulinicum

O soro antibotulfnico é uma solugio que contém
imunoglobulinas purificadas, obtidas a partir de
plasma de animais hiperimunizados contra toxinas
tipo A, tipo B e tipo E produzidas pelo Clostridium
borulinum. Cumpre as especificagdes e controles
prescritos na monografia de Soros hiperinunes
para uso humano. Contém em cada milititro, no mi-
nimo, 500 UT de antitoxina para cada um dos tipos
A,BeE.

IDENTIFICAGAQ

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificagdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno a toxina pro-
duzida pelo C. botulinum.

B. A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-
da. Neutraliza especificamente a toxina produzida
pelo C. borulinum.

CARACTERfSTICAS

Cumpre as Caracterfsticas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLGGICA

Cumpre os Testes de seguranga bioldgica des-
critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como obje-
tivo a determinagao da dose neutralizante necessé-
ria para proteger os animais utilizados na prova con-
tra os efeitos letais de uma dose teste de cada um
dos tipos de toxinas botulnicas de referéncia. A
dose do soro em teste € comparada com a dose da

F. BRAS. 1V, 2000

antitoxina botulinica de referéncia necessédria para
conferir a mesma protegiio.

Antitoxinas botulinicas de referéncia: os padrdes
internacionais de referéncia das antitoxinas dos ti-
pos A, B ou E sdo distribuidos aos laboratérios de
produgdo e controle em ampolas que contém soro
eqiiino hiperimune liofilizado, que especificamente
neutraliza a toxina botulinica do tipo a que se refere.
A equivaiéncia do padrio internacional em unida-
des internacionais € estabelecida periodicamente
pela Organizagio Mundial da Sadde.

Determinagdo da dose teste de toxina (L+/10):
proceder conforme descrito em Determinagdo da
dose teste de toxing (L+/10) na monografia de Soro
antitetdnico para uso humano.

Determinagdo da poténcia do soro: diluir a toxi-
na botulinica de referéncia para uma dose de 10L+/10,
com solugio fisiol6gica tamponada glicerinadaa 1%
(V/V). Em série de tubos de ensaio, distribuir um
volume constante de toxina botulinica diluida. Adi-
cionar volumes varidveis da amostra. Igualar os vo-
tumes para 3 ml com o mesmo diluente. Homogeneizar
e incubar as misturas a 37 °C por 60 minutos. Inocu-
lar cada camundongo albino suigo de 18 ga22 g, por
via subcutinea, com volume de 0,5 ml em grupos de,
no minimo, 10 camundongos por mistura. Observar
os animais até 96 horas ap6s a inoculagiio e registrar
o niimero de mortos. Nas mesmas condigdes descri-
tas e paralelamente, realizar a prova com a antitoxina
botulinica de referéncia, com o objetivo de se verifi-
car a validade da prova e estabelecer correlagiio no
célculo do titulo. Calcular a poténcia do soro em
teste, considerando a menor dilui¢io que determine
a morte dos animais durante o periodo de observa-
¢do, utilizando a equagido:

A
P= BXC

Emque

P = poténcia (Ul/mt);

A = o reciproco da menor dilui¢do do soro em teste
que mata todos os animais;

o volume utilizado de soro diluido;

B
C

produto do ndmero total de doses contidas no
volume finai de cada mistura pelo titulo L+/10.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTC ROTULAGEM

Cumpre o estabelecido na monografia de Soros Observar a legislagio vigente.
hiperimunes para uso humano.
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SORO ANTICROTALICO

Immunoserum crotalicum

O soro anticrotilico € uma solugdo que contém
imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados com ve-
neno de Crotalus durissus. Cumpre com as especi-
ficagdes e controles prescritos na monografia de
Soros hiperimunes para uso humano. Contém em
cada mililitro imunoglobulinas suficientes para neu-
tralizar, no minimo, 1,5 mg de veneno de referéncia
de C. durissus terrificus.

IDENTIFICACAQ

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificag&o na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de
serpente do género Crotalus.

B. A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-

da. Neutraliza especificamente os venenos das ser-
pentes do género Crotalus.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA
Cumpre os Testes de seguranga biolégica des-

critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINAGAO DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como obje-
tivo determinar a dose neutralizante necesséria (Dose
Efetiva 50%) para proteger animais suscetiveis con-
tra os efeitos letais de uma dose fixa de veneno de
referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de
venenos que representam a distribuigio geogréfica
da espécie C. d. terrificus. Deve ser liofilizado e man-
tido a-20°C. O veneno € padronizado pela determi-
nagao da Dose Letal 50% (DL ;).

Determinagdo da DL, de veneno: proceder con-
forme descrito em Determinagdo da DL, de vene-
no na monografia de Soro antibotrdpico.

Determinagdo da poténcia do soro: proceder

conforme descrito em Determinagdo da poténcia
do soro na monografia de Sore antibotrépico.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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SORO ANTIDIFTERICO

Immunoserum diphthericum

O soro antidiftérico ¢ uma solugio que contém
imunoglobulinas purificadas, obtidas a partir de plas-
ma de animais hiperimunizados contra a toxina pro-
duzida pelo Corynebacterium diphtheriae. Cumpre
as especificagdes e controles prescritos na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano. Con-
tém em cada mililitro, no minimo, 1 000 UI de
antitoxina,

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificacéio na monografia de Soros hiperinunes para
uso humarno, utilizando como antigeno a toxina pro-
duzida pelo C. diphtheriae.

B, A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-
da. Neutraliza especificamente a toxina produzida
pelo C. diphtheriae.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS F{SICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Cumpre os Testes de seguranga bioldgica des-
critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

DETERMINACAO DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como obje-
tivo determinar a dose neutralizante necesséria para
proteger os animais utilizados na prova contra os
efeitos letais de uma dose teste da toxina diftérica de
referéncia. A dose do soro em teste é comparada

F. BRAS. IV, 2000

com a dose da antitoxina diftérica de referéncia ne-
cessdria para conferir a mesma protegio.

Antitoxina diftérica de referéncia: o padrio in-
ternacional de referéncia da antitoxina diftérica é dis-
tribuido aos laboratérios de produgio e controle em
ampolas contendo soro eqiiino hiperimune lofi-
lizado, que, especificamente, neutraliza a toxina difté-
rica, A equivaiéncia do padréo internacional em uni-
dades internacionais ¢ estabelecida periodicamente
pela Organizagio Mundial da Saide.

Toxina diftérica de referéncia: é preparada a partir
de filtrados estéreis de sobrenadantes de cultivos l{-
quidos de C. diphtheriae. O filtrado deve ser concen-
trado, purificado por métedos fisicos ou quimicos e
liofilizaclo. Apds a reconstitug@o da toxina, adicionar
solugdio glicerinada e armazenara - 20°C.

Determinagdo da dose teste de toxina (L+): diluir
aantitoxina de referéncia para 10 Ul/ml, com solugio
fisiol6gica a0,85% (p/V). Diluir a toxina para concen-
tragéio conhecida, com solugio fisiolégica contendo
1% (p/V) de peptona. Em uma série de tbos de en-
saio, adicionar volumes varidveis de toxina e volume
constante da antitoxina de referéncia diluida. Igualar os
volumes com solugo fisiolgica peptonada 1% (p/V).
Homogeneizar e incubar a 37 °C por 45 minutos. Ino-
cular cada cobaia de 230 g a 250 g, por via subcuté-
nea, com volume que contenha 1 Ul de antitoxina de
referéncia em grupos de, no mfnimo, quatro cobaias
por mistura. Observar os animais até 96 horas e regis-
trar o nmero de mortos em cada diluiggo. O L+ (limite
morte) ou dose teste da toxina é a menor quantidade
de toxina que, quando combinada com 1 Ul de antitoxi-
na de referéncia, provoca a morte dos animais no pe-
riodo de observagio estipulado.

Determinacéo da poténcia do soro: diluir a toxina
diftérica de referéncia com solugio fisioldgica
tamponada contendo 1% (p/V) de peptona para uma
dose de 10 L+. Em uma série de tubos de ensaio, distri-
buir volumes varidveis da amostra. Adicionar 1,0mlda
toxina diftérica de referéncia diluida. Igualar os volu-
‘mes para 10 m! com o mesmo diluente. Homogeneizare
incubar as misturas a 37 °C por 45 minutos. Inocular
uma dose de 2 ml em cada uma das cobaias de 230 g a
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250 g, por via subcutinea, em grupos de, no minimo,
quatro cobaias por mistura. Observar os animais até 96
horas ap&s a inoculagio e registrar o ndmero de mor-
tos. Nas mesmas condiges descritas ¢, paralelamente,
realizar a prova com a antitoxina diftérica de referéncia,
para se verificar a validade da prova e estabelecer cor-
relagio na determinagdo da poténcia. Calcular a potén-
cia da amostra, considerando a menor diluigfio que
determine a morte dos animais durante o periodo de
observagiio, utilizando a equagio:

A
P= B xC

Em que

P = poténcia (Ul/ml);

A = o reciproco da menor diluigio do soro em teste
que mata todos os animais;

B = o volume utilizado de soro diluido;

C = produto do nimero total de doses contidas no
volume final de cada mistura pelo titulo L+.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislaggo vigente,
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SORO ANTIELAPIDICO

Immunoserum elapidicum

O soro antielapidico é uma solugio que contém
imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados com
veneno de Micrierus frontalis e Micrurus corallinus.
Cumpre as especificagdes ¢ controles descritos na
monografia de Soros hiperimunes para uso huma-
no. Contém em cada mililitro imunoglobulinas sufi-
cientes para neutralizar, no mfnimo, 1,5 mg de vene-
no de referéncia de M. frontalis.

IDENTIFICACAQ

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificacdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de
serpentes do género Micrurus.

B. A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-

da. Neutraliza especificamente os venenos das ser-
pente do género Micrurus.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracterfsticas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA
Cumpre os Testes de seguranga biolégica des-

critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

F. BRAS. 1V, 2000

DETERMINACAO DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como obje-
tivo determinar a dose neutralizante necessiria (Dose
Efetiva 50%) para proteger animais suscetiveis con-
tra os efeitos letais de uma dose fixa de veneno de
referéneia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de
venenos que representam a distribuigiio geogrifica
da espécie Micrurus frontalis. Deve ser liofilizado e
mantido a -20 °C. O veneno € padronizado pela de-
terminagfio da Dose Letal 50% (DL,).

Determinagéo da DL, de veneno: proceder con-
forme descrito em Determinagéo da DLy, de vene-
no na monografia de Soro antibotrépico.

Determinagdo da poténcia do soro: proceder

conforme descrito em Determinagdio da poténcia
do soro na monografia de Soro antibotrépico.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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SORO ANTIESCORPIONICO

Immunoserum escorpionicum

O soro antiescorpidnico é uma solugdo que con-
tém imunoglobulinas especificas purificadas, obti-
das a partir de plasma de animais hiperimunizados
com antigeno do género Tityus serrulatus. Cumpre
as especificagdes e controles prescritos na mono-
grafia de Soros hiperimunes para uso humano. Con-
tém em cada mililitro imunoglobulinas suficientes
para neutralizar, no minimo, 1,0 mg de veneno de
referéncia de Tityus serrulatus.

IDENTIFICAGAO

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
tificagdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno veneno de
escorpido do género Tiryus.

B. A Determinacdo da poténcia pode ser utiliza-

da. Neutraliza especificamente o veneno do género
Tityus.

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA
Cumpre os Testes de seguranga bioldgica des-

critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

F. BRAS. IV, 2000

DETERMINAGCAQ DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como obje-
tivo determinar a dose neutralizante necesséria (Dose
Efetiva 50%} para proteger animais suscetiveis con-
tra os efeitos letais de uma dose fixa de veneno de
referéncia.

Veneno de referéncia: mistura homogénea de
venenos que representam a distribuigio geogréafica
da espécie Tityus serrulatus. Deve ser liofilizado e
mantido a -20 °C. O veneno € padronizado pela de-
terminagio da Dose Letal 50% (DL).

Determinagdo da DL, de veneno: proceder con-
forme descrito em Determinacdo da DL, de vene-
no na monografia de Soro antibotrdpico.

Determinagdo da poténcia do soro: proceder

conforme descrito em Determinacdo da poténcia
do soro na monografia de Soro antibotrépico.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

QObservar a legislagio vigente.
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SORO ANTI-RABICO

Immunoserum rabicum

O soro anti-rabico é uma solugio que contém
imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de animais hiperimunizados contra
o vfrus rdbico. Na imunizagio dos animais s&o utili-
zadas cepas de virus fixo inativado ou virus vivo,
replicadas em cultivo celular ou tecido nervoso de
animais distintos daqueles utilizados na preparagio
da vacina contra a raiva de uso humano. Cumpre as
especificagbes e controles prescritos na monografia
de Soros hiperimunes para uso humano. Contém
em cada mililitro, no minimo, 200 UL

IDENTIFICACAQ

A Determinagao da poténcia pode ser utilizada.
Neutraliza especificamente o virus rébico,

CARACTERISTICAS

Cumpre as Caracter{sticas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS F{SICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cumpre os Testes de seguranca biolégica des-
critos na monografia de Soros hiperimunes para uso
humano.

DETERMINAGAOQ DA POTENCIA

O ensaio de poténcia da amostra tem como objetivo
determinar a dose neutralizante necesséria (Dose Efeti-
va 50%] para proteger camundongos contra os efeitos
letais de uma dose desafio de virus ribico. Para avalia-
¢o comparativa da poténcia da amostra, utiliza-se soro
eqlino liofilizado de referéncia, aferido em unidades
internacionais, pelo soro padrio intemnacional distri-
buido pela Organizagio Mundial da Satide.

Virus desafio: cepa CVS (challenge virus stan-
dard), de Dose Letal 50% (DL,) conhecida.

F. BRAS. IV, 2000

Determinagdo da DLy efetuar diluicBes deci-
mais sucessivas de virus com solugdo de 4dgua des-
tilada contendo 2% (V/V) de soro normal de origem
animal. Homogeneizar e inocular, por via intracranial,
um volume de 30 pl de cada dilui¢do em grupos de,
no minimo, 10 camundonges suicos brancosde 11 g
a 14 g Observar os animais por 14 dias ap6s a
inoculagdo e considerar o ndmero de mortos de rai-
va apds 0 quinto dia de observagdo. Os animais
mortos antes do quinto dia sdo descartados do tes-
te. Calcular a DL, por método estatisticamente com-
provado. A faixa de resposta produzida (porcenta-
gem de morte) deve estar compreendida entre 10% e
90%, formando a curva de regressio que deve apre-
sentar relagfio linear.

Determinagdo da poténcia do soro: efetuar di-
luigGes sucessivas da amostra, com o mesmo diluente
descrito na Determinagdo da DL, utilizando fator
de diluig@o constante, ndo superior a 2, até que seja
atingida dilui¢do em que, supostamente, n3o haja
neutralizagfio. Transferir para tubos de ensaio um
volume constante de cada uma das quatro dltimas
diluigBes. Preparar diluigio de virus desafio para que
contenha 150 a 300 DLy, iniciais, utilizando-se o
mesmo diluente, Adicionar em cada um dos quatro
tubos j4 contendo soro, o mesmo volume da dilui-
¢do de desafio, de maneira que sejam obtidas dilui-
gOes dobradas de virus (75 a 150 DL) e da amostra
em teste. Homogeneizar as misturas. Proceder de
maneira idéntica para o soro de referéncia. Paralela-
mente, para determinar o nimero real de DL, utiliza-
do como desafio, preparar quatro diluigdes decimais
sucessivas com o mesmo diluente, a partir da dilui-
¢do utilizada como desafio. Distribuir um volume
constante de diluente em cada um de quatro tubos
de ensaio e transferir para estes, iniciando pela dilui-
¢Ho desafio, o mesmo volume de cada uma das dilui-
¢Oes seriadas de virus, Homogeneizar, obtendo di-
lui¢des dobradas do virus desafio. Incubar as mis-
turas de soros mais virus e virus mais diluente em
banho-maria a 37 °C, por 90 minutos. Inocular, por
viaintracranial, um volume de 30 pl de cada mistura
em grupos de, pelo menos, oito camundongos
albinos sufgos de 11 g a 14 g. Observar os animais
por 14 dias, registrando o ndmero de vivos em cada
mistura. Os animais mortos antes do quinto dia apés
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a inoculagfo ndo devem ser considerados para o
célculo da poténcia. Calcular as doses efetivas 50%
(DE,;) da amostra e do soro de referéncia, assim
como a DL, do virus desafio, por método estatisti-
camente comprovado. A faixa de resposta produzi-
da (porcentagem de sobrevivéncia) deve estar com-
preendida entre 10 € 90%, formando a curva de re-
gressio que deve apresentar uma relaglio linear. A
poténcia € determinada pela equagio

P= % xC
Emque
p = poténcia (Ul/ml);
A = DE, do soro de referéncia;
B = DE, daamostra em teste;
C = concentragio em UL/m] do soro de referéncia.

Quando se refere o valor da poténcia (Ul/ml), deve
ser citado o mimero de DL, real obtida na titulagdo
do virus desafio, que é iguat ao antilogaritmo da
diferenga entre a DL calculada ¢ a diluigio dadose
desafio utilizada.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

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

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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SORO ANTITETANICO PARA USO HUMANO

Immunoserum tetanicum ad usum humanum

O soro antitetinico € uma solugio que contém
imunoglobulinas purificadas, obtidas a partir de plas-
ma de animais hiperimunizados contra a toxina pro-
duzida pelo Clostridium tetani. Cumpre as especifi-
cagles e controles prescritos na monografia de So-
ros hiperimunes para uso humano. Contém em cada
mililitro, no minimo, 1 000 UT de antitoxina.

IDENTIFICAGAQ

A. Proceder conforme descrito no teste A de Iden-
rificagdo na monografia de Soros hiperimunes para
uso humano, utilizando como antigeno a toxina pro-
duzida pelo C. tetani.

B. A Determinagdo da poténcia pode ser utiliza-
da. Neutraliza especificamente a toxina produzida
pelo C. tetani.

CARACTER(STICAS

Cumpre as Caracteristicas descritas na monogra-
fia de Soros hiperimunes para uso humano.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

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

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

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

DETERMINAGAQ DA POTENCIA

Q ensaio de poténcia da amostra tem como obje-
tivo determinar a dose neutralizante necessdria para
proteger os animais utilizados na prova contra os
efeitos letais de uma dose teste da toxina tetinica de
referéncia. A dose do soro em tesle € comparada
com a dose da antitoxina tetanica de referéncia ne-
cessdria para conferir a mesma protegdo.

Antitoxina tet@nica de referéncia: o padrio in-
ternacional de referéncia da antitoxina tetnica € dis-

F. BRAS. IV, 2000

tribuido aos laboratérios de produgfio e controle em
ampolas que contém soro eqiiino hiperimune liofiti-
zado, que especificamente neutraliza a toxina tetni-
ca. A equivaléncia do padréo internacional em unida-
des internacionais € estabelecida periodicamente
pela Organizagio Mundial da Satide.

Toxina tetdnica de referéncia: é preparada a par-
tir de filtrados estéreis de sobrenadantes de culti-
vos liquidos de C. tetani incubados durante cinco a
sete dias, O filirado deve ser concentrado, purifica-
do por métodos fisicos ou quimicos e liofilizado.
Apbs a reconstituicdo, adicionar soluglo glicerinada
e armazenar a -20°C.

Determinagdo da dose teste de toxinu (L+/10):
diluir a antitoxina de referéncia para 1 Ul/ml, com
solugdo fisioldgica a 0,85% (p/V). Diluira toxina para
uma determinada concentragio, em soluggo fisiol6-
gica contendo 1% (p/V) de peptona. Em uma série
de tubos de ensaio, adicionar volumes varidveis de
toxina e um volume constante da antitoxina de refe-
réncia dilufda. Igualar os volumes com o mesmo
diluente da toxina. Homogeneizar e incubar a 37°C
por 45 minutos. Inocular cada camundongo albino
sufco de 17 g a 22 g, por via subcutinea, com volu-
me que contenha 0,1 Ul de antitoxina de referéncia
em grupos de, no minimo, 10 camundongos por mis-
tura. Observar os animais até 96 horas ap6s a
inoculagdo e registrar o niimero de mortes por mis-
tura. O L+/10 (limite morte por 10) ou dose teste da
toxina € a menor quantidade de toxina que, quando
combinada com 0,1 UI de antitoxina de referéncia,
provoca a morte dos animais no periodo de obser-
vagido estipulado.

Determinagdo da poténcia do soro: diluir a toxi-
na tetinica de referéncia com solugdo fisiolégica
tamponada contendo 1% (p/V) de peptona para uma
dose de 10 L+/10. Em uma série de tubos de ensaio
distribuir volumes varidveis da amostra. Adicionar 1
ml datoxina tetanica de referéncia diluida. Tgualar os
volumes para 2 ml com o mesmo diluente. Homo-
genetzar e incubar as misturas a 37 °C por 45 minu-
tos. Inocular cada camundongo albino suicode 17 g
a22 g, por via subcutiinea, com volume de 0.2 ml em
grupos de, no minimo, 10 camundongos por mistu-
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ra. Observar os animais até 96 horas apés ainocula- EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

¢f0 ¢ registrar o nimero de mortos. Nas mesmas

condigdes descritas & paralelamente, realizar a pro- Cumpre o estabelecido na monografia de Soros
va com a antitoxina tetdnica de referéncia, com o hiperimunes para uso humano.

objetivo de se verificar a validade da prova e estabele-

cer correlagdo no cdlculo do titulo. Calcular a potén- ROTULAGEM

cia da amostra, considerando a menor dilui¢io que

determine a morte dos animais durante o periodo de Observar a legislagio vigente.

observagéo, utilizando a equagfio

P=——AB—><C

Emque
P = poténcia (Ul/ml);
A = orecfproco da menor diluig8o do soro em teste
que mata todos os animais:
B = o volume utilizado de soro diluido;
C = produto do mimero total de doses contidas no
volume final de cada mistura pelo tftulo L+/10. '
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SULFADIAZINA
Sulfadiazinum

HN

C IOH I0N402S

4-Amino-N-2-pirimidinilbenzenossulfonamida

Contém, no minimo, 98,0% e, no méximo, 102,0%
deC,;H N,0,S, em relagiio 4 substincia dessecada.

DESCRICAO

Caracteres fisicos, P6 branco ou branco amare-
lado, que escurece lentamente pela exposi¢io a luz;
inodoro.

Solubilidade. Praticamente insolivel em dgua,
muito pouco solivel em etanol e em acetona, insold-
vel em clorof6rmio. Solivel em 4cido cloridrico 3 M,
facilmente solivel nos hidréxidos alcalinos dilufdos.

Const

Sisico-quimni,

Faixa de fusdo (V.2.2): 251 °C a 254 °C, com de-
composicio.

IDENTIFICACAO

A, O espectro de absorgfio no infravermelho
(V.2.14-4) de amostra dessecada e dispersa em
brometo de potdssio apresenta maximos de absor-
¢d0 somente nos mesmos comprimentos de onda e
com as mesmas intensidades relativas daqueles ob-
servados no espectro de sulfadiazina padrio, pre-
parado de maneira idéntica.

B. Proceder conforme descrito em Substdncias
relacionadas. A mancha principal obtida no croma-

F. BRAS. IV, 2000

250,28

1124.01-3

tograma com a solugdo (1) corresponde em posicio,
cor e intensidade quela obtida com a solugdo (2).

C. Dissolver 50 mg em 2 ml de 4cido cloridrico a
10% (p/V), a quente. Resfriar em banho de gelo e
adicionar 2 ml de nitrito de sédio a 10% (p/V); diluir
com 2 ml de dgua gelada e adicionar 1 ml de 2-naftol
SR. Produz-se precipitado alaranjado.

D. Aquecer, com cuidado,  chama direta ou em
banho de areia, 50 mg em pequeno tubo de ensaio
seco. Desenvolve-se coloragdo castanho-averme-
lhada e os vapores que se desprendem n#io modifi-
cam o papel de acetato de chumbo umedecido (dife-
renca do sulfatiazol e seus derivados).

E. Aquecer | g, brandamente, em pequeno tube de
ensaio, sobre chama fraca, até que sublime. Com bastio
de vidro, recother alguns miligramas do sublimado e mis-
turarem tubo de ensaio com 1 ml de solugo a 5% (p/V)
de resorcinol em etanol 90%. Adicionar 1 ml de 4cido
sulfiirico e agitar. Produz-se imediatamente coloragio
vermetha escura. Diluir a mistura, cuidadosamente, com
25l de 4gua gelada e adicionar excesso deamonia 6 M.
Produz-se coloragio azul ou azul-avermelhada.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solugiio. Dissolver 1 g em misturade S ml
de hidréxido de s6dio a 8% (p/V) e 20 inl de dgua. A
solugio obtida é clara e no méximo amarelo-palida.
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Perda por dessecagiio (V.2.9), Determinar em ¢s-
tufa a 105 °C, até peso constante. No midximo 0,5%.

Acidez. Aquecer acerca de 70°C, durante 5 minu-
tos, 1 g em 50 ml de Agua destilada, recentemente
fervida. Resfriar rapidamente até 20°C e filtrar. Neutra-
lizar 25 ml do filtrado com hidréxido de s6dio 0,1 M SV,
usando fenolftaleina SI como indicador. No miximo
0,2 mlé requerido na neutralizagfo.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). No méximo 0,1%.

Substancias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(V.2.17.1), utilizando silica-get GF,,,, como suporte,
e mistura de cloroférmio-metanol-hidréxido de
aménio (30:12: 1), como fase mével. Aplicar, separa-
damente, a placa 20 pl de cada uma das solugdes
descritas a seguir, preparadas em mistura de tolueno-
dimetilformamida(2:1).

Solugdo (1): solugiio a 0,01% (p/V) da amostra.
Solugdo (2): solugio a 0,01% (p/V) do padrio.

Solucdo (3): solugio a0,0002% (p/V) de sulfanila-
mida padrdo.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa e
deixar secar ao ar. Nebulizar corn 4cido cloridrico M em
metanol e, em seguida, com nitrito de sédioa 1% (p/V)
em etanol-dgua (90:10). Aguardar de 3 a S minutos ¢
nebulizar com dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina
a0,5% (p/V) em etanol-dgua (90:10). Qualquer mancha
secund4ria obtida no cromatograma com a solugdo (1),
exceto a principal, n3o € mais intensa que a obtida com
a solugdo (3).

Arsénio (V.3.2.5-Método visual). No maximo
0,0002% (2 ppm).

Cloretos (V.3.2.1). Ferver 1 g em misturade 10 ml
dedcido nitrico a 12,6% (p/V) ¢ 5 ml de dgua destila-
da. Proceder conforme descrito em Ensaio-limite
para cloretos. No méaximo 0,035% (350 ppm).

Metais pesados (V.3.2.3-MétodoI). Ferver | gcom
20 ml de 4gua por alguns minutos, resfriar e filtrar,
quantitativamente, para tubo de Nessler. Proceder
conforme descrito em Ensaio-limite para metais
pesados. Noméaximo 0,002% (20 ppm).

Sulfatos (V.3.2.2). Dissolver 1 g, a quente, em mistu-
rade 10ml de dcido cloridrico 10% (p/V) e 5 ml de dgua
destilada. Proceder conforme descrito em Ensaio-li-
mite para sulfaos. No mdximo 0,12% (1 200 ppm).

DOSEAMENTO

A.Por titulagdo por diazotagdo (V.3.4.1-Método
2). Cada mt de nitrito de s6dio 0,1 M SV equivale a
25,028 mg de C,H, \N,O,S.

B. Por espectrofotometria de absorgdo no visi-
vel (V.2.14-3). Pesar 0,5 g de amostra e transferir para
balio volumétrico de 200 m! utilizando 30 ml de
hidréxido de sédio 0,1 M, Agitar até dissolugao, com-
pletar o volume com 4gua e homogeneizar. Realizar
diluigdes sucessivas em dgua destilada até concen-
tragiio de 0,005% (p/V). Preparar solugiio padrdo a
0,25% (pfV) em solugiio aquosa contendo 15% de
hidréxido de sédio 0,1 M. Realizar diluigSes sucessivas
em 4gua destilada até concentragiio de 0,005% (p/V).
Transferir 2,0 ml das solugdes amostra € padriio para
baldes volumétricos de 25 ml. Adicionar, a cada ba-
130, 1 ml de 4cido cloridrico 2 M e | mi de nitrito de
sédio 1 0,1% (p/V). Agitar e deixar em contato por 2
minutos. Adicionar 1 ml de sulfamato de aménio a
0,5% (p/V), agitar e deixar em contato por 2 minutos.
Adicionar 1 ml de dicloridrato de N-1-naftiletileno-
diaminaa 0,1% (p/V), agitar e deixar em contato por
10 minutos. Completar os volumes com dgua desti-
lada. Realizar preparag@o branco, em paralelo, nas
mesmas condigdes, omitindo-se a adigio de solugbes
amostra e padrio. Medir as absorvincias das solu-
¢Oes em 540 nm, utilizando a preparagdo branco para
ajuste do zero. Calcular o teor de C,;H (N,0,S na
amostra a partir das leituras obtidas.

C. Por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta (V.2.14-3). Preparar solugio amostra em
hidréxido de sédio 0,1 M de modo a obter concen-
tragio de 0,001% (p/V), Preparar solugio padriio na
mesma concentragio, utilizando o mesmo solvente.
Utilizar hidréxido de s6dio 0,1 M para ajuste do zero.
Medir as absorvincias das solugdes em 254 nm.
Calcular o teor de C|(H, N,0,S na amostra a partir
das leituras obtidas.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes opacos, bem-fechados, protegi-
dos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Quimioterépico.
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SULFADIAZINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 95,0% e, no méximo, 105,0%
da quantidade declarada de CH,,N,O,S.

IDENTIFICAGAQ

A, Pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar quan-
tidade do pé equivalente a 0,5 g de sulfadiazina e
triturar e gral com 5 mi de cloroférmio. Filtrar e des-
cartar o filtrado. Triturar o residuo com 10 ml de hi-
dréxido de amdnio 6 M, por 5 minutos, adicionar 10 mi
de agua destilada e filtrar. Aquecer o filtrado até eli-
minar toda a aménia e resfriar. Adicionar dcido acético
6 M até reagiio distintamente dcida. Forma-se preci-
pitado de sulfadiazina. Filtrar e lavar o filtrado com
gua fria. Secar o residuo a 105 °C por 1 hora. O
espectro de absorgao no infravermelho (V.2.14-4),
do residuo, disperso em brometo de potdssio, apre-
senta mdximos de absor¢@io somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensida-
des relativas daqueles observados no espectro de
sulfadiazina padrio.

B. O espectrode absorgio no ultravioleta (V.2.14-3),
na faixade 200 nm a 400 nm, de solugdo a0.001% (p/V)
em etanol do residuo obtido no teste A de Identifi-
cagdo, exibe maximos € minimos somente nos mes-
mos comprimentos de onda de solugfio similar de
sulfadiazina padrio.

C. Proceder conforme descrito em Substdncias re-
lacionadas. A mancha principal obtida no cromato-
grama com a solugdo (1) corresponde em intensidade,
cor e posigdo aquela obtida com a solugdo (2).

D. Dissolver S0 mg do residuo obtidoem A em 2 mi
de 4cido cloridrico a 10% (p/V), a quente. Resfriarem
banho de gelo e adicionar 2 ml de nitrito de sédio 10%

(pfV). Diluir com 2 m! de 4gua gelada e adicionar [ ml
de 2-naftol SR. Produz-se precipitado alaranjado.

E.Oresiduoobtidoem A funde entre 251 °Ce 254°C,
com decomposigao.

CARACTERISTICAS
Determinagio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.
Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.
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Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegragiio (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V.1.6). Cumpre
0 teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: 4cido clorfdrico 0.1 M; 900 ml
Aparelhagem: pés, 75 rpm
Tempo: 90 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquotas do
meio de dissolugio e filtrar. Diluir em hidréxido de
s6dio 0,1 M até concentracio adequada. Medir as
absorvancias das solugBes em 254 nm (V.2.14-3), uti-
lizando hidréxido de s6dio 0,1 M para ajuste do zero.
Calcular a quantidade de C,,H (N,O,S dissolvido
no meio, comparando as leituras obtidas com a da
solugdo padrio na concentragio de 0.0005% (p/V),
preparada em hidréxido de sédio 0,1 M.

Tolerdncia: nio menos que 70% da quantida-
de declarada de C (H, ,N,O,S se dissolvem em 90
minutos.

ENSAIOS DE PUREZA
Agua (V:2.20.1). No méximo 3%.

Substincias relacionadas. Proceder conforme
descrito em Substdncias relacionadas na monogra-
fia de sulfadiazina, utilizando o residuo obtido no
teste A de Identificacdo. Qualquer mancha obtida
no cromatograma com a solugdo (1), exceto a princi-
pal, nZo é mais intensa que a obtida com a solu¢do

(3).

DOSEAMENTO

A. Por titulagdo por diazotagéo (V.3.4.1-Método
2). Pesar e pulverizar 20 comprimidos, Utilizar quanti-
dade do pé equivalente a 0,5 g de sulfadiazina. Cada
ml de nitrito de s6dio 0,1 M SV equivale a 25,028 mg

de C\jH N,0,S,
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B. Por espectrofotometria de absor¢do no vist-
vel (V.2.14-3). Pesar ¢ pulverizar 20 comprimidos.
Transferir, do p6, para gral de vidro, o equivalente a
0,5 g de sulfadiazina e macerar com 30 ml de hidréxido
de sédio 0,1 M, por alguns minutos. Transferir,
quantitativamente, para balfio volumétrico de 200 ml
e completar o volume com dgua. Realizar diluigdes
sucessivas em 4gua até concentraggo de 0,005% (p/V).
Proceder conforme descrito no método B de Dosea-
mento na monografia Sulfadiazina. Calcular o con-

teido de C,)H, N 0,S nos comprimidos, a partir
das leituras obtidas.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem-fechados e opacos.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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SULFATO DE ESTREPTOMICINA
Streptomycini sulfas

NH
NH )K
HN NH
H, NH
u OH
o. ©
GHO *3H,S04
H,C
HO3 HO R= CHOH
2 R'= NHCH;
R
L OH ‘2
(CyHygN,0,,),.3H,50, 145738 0485.02-0

Sulfato de 0-2-desoxi-2-(metilamino)-o-L-glicopiranosil-(1—2)-0-5-desoxi-3-C-formil-o-L-lixofuranosil-

-(1—4)-N N -bis(aminoiminometil)-D-estreptamina

Sulfato da substancia antibiética de fungio bési-
ca produzida pelo Streptomyces griseus (Krainsky)
Waksman e Henrici ou produzida ou preparada por
quaisquer outros processos. Apresenta poténcia de,
no mfnimo, 650 pg e, no miximo, 850 ug de estrepto-
micina por mg.

DESCRICAO

Caracteres fisicos. P6 microcristalino, branco,
inodoro e muito higroscépico. Estdvel ao ar e 3 luz.

Solubilidade. Solivel em dgua e praticamente in-
solivel em etanol, cloroférmio € éter.

IDENTIFICAGAO

A. Dissolver 10 mg da amostra em 5 m! de dgua,
adicionar 1 m! de hidréxido de s6dio M e aquecer em

F. BRAS. 1V, 2000

banho-maria por 5 minutos. Resftiar, adicionar 2 ml de
solugdo a 2% (p/V) de sulfato férrico amoniacal em
4cido sulfiirico 0,5 M. Produz-se coloragdo violeta.

B. Dissolver 0,1 g da amostra em 2 ml de 4gua,
adicionar 1 ml de solugiioa 10% (p/V) de 1-naftol em
etanol e 2 ml de solugio aquosa de hipoclorito de
sédio 2% (p/V). Produz-se coloragiio avermelhada.

C. Responde 2s reagdes do fon sulfato (V.3.1.1-5).

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solucfio. Dissolver 3 g da amostraem
10 ml de 4dgua. A solugio obtida é limpida e prati-
camente incolor. Apds 24 horas de repouso, entre 15°C
£20°C, nfio apresenta precipitado ou particulas em
suspensiio.
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pH (V.2.19).4,57,0. Determinar em solugiio aquo-
saa 20% (p/V) de estreptomicina.

Perda por dessecaciio (V.2.9). Determinar em es-
tufa a vicuo, por 3 horas. No maximo 5%.

Metais pesados (V.3.2.3-Método I). Determinar no
residuo obtido em Cinzas sulfatadas. No miximo
0,002% (20 ppm).

Cinzas sulfatadas (V.2.10). No méximo 0,1 %. De-
terminarem 1 g de amostra.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Sulfato de estreptomicina destinado a produ-
¢do de preparagdo parenteral cumpre os seguin-
tes testes:

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (V.5.1.2). Método alternativo. Cumpre
o teste. Injetar 1 mi/kg, empregando solugdo de
estreptomicina, na concentracio de 10 mg/ml, em

solugio salina isenta de pirogénio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). No maximo
0,25 UE/mg de estreptomicina.

Toxicidade (V.5.1.3). Cumpre o teste. Injetar 0,5 m!

de solugio contendo 2 mg/ml de estreptomicina, por
camundongo, pela via intravenosa,

DETERMINAGAQ DA POTENCIA
Empregar um dos métodos descritos a seguir:

A. Proceder conforme descrito em Ensaio
microbiolégico por difusdo em dgar (V.5.2.17-5).

B. Por espectrofotometria de absorgédo no visi-
vel (V.2.14-3). Preparar solugiio amostra e padrio a
0,2% (p/V) em dgua. Transferir 5 ml de cada solugio
para baldes volumétricos de 25 ml. Adicionar acada
baldo 1 ml de hidréxido de s6dio M e aquecer por 4
minutos em banho-maria fervente. Resfriar em fgua
gelada até a temperatura ambiente. Adicionar, acada
baliio, 2 ml de solugiio a 2% (p/V) de sulfato férrico
amoniacal em 4cido sulfirico 0,5 M. Completar o
volume com dgua, homogeneizar e deixar em repou-
so por 10 minutos. Preparar o branco, em paralelo,
adicionando 5 ml de 4gua em baldo volumétrico de
25 ml e procedendo conforme descrito anteriormen-
te, a partir de “Adicionar a cada baldo 1 ml...”, Medir
as absorvancias em 520 nm (V.2.14-3), utilizando o
branco para ajuste do zero. Calcular a poténcia em
ug/mg de C,,H;,0,,N, na amostra, a partir das lei-
turas obtidas e da poténcia do padrio.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados, protegidos da umi-
dade, & temperatura ambiente.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibi6tico.
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SULFATO DE ESTREPTOMICINA PO PARA SOLUCAQ INJETAVEL

Sulfato de estreptomicina pé para solugfo
injetdvel é o pé ésteril de sulfato de estreptomicina
para ser reconstitufdo em dgua para inje¢3o. A po-
ténciaé de, no minimo, 90,0% e, no maximo, 115,0%
da quantidade declarada de C,H.gN;0,,.

IDENTIFICACAO

A, Dissolver 10 mg do péem 5 ml de dgua, adicio-
nar 1 ml de hidréxido de sédio M e aquecer em ba-
nho-maria por 5 minutos. Esfriar, adicionar 2 ml de
solugiio a 2% (p/V) de sulfato férrico amoniacal em
fcido sulfdrico 0,5 M. Produz-se coloragiio violeta.

B. Dissolver 0,1 g dopdem 2 ml de dgua, adicionar
1 mlde solugioa 10% (p/V)de 1-naftol emetanol e 2 ml
de solugio aquosa de hipoclorito de sédio 2% (p/V).
Produz-se coloragio avermelhada.

C. Responde s reagdes caracteristicas do fon
sulfato (V.3.1.1-5).

CARACTERISTICAS
Determinacdo de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitérias (V.1-6). Cumpre
o teste.

pH (V.2.19). 5,0 a 8,0. Determinar apés recons-
titnigio com diluente.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1-5). Cumpre o teste. Empre-
gar o método de filtragdo por membrana.

F. BRAS. IV, 2000

Pirogénios (V.5.1.2). Cumpre o teste. Injetar 1 mlkg,
empregando solugfio de estreptomicina, na concentra-
¢dode 10 mg/ml, em dgua para injecfio.

Endotoxinas bacterianas (V.5.1.9). Contém, no
miéximo, 0,25 UE/mg de estreptomicina.

DETERMINACAO DA POTENCIA

Para a determinagdo da poténcia, empregar um
dos métodos abaixo descritos, utilizando amos-
tragem minima de 10 frascos.

A. Proceder conforme descrito em Ensaio micro-
bioldgico por difusdo em dgar (V.5.2.17.1), ap6s re-
constituir o conteiido dos frascos conforme indica-
do pelo produtor.

B. Proceder conforme descrito no item B de De-
terminagdo da poténcia na monografia Sulfato de

estreptomicina, apds reconstituir o contexido dos
frascos conforme indicado pelo produtor.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, prote-
gidos da umidade e 2 temperatura ambiente.

ROTULAGEM

Observar a legislagiio vigente,
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Toxoidum tetanicum adsorbatum

O toxdide tetiinico & uma anatoxina tetdnica diluf-
da em solugdio salina tamponada e adsorvida por
hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio, po-
dendo conter um conservante. E uma suspensdo
opalescente, ligeiramente acastanhada, que ndo apre-
senta grumos ou particulas estranhas.

A preparagio da toxina tetanica, baseia-se no sis-
tema de lote-semente, que € uma quantidade de am-
polas contendo Clostridium tetani liofilizado, de
composigio uniforme, obtido a partir de uma cepa
liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios de
cultura utilizados para as preparagdes do lote-se-
mente e do inéeulo de produgio devem permitir o
crescimento de C. fetani. O meio de cultura para
preparagdo da toxina tetinica néio deve conter pro-
tefnas de origem animal deve ser isenta de substin-
cias capazes de induzir reagBes téxicas e/ou alérgi-
cas a0 ser humano. A toxina tetdnica é um filtrado
téxico obtido a partir do meio de cultura para prepa-
ragiio de toxina e coletado assepticamente em um
tinico processo. Ao final do cultivo e lise das célu-
las bacterianas, verifica-se a pureza da cultura por
exame microscépico ou inoculagdo da amostra em
mejos de cultura adequados. O limite de floculagio
(Lf/ml) € avaliado, utilizando a ¢écnica de Ramon.

Limite de floculac¢fo (Lf/ml). Distribuir em tubos
de ensaio volumes varidveis de antitoxina tetinica
padronizada. Adicionar em cada tubo um volume
constante de 1 ml da amostra. Completar com solu-
¢o de cloreto de sédio 0,85% (p/V) paraum volume
final constante. Homogeneizar e colocar em banho-
-maria a 45 °C. Observar constantemente e anotar o
primeiro tubo que apresenta floculagfio e o tempo
necessdrio. Determinar o Lf/ml da amostra, multipli-
cando o volume de antitoxina de referéncia adicio-
nada ao tubo pela sua concentragiio em Lf. A con-
centragio da toxina € de, no minimo, 30 Lf/ml. A
toxina & purificada por métodos fisicos ou quimicos
e submetida aos controles de Lf/ml e pH.

A anatoxina tetinica & obtida por destoxificagdo
da toxina tetdnica concentrada com agente quimico,
submetida & temperatura de 35 °C. O agente quimico
mais utilizado € o formaldeido. Sio realizados con-
troles de pH, Lf/ml e toxicidade especifica.

F. BRAS. 1V, 2000

Toxicidade especifica. Ndo diluir a anatoxina se
ndo estiver concentrada. Diluir a amostra em solu-
¢do fisiolégica para 100 Lf/ml. Inocular 5 m] da dilui-
¢do, por via subcutinea, em cada uma de cinco co-
baias de 250 g a 350 g. Observar os animais por 4
semanas. No minimo 80% dos animais inoculados
t€m que sobreviver durante o periodo de observa-
¢&o, sem apresentar sinais de intoxicagio tetdnica.

A anatoxina purificada ¢ preparada a partir de uma
coleta individual ou-da mistura de coletas individuais
de anatoxina e, apés processo de filtragio esterili-
zante, um agente conservante pode ser adicionado.
Nio é permitido o uso de fenol, pois ele afeta as
propriedades antigénicas do produto. A anatoxina
purificada € avaliada quanto a concentragdo de
ant{genoc (Lf/ml), esterilidade e aos controles que se
seguem,

Formaldeido residual. No miiximo 200 ppm.
Timerosal. No méximo 200 ppm.
pH.6,0a70.

Atividade imunogénica. No minimo 2 Ul/ml ou
40 Ul/dose individual humana, conforme a meto-
dologia utilizada.

Toxicidade especifica. Proceder conforme descri-
to anteriormente para anatoxina tetdnica, sendo que
a amostra € diluida para 500 Lf/ml e cada cobaia é
inoculada com volume de | ml.

Pureza antigénica. Determinar o teor de nitrogé-
nio protéico (V.3.4.2) e expressar a concentragio em
mg/ml. A pureza antigénica € determinada pela re-
lagdo da concentragiio antigénica em Lf/ml e a
concentragdo de nitrogénio protéico encontrada. O
produto apresenta pureza antig€nica de, no minimo,
1000 Lf/mg,

Reversiode toxicidade. Diluiraamostra para 25 Lffml
em solugfio fisioldgica e distribuir em dois frascos.
Manter um dos frascos i temperaturade 4°Ca8°Ce
ooutro a 37 °C, por seis semanas. Injetar o conteddo
de cada frasco, por via subcutinea, em cinco cobaias
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de 250 g a 350 g, sendo o volume do indculode 5 ml
por animal. Pesar os animais no 1°,2°,7°, 14° e 21°
dia. Os animais ndo podem apresentar sinais de into-
xicacdo tetdnica e devem ter ganho de peso.

O toxéide tetfinico é preparado pela diluigio e
adsor¢io, em compostos de aluminio, de determina-
da quantidade de anatoxina. Uma dose para uso
humano nio contém mais do que 25 Lf. Antes do
envase, amostras do produto sio submetidas aos
controles de esterilidade, atividade imunogénica,
pH, formaldeido residual, timerosal e aluminio.

O produto € envasado em recipientes adequa-
dos, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICAGAO

A, Dissolver aamostra com citrato de sédio a pH 9,0
para se obter solugfio a 10% (p/V). Manter a 37 °C
por, aproximadamente, 16 horas e centrifugar. Utili-
zar o liquido sobrenadante para a identificagiio. Qu-
tros métodos adequados podem ser utilizados para se-
paragdo do adjuvante. Preparar gel de dgar a 1% (p/V)
em solugdo fisiolégica tamponada e distribuir em 13-
mina para microscépio, de modo que resulte em fina
camada. Colocar em estufa a 37 °C, sem secar. Adicio-
nar volume de 4 mi de dgar na [amina e colocar &
temperatura de 2 °C a 8 °C em camara imida por uma
hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma dis-
tancia entre o orificio central € os periféricos. Preen-
cher o orificio central com antitoxina tetfnica de re-
feréncia e os periféricos com a amostra em dilui-
¢oes varidveis. Como controle positivo, preencher
um dos orificios com toxdide tetanico fluido. Incu-
bara 37 °C por 24 horas em cmara imida e realizara
leitura em limpada para contraste, Observar a pre-
senga de linha de precipitagdo, reagfio de identidade
entre os componentes analisados.

B. Determinar o limite de floculagio (Lf/ml) pela
técnica de Ramon.

C. A Determinagdo da atividade imunogénica
pode ser utilizada como identificagfio do produto.

CARACTERISTICAS
PH(V2.19).6,0a70.
Determinagio de volume (V.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Alumiiio. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No méximo 1,25 mg/

dose individual humana, £ facultado ao produtor a
utilizagdo do resultado obtido no produto antes do
envase,

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito
na monografia de Vacinas para uso huwmano. No
méximo 200 ppm. E facultado ao produtor a utiliza-
¢fio do resultado obtido no produto antes do
envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maxi-
mo 200 ppm. E facultado ao produtor a utilizagdo do
resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Yacinas para uso humano.

DETERMINACAOQ DA ATIVIDADE
IMUNOGENICA

A. Por determinagdio do titulo antitdxico em so-
ros de animais imunizados

Imunizagdo e sangria dos animais: inocular 0,75 ml
(metade da dose total humana) da amostra, por via
subcutinea, em cada uma de seis cobaias de 450 g a
550 g. Seis semanas ap6s a inoculagéo, coletar 5 ml
de sangue de cada animal, por pungdo cardiaca, e
extrair o soro. Misturar volumes iguais dos soros
de, no minimo, quatro cobaias.

Controle L+/10/50 da toxina tetdnica padroni-
zada: distribuir em uma série de tubos de ensaio,
volumes constantes de antitoxina tetanica de refe-
réncia, aferida por padrao internacional, de maneira
que o volume a inocular contenha 0,1 UL Acrescen-
tar volumes varidveis de toxina tetinica padroniza-
da e igualar os volumes de todos os tubos com solu-
¢do salina tamponada contendo 1% (p/V) de peptona.
Homogeneizar e incubar a 37 °C por 45 minutos. Ino-
cular um volume constante de cada diluicfo, por via
subcutinea, em cada um de dez camundongos albinos
sufgos de 17 g a 22 g. Observar os animais por um
periodo de 96 horas apds a inoculaggo.

Titulagdo do soro: distribuir em uma série de tu-
bos de ensaio, volumes varidveis do soro. Acres-
centar volume constante de toxina tetinica padroni-
zada, de maneira que o volume a inocular por animal
contenha I L+/10/50 (limite morte). Igualar os volu-
mes de todos os tubos com solugdo salina tampo-
nada contendo 1% (p/V) de peptona. Homogeneizar
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e incubara 37 °C por 45 minutos. Inocular cada mis-
tura, por via subcutinea, em no minimo 10 camun-
dongos albinos suigos de 17 g a 22 g. Observar os
animais no periodo de 96 horas apds a inoculagio e
registrar o mimero de vivos em cada mistura. Os valo-
res das doses efetivas médias (DEg) da amostra e da
antitoxina de referéncia sfio determinados mediante
método estatistico comprovado que compreenda a
transformagfio dos dados obtidos em regresséo linear
(Probitos, Logit ou Transformagdes Angulares). Cal-
cular a atividade imunogénica pela equagiio

Alz—g—xc

Em que
A
A= DESG da antitoxina de referéncia;
B DE5“ da amostra;

C = Ul/ml da antitoxina de referéncia.

=
I

= atividade imunogénicaem Ul/ml;

No minimo 2 Ul/ml. E facultado ao produtor a uti-
lizagdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

B. Por desafio em camundongos. Esta determina-
¢ilo comprova a atividade imunogénica do produto,
por comparacio com um toxdide tetanico de referén-
cia aferido por um padriio internacional. Separar nove
grupos de, no minimo, 20 camundongosde 11 ga 14
g para a realizag@o do ensaio e um grupo de 12 ani-
mais, semn inocular, para controle da toxina de desa-
fio. Efetvar quatro diluigdes da amostra com solu-
¢iio fisiolégica, utilizando um fator de diluigéio 2. Pro-
ceder da mesma forma com o toxéide tetdnico de
referéncia. Imunizar, por via subcutdnea, com um
volume de 0,5 ml de cada diluigfio da amostra por
animal, Vinte e oito dias apés a imunizag@o, diluira
toxina tetinica padronizada em solugio salina
tamponada contendo | % (p/V) de peptona, de modo
a conter 200 DL /ml (dose letal média) e inocular
cada camundongo imunizado, por via subcutéinea,
com um volume de 0,5 ml da dose desafio de toxina
padronizada. Observar os animais até 96 horas apds
a inoculagdo e registrar o nimero de vivos em cada
dilui¢Hio. Paralelamente, como controle da dose de-
safio, efetuar diluigdes 1:50, 1:100 e 1:200 a partirda
solugfio de toxina que contém 200 DL /ml, utilizan-
do o mesmo diluente. Inocular 0,5 ml de cada dilui-
¢lio, por via subcutinea, no grupo de 12 animais
separados, divididos em grupo de quatro animais.
Observar os animais até 96 horas apds a inoculagio
¢ registrar o niimero de mortos em cada diluigio.
Todos os animais de controle do desafio incculados
com a diluigio 1:50 devem morrer e nenhum dos ani-
mais inoculados com a diluigéio [:200 deve morrer.
Calcular as doses efetivas médias (DE;,) da amostra
em teste e do toxdide de referéncia, utilizando um

F. BRAS, IV, 2000

método de andlise estatistico que compreenda a
transformacéo dos dados obtidos em regressdo li-
near (Probitos, Logitos e transformages angulares).
A faixa de resposta (porcentagem de sobrevivéncia)
deve estar compreendida entre 10% e 90%, forman-
do a curva de regressdo que deve apresentar uma
relagdio linear. Os limites de confianga ndio devem ser
amplos, indicando melhor precisiio do ensaio quan-
to menores forem seus limites. Calcular a atividade
imunogénica pela equagio:

A
Al= B xC

Emque
Al= atividade imunogénica em Ul/ml;
A = DE, dotoxdide de referéncia;
B = DE, da amostra;
C = Ul/mldo toxdide de referéncia.

No minimo 40 Ul/dose individual humana. E fa-
cultado ao produtor a utilizago do resultado obtido
no produto antes do envase.

C. Por desafio em cobaias. Esta determinagfo
comprova a atividade imunogénica do produto, por
comparagio com um toxoide tetdnico de referéncia
aferido por um padrio internacional. Separar oito
grupos de, no minimo, 16 cobaias de 250 ga 350 g
para a realizagio do ensaio e um grupo de 12 ani-
mais, sem inocular, para controle da toxina de desa-
fio. Efetuar quatro dilui¢es da amostra com solu-
¢do fisioldgica, utilizando um fator de diluigdo 2. Pro-
ceder da mesma forma com o toxdide tetanico de
referéncia. Imunizar, por via subcutinea, com um
volume de 1 ml de cada dikui¢io da amostra por ani-
mal. Apés 28 dias da imunizac8o, diluir a toxina
tetinica padronizada em solugdo salina tamponada
contendo 1% (p/V) de peptona, de modo a conter
100 DLgy/ml e inocular cada cobaia imunizada, por
via subcutinea, com um volume de 1 ml da dose
desafio de toxina padronizada. Observar os animais
até 96 horas ap6s a inoculag#io € registrar o niimero
de vivos em cada diluigio. Paralelamente, como con-
trole da dose desafio, efetuar diluigGes 1:50, 1:100¢
1:200 a partir da solugdo de toxina que contém 100
DLgy/ml, utilizando o mesmo diluente. Inocular I ml
de cada diluiglio, por via subcutinea, no grupo de
12 animais separados, divididos em grupo de quatro
animais. Observar os animais até 96 horas apés a
inoculagiio e registrar o niimero de mortos em cada
dilui¢io. Todos os animais de controle do desafio
inoculadoes com a diluigio 1:50 devem morrer € ne-
nhum dos animais inoculados com a dilui¢do 1:200
deve morrer. Calcular as doses efetivas médias (DE )
da amostra e do toxdide de referéncia, utilizando um
método de andlise estatistico que compreenda a
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transformagio dos dados obtidos em regressio li-
near (Probitos, Logitos e transformagdes angulares).
A faixa de resposta (porcentagem de sobrevivéncia)
deve estar compreendida entre 10% e 90%, forman-
do a curva de regresséio que deve apresentar uma
relagdo linear. Os limites de confianga ndo devem ser
amplos, indicando melhor precisio do ensaio quanto
menores forem seus limites. Calcular a atividade
imunogénica equagio.

A
Al= B xC
Emque
Al= atividade imunogénica em Ul/ml;
A = DE, dotoxéide de referéncia;
B = DE, da amostra;

C = Ul/ml do toxide de referéncia,

No mfnimo 40 Ul/dose individual humana. E fa-
cultado ao produtor a utilizagdo do resultado obtido
no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre com o estabelecido na monografia de
Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA ANTIDIFTERICA E ANTITETANICA ADSORVIDA
USO ADULTO (dT)

Vaccinum diphtheriae et tetani adsorbatum

A vacina antidiftérica e antitetdnica é uma misturade
anatoxinas diftérica  tetAnica diluidas em solugfo salina
tamponada e adsorvidas pelo hidréxido de aluminio ou
fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. £
uma suspensdo opalescente, ligeiramente acastanha-
da, que ndio apresenta grumos ou particulas estranhas.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purifi-
cada cumpre as especificagdes de produgfio e contro-
les descritos na monografia de Vacina antidiftérica e
antitetdnica — uso infantil adsorvida.

Componente tetdnico: a anatoxina tetanica
purificada cumpre as especificagdes de produgio e
controles descritos na monografia de toxdide tetdnico
adsorvido.

A vacina antidiftérica e antitetdnica para uso adulto &
preparada pela dilui¢do e adsorgdo, em compostos de
aluminio, de quantidades determinadas de anatoxina
diftérica e anatoxina tetfnica purificadas. Uma dose
para uso humano contém 2 Lf para o componente
difiérico e no miximo 25 Lf para o componente tetnico.
Antes do envase, amostras do produto sfio submeti-
das aos controles de esterilidade, atividade imunogénica,
pH. formaldeido residual, imerosal e aluminio.

O produto € envasado em recipientes adequa-
dos, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAOQ
Cumpre a Identificacdo descrita na monografia

de Vacina antidiftérica e antitetdnica uso infantil
adsorvida.

CARACTERISTICAS
pH(V2.19).6,0a7.0.

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

ENSAIOS FSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na mono-
grafia de Vacinas para uso humano. No miximo

F. BRAS. IV, 2000

1,25 mg/dose individual humana. E facultado ao pro-
dutor a utilizagio do resultado obtido no produto
antes do envase.

Formaldefdo residual. Proceder conforme descrito
na monografia de Vacinas para uso humano. No
méximo 200 ppm. E facultado ac produtor a utiliza-
¢do do resultado obtido no produto antes do
envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultado ao produtor a utilizagdo do
resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINACAOQ DA ATIVIDADE
IMUNOGENICA

A atividade imunogénica da vacina é determina-
da para cada um dos componentes individuais. Nio
existem padrdes internacionais de referéncia para as
vacinas combinadas e a atividade de cada compo-
nente se expressa em unidades internacionais, me-
diante a comparagio com padrdes de referéncia cali-
brados contra os padrdes de referéncia dos compo-
nentes individuais.

Componente diftérico. Proceder as determinagdes
de atividade imunogénica, utilizando um dos méto-
dos descritos na monografia de Vacina antidiftérica
¢ antitetGnica adsorvida uso infantil.

A.Nominimo 0,5 UI/ml.

B, No minimo 2 Ul/dose individual humana.

E facultado ao produtor a utilizagio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Componente tetdnico. Proceder is determinages
de atividade imunogeénica, utilizando um dos méto-
dos descritos na monografia de Toxdide retdnico
adsorvido.




114-2 _ VACINA ANTIDIFTERICA E ANTITETANICA ADSORVIDA USO ADULTO (dT)

A.Nominimo 2 Ul/ml. EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
B. No minimo 40 Ul/dose individual humana.
C. No minimo 40 Ul/dose individual humana. Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-

E facultado ao produtor a utilizagéo do resultado  nas para uso humano.
obtido no produto antes do envase.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA ANTIDIFTERICA E ANTITETANICA ADSORVIDA
USO INFANTIL (DT)

Vaccinum diphtheriae et tetani adsorbatum

A vacina antidiftérica e antitetanica é uma mistu-
ra de anatoxinas diftérica e tetdnica diluidas em so-
lugdo salina tamponada e adsorvidas pelo hidréxido
de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter
um conservante. E uma suspensio opalescente, li-
geiramente acastanhada, que ndo apresenta grumos
ou particulas estranhas.

Componente diftérico: a preparagdo da toxina
diftérica baseia-se no sistema de lote-semente, que
€ uma quantidade de ampolas contendo Corynebac-
terium diphtheriae liofilizado, de composigio uni-
forme, obtido a partir de cepa liofilizada de proce-
deéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados para
as preparagdes do lote-semente e do inéculo de pro-
dugdo devern permitir o crescimento de C. diphihe-
rige. O meio de cultura para preparagio da toxina
diftérica ndo deve conter proteinas de origem animal
e deve ser isento de substincias capazes de induzir
reagdes toxicas efou alérgicas ao ser humano. A to-
xina diftérica € um filtrado téxico obtido a partir do
meio de cultura para preparacao de toxina e coletado
assepticamente em um tinico processo. Ao final do
cultivo ¢ lise das células bacterianas, verifica-se a
pureza da cultura por exame microscépico ou
inoculagio da amostra em meios de cultura adequa-
dos. O limite de floculagdo (Lf) € avaliado utilizando
a técnica de Ramon, como descrito na monografia
de Toxdide tetdnico adsorvido. A concentragio da
toxina € no minimo 40 L{/ml. A purificagio da toxina
€ realizada por métodos fisicos ou quimicos e aamos-
tra ¢ submetida aos controles de Lf/ml e pH.

A anatoxina diftérica & obtida por destoxificagio
da toxina diftérica concentrada, com agente quimi-
co, submetida A temperatura de 35 °C. O agente qui-
mico mais utilizado & o formaldeido. Sdo realizados
controles de pH, Lf/ml e toxicidade especifica.

Toxicidade especifica

Prova subcutdnea: diluir a amostra em solugio
fisiolégica para 100 Lf/ml. Inocular 5 ml da diluigdo,
por via subcutinea, em cada uma de cinco cobaias
de 250 g a 350 g. Observar os animais por 4 semanas.
No mfnimo 80% dos animais inoculados devem so-
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breviver durante o perfodo de observagio, sem apre-
sentar sinais de intoxicag@o diftérica,

Prova intradérmica: diluir a amostra em solugiio
fisiolégica para 100 Lf/ml. Inocular 0,2 ml da dilui-
¢do, por via intradérmica, em uma cobaia previamen-
te depilada. Como controle, inocular o mesmo volu-
me de solugdo fisioldgica no mesmo animal. ApSs
48 horas de observagiio, ndo devem ser formados
eritemas especificos nos locais de inoculagio.

A anatoxina purificada é preparada a partir de
coleta individual ou da mistura de coletas individuais
de anatoxinas que, apds processo de filtragfio este-
rilizante, um agente conservante pode ser adiciona-
do. Néo € permitido o uso de fenol, pois este afeta as
propriedades antigénicas do produto. Amostras do
produto sfo avaliadas quanto & concentragio de
antigeno (Lf/ml), esterilidade e aos controles que se
seguem.

Formaldeido residual. No méximo 200 ppm.
Timerosal. No méximo 200 ppm.
pH.6.0a70.

Atividade Imunogénica. No minimo 2 UI/ml ou
30 Ul/dose individual humana, conforme a metodo-
logia utilizada.

Toxicidade especifica. Proceder 3 prova subcuta-
nea conforme descrito anteriormente para anatoxina
diftérica, sendo que a amostra € dilufda para 500 Lf/ml
e cada cobaia € inoculada com volume de 1 ml.

Pureza antigénica. Determinar o teor de nitro-
génio protéico (V.3.4.2) e expressar a concentragio
em mg/ml. A pureza antigénica € determinada pela
relagiio da concentragiio antigénica em Lf/ml e a
concentragio de nitrogénio protéico encontrada.
O produto apresenta pureza antigénica de, no mi-
nimo, 1 S00 Lf/mg.

Reversio de toxicidade. Proceder conforme des-
crito na monografia de Toxdide tetdnico adsorvido.




115-2

VACINA ANTIDIFTERICA E ANTITETANICA ADSORVIDA USQ INFANTIL (DT)

Os animais ndo podem apresentar sinais de intoxica-
¢lio diftérica e devem apresentar ganho de peso.

Componente teténico: a anatoxina tetanica cum-
pre as especificagdes de produgio e controles des-
critos na monografia de Toxdide tetdnico adsorvido.

A vacina antidifttérica e antitetanica para uso in-
fantil & preparada pela diluigdo e adsorgho, em com-
postos de aluminio, de quantidades determinadas
de anatoxinas diftérica e tetdnica. Uma dose para
uso humano nio contém mais do que 30 e 25 Lf,
respectivamente, para os componentes diftérico e
tetdnico. Antes do envase, amostras do produto sio
submetidas aos controles de esterilidade, atividade
imunogénica, pH, formaldefdo residual, timerosal e
aluminio.

O produto € envasado em recipientes adequa-
dos, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO
Componente diftérico

A. Dissolveraamostra com citrato de s6dio a pH9,0
para se obter uma solugiio a 10% (p/V). Manter a 37°C
por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar
o liquido sobrenadante para u identificagio. Outros
métodos adequados podem ser utilizados para sepa-
ra¢o do adjuvante. Preparar gel de dgar a 1% (p/V)
em solugio fisiolégica tamponada e distribuir em 13-
mina para microscépio. de modo que resulte em fina
camada. Colocarem estufa a 37 °C, sem secar. Adicio-
nar volume de 4 ml de 4gar na 13mina e colocar &
temperatura de 2 °C a 8 °C em cimara Gmida por uma
hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma dis-
tincia entre o orificio central e os periféricos. Preen-
cher o orificio central com antitoxina diftérica dere-
feréncia ¢ os periféricos com a amostra em dilui-
¢oes varidveis. Como controle positivo, preencher
um dos orificios com toxéide diftérico fluido. Incu-
bar a 37 °C por 24 horas em cimara (mida e realizar a
leitura em lampada para contraste. Observar a pre-
senga de linha de precipitagio, reagfo de identidade
entre os componentes analisados.

B. Determinar o limite de floculagio (Lf/ml) pela
técnica de Ramon.

C. A Determinagdo da atividade imunogénica
pode ser utilizada como identificagéio do produto.

Componente tetinico. Cumpre a Identificagdo
descrita na monografia de Toxdide terdnico
adsorvido.

CARACTERISTICAS
pH (V.2.19).6,0a70.

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

ENSATOS FISICO-QUIMICOS

Aluminio, Proceder conforme descrito na monogra-
fia de Vacinas para uso humano. No miximo 1,25 mg/
dose individual humana. E facultado ao produtor a
utilizagdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descri-
to na monografia de Vacinas para uso humano. No
méximo 200 ppm. E facultado ao produtor a utilizagio
do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito namono-
grafia de Vacinas para uso humano. No méximo
200 ppm. E facultado ao produtor a utilizagio do
resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINAGAQ DA ATIVIDADE
IMUNOGENICA

A atividade imunoggénica da vacina € determina-
da para cada um dos componentes. Nio existem pa-
drdes internacionais de referéncia para as vacinas
combinadas ¢ a atividade de cada componente se
expressa em unidades internacionais, mediante a
comparagio com padrdes de referéncia calibrados
contra os padrdes de referéncia dos componentes.

Componente diftérico

A. Por determina¢do do titulo antitéxico em so-
ros de animais imunizados.

Imunizagdo e sangria dos animais: inocular 0,75 ml
(metade da dose total humana) da amostra, por via
subcutiinea, em cada uma de seis cobaias de 450 g a
550 g. Quatro semanas ap6s a inoculagdo, coletar S ml
de sangue de cada animal, por pungio cardiaca, €
extrair o soro. Misturar volumes iguais dos soros
de, no minimo, quatro cobaias.

Controle L+/50 da toxina difiérica padroniza-
da: distribuir em uma série de tubos de ensaio, volu-
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mes constantes de antitoxina diftérica de referéncia,
aferida por padrio internacional, de maneira que o
volume a inocular contenha 1 UL Acrescentar volu-
mes varidveis de toxina diftérica padronizada e igua-
lar os volumes de todos os tubos com solugdo sali-
na tamponada contendo 1% (p/V) de peptona.
Homogeneizar e incubar a 37 °C por 45 minutos. Ino-
cular volume constante de cada dilniggo, por via
subcutinea, em cada uma de quatro cobaias de 250 g
a350g. Observar os animais por periodo de 96 horas
apds a inoculagiio.

Titulagdo do soro: distribuir, em uma série de tu-
bos de ensaio, volumes varidveis do soro. Acres-
centar volume constante de toxina diftérica padroni-
zada, de maneira que o volume a inocular por animal
contenha 1 L+/50 (limite morte). Igualar os volumes
de todos os tubos com solugao salina tamponada
contendo 1% (p/V) de peptona. Homogeneizar e in-
cubar a 37 °C por 45 minutos. Inocular cada mistura,
por via subcutinea, no minimo quatro cobaias de
250 g a 350 g. Observar os animais por periodo de 96
horas apés a inoculagio e registrar o nlimero de vi-
vos em cada mistura. Os valores das doses efetivas
médias (DEm) da amostra e da antitoxina de referén-
cia sdo determinados mediante método estatistico
comprovado que compreenda a transformagiio dos
dados abtidos em regressio linear (probitos, logitos
ou transformagdes angulares). Calcular a atividade
imunogénica pela equagfio:

AI:—Q—XC

Al = atividade imunogénicaem Ul/ml;

>
n

DE,, da antitoxina de referéncia:
B = DE,, da amostra:
C = Ul/ml da antitoxina de referéneia.

Nominimo 2 UV/ml. E facultado ao produtor a utiliza-
¢do do resultado obtido no produto antes do envase.

B. Por desafio em cobaia. Comprovar a atividade
imunogénica do produto em teste por comparagdo
com toxdide diftérico de referéncia. Separar oito gru-
pos de, no minimo, 16 cobaias de 250 g a 350 g.
Efetuar quatro diluigdes da amostra em teste com
solugdo de cloreto de sédio a 0,85% (p/V). utilizan-
do fator de dituigiio 2. Proceder da mesma forma com
o toxdide diftérico de referéncia. Inocular, por via
subcutinea, volume de | ml por animal, de cada di-
luigio. Separar um grupo de 12 animais sem inocular,
para controle da toxina de desafio. Apés 28 dias da
inoculagiio, diluir a toxina diftérica padronizada em
solugdo salina tamponada contendo 1% (p/V) de
peptona, de modo a conter 100 DL,y/ml (dose letal
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50%) e inocular cada cobaia imunizada, por via sub-
cutinea, com volume de 1 ml da dose desafio de
toxina. Observar 0s animais até 96 horas ap6s a
inocutagfio e registrar o niimero de vivos em cada
diluigo. Paralelamente, como controle da dose de-
safio, efetuar diluigio 1:100 a partir da solugdo de
toxina que contém 100 DL /ml, utilizando o mesmo
diluente. Inocular 1 ml da diluigdo, por via subcutd-
nea, em cada uma de cinco cobaias. Observar os
animais até 96 horas ap6s a inoculago e registrar o
nimero de mortos na diluicio. Nem todos 0s ani-
mais de controle do desafio inoculados devem mor-
rer. Calcular as Doses Efetivas 50% (DE) da amos-
tra em teste e do toxéide de referéncia, utilizando
método de andlise estatistica que compreenda a
transformagzo dos dados obtidos em regressio li-
near {probitos, logitos e transformagdes angulares).
A faixa de resposta (porcentagem de sobrevivéncia)
deve estar compreendida entre 10% e 90%, forman-
do a curva de regressdio que deve apresentar rela-
¢do linear. Os limites de confianga nio devem ser
amplos, indicando methor precisiio do ensaio quan-
to menores forem seus limites. Calcular a atividade
imunogénica pela equagdo:

Al= B-xC
Emque
Al= atividade imunogénicaem Ul/mi;
A = DE, do toxéide de referéncia;
B = DESH da amostra;
C = Ul/ml dotoxdéide de referéncia.

No minimo 30 Ul/dose individual humana, £ fa-
cultado ao produtor a utilizagiio do resultado obtido
no produto antes do envase.

Componente tetinico. Proceder s determinagBes
de atividade imunogénica, utilizando um dos méto-
dos descritos na monografia de Toxdide tetdnico
adsorvido.

A.Nominimo 2 Ul/ml.
B. No minimo 40 Ul/dose individual humana.
C. No minimo 40 Ul/dose individual humana,

E facultado ao produtor a utilizagdo do resultado
obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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Vaccinum diphtheriae et tetani et pertussis adsorbatum

A vacina triplice (DTP) ¢ uma mistura de ana-
toxinas diftérica e tetfnica ¢ suspensio de células
inteiras mortas de Bordetella pertussis, diluidas em
solug@io salina tamponada e adsorvidas pelo hidré-
xido de alumfinio ou fosfato de aluminio, podendo
conter um conservante. E uma suspensio opales-
cente, ligeiramente acastanhada, que nio apresenta
grumos ou particulas estranhas,

Componente diftérico: a anatoxina diftérica
purificada cumpre as especificagBes de produgio e
controles descritos na monografia de Vacina
antidiftérica e antitetnica adsorvida uso infantil.

Componente tetdnico: a anatoxina tetdnica puri-
ficada cumpre com as especificagdes de produgio e
controles descritos na monografia de Toxdide teta-
nico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis & sus-
pensio homogénea de células inteiras mortas de uma
ou mais cepas de B. pertussis em solugio fisioldgi-
ca. As cepas empregadas na preparacdo de vacinas
sao identificadas por registros hist6ricos comple-
tos, incluindo sua origem, caracterfsticas de isola-
mento e todas as provas efetuadas periodicamente
para verificar as caracteristicas das cepas. As cepas
devem ser liofilizadas na fase I, contendo pelo me-
nos os aglutinégenos 1, 2 e 3 e mantidas  tempera-
turaméximade 4 °C.

A produgdio da vacina se baseia no sistema de
lote-semente, os quais devem ter as mesmas carac-
terfsticas do lote original. O meio de cultura utilizado
no cultivo de 8. pertussis deve permitir a manuten-
¢fio dos aglutindgenos e da atividade imunogénica.
Esse meio néio pode aumentar a toxicidade especifi-
ca da cepa, deve ser livre de proteinas de origem
animal, assim como de substancias capazes de indu-
zirreagdes téxicas e/ou alérgicas ao ser humano. Ao
final do cultivo, as bactérias sdo coletadas, lavadas
para remover substincias derivadas do meio de cul-
tura e ressuspendidas em solugdo fisiolégica isotd-
nica. Amostras das coletas individuais sio avalia-
das quanto a opacidade e pureza bacteriana. A sus-
pensdo pode ser inativada pelo aquecimento a 56 °C
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por tempo determinado ou destoxificada pela adigio
de agentes quimicos, em condigdes adequadas de
pH, temperatura ¢ tempo de tratamento, Amostras
da suspensdo sdo avaliadas quanto 2 inativagio
bacteriana, semeando em meio de cultura apropria-
do, a pureza, identificagdo, esterilidade e submeti-
das aos controles que se seguem.

Formaldeido residual. No méximo 200 ppm,
pH.67a73.

Determinagfo de atividade imunogénica. No mi-
nimo 4 Ul/dose.

Presenca de aglutinégeno. Transferir 50 ul da
amostra para trés laminas de vidro e adicionar 50 ul
de soro monoespecifico de aglutinégenos 1,2 ¢ 3
sobre as amostras em cada uma das laminas. Homo-
geneizar por urn minuto ¢ deixar em repouso por trés
minutos. Observar a aglutinagio da amostra nas trés
laminas, no méximo, por cinco minutos. A cepade B.
pertussis deve apresentar aglutinagio com os trés
soros monovalentes especificos.

Opacidade. Realizar em perfodo méximo de 15 dias
ap6s a preparagiio da suspensdo. Aferir com padriio
turbidimétrico distribuido pelo Instituto Nacional de
Satide dos Estados Unidos (N.ILH) ou equivalente
aprovado pela autoridade nacional de controle. E
atribuido a este padréio valor de 10% unidades opaci-
métricas, quando examinado por fotometria, utilizan-
do filtro verde, ao comprimento de onda de 530 nm.
Tal grau de opacidade comresponde aproximadamente
a 10 bactérias/ml. Colocar 1 ml da amostra em tubo
de ensaio e adicionar solugéo salina fisiol6gica até
opacidade semelhante ao padrdo. Comparar visual-
mente a opacidade contra a preparagio de referén-
cia de opacidade. A unidade de opacidade (UOp) é
determinada pela equagfo:

UOp/ml = yolume final da amostra diluida x {0

volume inicial

Detecgiio de toxina termolibil (toxina dermone-
crética). A inoculagdo subcutiinea da amostra na
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zona nucal de camundongos lactentes € o método
mais sensivel para detectar a toxina termoldbil. A
vacina pertussis ndo deve conter toxina termoldbil
biologicamente ativa.

Fator promotor da linfocitose (LPF). Siio utiliza-
dos métodos apropriados, tais como a indugfio da
linfocitose em camundongos para observar o nivel
de fator ativo na vacina e provas da atividade
sensibilizadora da histamina em camundongos.

Toxicidade especifica. Diluir a amostra em solu-
¢do fisioldgica para concentragio méxima correspon-
dente a 20 UOp/ml. Utilizar dois grupos com, pelo
menos, 10 camundongos albinos suicos suscetiveis
de 14 ga 16 g. Imediatamente antes da inoculagio,
determinar o peso total dos animais. Inocular 0,5 mi
da amostra diluida, por via intraperitoneal, em cada
camundongo do primeiro grupo. Para o segundo
grupo, proceder conforme descrito, inoculando so-
fugio fisiolégica contendo a mesma quantidade de
agente conservante que o indculo injetado nos ani-
mais do grupo de prova. Determinar o peso total de
cada um dos grupos de camundongos no 3% e 7° dia
apds a inoculagiio. O produto € considerado atéxico
se (a) no 3° dia o peso total do grupo ndo € menor
que seu peso inicial; (b) no 7° dia a média de ganho
de peso do grupo inoculado com a amostra nio é
menor que 60% da média de ganho de peso do gru-
po controle negativo, e (c) ndo morrerem mais que
5% dos animais inoculados com a amostra.

A vacina antidiftérica, antitetdnica e antipertussis
é preparada pela diluigiio e adsorgdo, em compostos
de aluminio, de quantidades determinadas de
anatoxinas diftérica e tetiinica e células inteiras mor-
tas de B. pertussis. Uma dose individual humana
niio pode conter mais do que 30 Lfe 25 Lf, respecti-
vamente, para os componestes diftérico ¢ tetanico.
Para o componente pertussis, a concentragio de bac-
térias corresponde a 16 bilhdes, relativas a 4 unida-
des internacionais protetoras. Antes do envase,
amostras do produto sdo submetidas aos controles
de esterilidade, pH, toxicidade inespecifica,
formaldeido residual, timerosal, aluminio, toxicidade
especifica e determinagdo de atividade imunogénica
para cada componente.

O produto é envasado etn recipientes adequados,
rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICAGAQ

Dissolver a amostra com citrato de sédio a pH 9.0
para se obter solu¢iio a 10% (p/V). Manter a 37 °C

por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar
o lfquido sobrenadante para identificar cada um dos
componentes, diftérico ou tetinico. Ressuspender
o precipitado para identificar o componente pertus-
sis. Outros métodos adequados podem ser utiliza-
dos para separagiio do adjuvante.

Componente diftérico. Cumpre a Identificagdo
descrita na monografia de Vacina antidiftérica e
antiteténica uso infantil adsorvida.

Componente tetinico. Cumpre a ldentificagdo
descrita na monografia de Toxdide tetdnico
adsorvido.

Componente pertussis

A. Transferir 50 i daamostra em lamina de vidroe
adicionar o mesmo volume do antisoro polivalente de
B. pertussis. Homogeneizar a mistura com movimen-
tos circulares, por um minuto, € manter o material em
repouso por trés minutos. Observar a aglutinagio da
amostra, n0 MAXimo por cinco minutos.

B. A Determinagdo da atividade imunogénica
pode ser utilizada como identificagio do produto.

CARACTERISTICAS
pH(V2.19).6,0a70.

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

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano. No miximo
1,25 mg/dose individual humana. E facultado ao pro-
dutor a utilizagiio do resultado obtido no produto
antes do envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descri-
to na monografia de Vacinas para uso humano. No
miximo 200 ppm. E facultado ao produtor a utilizagio
do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano. No méiximo
200 ppm. E faculiado ao produtor a utilizagdo do
resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.
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Toxicidade especifica

Componentes difiérico e tetdnico: injetar 5 do-
ses individuais humanas, por via subcutinea, em
cada uma de 5 cobaias albinas de 250 g a 350 g.
Inocular § ml de solugiio fisiolégica em cada uma de
2 cobaias albinas, de mesmo peso, como controle
negativo. Os animais nfio podem apresentar sintoma-
tologia de intoxicagio difiérica ou tetanica e pelo
menos 80% dos animais inoculados devem sobrevi-
ver apds 42 dias de observagio. Caso o produto ndo
cumpra com os requisitos, repetir o teste, utilizando
o mesmo procedimento e critérios de aprovagio do
teste inicial. Uma segunda repetigio serd realizada
se sobreviverem mais de 50% dos animais no teste
inicial e 19 reteste e nenhum dos animais mortos apre-
sentarem sintomatologia de intoxicagdo diftérica ou
tetiinica. Utilizar o dobro do nimero de animais, O
produto cumpre os requisitos de aprovagiio do tes-
te. E facultado ao produtor a utilizagfio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Componente pertussis: utilizar dois grupos de,
no minimo, 10 camundongos albinos suigos susce-
tiveisde 14 ga 16 g. Em um dos grupos, inocularem
cada animal 0,5 m! da amostra contendo meia dose
individual humana, por via intraperitoneal. Para o
segundo grupo, proceder conforme descrito, inocu-
lando solugdo fisiolégica contendo as mesmas con-
centragGes de agente conservante e adjuvante que
o0 indculo injetado nos animais do grupo de prova.
Determinar o peso total de cada um dos grupos de
camundongos no 3° e 7° dia ap6s a inoculagdo. O
produto é considerado atéxico se (a) no 3° dia o
peso total do grupo ndo € menor que seu peso inicial;
(b) no 7° dia a média de ganho de peso do grupo
inoculado com a amosira ndo é menor que 60% da
média de ganho de peso do grupo controle negati-
vo, e {¢) ndo morrerem mais que 5% dos animais
inoculados com a amostra. Além do teste de ganho
de peso em camundongos descrito, executar pelo
menos um dos seguintes testes complementares para
avaliagio da toxicidade especifica do componente
pertussis: ensaio para a detecgdo de toxina termoldbil
(dermonecrética); fator promotor da linfocitose (FPL)
e determinagio de endotoxina.

E facultado ao produtor a utilizagio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Toxicidade inespecifica (V.5.1.3). Pesar os animais
individuaimente. O peso de cada animal tem que ser
superior a0 peso inicial, nenhum animal pode morrer
ou apresentar qualquer alteragio no estado de saide
durante o periodo de observagho. Se o produto ndo
cumprir 08 requisitos, realizar um reteste, utilizando o
mesmo procedimento e critérios do teste inicial.
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DETERMINAGAOQ DA ATIVIDADE
IMUNOGENICA

A atividade imunogénica da vacina é determina-
da para cada um dos componentes. Nao existem pa-
drdes internacionais de referéncia para as vacinas
combinadas e a atividade de cada componente se
expressa em unidades internacionais, mediante a
comparagio com padrdes de referéncia aferidos por
padrdes de referéncia dos componentes.

Componente diftérico. Proceder 4 determinagdo
de atividade imunogénica, utilizando um dos méto-
dos descritos na monografia de Vacina antidifiérica
e antiteténica adsorvida uso infantil.

A.No minimo2 Ul/ml.

B. No minimo 30 Ul/dose individual humana,

E facultado a0 produtor a utilizagfio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Componente tetdnico. Proceder s determinagbes
de atividade imunogénica, utilizando um dos méto-
dos descritos na monografia de Toxdide tetdnico
adsorvido.

A.Nominimo 2 Ul/ml.

B. No minimo 60 Ul/dose individual humana.

C. No minimo 60 Ul/dose individual humana.

E facultado ao produtor a utilizagdio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Componente pertussis. A atividade imunogénica
é determinada pela avaliagiio comparativa com a va-
cina de referéncia padronizada contra o padsiio in-
ternacional para a vacina antipertussis, Utilizar ca-
mundongos albinos suigos suscetiveisde 12 ga 16 g,
procedentes de grupo homogéneo de linhagem pa-
dronizada. Os animais devem ser preferencialmente
do mesmo sexo. Quando de sexos diferentes, deve-
rdo ser distribuidos equitativamente. Para cada di-
luigdio da amostra e da vacina de referéncia utilizar,
ne minimo, 20 animais. Para controle da dose desa-
fio, separar grupos de pelo menos 10 camundongos.

DInunizagdo dos animais: efetvar trés diluiges
seriadas da amostra e da vacina pertussis de refe-
réncia em solugiio fisiol Ggica tamponada, com fator
de diluigdo 5, de modo que as diluigdes assegurem,
respectivamente, prote¢io de 70% a 80%, 40% a 50%
10% a 20%. Inocular, por viaintraperitoneat, 0.5 ml
das dilui¢des em cada um dos camundongos de cada
grupo de imunizagiio. Manter os animais dos gru-
pos controle sem inocular. O intervalo entre a imuni-
zagiio e o desafio € de 14 a 17 dias.
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Desafio: reconstituir uma ou mais ampolas de um
lote de B. pertussis com solugio aquosa contendo
peptona de caseina 1% (p/V) e NaCl 0,6% (p/V), pH
7.0a72.

Semear em tubos de ensaio ¢ placas contendo
meio apropriado. Incubar a 35 ®C por até 48 horas.
Fazer um repique do cultivo em placas e tubos com
dgar Bordet-Gengou ou outro apropriado e incubar
a 35 °C por 24 horas. Fazer um 22 repique nas mes-
mas condi¢des descritas e incubar por 18 horas. Os
cultivos obtidos nas placas sdo utilizados para ob-
servar as colénias ¢ identificd-las por soroagluti-
nagio contra antissoro especifico para a cepa. Al-
ternativamente, aliquotas da suspensdo para o de-
safio podem ser congeladas e mantidas em nitrogé-
nio liquido e, apds o descongelamento e dilui¢io,
podem ser utilizadas diretamente como cultivo de
desafio. Preparar suspensdo, utilizando diluente ade-
quado em que 0s microrganismos se mantenham via-
veis, de modo a conter 10 UOp/m!, por comparagao
com o0 52 padriio internacional de opacidade. A sus-
pensio € entdo ajustada de maneira que cada dose
desafio contenha 100 a 1 000 DL, (dose letal média)
em 30 ul. Inocular a dose desafio em cada camun-
dongo imunizado, por via intracerebral. Para se ob-
ter estimativa da DL, inocular diluigbes seriadas
da dose desafio, por via intracerebral, em cada um
dos grupos controle. Cultivar diluigio da dose de-
safio em meio Bordet-Gengou para determinar o nii-
mero de unidades formadoras de colénia (UFC) con-
tidas na mesma. O valor da dose efetiva média (DEso)
daamostraem teste € determinado mediante método
de andlise estatistica comprovado, que compreenda
a transformag@io dos dados obtidos em regressdo
linear (probitos, logitos ou transformagdes angula-
res). O teste € vélido se a DEg, da vacina estd com-
preendida entre a maior e a menor dose imunizante,

o desvio padriio da DEy estd entre 65% e 156%, a
diluigiio de menor concentragiio do controle da sus-
pensio de desafio contém entre 10 e S0 UFC/30 pl, a
dose de desafio estd entre 100 e 1 000 DL, a DL,
contém no maximo 300 unidades formadoras de co-
1onias e as curvas de resposta as doses do produto
e da vacina pertussis de referéncia niio diferem sig-
nificativamente quanto ao paralelismo ¢ linearidade
(p < 0,05). A atividade imunogénica € calculada pela
equagio:

A

BxC

Al=

Emque
Al = atividade imunogénicaem Ul/ml;
A = DE,, da vacina pertussis de referéncia;
B = DE, daamostra;
C = UVml da vacina de referéncia.

1

No minimo 4 Ul/dose individual humana e no
miximo 18 Ul/dose individual humana. Se a ativida-
de imunogénica determinada nio cumprir os requi-
sitos, o teste pode ser repetido. O produto cumpre
os requisitos se a média geomsétrica dos resultados
de dois, trés ou quatro ensaios vilidos ¢ no minimo
4 Ul/dose individual humana. E facultado ao produ-
tor a utilizagfo do resultado obtido no produto an-
tes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagiio vigente.
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VACINA BCG
Vaccinum BCG

A vacina BCG liofilizada € uma vacina viva obtida
a partir do cultivo do Bacilo de Calmette e Guérin,
cepa atenuada de Mycobacterium bovis, de ino-
cuidade e eficicia reconhecidas, para conferir prote-
¢fio a0 homem contra a tuberculose. O liofilizado é
uma massa bacilar dessecada, com consisténcia de
PG, de cor esbranquigada ou amarelo pélido que,
quando reconstituida, se apresenta ligeiramente tur-
va e de aspecto homogéneo.

A produgfio da vacina é baseada no sistema de
lote-semente, nfio podendo ser realizados mais do que
oito subcultivos a partir da cepa original. A cepa sele-
cionada deve conservar sua estabilidade e manter seu
caréter ndio-patogénico tanto para o homem quanto
para animais de experimentagio. Essa vacina deve ser
produzida por equipe em boas condigbes de saide,
que nio trabalhe com agentes infecciosos e, em parti-
cular, com cepas virulentas de Mycobacterium tuber-
culosis. A bactéria’é inoculada em meio de cultura
apropriado, isento de substincias que possam cau-
sar reacBes t6xicas e/ou alérgicas ao ser humano. Os
cultivos e 0 meio de cultura de cada recipiente sio
examinados visualmente quanto a0 aspecto, apresen-
tando véu bacteriano na superficie ¢ meio de cultura
limpido. Os cultivos sio transferidos para novo meio
¢, ap6s crescimento, sfio testados quanto A esterilidade
e avaliados visualmente quanto a transparéncia do
meio e aspecto do véu bacteriano. Apés a filtragiio do
véu bacteriano, este & ressuspendido em meio apro-
priado e submetido aos testes de respiracao bacteria-
na, opacidade e esterilidade. A suspensio bacteriana
¢ diluida para o nimero apropriado de doses €, antes
de proceder ao envase, o produto € avaliado quanto
ao niimero de unidades formadoras de coldnias e este-
rilidade. O produto é envasado em ampolas ou frascos-
ampola de vidro mbar classe farmacutica, liofilizado,
rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICAGAO

Observar por microscopia esfregago obtido apés a
reconstituigiio da vacina e corado pela técnica de Ziehl-
Nielsen. Sio detectados somente bacilos dlcool-4cido
resistentes. Como complemento, observar a morfologia
das colnias semeadas no meio de Lowenstein-JTensen,
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utilizado no ensaio microbiolégico (unidades forma-
doras de colonias). As col6nias sdo rugosas, predomi-
nantemente espraiadas e ndo-pigmentadas.

CARACTERISTICAS

pH(V.2.19). 5,527,0. Determinar apds a reconsti-
tuigio da vacina com diluente apropriado.

Homogeneidade. Utilizar a 1amina preparada na
Identificacdo para verificar a dispersio dos bacilos
na suspensdo da vacina por escala de valores que
variam de zero a seis. No miximo grau cinco.

Grau Estado de Agregagio

0 Somente bacilos dispersos

i Predomingncia de bacilos dispersos; alguns
£rumos pequenos

2 Predomindncia de bacilos dispersos; alguns
grumos pequenos € médios

3 Bacilos dispersos ¢ grumos pequenos

4 Bacilos dispersos e grumos pequenos ¢
médios

5 Bacilos dispersos e grumos pequenos,
médios e grandes

6 Grumos médios ¢ grandes

ENSAIOS FfSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No méximo
3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

Micobactérias virulentas. Reconstituir o conteido
das ampolas com o diluente recomendado, de forma a
seobter 50 doses humanas. Inocular volume de 1 mlem
cada uma de seis cobaias por via subcutnea, na re-
gifio abdominal, do lado direito. Manter os animais em
observagiio por 42 dias. Ao final do perfodo, pesar,
sacrificar e necropsiar os animais. Examinar o local da
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inoculagfo, os ganglios regionais, inguinais, axilares,
mediastinicos, lombares, portal e demais 6rgios, em
particular os pulmbes, figado, bago e rins.

Nenhuma cobaia pode apresentar evidéncia de
tuberculose progressiva e, pelo menos, 2/3 dos ani-
mais tém que sobreviver ao final do periodo de ob-
servagdo, com ganho de peso. Repetir o teste de
mais que 1/3 dos animais morram ou percam peso.

Reatividade cutinea. Reconstituir uma amostra e
preparar diluigdes 1:10 e 1:100, utilizando o diluente
recomendado. Inocular, por via intradérmica, 0,1 i de
cada uma das diluigdes no flanco esquerdo de quatro
cobaias albinas de mesmo sexo, com peso minimo de
350 g cada. Os animais &m que apresentar reagio
tuberculinica negativa, bem como ndo podem ter sofri-
do tratamento que possa dar falso negativo. Proceder
conforme descrito para a vacina de referéncia, inocu-
lando 0 mesmo animal no flanco direito. Observar os
animais por quatro semanas e realizar leituras semanais
do didmetro das lesdes encontradas nos pontos de
inoculagdo. Ao final do periodo de observagio, calcu-
lar, para cada diluigio correspondente, a média das
quatro leituras da vacina e da vacina de referéncia. A
vacina cumpre o requisito se a reaciio produzida pela
amostra ¢ semelhante 2 da vacina de referéncia.

ENSAIO MICROBIOLOGICO

Niimero de unidades formadoras de colonias
(UFC). Reconstituir cinco ampolas da vacina com

diluente recomendado, tendo o cuidado de adicion4-
lo suavemente para evitar a formacdo de espuma.
Transferir o conteddo das ampolas para um dnico
tubo de ensaio, homogeneizar e proceder trés dilui-
¢des. de modo a obter nimero Gtimo de colGnias
entre 40 ¢ 100. Inocular em meio Lowenstein-Jensen,
utilizando cinco tubos para cada uma das dvas dilui-
¢Oes mais concentradas e 10 tubos para a mais dilui-
da. Vedar os tubos e incubar na posigio vertical &
temperatura de 37 °C, por quatro semanas. Analisar
em paralelo uma amostra da vacina de referéncia. Os
limites s0 2 x 1082 10 x 10UFC/ml,

TERMOESTABILIDADE

Incubar cinco ampolas da vacina & temperatura
de 37 °C por quatro semanas e proceder ao Ensaio
microbioldgico. Comparar os resultados obtidos
com os das amostras mantidas a temperatura de 2 °C
a8 °C. O nimero de UFC/ml ndo pode ser inferiora
20% de UFC/ml da vacina mantida entre 2°C e 8 °C.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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VACINA CONTRA HEPATITE B ADN RECOMBINANTE
Vaccinum hepatitidis B ADN recombinatum

A vacina contra hepatite B recombinante € uma
suspensdo de antigeno (HBsAg) purificado da su-
perficie do virus da hepatite B, adsorvido pelo
hidréxido de aluminio ou fosfato de alumfnio, po-
dendo conter conservante. Estd, também, presente
o gene S ou combinacio dos genes S e pré-S2 ou
dos genes S, pré-S2 e pré-S1. Tem o aspecto de sus-
pensdo opalescente que nio apresenta grumos ou
particulas estranhas.

A vacina é produzida pela expressio do gene viral
codificado para o antigeno de superficie do virus da
hepatite B (HBsAg) em cepa recombinante de leve-
duras ou em cultura de células suscetiveis. O anti-
geno produzido cumpre os testes de esterilidade,
retengfio de plasmidio e consisténcia antigénica. No
caso de utilizagdo de cultura de células de mamife-
ros, o antigeno produzido tem que demonstrar au-
séncia de micoplasmas e virus. Além disso, as célu-
las (célula hospedeira em combinagiio com o vetor
de expressio do antigeno) utilizadas na produgio
sio necessariamente procedentes de banco de célu-
las aprovado pela autoridade nacional de controle
da qualidade.

QO antigeno de superficie recombinante (HBsAg)
¢ purificado por varios métodos fisico-quimicos e
formulado em gel de hidr6xido de aluminio ou fosfato
de aluminio. Os controles citados a seguir sio pré-
requisitos para a formulagio da vacina.

ADN residual, No minimo 100 pg/dose individual
humana.

Proteinas. Determinadas por método apropriado.

Concentragiio antigénica. Avaliada por método
imunoquimico validado.

Identificacfio. Avaliada por método imunoguimico
validado.

Pureza, Determinada por comparagio com vaci-
na de referéncia utilizando método adequado como
cromatografia tiquida ou SDS-PAGE. Apresenta, no
minimo, 95% de proteinas do antigeno de superficie
do virus da hepatite B.
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Tons inorganicos. Os residuos de fons inorganicos,
provenientes de sais utilizados no processo de produ-
¢do, sfio determinados por métodos adequados.

Esterilidade. Cumpre o estabelecido na monogra-
fia de Vacinas para uso humano.

Soro animal. Se é utilizado soro de origem animal
nos processos de produgio, o residuo de soro nfio €
superiora 1 ul/l de vacina.

Outros componentes. Proteinas, lipideos, 4cido
nucléico e carboidratos também szo determinados.

Antes do envase o produto € submetido a con-
troles de adjuvante, conservante e esterilidade.

A vacina é envasada em recipientes adequados,
rotulada e submetida aos controles requeridos.

Qutras informagdes relativas d produgdo e seus

controles estiio indicadas na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

IDENTIFICACAQ
A Determinagdio da poténcia ou ensaio de eletro-

forese podem ser utilizados para identificagio do
produto.

CARACTERISTICAS
pH(V2.19).60a74.

Determinaciio de volume (V.1.2). Cumpre oteste.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano. No méximo
1,25 mg/dose individual humana. £ facultado ao pro-
dutor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano. No miximo
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200 ppm. E facultado ao produtor a utilizagio do
resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

Pirogénios(V.5.1.2). Cumpreoteste. Injetar I mlkg.

DETERMINACAO DA POTENCIA

Preparar, no minimo, trés dilui¢es da vacina e de
uma vacina de referéncia em solugdo isotonica de
cloreto de s6dio, contendo o adjuvante de aluminio
utilizado na vacina. Cada diluigdo € inoculada por
via intraperitoneal, em pelo menos, 10 camundon-
gos BALB/c de haplotipo H-2% ou H-2%. Um grupo
de animais € inoculado somente com o diluente. Os
animais utilizados devem ter o mesmo sexo. Apés
quatro a seis semanas da inoculagdo, anestesiar e
sangrar todos os animais. Separar individualmente
0s soros e determinar a presenca de anticorpos para
0 virus da hepatite B por método imunoenzimético.
Registrar o nimero de animais que demonstram
soroconversdo em cada dilui¢Zo e calcular a DEy

(dose efetiva 50%), assim como a poténcia relativa
por um método estatistico adequado. O ensaio &
considerado vélido se (a) a DEg, encontrada estiver
entre a menor € a maior concentragio de vacinaino-
culada nos camundongos; (b} a andlise estatistica
néo demonstrar desvio de linearidade e paralelismo;
(c) o limite de confianga da poténcia relativa estiver
entre 30% e 300%.

O limite de confianga superior da poténcia relati-
vaé, nominimo, 1.

Métodos in vitro validados, tais como ensaio
imunoenzimitico e radio-imunoensaio, utilizando

anticorpos monoclonais especificos para antigeno
HBsAg, também podem ser utilizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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VACINA CONTRA RAIVA USO HUMANO (CCL) FUENZALIDA-PALACIOS
MODIFICADA

Vaccinum rabiei ad usum humanum

A vacina contra a raiva uso humano (CCL)
Fuenzalida-Palacios modificada ¢ apresentada soba
forma de suspensdo opalescente, que contém 2%
de tecido nervoso de camundongos lactentes ino-
culados, por via intracerebral, com cepa de virus
rébico fixo.

A produgiio da vacina € baseada no sistema de
lote semente de virus que deve estar devidamente
caracterizado. O lote de virus semente nfo pode ter
mais de cinco passagens realizadas a partir do lote
semente original. Os lotes de virus sdo submetidos
aos controles de identificagio viral, esterilidade e
poténcia infectiva. Além disso, é necessério que a
cepa viral demonstre imunogenicidade adequada
para o ser humano. A replicagio do virus é realizada
em cérebros de camundongos lactentes, isentos de
agentes patogénicos e inoculados, no méximo, com
24 horas de vida, cujas mies tenham sido previa-
mente mantidas em observagio antes da parturigo.
A coleta dos cérebros € realizada até 96 horas ap6s
ainoculagdio e o concentrado viral da polpa cerebral
€& submetido aos controles para identificagio viral,
poténcia infectiva e esterilidade.

No processo de produgio, é preparada suspen-
s#o intermedidria de polpa cerebral de concentragdo
conhecida e submetida & centrifugagiio minima de
17 000 xg por 10 minutos. O sobrenadante obtido €
testado quanto 2 identificagio viral e poténcia
infectiva. A inativagdo viral é realizada por método
validado. Geralmente, emprega-se beta-propiolac-
tona a 1:4 000 ou irradiag@io por ultravioletae, apds a
inativago, a concentragfo final do produto € ajus-
tada para 2% de tecido nervoso, podendo ser adicio-
nados agentes conservantes. Antes do envase, 0
produto é submetido aos controles de esterilidade,
verificagio da inativag@o viral e pH.

O produto é envasado em recipientes adequa-
dos, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO

A Determinagdo da atividade imunogénica pode
ser utilizada para a identificag@io do produto.
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CARACTERISTICAS
pH(V2.19).6,8a74.

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

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Fenol. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No miximo 150 ppm.
E facultado ao produtor a utilizagio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Nitrogénio protéico (V.3.4.2). Cumpre o ensaio. A
concentragdo de nitrogénio nfio pode ser superior
do padrdio de protefnas.

Timerosal. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No méxi-
mo 1 500 ppm. E facultado ao produtor a utilizagio
do resultado obtido no produto antes do envase.

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No mixi-
mo 2%. Ensaio aplicado quando o produto € apre-
sentado liofilizado.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano.

Verificacfio da inativagdo viral. Inocular, por via
intracerebral, 10 1 da amostra em, no minimo, 20
camundongos lactentes (5 a 10 dias) e 30 pl em, no
minimo, 20 camundongosde21a28diasde 11a14g.
Observar os animais inoculados por 21 dias. Duran-
te o perfodo de observagiio, os animais nio podem
apresentar sintomas neurolégicos ou morte. Se al-
gum animal morrer ou apresentar sintomas neurol6gi-
cos, proceder aos testes complementares de imuno-
fluorescéncia e biolégico. Caso o teste bioldgico seja
positivo, proceder ao teste de identificagdo viral,
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Imunofluorescéncia direta: cortar o cérebro do
camundongo sob suspeita de raiva, de maneira que
as secgOes centrais se voltem para cima. Preparar
impressGes pareadas em lidmina de vidro para
microscopia devidamente identificada. Paralelamen-
te, preparar em 1dminas devidamente identificadas,
impressdes para controle utilizando camundongos
sabidamente negativo e positivo para raiva, que, res-
pectivamente, serviriio de controles negativo e po-
sitivo. Deixar secar as 1aminas por 30 minutos & tem-
peratura de 20 °C a 25 °C e fixar as impressoes em
acetona previamente resfriada a~ 20 °C, mantendo-
as incubadas por duas a quatro horas a - 20 °C. Dei-
xar secar as [aminas 4 temperaturade 20°C a 25 °C.
Proceder & coloragdo, circundando as impresses
com substéncia que sirva para reter o conjugado
durante o periodo de incubag@o. Pode ser emprega-
do esmalte. Descongelar, no momento do uso, duas
aliquotas de diluigo de trabalho de conjugado para
identificagio do virus rébico (anticorpos contra o
virus rdbico marcados geralmente com isotiocianato
de fluorescefna) e diluir uma das aliquotas para 1/5
com suspens?o a 20% de cérebro de camundongos
nio infectados (SCN). Diluir a outra aliquota da mes-
ma forma, mas em suspensio a 20% de cérebro de
camundongos infectados com virus ribico (SCI) e
homogeneizar. Posicionar a lamina de forma que sua
identificagio fique voltada para o lado esquerdo do
operador e depositar as misturas sobre as impres-
sdes, utilizando pipetas Pasteur distintas. Cobrir a
impressdo da esquerda com a mistura “conjugado +
SCN” e ada direita com a mistura “‘conjugado + SCI”
e incubar em cimara-timida por 30 minutos a 37 °C.
Apds incubagiio, lavar com salina tamponada
fosfatada (PBS) pH 7.6 a 8,0 ¢ deixar por 10 minutos
em imersio no mesmo diluente. Escorrer o diluente e
lavar com dgua destilada para evitar formagdo de
cristais. Deixar secar ¢ montar com glicerina
tamponada pH 8,5 a 9,0 para aumentar a intensidade
das fluorescéncias, colocando laminula. Examinar em
microscépio de fluorescéncia, em aumento de 100
vezes. Examinar primeiro a impressio controle nega-
tivo tratada com a mistura “conjugado + SCN”. A
SCN ¢ isenta de virus rébico, logo o conjugado per-
manece livre para reagir com o antigeno presente na
impressdo, havendo assim a emissiio de fluores-
céncia. Dessa forma, o antigeno serd evidenciado
como inclusdes ou poeira fina de coloragio verde.
Em seguida, observar a impressdo controle positivo
tratada com a mistura “conjugado + SCI”. O conju-
gado € adsorvido pelo antigeno presente na SCI,
no restando, portanto, conjugado disponivel para
reagir com o antigeno rdbico presente na impressio,
ndo havendo a emissio de fluorescéncia. O antigeno
nio serd evidenciado nesta impressio. Observar as
impressdes da ldmina controle negativo nessa mes-

ma ordem. Nio deve ser observada fluorescéncia;
apGs a verificagio de que os controles estfio satisfa-
t6rios, observar as impressdes do material em teste;
a presenga do virus ribico no material analisado, ou
seja, a positividade & constatada quando se obser-
va, na limina teste, fluorescéncia somente na im-
pressio que recebeu a mistura “‘conjugado + SCN”,
o0 que niio é verificado na impressio onde foi de-
positada a mistura “conjugado + SCI”; a auséncia
do virus rdbico no material examinado, ou seja, a
negatividade, ¢ constatada quando n#o € observa-
da fluorescéncia.

Ensaio bioldgico:. triturar o cérebro coletado ¢ pre-
parar suspensao a 10% (p/V) em figua destilada esté-
ril contendo soro normal de origem animal a 2% (V/V).
Centrifugar a mistura a temperaturade 2°C a 5 °C por
10 minutos a  000xg. Coletar o sobrenadante ¢ ino-
cular em 20 camundongos de 5 a 10 dias e em 20 ca-
mundongos de 11 ga 14 g, por via intracerebral, em
volumes de 10 pl e 30 ul, respectivamente. Observar
os animais por 21 dias e, caso algum animal morra ou
apresente sintomas neurolégicos, coletar o cérebro e
realizar os testes de imunofluorescéncia direta e, pos-
teriormente, identidade para virus ribico. O teste cum-
pre os requisitos se nenhum dos animais inoculados
apresentar sintomas classicos de raiva. Caso seja
verificada evolugiio de sintomas neuroldgicos ou
morte dos animais inoculados, a caracterizagio da
infegdo rdbica dependerd da positividade detectada
no ensaio de imunofluorescéncia direta e, posterior-
mente, no ensaio de identidade para virus rébico.

DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
IMUNOGENICA

Método de desafio em cantundongos: preparar
no minimo trés diluigSes da amostra e da vacina de
referéncia em salina tamponada fosfatada pH 7,6 ¢
inocular, por via intraperitoneal, 0,5 ml de cada dilui-
¢fio em, no minimo, 18 camundongos albinos sufgos
de 11 g a 14 g. Reservar 30 animais ndo-inoculados
para o controle de tftulo do virus desafio. Fazer imu-
nizagio de refor¢o inoculando as mesmas diluigdes
em cada grupo de camundongos, sete dias ap6s a
primeira imunizagio, Sete dias ap6s a segunda imuni-
zagio, executar o desafio, inoculando em cada camun-
dongo volurne de 30 ul que contentha de 52 50 DL, de
virus rdbico fixo da cepa CVS (challenge virus
standard), por via intracerebral, de cada camundon-
go. Preparar duas diluigdes decimais a partir da di-
luigio de desafio e inocular 30 pl destas diluigdes e
dadiluigio de desafio, por via intracerebral, nos trés
grupos de 10 camundongos dos animais ndo imuni-
zados. Observar os animais por 14 dias, registrando
0 niimero de vivos em cada mistura. Os animais mor-
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tos antes do quinto dia apds a inoculagdo ndo de-
vem ser considerados para o cdlculo da atividade
imunogeénica. Calcular as doses efetivas 50% (DEy)
da amostra e da vacina de referéncia, assim como a
DL, do virus desafio, por método estatisticamente
comprovado. A faixa de resposta produzida (por-
centagem de sobrevivéncia) deve estar compreen-
dida entre 10% e 90%, formando a curva de regres-
séio, que deve apresentar relagdo linear. A atividade
imunogénica é determinada pela equagio:

Al= %XC

Emque
Al= atividade imunogénica em UVmI;
A = DE,,davacina de referéncia;
B = DE,, da amostra;
C = Ulinldavacinade referéncia.

F. BRAS, iV, 2000

Quando se refere ao valor da atividade imuno-
génica (Ul/ml), deve ser citado o mimero de DLy,
real obtida na titulagfio do virus desafio, que & igual
ao antilogaritmo da diferenga entre a DL calculada
e a dilvigiio da dose desafio utilizada.

No minimo | Ul/dose individual humana

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA CONTRA RAIVA USO HUMANO

Vaccinum rabiei ad usurm humanum

A vacina contra a raiva uso humano é uma sus-
pensdo inativada preparada a partir de virus ribico
replicado em cultura de células e pode ser apresen-
tada sob as formas liofilizada ou em suspensfo. A
vacina liofilizada, apds reconstituigiio com diluente
apropriado, tem aspecto de suspensio homogénea
transparente, podendo apresentar coloragio devi-
do & presenga de indicador de pH.

A produgiio da vacina € baseada no sistema de
lote-semente de virus que deve estar devidamente
caracterizado. Os lotes s3o submetidos aos contro-
les de identificagao viral, esterilidade e poténcia
infectiva. Além disso, € necessdrio que a cepa viral
demonstre imunogenicidade adequada para o ser
humano. A replicagfio do virus € realizada em cultu-
ra de célula suscetivel e controlada quanto a esteri-
lidade, identificagfio viral e poténcia infectiva. No
processo de produgiio, é preparada suspensio viral
intermedidria de concentragiio conhecida e submeti-
da a centrifugagiio, purificagao e inativagio viral por
método validado em que, usualmente, se emprega
beta-propiolactona a 1:4 000 ou irradiago por ultra-
violeta. Apés a inativacdo, o produto € concentrado
¢ sdo realizados testes de esterilidade, inativagiio
viral e atividade imunogénica. A preparagio final
deve ser isotonizada, podendo conter conservantes
e indicador de pH. Antes do envase, o produto é
submetido aos controles de esterilidade, atividade
imunogénica e conservantes.

A vacina € envasada em recipientes adequados,
podendo ser liofilizada, rotulada e submetida aos
controles adequados.

Outras informagdes relativas aos critérios de pro-
dugo e controles estdo indicadas na monografia de
vacinas para uso humano.

IDENTIFICAGAQ

A Determinagao da atividade imunogénica
pode ser utilizada para a identificagiio do produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Fenol. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No miximo 150 ppm.

F. BRAS. IV, 2000

E facultada, ao produtor, a wtilizagiio do resultado
obtido no produto antes do envase.

Nitrogénio protéico (V.3.4.2). Cumpre o ensaio. A
concentragiio de nitrogénio ndo pode ser superior &
do padrfio de proteinas.

Timerosal. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No médxi-
mo 1 500 ppm. E facultado a0 produtor a utilizagiio
do resultado obtido no produto antes do envase.

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No méximo
2%. Ensaio aplicado quando o produto € apresenta-
do liofilizado.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano.

Verificacio da inativagio viral. Inocular, por via
intracerebral, 10 pl da amostra em, no minimo, 20 ca-
mundongos lactentes (5 a 10 dias) e 30 pl em, no mini-
mo, 20 camundongos de 21 a28 diasde 11 gald g.
Observar os animais inoculados por 21 dias. Durante
o periodo de observagiio, os animais nito podem apre-
sentar sintomas neurolégicos ou morte. Se algum
animal morrer ou apresentar sintomas neuroldgicos,
proceder aos testes complementares de imunofluo-
rescéncia e bioldgico. Caso o teste bioldgico seja
positivo, executar o teste de identificagdo viral.

Imunofluorescéncia diret: cortar o cérebro do ca-
mundongo sob suspeita de raiva, de maneira que as
secgdes centrais se voltem para cima. Preparar impres-
sdes pareadas em limina de vidro para microscopia
devidamente identificada. Paralelamente, prepararem
laminas devidamente identificadas, impressGes para
controle utilizando camundongos sabidamente nega-
tivo e positivo para raiva, que, respectivamente, servi-
rio de controles negativo e positivo. Deixar secar as
laminas por 30 minutos 4 temperaturade 20°Ca 25 °C
e fixar as impressdes em acetona previamente resfriada
a - 20 °C, mantendo-as incubadas por duas a quatro
horas a - 20 °C. Deixar secar as 1minas & temperatura
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de 20°Ca 25 °C. Proceder a coloragdo, circundando as
impressbes com substéncia que sirva para reter o con-
jugado durante o perfodo de incubag#io. Pode ser em-
pregado esmalte. Descongelar, no momento do uso,
duas aliquotas de diluigfio de trabalho de conjugado
para identificagdio do virus rdbico (anticorpos contra o
vitus rdbico marcados geralmente com isotiocianato
de fluorescefna) e diluir uma das aliquotas, na propor-
¢do de 1:5, com suspensiio a 20% de cérebro de ca-
mundongos n&o-infectados (SCN). Diluir a outra
aliquota da mesma forma, mas em suspensao a 20% de
cérebro de camundongos infectade com virus rdbico
(SCI)e homogeneizar, Posicionar a lamina de forma que
sua identificacdo fique voltada para o lado esquerdo
do operador e depositar as misturas sobre as impres-
soes, utilizando pipetas Pasteur distintas. Cobrir a im-
pressiio daesquerda com a mistura “conjugado + SCN™
e adadireita com a mistura “‘conjugado + SCI”” e incu-
bar em cimara-imida por 30 minutos a 37 °C. ApSs
incubagfo, lavar com salina tamponada fosfatada (PBS)
pH 7,6 a 8,0 e deixar por 1) minutos em imersio no
mesmo diluente. Escorrer o diluente e lavar com dgua
destilada para evitar formagfo de cristais. Deixar secar
e montar com glicerina tamponada pH 8,5 2 9,0 para
aumentar a intensidade das fluorescéncias, colocando
laminula. Examinar em microscdpio de fluorescéncia,
em aumento de 100 vezes. Examinar primeiro a impres-
s3o controle negativo tratada com a mistura “conjuga-
do + SCN”. A SCN € isenta de virus rdbico, logo o
conjugado permanece livre para reagir com o antigeno
presente na impressdo, havendo assim a emissio de
fluorescéncia. Dessa forma, o antigeno serd evidencia-
do como inclusdes ou poeira fina de cotoragiio verde.
Em seguida, observar a impressio controle positivo
tratada com a mistura “‘conjugado + SCI”. O conjuga-
do ¢ adsorvido pelo antigeno presente na SCI, nio
restando portanto conjugado disponivel para reagir
com o antigeno rabico presente na impressio, niio ha-
vendo a emissdo de fluorescéncia. O antigeno ndo serd
evidenciado nesta impressfio. Observar as impressdes
da limina controle negativo nesta mesma ordem. Nao
deve ser observada fluorescéncia; apés a verificagio
de que os controles estdo satisfatérios, observar as
impressdes do material em teste; a presenga do virus
rdbico no material analisado, ou seja, a positividade é
constatada quando se observa, na limina teste,
fluorescéncia somente na impressio que recebeu a
mistura “conjugado + SCN”, 0 que ndo € verificado na
impressio onde foi depositada a mistura “conjugado +
SCTI”; a auséneia do virus rdbico no material examina-
do, ou seja, a negatividade & constatada quando no é
observada fluorescéncia.

Ensaio bioldgico: triturar o cérebro coletado e pre-
parar suspensio a 10% (p/V) em dgua destilada esté-
ril contendo soro normal de origem animal a 2% (V/V).

Centrifugar a mistura & temperatura de 2°C a 5 °C por
10 minutos a 1 000 xg. Coletar o sobrenadante e ino-
cular em 20 camundongos de 5 a 10 dias e em 20 ca-
mundongos de 11 g a 14 g, por via intracercbral, em
volumes de 10 pl e 30 ul, respectivamente. Observar
os animais por 21 dias e, caso algum animal morra ou
apresente sintomas neuroldgicos, coletar o cérebro e
realizar os testes de imunofluorescéncia direta e, pos-
teriormente, identidade para virus rébico. O teste cum-
pre com os requisitos se nenhum dos animais inocu-
lados apresentar sintomas cldssicos de raiva. Caso
seja verificada evoluglio de sintomas neuroldgicos
ou morte dos animais inoculados, a caracterizagdo da
infegiio rabica dependerd da positividade detectada
no ensaio de imunofluorescéncia direta e, posterior-
mente, no ensaio de identificagfio para virus rédbico.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE
IMUNOGENICA

Mérodo de desafio em camundongos: preparar,
no minimo, trés dilui¢des da amostra e da vacina de
referéncia em salina tamponada fosfatada pH 7,6 €
inocular, por via intraperitoneal, 0,5 ml de cada dilui-
¢80 em, no minimo, 18 camundongos albinos suigos
de 11 ga 14 g. Reservar 30 animais nio inoculados
para o controle de titulo do virus desafio. Realizar
imunizag&o de reforgo inoculando as mesmas dilui-
¢des em cada grupo de camundongos, sete dias ap6s
a primeira imunizagdio. Sete dias apés a segunda
imunizagfio, executar o desafio, inoculando emcada ca-
mundongo volume de 30, que contenhade 5a 50 DLy,
de virus rébico fixo da cepa CVS (challenge virus
standard), por via intracerebral, de cada camundon-
go. Preparar duas dilui¢tes decimais a partir da di-
luigdo de desafio e inocutar 30 pl destas diluictes e
da diluigao de desafio, por via intracerebral, nos trés
grupos de 10 camundongos dos animais ndo-imuni-
zados. Observar os animais por 14 dias, registrando
o ntimero de vivos de cada mistura. Os animais mor-
tos antes do quinto dia apds a inoculagfio niio de-
vem ser considerados para o célculo da atividade
imunogénica. Calcular as doses efetivas 50% (DEj) da
amostrae da vacina de referéncia, assimcomoa DLg,do
virus desafio, por método estatisticamente compro-
vado. A faixa de resposta produzida (porcentagem
de sobrevivéncia) deve estar compreendida entre
10% €'90%, formando a curva de regressiio, que deve
apresentar relaglio linear. A atividade imunogénica é
determinada pela equacao:

AI:%XC

Emque
Al= atividade imunogénicaem Ul/ml;
A = DE da vacina de referéncia;
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B = DE,, da amostra;
C = Ul/m]davacina de referéncia.

No minimo 2,5 Ul/dose individual humana. Quan-
dose refere o valor da atividade imunogénica (UI/ml),
deve ser citado o ndmero de DL, real obtida na
titulagdo do virus desafio, que ¢ igual ao antiloga-
ritmo da diferenca entre a DL, calculada e adiluigio
da dose desafio utilizada.

TERMOESTABILIDADE

Incubar a amostra 4 temperatura de 37 °C por qua-
tro semanas e proceder & Determinagdo da ativida-

F. BRAS. IV, 2000

de imunogénica. No minimo 2,5 Ul/dose individuat
humana.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre com o estabelecido na monografia de
Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA DE VIRUS INATIVADOS CONTRA POLIOMIELITE

Vaccinum poliomyelitidis inactivatum

A vacina inativada contra poliomielite € constitui-
da de mistura de poliovirus tipos 1, 2 e 3 inativados
e apresentada como um liquido transparente, po-
dendo demonstrar coloragio devido A presenga de
indicador de pH.

" A produgiio da vacina é baseada no sistema de
Iote semente. Cada um dos sorotipos presentes nio
pode ter mais de 10 subcultivos a partir do lote origi-
nal. A replicagio do virus é realizada em cultura de
células suscetiveis e a suspensao viral ¢ identificada
¢ controlada quanto 2 esterilidade, Apds clarificagdo
da suspensdo viral por método adequado, para remo-
¢fio de resfduos celulares, cada suspensio viral € con-
centrada e purificada. A suspensfio de cada tipo de
virus € identificada, avaliada quanto a esterilidade e
concentragfio de virus. A inativagio de cada suspen-
séo viral € realizada separadamente, por método apro-
priado. Antes da mistura dos trés tipos de poliovirus
inativados e da adigiio de conservante e outras subs-
tancias, cada suspensao de virus ¢ avaliada quanto 2
efetividade da inativagdo. Ap6s a mistura dos trés
poliovirus e antes do envase, sio realizados contro-
les de auséncia de particulas infectivas, esterilidade e
concentragiio de conservante,

A vacina € envasada em recipientes adequa-
dos, liofilizada, rotulada e submetida aos contro-
les requeridos.

Outras informagdes relativas aos critérios de pro-

dugo e controles estiio indicadas na monografia de
Vacinas para uso humano.

IDENTIFICAGAO

A. Determinagdo da poténcia pode ser utilizada
para a identificagfo do produto.

F. BRAS. 1V, 2000

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Nitrogénio protéico (V.3.4.2). No méximo 10 pg/
dose.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na mo-
nografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Utilizar método imunoenzimdtico de sensibilida-
de comprovada para avaliagiio da concentragio do
antigeno D de cada um dos trés sorotipos de polio-
virus presentes na vacina. Avaliar vacina de referén-
ciaem paraleio.

A poténcia € de, no minimo, 40 unidades de

antigeno D por dose para os poliovirus tipo 1,
8 unidades para o tipo 2 ¢ 32 unidades para o tipo 3.

EMBALAGEM E ARMAZENAGEM

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para use humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA DE VIRUS VIVOS CONTRA CAXUMBA

Vaccinum parotiditis viviem

A vacina contra caxumba & constituida de virus
vivos atenuados e apresentada sob a forma liofiliza-
da. Ap6s a reconstituigdo com diluente apropriado,
tem aspecto de suspensdio homogénea transparen-
te, podendo demonstrar coloragiio devido a presen-
¢a de indicador de pH.

A produgdio da vacina € baseada no sistema de
lote semente e a cepa de virus utilizada ou cinco
lotes consecutivos da vacina ndo podem induzir
neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus da
caxumba. Além disso, a cepa viral tem que demons-
trar imunogenicidade adequada e seguranga para o
ser humano, A replicaciio do virus € realizada em
cultura de células suscetiveis e a suspensio viral €
identificada e controlada quanto a esterilidade. Apés
a clarificagiio da suspensdo viral por método ade-
quado, para remogiio de residuos celulares, sio adi-
cionadas algumas substincias estabilizadoras, que
comprovadamente nio alteram a eficdcia e seguran-
¢ado produto. Antes do envase ¢ liofilizagio, o pro-
duto € anatisado quanto 2 esterilidade, concentra-
¢io de virus e de proteinas derivadas de soro animal
utilizado.

A vacina € envasada em recipientes adequados,
liofilizada, rotulada e submetida aos controles re-
queridos.

Outras informagdes relativas aos critérios de pro-
dugio € seus controles estdo indicadas na monogra-
fia de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e
adicionar igual volume de soro contendo anticorpos
neutralizantes para o virus da caxumba, Incubar a36°C
por uma hora. Apés a incubagiio, inocular a mistura
em cultura de células suscetiveis € manter & tempera-
tra de 36 °C por 10dias. Utilizar como controle cultu-
ra de células inocutada com o virus vacinal e outra
nio-inoculada, que apresentam, ao final do teste, pre-
senga e auséncia de efeito citopatogénico, respecti-
vamente. A auséncia de ECP na cultura de células
identifica o virus vacinal.

F. BRAS. 1V, 2000

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para iso humano. No mixi-
mo2%.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINAGAQ DA POTENCTA

Proceder & determinagdo ao abrigo da luz direta.
Diluir duas amostras da vacina e uma amostra da va-
cina de referéncia aintervalos de, no minimo. 1 log,,
em meio de cultura adequado. Tnocular cada dilui-
¢do em, pelo menos, 10 orificios de microplaca con-
tendo células Vero em suspensdo e incubar & tempe-
ratura de 36 °C por 10 dias. Observar as culturas de
células quanto A presenga ou auséncia de ECP e
calcular o titulo da vacina pelo método estimativo
de Spearman & Karber. A poténcia da vacina é o
valor da média geométrica dos frascos analisados,
expressa em CCIDg, (dose 50% infectante em cultu-
rade célula) por dose. Para a determinagio ser con-
siderada vdlida, € necessdrio que (a) ao final do
ensaio o controle da cultura de células apresente
monocamada inalterada; (b) a variagio de poténcia
entre as duas amostras da vacina seja, no maximo,
0,5 longCIDjo; (c) a variagdo do titulo da vacina
de referéncia seja, no miximo, 0,5 log ; CCID;, do
seu titulo médio; (d) o ECP seja decrescente emrela-
¢A0 s diluigdes crescentes; (e) as diluigdes utiliz
das no ensaio estejam entre 10% ¢ 90% das culturas
de células inoculadas.

A poténcia da vacina ¢, no minimo, 10> CCID,y/
dose. Caso nio cumpra o requisito, repetir a
determinagiio.A poténeia da vacina € a média geo-
métrica dos dois ensaios realizados.

Pode ser empregado, também, o método de uni-
dades formadoras de “plaque” (UFP). O valor de
poténcia para aprovagio do produto tem que estar
correlacionado com o de CCIDy,.
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TERMOESTABILIDADE

O teste € realizado em paralelo 3 Dererminagéo
da poténcia. Incubar amostra da vacina a 37 °C, por
sete dias, e analisar conforme metodologia descrita
para a poténcia do produto. A vacina nio pode per-
der mais que | log,, CCID/dose, em relagdo ao
titulo da vacina conservada em condigdes adequa-
das de temperatura, Nio pode, também, ter titulo
inferior ao requisito de poténcia do produto.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente,
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VACINA DE VIRUS VIVOS CONTRA CAXUMBA, RUBEOLA E SARAMPO

Vaccinum parotiditis et rubellae et morbillorum vivum

A vacina € constituida de mistura dos virus vivos
atenuados da caxumba, da rubéola e do sarampo e apre-
sentada sob a forma liofilizada. Apés reconstituigio
com diluente apropriado, tem aspecto de suspensdo
homogénea transparente, podendo demonstrar colo-
ragio devido a presenga de indicador de pH.

Cada componente viral presente na vacina € pro-
duzido em separado, conforme descrito nas mono-
grafias especificas.

O produto ¢ envasado em recipientes adequa-
dos, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

IDENTIFICAGAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado ¢
adicionar igual volume mistura de soros contendo
anticorpos neutralizantes para os virus da caxumba, da
rubéola e do sarampo. Manter por 90 minutos a tempe-
ratura de 4 °C a 8 °C, inocular em cultura de células
suscetfveis e manter por 10 dias. Como controle do
teste, cultura de células inoculada com a vacina niio-
-neutralizada com a mistura de soros contendo
anticorpos para os trés tipos de virus, e outra nio-
-inoculada, devem apresentar presenga e auséncia de
efeito citopatogénico, respectivamente. A auséncia
de ECP na cultura de células inoculadas com a mistura
da vacina mais anticorpos, identifica o produto.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS
Umidade residual. Proceder conforme descrito na

monografia de Vacinas para uso humano. No méxi-
mo2%.

TESTES DE SEGURANGCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINAGAQ DA POTENCIA

Proceder ao abrigo da luz direta, Diluir duas amos- -

tras da vacina a ser analisada e uma amostra da vaci-

F. BRAS. IV, 2000

na de referéncia, em intervalos de, no méximo, 1,0
log,, em meio de cultura adequado. Para titulagio
de cada tipo de virus, adicionar a cada diluigéo da
vacina, igual volume de anti-soro especifico
heterSlogo, conforme o esquema seguinte:

virus a titular soro

Caxumba anti-sarampo
Rubéola anticaxumba
Sarampo anticaxumba

Manter as misturas por 90 minutos & temperatura
de 4 °C a 8 °C para a devida neutralizagio. Inocular
cada dilui¢do em 10 orificios da micropiaca conten-
do a suspensio de células suscetiveis, Para titulagio
do virus da caxumba e do virus do sarampo, a
inoculagfio é realizada em células Vero, enquanto que,
para a rubéola, em células RK-13, Incubar as
microplacas contendo células Vero a 36 °C por 10
dias e as microplacas contendo células RK-13 A tem-
peratura de 32 °C a 33 °C por 12 dias. Observar as
culturas de células quanto a presenga ou auséncia
de ECP e calcular os titulos de cada virus presente
na vacina, segundo o método estimativo de Spearman
& Karber. A poténcia de cada virus € o valor da
média geométrica dos frascos analisados, expressa
em CCID,; (dose 50% infectante em cultura de célu-
la) por dose. Para a determinagdio ser considerada
vélida, & necessario que (a) ao final do ensaio, o
controle de cultura de células apresente monocamada
inalterada; (b) a variagdo de poténcia entre as duas
amostras da vacina seja, no méximo, 0,5 log,, CCIDg,
para cada tipo de virus; (c) a variagio do titulo da
vacina de referéncia seja, no médximo, 0,5 log, , CCIDg,
do seu titulo médio para cada tipo de virus; (d) o
ECP seja decrescente em relagiio is diluigBes cres-
centes; (e) as diluigSes utilizadas no ensaio estejam
entre 10% e 90% das culturas de células inoculadas.

A poténciada vacinaé, nomiimo, 10*7 CCID, /dose
para o virus da caxumba e 10°® CCID; /dose para 0s
virus do sarampo e da rubéela. Caso o produto nio
cumpra os requisitos de poténcia, o ensaio € repetido
para ofs) tipo(s) de virus em que nfo foi obtido o
titulo limite para aprovagiio. A poténcia da vacinaé a
média geométrica dos dois ensaios realizados.
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O método de unidades formadoras de “plaque”
(UFP) também pode ser empregado, e o valor de po-
téncia para aprovagdo do produto tem que estar
correlacionado com o de CCIDg,.

TERMOESTABILIDADE

O teste € realizado em paralelo & Determinagio
da poténcia, Incubar uma amostra da vacinaa 37 °C
por sete dias ¢ analisar conforme metodologia des-
crita para a poténcia do produto. A vacina nio pode
perder mais que L log,, CCID,,/dose, em relagio ao
titulo determinado na amostra conservada em con-
digdes adequadas de temperatura, para cada tipo

viral. Além disso, nfio pode ter titulo inferior ao esta-
belecido para aprovagdo da determinagio da potén-
cia. Caso ndo cumpra os requisitos, repetir o teste e
o titulo final € a média dos dois testes realizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagiio vigente.
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Vaccinum febris flavae vivum

A vacina contra febre amarela € constituida de
vitus vivos atenuados e apresentada sob a forma
liofilizada. Apds a reconstituigio com diluente apro-
priado, tem aspecto de suspensiio homogénea, po-
dendo demonstrar coloragio devido 2 presenga de
indicador de pH.

A produgiio da vacina é baseada no sistema de
lote-semente primdrio da estirpe 17D, do qual, por
meio de passagens em ovos embrionados de gali-
nha SPF (livre de microrganismos contaminantes),
se origina o lote-semente secundério. Esse lote deve
ser avaliado quanto 2 neuroviruléncia em macacos
suscetiveis e nio pode apresentar microrganismos
estranhos. Além disso, a cepa viral tem que demons-
trar imunogenicidade adequada e seguranga para o
ser humano,

A replicagfio do virus é realizada em ovos embrio-
nados de galinha, livre de patégenos especificos, ou
em cultura de células suscetfveis. A suspensdo viral
¢ identificada e controlada quanto i esterilidade. Apds
aclarificagiio da suspensiio viral por método adequa-
do pararemogiio de residuos celulares, algumas subs-
tancias estabilizadoras, que, comprovadamente, nio
alteram a eficdcia e seguranga do produto, sio adicio-
nadas. Antes do envase e liofilizagdo, o produto é
analisado quanto 2 esterilidade, concentragfio de vi-
rus ¢ nitrogénio protéico. Se a produgdo da vacina
ocorrer em ovos embrionados, 2% € ndo menos que
20 ovos sio separados para controle. Ao final da pro-
duciio da vacina, estes ovos nio-infectados com a
cepa vacinal t8m que demonstrar auséncia de pat6-
genos especificos para aves.

O produto € envasado em recipientes adequa-
dos, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

Qutras informagdes relativas aos critérios de pro-

dugdo ¢ seus controles estfio indicadas na monogra-
fia de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICAGAO

A vacina, quando neutralizada com soro conten-
do anticorpo especifico para o virus da febre amare-

F. BRAS. 1v, 2000

la, inibe a formagdo de unidades formadoras de
“plaque” UFP) em células suscetfveis conforme des-
crito em Determinagdo de poténcia.

ENSAIOS FSICO-QUIMICO

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No mixi-
mo3%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINACAO DA POTENCIA

Pelo menos dois frascos de vacina lofilizada e
um de vacina referéncia sio submetidos ao método
de unidades formadoras de “plaque” (UFP). Diluir a
vacina aplicando-se fator 4 e inocular cada diluigdo
em, pelo menos, trés orificios em placa de seis orifi-
cios contendo monocamada de células Vero previa-
mente semeadas. A concentragiio da linhagem celu-
lar pode variar de 150 000 a 300 000 células por mi,
conforme o dia de sua utilizagio. Apés adsor¢io
por periodo de 90 minutos & temperatura de 36 °C,
em ambiente de CO, a 5%. Os inSculos sio retirados
e um meio de cultura, contendo agarose ou carboxi-
metilcelulose em concentragfio adequada, ¢ adicio-
nado. As células sfo incubadas por cinco a sete
dias, 4 temperatura de 36 °C, em ambiente de CO, a
5%. Ap6s o periodo de incubagio, retirar o meio de
crescimento, fixar as células com formaldeido e corar
com um corante vital.

A poténcia da vacina é calculada pela média do
nimero de plaques de, pelo menos, duas diluigbes e
o resultado, expresso em log,, UFP/dose. Para a
determinagio ser considerada vélida, é necessério
que (a) o controle de cultura de células apresente
monocamada inalterada; (b) a variagao de poténcia
entre as duas amostras da vacina nao seja maior que
0,5 log,, UFP; (c) a poténcia da vacina de referéncia
ndo varie mais que 0,5 log,, UFP do seu titulo mé-
dio; (d) o nimero de UFP seja decrescente em rela-
¢do s diluigGes crescentes,
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A poténcia em UFP/dose tem que ser equivalente
21000 DL, em camundongos. Caso a amostra nio
cumpra com os requisitos, repetir a determinagio. A
poténcia da vacina é a média geométrica das duas
determinagfes realizadas.

TERMOESTABILIDADE

O teste € realizado em paralelo & Determinagdo
de poténcia. Incubar, pelo menos, dois frascos de
vacina por 14 dias a 36 °C e analisar conforme descri-
to em Deterntinagéo de poténcia. A vacina niio pode
perder mais que 1 log,, UFP em relagio ao titulo

determinado na amostra conservada em condi¢Ges
adequadas de temperatura. Além disso, nio apre-
sentar titulo inferior ao especificado para a poténcia
do produto.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para use humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA DE VIRUS VIVOS CONTRA RUBEOLA

Vaccinum rubellae vivum

A vacina contra rubéola é constituida de virus
vivos atenuados e apresentada sob a forma liofiliza-
da. Apds reconstituigio com diluente apropriado,
tem aspecto de suspensdio homogénea transparen-
te, podendo demonstrar coloragiio devido a presen-
¢a de indicador de pH.

A produgdo da vacina ¢ baseada no sistema de
lote-semente e a cepa de virus utilizada ou cinco
lotes consecutivos da vacina, ndo podem induzir
neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus
da rubéola. Além disso, a cepa viral tem que de-
monstrar imunogenicidade adequada e seguranga
para o ser humano. A replicagdo do virus € realiza-
da em cultura de células suscetiveis e a suspensio
viral ¢ identificada e controlada quanto i esterili-
dade. Apds a clarificagdo da suspensiio viral por
método adequado para remogio de residuos celu-
lares, algumas substincias estabilizadoras, que,
comprovadamente, ndo alteram a eficicia e seguran-
¢a do produto, siio adicionadas. Antes do envase
¢ liofilizagdo, o produto € analisado quanto i este-
rilidade, concentragiio de virus e proteinas deriva-
das do soro animal utilizado no cultivo,

O produto é envasado em recipientes adequa-
dos, liofilizado, rotulado ¢ submetido aos controles
requeridos.

Outras informagdes relativas a critérios de pro-
dugiio e seus controles estio indicadas na monogra-
fia de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICAGAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e
adicionar a igual volume de soro contendo anticorpos
neutralizantes para o virus da rubéola. Incubar por
90 minutos A temperatura de 4 °C a 8 °C. Apds a
incubagdo, inocular a mistura da vacina com o soro
em cultura de células suscetiveis e manter por 12
dias atemperatura de 32 °C a 33 °C. Como controle,
uma cultura de células inoculada com o virus vacinal
e outra ndo-inoculada, respectivamente, tem que
apresentar presenga ¢ auséncia de efeito citopato-
génico (ECP). A auséncia de ECP na cultura de célu-
la identifica o virus vacinal.

F. BRAS. 1V, 2000

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maxi-
mo 2%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINAGAQ DA POTENCIA

Proceder a0 abrigo da luz direta. Diluirem inter-
valos de, no mdximo, 1log, duas amostras da vaci-
na a ser analisada e uma amostra da vacina de refe-
réncia em meio de cultura adequado. Inocular cada
diluigiio em, pelo menos, 10 orificios de microplaca
contendo células RK 13 em suspensio e incubar &
temperatura de 32 °C a 33 °C por 12 dias. Observar a
presenca ou auséncia de ECP nas culturas de célu-
las. Calcular o titulo da vacina pelo método estimati-
vo de Spearman & Karber. A poténcia da vacina é o
valor da média geométrica dos frascos analisados,
expresso em CCID, (dose 50% infectante em cultu-
ra de célula) por dose. Para a determinagao ser con-
siderada valida, é necessdrio que (a) o controle de
cultura de células apresente monocamada inalterada;
(b) a variagiio de poténcia entre as duas amostras da
vacina ndo seja maior que 0,5 log,, CCID; (c) 2
poténcia da vacina de referéncia ndo varie mais que
0,5 log,, CCID,, do seu titulo médio; (d) o ECP seja
decrescente em relagdo as diluigOes crescentes; {(e)
as diluigdes utilizadas no ensaio estejam entre 10%
€ 90% das culturas de células inoculadas,

A poténcia & de, no minimo, 10*0CCID, /dose.
Caso a amostra ndo cumpra os requisitos, repetir o
teste. A poténeia é 1 média das duas determinagdes
reatizadas.

O método de unidades formadoras de “plaque”
(UFP) também pode ser empregado e seu valor de
poténcia para aprovagio do produto tem que estar
correlacionado com o de CCID.
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TERMOESTABILIDADE EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

O teste € realizado em paralelo A Dererminagdo Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
da poténcia. Incubar amostra a temperaturade 37°C  nas para uso humano.
por 7 dias e proceder conforme estabelecido na De-
terminagdo da poténcia. A vacina ndo pode perder
mais que 1 log,, CCID,, em relago aotitulo deter-
minado na amostra conservada em condi¢Ses ade-
quadas. Além disso, niio pode ter titulo inferior ao
preconizado para aprovagio da Determinagdo da
poténcia. Caso niio cumpra o requisito, repetir o teste
e otitulo final € a média dos dois ensaios realizados.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.




126

VACINA DE VIRUS VIVOS CONTRA SARAMPO

Vaccinum morbillorum vivum

A vacina contra o sarampo € constitufda de virus
vivos atenuados e apresentada sob a forma liofiliza-
da. Apds reconstitui¢io com diluente apropriado,
tem aspecto de suspensio homogénea transparente,
podendo demonstrar coloragdo devido a presenga
de indicador de pH.

A produgfio da vacina € baseada no sistema de
lote-semente e a cepa de virus utilizada, ou cinco
lotes consecutivos da vacina, ndo podem induzir
neuropatogenia em macacos suscetiveis ao virus do
sarampo. Além disso, a cepa viral tem que demonstrar
imunogenicidade adequada e seguranga para o ser
humaro. A replicagio do virus € realizada em cultura
de células suscetiveis e a suspens3o de virus €
identificada e controlada quanto a esterilidade. Apés
a clarificagdo da suspensido viral por método
adequado para remogiio de resfduos celulares,
algumas substincias estabilizadoras, que comprova-
damente nio alteram a eficdcia e seguranca do
produto, sfio adicionadas. Antes do envase e liofili-
zagio, o produto & analisado quanto A esterilidade,
concentragio de virus ¢ de proteinas derivadas do
soro animal.

O produto é envasado em recipientes adequados,
liofilizado, rotulado e submetido 20s controles
requeridos.

Outras informagdes relativas aos critérios de
produgio e seus controles estdo indicadas na mono-
grafia de Vacinas para uso humano.

IDENTIFICACAO

Reconstituir a vacina com diluente apropriado e
adicionar igual volume de soro contendo anticorpos
neutralizantes para o virus do sarampo. Incubar a
36 °C por uma hora. Apés a incubagdo, inocular a
mistura em cultura de células suscetiveis e manter
i temperatura de 36 °C por sete dias. Utilizar como
controle uma cultura de células inoculada com o
virus vacinal e outra ndo-inoculada que apresentam,
ao final do teste, presenga e auséncia de efeito
citopatogénico {(ECP), respectivamente. A auséncia
de ECP na culwra de células identifica o virus
vacinal,

F. BRAS. IV, 2000

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder como descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No méximo
2%.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder como descrito na monogra-
fia de Vacinas para uso humano.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Proceder a0 abrigo da luz direta. Diluir duas amostras
da vacina a ser analisada e uma amostra da vacina de
referéncia em intervalos de, no mdximo, 1 log,,em meio
de cultura adequado. Inocular cada diluigéio em, pelo
menos, 10 orificios de microplaca contendo células
Vero em suspensio. Incubar por 10 dias a 36 °C. As
culturas de células sao observadas quanto 2 presen-
caou auséncia de ECP, e o titulo da vacina € calculado
segundo o0 método estimativo de Spearman & Karber.
A poténcia da vacina € o valor da média geométrica
dos frascos analisados, expressa em CCID,, (dose
50% infectante em cultura de célula) por dose.

Para a determinagio ser considerada vilida, é
necessdrio que (a) ao final do ensaio o controle de
cultura de células apresente monocamada inalterada;
(b) a variagao de poténcia entre as duas amostras da
vacina niio seja maior que 0.5 log, CCID,; (c) a
poténcia da vacina de referéncia niio varie mais que
0,5 log,, CCID,, do seu titulo médio; (d) o ECP seja
decrescente em relagdo s diluigdes crescentes; ()
as diluigBes utilizadas no ensaio estejam entre 10%
¢ 90% das culturas de células inoculadas.

A poténcia da vacina tem que ser, no minimo,
10*7 CCID,/dose para a cepa Biken Cam e
1030 CCID, /dose para as demais cepas. Caso
ndo cumpra os requisitos, repetir a determinagio
€ a poténcia da vacina é a média geométrica dos
dois ensaios realizados.

O método de unidades formadoras de “plaque™
(UFP) pode ser, também, empregado e seu valor de




126-2

VACINA DE ViRUS VIVOS CONTRA SARAMPO

poténcia para aprovagio do produto tem que estar
correlacionado com o de CCIDg,.

TERMOESTABILIDADE

O teste € realizado em paralelo & determinagao da
poténcia. Incubar uma amostra da vacina a 37 °C,
por sete dias, e analisar conforme metodologia
descrita para a Dererminacdo da poténcia do
produto. A vacina no pode perder mais que | log,
CCIDy em relagdio ao titulo determinado na amostra
conservada em condi¢Ges adequadas de tempe-

ratura. Também nfo pode apresentar titulo inferior
ao especificado para a poténcia do produto.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas
para uso lumano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.
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VACINA ORAL CONTRA POLIOMIELITE TIPOS 1, 2, 3
Vaccinum poliomyelitidis perorale typus I, 11, HT

A vacina oral contra poliomielite consiste de mis-
tura de poliovirus atenuados tipos 1,2 ¢ 3. £ apre-
sentada como suspensdo aquosa homogénea trans-
parente, podendo demonstrar coloragio devido a
presenga de indicador de pH.

A produgdio da vacina & baseada no sistema de
lote-semente ¢ a cepa de cada um dos sorotipos de
virus ndo pode ter mais de trés subcultivos a partir
do lote original, nfio podendo induzir neuropatogenia
em macacos suscet{veis aos trés tipos de poliovirus.
A cepa viral tem que demonstrar imunogenicidade
adequada e seguranga para o ser humano.

A replicagiio de cada um dos trés poliovirus €
realizada em cultura de células suscetiveis e a sus-
pensio viral € identificada e controlada quanto a
esterilidade. Ap6s clarificagiio da suspensdo viral
por método adequado para remogiio de residuos
celulares, algumas substincias estabilizadoras, que,
comprovadamente, ndo alteram a eficicia do produ-
to sio adicionadas. Antes do envase, cada suspen-
sfio viral purificada é avaliada quanto 4 identifica-
¢o, concentragio viral, consisténcia da caracteris-
tica viral e neuroviruléncia em macacos suscetiveis.

O produto € envasado em recipientes adequa-
dos, rotulado e submetido aos controles requeridos.

Qutras informaqgdes relativas aos critérios de pro-
dugiio e controles estio indicadas na monografia de
Vacinas para uso humano.

IDENTIFICAGAQO

Diluir a amostra, adicionar igual volume de mistu-
ra de soros antipoliovirus 1, 2, 3 e incubar a 35 °C
durante 1 a 3 horas. Apds a incubagdo, inocular a
mistura em células suscetiveis e incubar & tempera-
tura de 35 °C por 7 dias. Como controle, utilizar cul-
tura de células inoculada com a diluigio da vacina e
outra niio inoculada que apresentam, respectivamen-
te, presenca ¢ auséncia de efeito citopatogénico
(ECP). A auséncia de ECP na cultura de células ino-
culada com a mistura de vacina e soros antipoliovirus
identifica os virus vacinais.

F. BRAS. IV, 2000

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINACAO DA POTENCIA

Diluir em meio de cultura adequado duas amos-
tras da vacina a ser analisada e uma amostra da vaci-
na de referéncia. Q intervalo entre as diluigBes € de,
no maximo, 0,5 loglo, e as amostras sdo diluidas se-
paradamente. Para a determinagiio de cada tipo de
poliovirus. adicionar volumes iguais de cada dilui-
¢do da vacina & mistura apropriada de soro
antipoliovitus. Assim, para a determinagfio do
poliovirus tipo 1, adicionar as diluigdes da amostra &
mistura de soros antipélio tipos 2 e 3; para o
poliovirus tipo 2, adicionar as diluigdes 4 mistura de
soros antipélio tipos 1 e 3 e, para o poliovirus 3,
adicionar as dilui¢Ges da vacina & mistura de soros
antipdlio tipos 1 e 2. Para a determinagio do virus
total, adicionar volumes iguais de cada diluigiio da
vacina ao meio de cultura utilizado na diluigHo. Incu-
bar por 1 a 3 horas A temperatura de 35 °C a 36 °C.
Apbs a incubagio, inocular cada dilui¢iio da vacina
em, no minimo, oito orificios de microplaca conten-
do a suspensio de células Hep2.. Incubar as
microplacas a 35 °C por 7 dias. Observar a presenga
ou auséncia de ECP nas culturas de células. Calcular
o titulo de cada sorotipo pelo método estimativo de
Sperman & Karber.

A poténciada vacina € o valor da média geométri-
cados frascos analisados, expressa em CCIDg, (dose
50% infectante em cultura de células) por dose. Paraa
determinagiio ser considerada vélida. € necessdrio que
(a) o controle de cultura de células apresente
monocamada inalterada; (b) a variagho de poténcia
entre as duas amostras da vacina nio seja maior que
0,5log,, CCID, para cada sorotipo; (c) a poténciada
vacina de referéneia nfio varie mais que 0,5 log
CCIDy; do titulo médio de cada sorotipo; (d) o ECP
seja decrescente em relagdo s diluigBes crescentes;
(e) as dilui¢des utilizadas no ensaio estejam entre 10%
e 90% das culturas de células inoculadas.

A poténcia é, de, no minimo, 10™* para o poliovitus
tipo 1, 10*8 para o polivirus tipo 2 e 10°5 para o
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poliovirus tipo 3. Caso a amostra nio cumpra os
requisitos, repetir o teste para o(s) tipo(s) de virus
em que a poténcia estiver abaixo do valor minimo
especificado. A poténcia € a média das duas deter-
minagdes realizadas.

TERMOESTABILIDADE

O teste € realizado em paralelo & Determinagdo
da poténcia. Incubar duas amostras da vacina i tem-
peratura de 37 °C por 48 horas e determimnar o con-
teiido total de virus {tipo 1 +tipo 2 + tipo 3), utilizan-
do o método descrito em Determinacdo da potén-
cia. A vacina ndo pode perder mais que 0,5 log,

CCID,, em relagao ao titulo do virus total determina-
do na amostra conservada em condigdes adequa-
das de temperatura. Caso ndo cumpra o requisito,
repetir o teste. O titulo final € a média dos dois ensaios
realizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vaci-
nas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente,
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Vaccina ad usum humanum

As vacinas para uso humano sdo medicamentos,
via de regra, de caréter profildtico, capazes de indu-
zir imunidade especifica diante de um agente infec-
cioso. Sua eficicia e seguranga devem ser compro-
vadas por meio de estudos aprovados pela autori-
dade nacional de controle de qualidade.

As vacinas podem ser constituidas por microrga-
nismos inativados, microrganismos atenuados, subs-
tancias por eles produzidas e fragdes antigénicas.
Os métodos empregados para preparagiio de vaci-
nas dependem de cada tipo de produto e devem
obedecer as normas de boas préticas de fabricagiio
de produtos farmacguticos.

Durante os processos de produgdo das vacinas,
algumas substancias, como estabilizantes, adjuvan-
tes e conservantes, podem ser adicionadas. No pro-
duto final, concentrages muito baixas de antibi6ti-
cos sdo permitidas, com exce¢do de estreptomicina
e de penicilina e seus derivados. Se soro de origem
animal for utilizado no processo de produgio, o pro-
duto final ndo pode ter mais que 50 ng/dose de pro-
tefnas derivadas do soro. Se albumina humana for
usada, tem-se que demonstrar auséncia de anticorpos
para hepatite B, hepatite Ce HIV 1 e 2.

VACINAS BACTERIANAS

As vacinas bacterianas sdo produzidas em meios
liquidos ou sélidos, utilizando cepas adequadas e
constituem bactérias inativadas, bactérias atenua-
das (vivas) ou seus componentes antigénicos. Apre-
sentam-se sob a forma de um liquido incolor ou com
diferentes graus de opacidade ou liofilizadas.

Para preparagio dessas vacinas, podem ser uti-
lizadas tanto a totalidade dos microrganismos cul-
tivados em meios de cultura adequados, quanto
fragdes desses agentes microbianos. As vacinas
inativadas devem ser preparadas por métodos fi-
sicos ou quimicos, que ndo destruam sua capaci-
dade antigénica, enquanto que vacinas de bacté-
rias vivas sdo produzidas com cepas atenuadas,
capazes de induzir imunidade diante de microrga-
nismo da mesma espécie ou espécie antigeni-
camente relacionada.

F. BRAS. IV, 2000

TOXOIDES BACTERIANOS

Os toxéides bacterianos sdo toxinas destoxi-
ficadas por tratamentos fisico-quimicos que, apesar
de perderem sua capacidade t6xica, mantém a ativi-
dade imunogénica. A produgio se baseia no siste-
ma de lote-semente de cepas de microrganismos es-
pecificos, cultivados em meios de cultura livres de
substincias que possam causar efeitos téxicos, alér-
gicos e outras reagdes indesejdveis ao ser humano.

Os tox6ides podem ser apresentados sob a forma
liquida ou liofilizada e, em ambos os casos, podem
ser purificados ou adsorvidos. Os adsorvidos se
apresentam sob a forma de suspensfio opalescente
de coloragio branca ou ligeiramente acastanhada e
podem formar sedimento ne fundo do recipiente de
envase.

VACINAS VIRAIS

As vacinas virais consistem em suspensdo de
virus atennados, inativados ou frages deles, po-
dendo apresentar-se sob a forma liofilizada ou sus-
pensio. ConcentragSes muito baixas de antibiéti-
cos podem estar presentes, exceto estreptomicina,
penicilina e seus derivados. O produto ndo pode
conter mais que 50 ng/dose de proteinas derivadas
do soro de origem animal. Se albumina humana for
utilizada, tem-se que demonstrar auséncia de
anticorpos para hepatite B, hepatite Ce HIV 1 e 2.

A produgio da vacina € baseada no sistema de
lote-semente e a cepa de virus utilizada deve de-
monstrar imunogenicidade adequada, bem como ser
segura ao ser humano. A replicag@io da cepa viral
vacinal € obtida em sistema hospedeiro (animais,
embrides de aves ou cultura de células) apropriado
¢ as metodologias de produgdo estdo indicadas nas
monografias de cada produto.

No caso de utilizagdo de cultura de células de
mamiferos para replicagio do virus vacinal, separar
para controle, 5% ou 500 ml, o que for maior em vo-
lume. Ao final da produgio da vacina, essas cultu-
ras de ¢€lulas niio podem apresentar efeito citopato-
génico (ECP). Além disso, aliquotas do meio de cres-
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cimento sfo inoculadas em meios de cultura apro-
priados, a fim de comprovar auséncia de microrga-
nismos contaminantes (fungos, bactérias e micoplas-
mas). As células devem demonstrar, também, ausén-
cia de outros agentes contaminantes, principalmen-
te virus provenientes da espécie animal, da qual a
cultura de célula foi derivada, por meio de ensaio de
hemadsor¢io com hemdcias de cobaias e inoculagio
em culturas de células, animais de laboratério e ovos
embrionados.

Caso a cultura de célula utilizada seja de linha-
gem primdria de embridio de aves, além dos controles
mencionados no pardgrafo anterior, as granjas for-
necedoras dos ovos devem demonstrar condigGes
adequadas de produgio em ambientes isentos de
patégenos especificos. Regularmente, as aves sio
monitoradas quanto a infec¢bes causadas por
retrovitus, virus de Newcastle, virus parainfluenza,
virus da variola, virus da encefalomielite, virus da
laringotraqueite, vitus da reticuloendoteliose, virus
de Marek, adenovirus, virus influenza, micobactérias,
Haemophilus paragallinarum, Salmonelia gallina-
rum, Salmonella pullorum, Mycoplasma gallisep-
ticum, Mycoplasma synoviae dentre outros agen-
tes patogénicos de aves.

No caso da cultura de célula utilizada ser de li-
nhagem primdria de rim de coelho (Oryctolagus
cuniculus), além dos controles mencionados no ter-
ceiro pardgrafo, os coelhos devem ser criados em
condigdes adequadas de controle microbiolégico e
monitorados regularmente quanto a infecgdes cau-
sadas por fungos, bactérias e virus, como coccidio-
se, mixomatose, variola, fibromatose, herpesvirus,
tuberculose, Nosema cuniculi, toxoplasmose, den-
tre outras infecgdes causadas por microrganismos
que ocorrem naturalmente em coelhos. Enquanto
que, para utilizacio de cultura de células de linha-
gem priméria de rim de macaco, os animais tém que
ser sauddveis e nunca terem sido utilizados para
outras finalidades. Os animais, antes de terem seus
rins retirados, devem ser mantidos em quarentena
por periodo de nio menos que 6 semanas e demons-
trar estar livres de anticorpos para o virus B (herpes
virus) e para o virus da imunodeficiéncia,

Se sio utilizadas células dipl6ides humanas ou
células de linhagem continua, elas tém que ser pro-
cedentes de um banco de células certificado pela
autoridade do controle nacional e demonstrar au-
séncia de microrganismos contaminantes, conforme
descrito no terceiro pardgrafo. Nao podem ser
tumoroggnicas e sio identificadas quanto 3 espécie
de origem. O nimero de passagens das células
dipl6ides humanas ndo pode ultrapassar a dois ter-

¢os de seu niimero mdximo de passagem e seu
caridtipo tem que ser normal. Quando a vacina €
produzida em células de linhagem continua, o “pool”
de virus deve ser purificado por um processo que
comprove que, no produto final, 0 ADN residual &
inferior a 100 pg por dose.

O soro ¢ a tripsina empregados no preparo da
cultura de célula devem ser isentos de microrganis-
mos contaminantes (bactérias, fungos, micoplasmas
€ virus). Além disso, o soro deve ser procedente de
rebanhos com certificados de auséncia de encefalo-
patia espongiforme bovina.

VACINAS COMBINADAS

As vacinas combinadas constituem-se de mistu-
ra de dois ou mais antigenos diferentes e podem ser
apresentadas sob a forma liofilizada ou de suspen-
sdo. Esses imunobioldgicos podem possuir em sua
formulagio, microrganismos atenuados, microrganis-
mos inativados, substincias produzidas por eles e
fragdes antigénicas. O processo de produgiio e con-
trole da qualidade deve obedecer ao mencicnado na
monografia especifica de cada produto presente
nesta vacina.

IDENTIFICAGAO

Proceder conforme descrito na monografia
especifica.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito na monografia
especifica.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS
Aluminio

Método I. Por espectrometria de absor¢do no
vistvel (V.2.14). Transferir para balGo de Kjeldahl 1 m]
da amostra e adicionar 2 mt de 4cido nitrico. Digerira
mistura até que a solucdo fique limpida. Transferir
para baldo volumétrico de 25 ml e completar o volu-
me com solucdo tampdo acetato. Transferir 2 ml des-
ta solugd@o para balfio volumétrico de 50 ml e adicio-
nar 2 ml de solugio recém-preparada de 4cido
tioglicélico a 19 (V/V), Deixar em repouso por 2 mi-
nutos, adicionar 15 m! do reagente de aluminon e
aquecer em banho-maria (100 °C) por 15 minutos.
Resfriar, adicionar 10 ml da solugiic tampio carbo-
nato ¢ completar o volume com #gua bidestilada.
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Preparar branco contendo 4gua bidestilada no lugar
da amostra. As leituras da amostra e dos padrdes
sdo realizadas em espectrofotdmetro no comprimen-
to de onda de 530 nm, utilizando o branco para ajus-
te do zero. Calcular a concentragio de aluminio (T11)
na amostra, por interpolagio grifica ou regressio
linear. O resultado deve ser expresso em mg de alu-
minio (I1T) por dose.

Méiodo 11. Por espectrofotometria de absorgdo
atémica (V.2.13). Transferir para baldo de Kjeldahl 2 ml
daamostra e adicionar 4 mi de cido nitrico. Digerira
mistura até que a solugdo fique limpida. Transferir
para baldo volumétrico de 25 ml e completar o volu-
me com dgua bidestilada. Em paralelo, preparar branco
contendo dgua bidestilada no lugar da amostra e
curva de calibragio de aluminio com as concentra-
¢oes de 20, 40, 60 e 80 ppm. Adicionar 3 amostra, s
solugdes padriio € ao branco, determinada quanti-
dade de supressor de ionizaciio, de modo a conter
no final concentragiio de 2 000 ppm de potdssio.
Determinar a concentragio de aluminio (ITT) da amos-
tra em espectrofotdmetro de absorgio atbmica no
comprimento de onda de 309,3 nm), abertura da fen-
da 0,2 nm, corrente da limpada para aluminio de 10 mA
e chama de 6xido nitroso/acetileno.

Fenol. Diluir a amostra de modo que a concen-
tragdo de fenol esteja entre 5 e 30 ppm. Adicionar
5 ml de tampdo borato pH 9,0, 5 mi da solugdo de
4-aminofenazona a0,1% (p/V)e 5 ml de solugfio aquo-
sa de ferricianeto de potdssio a 5% {p/V). Em parale-
lo, preparar branco e curva de calibragdo de fenol
com concentragdes variando de 5 ppm a 30 ppm.
Proceder s leituras das absorvincias da amostra e
dos padrdes no comprimento de onda de 546 nm, 10
minutos apds o término da reagio, utilizando o bran-
co para zerar o aparelho. Utilizar a leitura dos pa-
drdes para construir a curva de calibragiio. Determi-
nar a concentragio de fenol na amostra por interpo-
lagio grafica ou regress@o linear. £ facultada ao pro-
dutor a utilizago do resultado obtido no produto
antes do envase.

Formaldeido residual. Adicionar, a 1 ml da amos-
tra, lentamente e com agitagio, 3 mi de 4cido
tricloroacético 2,5% (V/V). Deixar em repouso por
cinco minutos, centrifugar a 2 000xg por 10 minutos
e transferir o sobrenadante para tubo de ensaio. Em
paralelo, preparar curva de calibragdo de formaldefdo
com as concentragdes de 2,5,5,7,5, 10 ui/ml, sendo
o volume de 4 ml/tubo. Preparar branco contendo
4gua bidestilada no lugar da amostra. Adicionar 4 ml
de reagente de Hantzach a cada um dos seis tubos
de ensaio preparados anteriormente, deixar em ba-
nho-maria a 58 °C por cinco minutos e resfriar. Reali-
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zar, imediatamente, as leituras de absorvédncias da
amostra e dos padrdes, no comprimento de onda de
412 nm, uvtilizando o branco para zerar o aparelho.
As leituras dos padrdes sao utilizadas para constru-
¢do da curva de calibragio. A concentragdo de
formaldeido residual na amostra € determinada por
interpolagdo grifica ou regressdo linear.

Nitrogénio protéico (V.3.4.2). Cumpre o ensaio.
Timerosal

Método 1. Por espectroforometria de absorgio
no visivel (V.2.14). Transferir 0,5 ml da amostra para
funil de separagfio, acrescentar 4,5 ml de dgua
bidestilada ¢ § ml de solugio de Acido sulfirico 0,5 M.
Adicionar 15 mt de ditizona solugio diluida e agitar
por cinco minutos. Recolher a parte orgnica, lava-
lacom 10 ml de solucfio de hidréxido de aménio 0,013
M e, em seguida, com [0 ml de solugiio de 4cido
acélico a 15% (V/V), agitando ao final de cada lava-
gem. Filtrar a fase organica através de papel filtro,
caso ocorra opalescéncia. Preparar curva de calibra-
¢lio diluindo em 4gua bidestilada solugiic padrio de
timerosal, contendo 200 ppm, para concentragdes
de 50, 100 e 150 ppm. Transferir (,5 ml de cada con-
centragio para trés funis de separagfo individuais e
proceder a0 mesmo tratamento descrito paraa amos-
tra. O branco é preparado utilizando 0,5 ml de dgua
bidestilada no lugar da amostra. As absorvancias
da amostra e dos padrdes sio lidas no comprimento
de onda de 480 nm, utilizando o branco para ajuste
do zero. As leituras dos padrdes sio utilizadas para
construir a curva de calibrago e a concentragiio de
timerosal na amostra € determinada por interpolagio
grifica ou regressdo linear.

Méiodo 11, Por Espectrofotometria de absor¢do
atdmica (V.2.13). Transferir, quantitativamente, 1 ml
da amostra para balio volumétrico de 50 ml, adicio-
nar 0,5 ml de dcido nitrico e completar o volume com
dgua bidestilada. Preparar branco com digua bidesti-
lada. A partir de solugfio estoque de 1 000 ppm de Hg,
preparar um padrio intermedidriode 1 ppmde Hg e
deste retirar aliquotas diferentes, de acordo com o
intervalo de trabalho, transferindo-as para as células
de reagio contendo solugdo de permanganato de
potdssio. Determinar a absorvincia a 253,6 nm em
espectrofotdmetro de absorciio atbmica com fonte de
energia com lampada (6 mA) de catodo 6co de merci-
rio, fenda HO7 € nitrogénio como gds de arraste.

Umidade residual. Transferir para pesa-filtro pre-
viamente dessecado e tarado, 80 mg da amostra.
Manter a amostra por 3 horas em atmosfera de
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pent6xido de fésforo anidro, sob pressio ndo supe-
rior a 5 mm de mercirio, & temperatura de 60 °C. O
pesa-filtro € resfriado por 20 minutos em dessecador
contendo silica-gel e imediatamente pesado. A eta-
pa de aquecimento e resfriamento é repetida até ob-
tengio de peso constante. O valor da umidade resi-
dual & a média do percentual de perda de peso de,
n&o menos, que trés avaliagdes da amostra. O méto-
do volumétrico para determinagiio de dgua (V.2.20.1),
também, pode ser utilizado.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas. Proceder conforme des-
crito na monografia especifica.

Esterilidade(V.5.1.1). Cumpre o teste. A amostragem
utilizada € de, no minimo, 0.4Vn, onde “n”’ corresponde
a0 nimero total de ampolas ou frasco-ampolas do
lote final. Nio havendo presenca de microrganismos
ao final do teste, 0 mesmo € considerado satisfatério.
Em caso de crescimento microbiano, o teste & repeti-
do até duas vezes, utilizando para a 1° repeti¢do a
mesma amostragem usada no teste inicial € paraa 2%
repetigio o dobro das amostras.

Interpretagio dos resultados:

teste | 1* repeticiio|2° repeticiio
O 04 | ©8n) resultado
R satisfat6rio
+ - satisfatério
+ + insatisfat6rio®
+ + - satisfatério**
+ + + insatisfat6rio***

* mesmo microrganismo isolado no ensaio ¢ 1! repetigio
** diferentes microrganismos isolados no ensaio e 1°
repetigio

*** presenga de qualquer microrganismo

Pirogénios. Proceder conforme descrito na
monografia especifica.

Toxicidade inespecifica. Proceder conforme des-
crito na monografia especifica.

DETERMINAGAO DA POTENCIA

Proceder conforme descrito na monografia
especifica.

TERMOESTABILIDADE

Proceder conforme descrito na monografia
especifica.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
A temperatura e o prazo de validade sdo os indi-
cados pelo fabricante da vacina, tendo como base

evidéncias experimentais aprovadas pela autorida-
de do controle nacional.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

X11.2 REAGENTES E SOLUGOES REAGENTES

Reagente de aluminon

Preparagéio — Misturar com agitagfio as solugdes A e B. A mistura deve estar completamente limpida quando fria.

Armazenar em frasco de polietileno, protegida da luz.

Solugdo A: dissolver 250 g de acetato de amdnio em 500 ml de dgua bidestilada. Adicionar 40 ml de dcido acético
glacial, 0,5 g de aluminon dissolvido em 50 ml de dgua bidestilada, 1 g de 4cido benzéico dissolvido em 150 ml de
2-propanol e 225 ml de 2-propanol. Completar o volume para 1 000 ml com 4gua bidestilada.

Solugdo B: dissolver 5 g de gelatina em 125 ml de dgua bidestilada quente e misturar com 250 ml de figua bidestilada

fria. Filtrar ¢ completar a 500 ml com dgua bidestilada.

Ditizona solu¢io concentrada

Preparagdo - Dissolver 0,1 g de ditizona em 150 ml de tetracloreto de carbono, com agitagio constante, por perodo
de quadro a seis horas, protegendo da luz. Filtrar a solugio em funil de separagao e extrair a fase orginica com porgdes
de 50 m! de solucdo de hidréxido de amdnio a 0,075 M. Repetir este procedimento até que a solugiio amoniacal deixe a
fase orginica com coloragio amarclo-alaranjada, Misturar os extratos aquosos em funil de separagiio e extrair a fase
orglnica com duas porgGes de 2 mi de tetracloreto de carbono, desprezando-as. Adicionar 200 ml de tetracloreto de
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carbono A fase aquosa e acidificar com 10 ml de fcido sulfirico 0.5 M. Coletar a fase orglnica e armazenar cm
frasco Ambar, contendo 10 mi de 4gua desionizada ¢ 1 ml de 4cido suifiirico 0.5 M.

Ditizona solugdo diluida
Preparagito — Diluir a solugfio concentrada de ditizona na proporgdo de 1:50 com tetracloreto de carbono.

Reagente de Hantzach
Preparagio ~ Dissolver 150 g de acctato de aménio em 500 ml de dgua destilada contendo 3 mlde dcido acéticoc 2
ml de acetilacetona. Completar 0 volume para 1 000 ml e guardar a solugdo em frasco ambar.

X114 TAMPOES

Tamp#o borato- pH 9,0

Preparag@o — Misturar 1 000 ml da solugdo A com 420 ml da solugdo B.

Solugdo A: dissolver 6,18 g de dcido bérico em soluggo de cloreto de potdssio 0,1 M SV e completar volume para |
000 m! com a mesma solugfo.

Solugdo B: dissolver 2 g de hidréxido de sédio e completar o volume para 500 ml.

‘Tampio acetato
Preparagdo — Dissolver 27,5 g de acetato de amdnio em 50 ml de fgua bidestilada e adicionar 0,5 ml de 4cido
cloridrico 25% (p/V). Completar o volume para 100 mi com dgua bidestilada.

Tampdo carbonato

Preparagdo — Dissolver 20 g dc carbanato de aménio em 20 ml de soluciio dilufida de aménia (diluir 17,5 ml de
hidréxido de aménio a 9,5%-10,5% com 32,5 mi de Sgua bidestilada) e completar o volume para 100 ml com 4gua
bidestilada.

F. BRAS. IV, 2000




TEXTO QUE SUBSTITUI O PUBLICADO,
ANTERIORMENTE, NA PARTE 1
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V4.1

V. 4 METODOS DE FARMACOGNOSIA

V4.1 PREPARO DE MATERIAL VEGETAL PARA OBSERVAGAO
E ESTUDOS HISTOLOGICOS

V.4.1.1 AMOSTRAGEM QUALITATIVA

A identidade, pureza e qualidade de um material
vegetal devem ser estabelecidas mediante detalha-
do exame visual, macroscépico e microscdpico. Sem-
pre que possivel, o material vegetal deve ser compa-
rado com matéria-prima auténtica, oriunda de amos-
tra perfeitamente identificada na Farmacopéia. A
amostra que ndo for semelhante em cor, consistén-
cia, odor ¢ sabor deve ser descartada, por ndio apre-
sentar os requisitos minimos especificados nas
monografias. A identificagdio macroscépica das dro-
gas, quando inteiras, € baseada na forma, tamanho,
cor, superficie, textura, fratura e aparéncia da super-
ficie de fratura. Em consegiiéncia dessas observa-
¢des serem subjetivas ¢ existirem adulterantes mui-
to parecidos, € necessério realizar, 20 mesmo tempo,
andlises microscépica e fisico-quimica da amostra,
A inspegio microscépica € indispensdvel quando o
material estiver rasurado ou em po.

Tamanho

Medidas de comprimento, largura ¢ espessura
devem coincidir com aquelas citadas nas mono-
grafias. Frutos e sementes pequenos exigem uma
amostra igual a 10 e posteriores calculos da média e
do desvio padrio.

Cor

Examinar a matéria-prima, antes de qualquer trata-
mento, &iuz do dia ou sob kimpadas de comprimento
de onda similares aos da luz do dia. A cor da amostra
deve ser comparada com o material de referéncia.
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Superficie, textura e fratura

Examinar a matéria-prima antes de qualquer trata-
mento. Quando necessdrio, utilizar lente de 6 até 10
aumentos. Quando indicado na monografia, umede-
cer com 4gua ou reagente especificado para obser-
var caracteristicas da superficie de fratura. Tocar o
material para verificar se € macio ou duro, dobrar e
partir o material para a obtengio de informagdes
quanto 2 fragilidade e aparéncia da fratura, se € fi-
brosa, lisa, rugosa, granulada, entre outras.

Odor

Antes de verificar o odor do material, certificar-se
de que niio existe risco. Colocar uma pequena amos-
tra na palma da mdo ou em recipiente de vidro e
inalar devagar e repetidamente. Se o odor for indis-
tinto, pressionar parte do material entre os dedos e
inalar novamente. Quando a monografia indicar ma-
terial téxico, colocar um pouco de material esmaga-
do em 4gua quente. Primeiramente, determinar a in-
tensidade do odor: nenhum. fraco, distinto ou forte
e, a seguir, a sensaglio causada pelo odor: arométi-
o, frutoso, mofado ou rangoso. Quando possfvel, &
importante a comparagio do odor com substincia
definida, como, por exemplo, horteld-pimenta deve
ter odor similar ao mentol e cravo-da-india, similar
ao eugenol.

Sabor

Testar o sabor apenas quando exigido na
monografia.
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Amolecimento do material

Como normalmente os 6rgdos e tecidos vegetais
empregados se apresentam secos, para serem ob-
servados ao microscdpio, é conveniente primeiro
amolecé-los mediante tratamento com 4gua quente
ou outro método indicado. O tempo necessdrio para
o amolecimento de cada érgo vegetal varia de acor-
do com a sua textura. Tratando-se de 6rgiio recém-
-colhido, apenas os de consisténcia mais firme ne-
cessitam de tal tratamento.

Método de hidratagdo para materiais secos

Colocar a amostra em solugfo de hidratagio, pre-
parada com 5 partes de dgua, 4 partes de etanol, uma
parte de glicerina e 5 gotas de detergente comercial
para cada 200 ml de solugio, em estufa a 60 °C, no
mfnimo por 48 horas.

Execucg@o dos cortes

Uma vez amolecidos, proceder & preparagiio dos
cortes dos 6rgdos vegetais a serem observados. Os
cortes podem ser realizados com o auxilio de objeto
cortante como navalha, 1amina de barbear ou bisturi.
Incluir a amostra em material adequado que permita
fixar o fragmento, a fim de ser seccionado. Cortes
melhores e mais precisos podem ser obtidos com o
emprego de micrétomos. Hé, basicamente, trés tipos
de micrétomos: os de congelamento, usados para
os materiais mais frageis; os rotativos, para cortes
em série de material incluido em parafina; e os de
guia, para aqueles materiais mais resistentes, como
ramos, partes de caules e de raizes. Neste tliimo
caso, um método relativamente ficil de preparo do
material a ser cortado consiste em sua inclusio em
macrogo! solivel em dgua ou em historresina.

Incluséio do material em parafina

— Ferver a amostra (quando seca) para amolecer
eretiraro ar;

— desidratar a amostra em série de dlcool diluido
emdgua: 50, 70, 80, 96% e, poriltimo, em etanol
absoluto (materiais lenhosos exigem maijor es-
pago de tempo em cada uma das solugGes
hidroalcodlicas);

— transferir a amostra para mistura de etanol ab-
soluto e xilol na proporgdo 3:1 (p/V) e, aseguir,
paral:le 1:3;
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— transferir a amostra para xilol puro;

— (ransferir a amostra para xilol em parafina na
proporgdo 1:1, mantendo-a em estufa;

— transferir a amostra para parafina aquecida, para
que ocorra a infiltragiio, mantendo-a na estufa
até que permanega depositada no fundo do
recipiente;

- emblocare deixar esfriar em recipiente com dgua
gelada;

— aparar o bloco para colocagfio no micrétomo;

— cortar o material e colocar em lamina de vidro
previamente untada com adesivo de Haupt ou
Bissing;

- colocar as 1dminas sobre pfaca aquecedora para
distender os cortes;

— desparafinizar;

- aguardar, no minimo, uma hora antes de corar.

Inclusdo do material em macrogol
(polietilenoglicol ~ PEG 4 000 ou PEG 6 000)

- Ferveraamostra, quando seca, para amolecer
e retirar o ar;

- colocar a amostra em béquer, contendo
macrogol a 20%;

— marcar o béquer, a partir da superficie do liquido,
dividindo-o em 5 partes aproximadamente iguais;

— deixar o material em estufa a 65 °C por 3 a 4 dias;

— quando a solugdo evaporar até 1/5 de seu vo-
lume inicial, transferir a amostra para macrogol
puro e derretido onde deve permanecer duran-
te 12 a25 horas, em estufa a 65 °C;

- retirar da estufa, emblocar e deixar esfriar i tem-
peratura ambiente;

— aparar os blocos para colocagio no micrétomo;

- cortar o material a seco;

- lavar os cortes com fgua e corar.

Inclusio em historresina

Existem diferentes marcas de historresina no mer-
cado, comercializadas em kits, sendo a metodologia
para emblocamento caracteristica de cada fabrican-
te. Gbedecer ao manual de instrugdes. Todas con-
tém trés elementos principais: uma resina, um agen-
te endurecedor e um agente acelerador ou catalisador.
A mistura e temperatura devem seguir as especifica-
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¢0es, para que haja completa interagio, obtendo-se
como produto final um polimero espacial tridimensto-
nal. Os materiais vegetais devem ser previamente
fixados e desidratados. Sugere-se que as secgoes a
serem emblocadas sejam imersas na resina durante
uma noite, para que haja completa infiltragdo. S6
apos, substituir a resina de infiltracfio pela mistura
de nova porgio de resina, agente endurecedor e
agente acelerador. A resina de infiltragdo pode ser
reutilizada por duas a quatro vezes, devendo entio
ser descartada. Os cortes sido colocados sobre as
laminas sem adesivo. Corar.

Métodos de coloragdo

Os métodos de coloragio podem compreender a
aplicagiio de um s6 corante (coloragio simples) ou de
dois ou trés corantes diferentes (coloragiio composta).

Colorag¢do simples — alguns corantes que podem
ser usados:

- solugfo de safranina a 1% em etanol: colora-
¢do de cutina, lignina e suberina;

~ solugdio de Fast Green a 0,5% em etanol: colo-
ragio de celulose;

- Azul de Astra a 1% em etanol: colorago de
compostos pécticos de lamela média e parede;

- solugio de floroglucinaa 1% em etanol; colo-
ra¢do de lignina.

Coloragdo composta — algumas misturas de
corantes que podem ser usadas:

- Safranina — Azul de Astra: colore a lignina de
vermelho-e a celulose de azul mediante o se-
guinte procedimento:

- colocar em safranina aquosa a 1% por 5 a 25
minutos;

~ lavar duas vezes com dgua destilada;
- colocarem Azul de Astra por 10 a 25 minutos;
— lavar duas vezes com dgua destilada;

— passar por bateria de etanol a 50%, 70%, 90%,
96%, € etanol absoluto (2 vezes), xilol;

— montar em laminas com bélsamo do Canadd ou
resina sintética;

- safranina - Fast Green: colore alignina de ver-
melho e a celulose de verde, utilizando-se o
seguinte procedimento:

- ndo desparafinizar as liminas;

- colocar em safranina aquosa a 1% por 102 20
minutos (ou mais);

- lavar em dgua corrente;
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— colocar em 4gua destilada por 1 minuto;
- escorrer a d4gua da ldmina;

~ colocar em Fast Green a 0,5% em etanol por
10 240 minutos;

- lavar em agua corrente;

~ colocar em dgua destilada por 1 minuto;

— repetir a operagiio;

— escorrer a dgua da ldmina;

— secar em placa aquecedora por 30 minutos;

- remover a parafina com xilol em duas trocas de
5 minutos;

— montar em liminas com Balsamo do Canad4
ou resina sintética.

Preparo e montagem das ldminas

Os cortes histolégicos s3o montados, entre 1ami-
na e laminula, em gua, glicerol, hidréxido de potés-
sio a 30%, hidrato de cloral a 50%, ou outro liquido
qualquer que permita a observagiio. O glicerol € mais
usado nos estudos microquimicos de mucilagens,
goma, inulina ¢ aleurona. O hidréxido de potéssio é
agente diafanizador, tendo a¢do sobre proteinas, ami-
do, gordura, resinas e matérias corantes. O hidrato
de cloral também € agente diafanizador e, embora de
agdo mais lenta que os hidréxidos alcalinos, tem a
vantagem de nio dissolver o oxalato de célcio.

Dependendo da finalidacle a que se destina, po-
dem-se montar os cortes em liminas para observa-
¢o imediata ou em ldminas ditas permanentes.

Nas preparagbes para observagio imediata, de-
pois de selecionados e corados, montam-se os cor-
tes em meio adequado, tomando-se o cuidado de
evitar a formagio de bolhas de ar. Se 0 exame prome-
te ser mais prolongado, recomenda-se revestir os
bordos da laminula de um luto, que pode ser esmalte
de unhas, Balsamo do Canad4 ou solugio alcodlica
de goma-laca, para evitar a evaporagio do meio de
montagem, todos eles aplicdveis com o auxilio de
pincel macio e pequeno.

Nas preparagdes permanentes, depois de selecio-
nados ¢ corados, os cortes devem ser montados en-
tre 1dmina e laminula, com resina sintética, Bdlsamo
do Canadd ou outro meio conveniente. Deve-se man-
ter a montagem comprimida por meio da aplicagdo
de pequenos pesos sobre a laminula, em posigio
perfeitamente horizontal e sobre papel de filtro, com
a finalidade de evitar possiveis extravasamentos do
meio de montagem.

Maceragdo dos tecidos

SecgOes de caules, raizes, cascas ou outras par-
les vegetais nem sempre dfio idéia precisa da natu-
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reza real de suas células, O mesmo acontece com
matéria-prima comercializada, quando rasurada ou
em pd. Para se revelar algumas particularidades,
como, por exemplo, espessamentos ¢ pontoagdes,
deve-se empregar um dos métodos indicados para a
dissociagéio de tecidos. Nesses métodos, a estrutu-
ra a ser estudada ¢ tratada com substincias quimi-
cas capazes de dissolver a lamela média e, desta for-
ma, permitir a separagio das células.

Método de dissociagdo de tecidos

~ Cortar o material em pequenos fragmentos ou
em fatias com cerca de 300 um de espessurae
colocar em dgua;

- retirar todo o ar do material, fervendo e resfrian-
do rapidamente;

- macerar o material em solugio de Jeffrey. O
tempo de macerag#o varia com a natureza do
material. Geralmente as células comegam a se-
parar-se em cerca de 24 horas. Se necessério,
pode ser usado bastdo de vidro de ponta arre-
dondada para amassar muito levemente 0 ma-
terial. Havendo dificuldade na separagfio das
células, renovar a solugdo maceradora;

- lavarmuito bem o material com dgua de tornei-
ra, para remover os dcidos. Verter a mistura
com o tecido macerado para um funil conten-
do papel de filtro;

- fechar a abertura inferior do funil e cobrir o
macerado com solugdo aquosa de safranina a
1%, durante tempo suficiente para boa colora-
¢Ao do material (de 15 minutos a 6 horas);

~ abrir a ponta do funil ¢ lavar novamente com
4gua, até retirar o excesso de corante;

- desidratar pela adigio de solugbes de etanol a
50%, 70%, 90% e etanol absoluto;

— retirar com pinga o macerado do papel de filtro
e colocar em xilol;

- montar entre [dmina e laminula, com resina sin-
tética ou Bélsamo do Canadd;

— manter a ldmina em posig¢lo horizontal, porém
nio utilizar peso sobre a laminula, pois as cé-
lulas maceradas siio muito frigeis.

Observagdo da epiderme foliar e indice estomdtico

1 — Separagdo da epiderme com solugdo de
Jeffrey.
— Para obter epiderme foliar, seccionar pequenos
pedagos de folha e colocd-los em solugio de
Jeffrey diluida em dgua destilada a 50%, tampar
o recipiente e deixar de 12 a 48 horas, de acordo
com a textura da folha (a solugao atacard o
mesofilo, deixando a epiderme isolada);
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- quando o mesofilo estiver destruido, lavar as
amostras vérias vezes com dgua destilada;

— colocar uma amostra sobre 1mina, seccionar
entre as epidermes e colocar as duas partes de
forma que as faces externas estejam voltadas
paracima;

- corar o material sobre a 14mina com solugio
etandlica de safraninaa 1% (p/V);

— preparar a Jimina com gelatina glicerinada e
lutar.

IT - Separacdo da epiderme com hidrato de cloral

— Usar fragmentos de folhas de cerca de 0,5 cm
de largura por 0,5 cm de comprimento;

- colocar os fragmentos em um tubo de ensaio,
adicionando 5 ml de hidrato de cloral, aquecer
em banho-maria por cerca de 15 minutos ou
até que os fragmentos fiqguem transparentes;

— transferir os fragmentos para uma lamina, cui-
dando para que a face abaxial fique disposta
para cima;

- adicionar uma gota de hidrato de cloral e uma
gota de etanol glicerinado e laminula para im-
pedir a desidratag@o. Lutar.

Determinagdo do Indice de estdématos

Determinar o indice de estématos, quando indi-

cado na monografia, conforme metodologia abaixo:

- examinar a0 microscépio em aumento de 400 X,
equipado com cimaraclara;

— marcar em papel de desenho uma cruz para
cada célula epidérmica e um circulo para cada
estdmato;

— calcular oindice estomitico utilizando a férmula:

_ Sx100
~ E+S

IE

Em que

IE = indice estomdtico;

S = corresponde ao niimero de estdmatos em uma
4rea determinada;

E = correspondc ao niimero de células epidérmicas,
incluindo tricomas, quando presentes, na mesma
firea.

— Para cada amostra de folha, realizar pelo me-

nos 10 contagens em 4reas diferentes para cal-
cular o indice estomético médio.

Reagées histoquimicas

As reagbes podem ser feitas com material fresco

seccionado ou material cortado em micrétomo e in-
clufdo em parafina ou macrogol, adicionando-se uma




V4.1.2-4 PREPARAGAQ DO MATERIAL PARA ANALISE MICROSCOPICA

gota dos reativos sobre uma lamina com uma secgéo
da amostra.
— Amido: adicionar uma gota de Reativo de Lugol
SR - 0 amido adquire coloragio azul ou azul-
-violeta.

— Carbonato de cdlcio: adicionar icido acético
6% (p/V) ou dcido clorfdrico 7% (p/V) - cristais
ou depdsitos de carbonato de cdlcio se dissol-
vem lentamente com produgio de efervescéncia.

— Hidroxiantraquinonas: adicionar uma gota de
hidréxido de potdssio a 5% (p/V) — as células
que contém 1,8-diidroxiantraquinonas coram
de vermelho.

— Inulina: adicionar 1 gota de 1-naftol e 4cido
sulfiirico — esferocristais de inulina coram de
roxo-avermelhado e dissolvem.

— Lignina: adicionar uma gota de floroglucina
SR, aquecer rapidamente a 1amina, adicionar,
entdo, uma gota de 4cido cloridrico 25% (p/V)
- a lignina cora de vermelho.

~ Lipidios: adicionar Sudan 11T ou IV por 10 mi-
nutos, lavar rapidamente com etanol 70% -
lipidios, cutina e suberina coram-se de laranja-
avermelhado.

— Mucilagens: adicionar 1 gota de tinta nanguim
sobre amostra seca — a mucilagem aparece
como fragmentos esféricos dilatados ¢ trans-
parentes sobre um fundo negro. A caracteriza-
¢io também pode ser realizada pela adi¢do de
1 gota de tionina SR & amostra seca, deixando
repousar por quinze minutos, seguida de lava-
gem em etanol 20%. A mucilagem torna-se vio-
leta-avermelhada (lignina e celulose coram-se
de azul ou azul-violeta).

~ Oxalato de cdlcio: cristais de oxalato de cél-
cio sdoinsoltiveis em dcido acético 6% (p/V) e

solitveis em dcido cloridrico 7% (p/V), sem pro-
duzir efervescéncia.

Protefnas: adicionar ninidrina a 0,5% (p/V)
em etanol absoluto, e manter a 37 °C por 24
horas. Lavar em etanol absoluto e em &gua
destilada, adicionar Reagente de Schiff SR e
deixar em contato por 10 a 30 minutos. Lavar em
4gua e adicionar bissulfito de sédio a 2% (p/V),
deixar em contato por | a2 minutos. Lavarem
dgua corrente por 10 a 20 minutos, desidratar
e montar a ldmina — as proteinas coram de
vermelho piirpura. Realizar este procedimen-
to somente com material fresco.

Saponinas: adicionar uma gota de dcido sul-
firico — ocorre uma seqiiéncia de cor amarela,
seguida de cor vermelha e, finaimente, cor vio-
leta ou azul-esverdeada.

Taninos: adicionar solugdo a 10% (p/V) de
cloreto férrico € uma pequena quantidade de
carbonato de sédio, deixar em contato por 2 a
3 minutos, lavar com dgua destilada — os tani-
nos coram-se de azul-esverdeado.

Andlise do pé (identificagdo de maréria-prima
comercializada em pg)

Colocar 1 ou 2 gotas de dgua, ou glicerol-etanol
(1:1) ou hidrato de cloral em uma lamina;

Acrescentar umn pouco do pd e misturar com
uma agulha histolégica;

Cobrir com Jaminula e observar ao microscpio;
Outros fluidos podem ser usados com a mes-
matécnica;

Corantes ou reagbes histoquimicas podem ser
utilizados.

X112 REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Solughio de Jeffrey

Preparagdo — Misturar partes iguais de 4cido nitrico a 10% e 4cido cromico a 10%.

Gelatina Glicerinada

Preparagdo —Dissolver 1 g de gelatinaem 100 ml de 4gua aquecida a 30 °C, no méximo; depois de dissolvida toda a
gelatina, acrescentar | ml de solugdo de salicilato de sédio a 2% (p/V) e 15 ml de glicerina; agitar bem e filtrar a mistura

aquecida cm ld de vidro.

Etanol Glicerinado

Preparagdo — Misturar 20ml de glicerina a 80ml de etanol 70%.

Reativo de Lugol SR

Preparagdo - Dissolver 1 g de iodeto de potdssio em 100 m) de dgua acresentar a seguir | g de iodo: agitar, deixarem
repouso por algumas horas ¢ filtrar em 13 de vidro: conservar em frasco imbar.
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XI1.2 REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Floroglucina SR
Preparagdo - Dissolver | g de floroglucinol em etanol 96%, completando até 100 ml.

Sudan III
Preparagiio — Dissolver 0,5 g de Sudam I11em 100 ml de etanol 80%, aquecido a 60 °C, esfriar e filtrar.

Sudan IV
Preparagdo - Dissolver 2 g de Sudam 1V em 100 ml de etanol 92%, aquecido a 60 °C, esfriar, filtrar e adicionar S ml
de glicerina.

Tionina SR
Preparagiio — Adicionar 1 g de tionina a 2,5 g de fenol ¢ completar o volume de 100 ml com dgua.

Reagente dc Schiff

Preparagdo - Dissolver 1 g de fucsina bésicae 1,8 g de metabissulfito de sédio em 100 ml de 4cido cloridricoa 0,15 M;
agitar a solugiio a intervalos, até que fique clara a amarela ou marrorn-clara; adicionar 500 mg de carvio recém-ativado;
agitar por 1 a 2 minutos e filtrar, lavando o residuo com 4gua para restasrar o volume de 100 ml original.

F. BRAS. IV, 2000
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V.4.2 METODOS DE ANALISE DE DROGAS VEGETAIS

V.4.2.1 AMOSTRAGEM

Os procedimentos de amostragem especificados
levam em consideragiio trés aspectos: (a) niimero de
embalagens que contém a droga; (b) grau de divisdo
da droga e (c) quantidade de droga disponivel.

Niimero de embalagens

Examinar a integridade dos recipientes de emba-
lagem e a natureza da droga neles contida. Havendo
homogeneidade, recolher amostras segundo o es-
quema abaixo:

N®de embalagens

N°de embalagens a serem amostradas

1210 la3

10225 3as

25a50 4a6

50a75 6a8

752100 8210

Mais de 100 5% do total de cmbalagens

(10, no minimo)

Grau de divisdo e quantidade de droga

Consistindo a droga de componentes de dimen-
sdes inferiores a I cm ou quando ela se constituir de
material finamente fragmentado ou pulverizado, em-
pregar aparelho de amostragem (tubo provido de
dispositivo de fechamento na base). Recolher amos-
tras de cima para baixo e de baixo para cima (dire¢do
vertical) e lateralmente (diregfio vertical), perfazen-
do amostra de, no minimo, 250 g para até 100 kg de
droga. Havendo mais de 100 kg a amostrar, proceder
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A amostragem seguida de selecdo por quarteamento,
gerando amostra de 250 g no final do processo.

Para drogas com dimensdes superiores a 1 cm,
proceder A amostragem manual. Combinar as amos-
tras retiradas de cada embalagem aberta, tomando a
precaugiio de nio aumentar seu grau de fragmenta-
¢fo durante a manipulagfio. Para quantidades de dro-
ga até 100 kg, a amostra deve constituir-se de, no
minimo, 500 g. Havendo mais de 100 kg de drogaa
amostrar, proceder i amostragem seguida de sele-
¢iio por quarteamento, gerando amostra de 500 g no
final do processo.

Em ambos os casos — drogas com dimensGes
inferiores ou superiores a 1 cm - € permissivel amos-
trar quantidades inferiores as especificadas acima
desde que a quantidade total de droga disponivel
seja inferior a 10 kg. Todavia, a amostra final ndo
deverd ser inferiora 125 g.

Quarteamento

Distribuir a droga sobre drea quadrada, dividida
em quatro partes iguais. Com a mio, distribuir a dro-
ga sobre a drea de modo homogéneo ¢ rejeitar as
porgdes contidas em dois quadrados opostos, em
uma das diagonais do quadrado. Juntar as duas por-
¢Oes restantes e repetir o processo, se necessario.
Havendo diferenga acentuada em dimensdes de frag-
mentos, executar separagiio manual e anotar as por-
centagens aproximadas dos componentes de dife-
rentes graus de divisd3o encontrados na amostra.
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V.4.2.2 DETERMINAGCAO DE MATERIA ESTRANHA

Matéria estranha i droga € classificada em trés
tipos fundamentais: (a) partes do organismo ou or-
ganismos dos quais a droga deriva, excetuados aque-
les incluidos na definigdo e descri¢do da droga, aci-
ma do limite de tolerincia especificado na mono-
grafia; (b) quaisquer organismos, porgdes ou pro-
dutos de organismos além daqueles especificados
na definigiio e descrigio da droga, em sua respecti-
va monografia, e (¢) impurezas de natureza mineral
ou organica, ndo-inerentes & droga.

Procedimento

Determinar a quantidade de amostra a ser subme-
tida ac ensaio com base na seguinte tabela:
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Raizes, rizomas, cascas, planta inteira e
partes aéreas

Folhas, inflorcscéncias, sementes e frutos

Materiais particulados ou fracionados
(de peso médio inferior a 0,5 g por componente) 50g

Pés 25g

500g
250g

Colher, por quarteamento, a quantidade de toma-
da de ensaio especificada, a partir da amostra obtida
segundo o procedimento descrito anteriormente €
espalhi-la em camada fina sobre a superficie plana.
Separar manualmente os materiais estranhos i dro-
ga, inicialmente a olho nu e, em seguida, com auxilio
de lente de aumento (5 a 10 vezes). Pesar o material
separado e determinar sua porcentagem com base
no peso da tomada de ensaio.
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V.4.2.3 DETERMINACAO DE AGUA EM DROGAS VEGETAIS

Trés métodos sdo empregados: gravimétrico
(dessecagiio), azeotrépico (destilagio de tolueno) e
volumétrico (Karl Fischer). O primeiro, tecnicamente
mais simples e rdpido, ndo é aplicivel quando adro-
ga contém substincias voldteis além de dgua. Os
demais requerem equipamentos especiais e com-
preendem técnicas mais complexas.

Preparo da amostra

Reduzir - por corte, granulagdo ou fragmentagio—
drogas nio pulverizadas ou trituradas de forma a limi-
tar adimensfio de seus componentes a, no mdximo,
3 mm de espessura. Sementes e frutos, mesmo de
dimensdes inferiores a 3 mm, devem ser quebrados.
Evitar moinhos de alta velocidade ou outros procedi-
mentos que acarretermn perda de umidade da amostra.

Método gravimétrico

Transferir cercade 2 ga 5 g, ou o especificado na
monografia, exatamente pesados, de amostra prepa-
rada conforme instrugdes anteriores, para pesa-fil-
tro e tarado, previamente dessccado nas mesmas
condigdes a serem adotados para a amostra durante
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30 minutos. Dessecar a amostra utilizando o seguin-
te procedimento:

Colocar o pesa-filtro na estufa, retirar a tampa
deixando-a também na estufa. Dessecar a amostra a
100°C-105 °C durante 5 horas. Resriar i temperatura
ambiente em dessecador. Pesar. Repetir a operagiio.
O ensaio € dado por conclufdo quando duas pesa-
gens sucessivas ndo diferirem entre si por mais de
5 mg. Calcular a porcentagem de dgua em relagiio &
droga seca ao ar, utilizando a equagao

PP 100
P X

a

Emque

P, = peso da amosira:

P, = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da
dessecagio;

P, = peso do pesa-filtro contendo a amostra apis a
dessccago.

Métodos azeotrdpico e volumétrico

Proceder conforme descrito em Determinagéo de
dgua (V.2.20), empregando amostra de droga vege-
tal conforme descritoem V.4.1.
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V.4.2.4 DETERMINAGAO DE CINZAS TOTAIS

As cinzas totais incluem cinzas fisiolégicas e de
materiais estranhos e cinzas nao-fisiolégicas.

Procedimento

Pesar exatamente cerca de 3 g, ou a quantidade
especificada na monografia, da droga pulverizada,
transferir para cadinho (de silicio ou platina) pre-
viamente calcinado, resfriado ¢ pesado. ApGs distri-
buir a amostra uniformemente no cadinho, incineréd-la
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aumentando gradativamente a temperatura, nfo ul-
trapassando 450°C, até que todo o carvio seja elimi-
nado. Resfriar em dessecador e pesar. Nos casos em
que o carvdo ndo puder ser eliminado totalmente,
resfriar o cadinho e umedecer o resfduo com cerca
de 2 ml de 4gua ou solugdo saturada de amdnio.
Evaporar até secura, em banho-maria e, a seguir, so-
bre chapa quente, ¢ incinerar até peso constante,
ndo excedendo 450 °C. Calcular a porcentagem de
cinzas em relagfo & droga seca ao ar.
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V.4.2.5 DETERMINACAO DE CINZAS INSOLUVEIS EM ACIDO

Cinzas insoliveis em dcido compreendem o resi-
duo obtido na fervura de cinzas totais ou sulfatadas
com fcido cloridrico diluido, ap6s filtragem, lava-
gem e incineragfio, O método destina-se i determi-
nagdio de silica e constituintes silicosos da droga.

PROCEDIMENTO

Ferver o residuo obtido na determinagdo de cinzas
totais ou sulfatadas durante S minutos com 25 ml de
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4cido cloridrico 7% (p/V) em cadinho coberto com
vidro de reldgio. Lavar o vidro de rel6gio com 5 ml de
Agua quente, juntando esta dgua ao cadinho. Reco-
lher o residuo insolivel em 4cido sobre papel de filtro
isento de cinza, favando-o com dgua quente até que o
filtrado se mostre neutro. Transferir o papel de filtro
contendo o resfduo para o cadinho original, secar
sobre chapa quente e incinerar a cerca de 500 °C até
peso constante. Calcular a porcentagem de cinzas in-
soldveis em 4cido em relagdo a droga.
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V.4.2.6 DETERMINAGCAO DE OLEOS ESSENCIAIS EM DROGAS VEGETAIS

O teor de 6leos essenciais em drogas vegetais €
determinado pelo processo de destilagiio por arraste
de vapor, com auxilio de equipamento descrito abaixo.

O equipamento (Figura), confeccionado em vidro
resistente, de qualidade apropriada, compreende:

trago de
referéncia
superior

trago de
referéncia
inferior
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1) baliio de fundo redondo, de 500 ml a 1 000 ml
de capacidade, de colo curto, provido de uma junta
24/40, fémea; .

2) condensador, adaptdvel ao balio por meio de
uma junta esmerilhada 24/40, macho, construido em
pega inica de vidro, compreendendo as partes des-
critas a seguir, com as respectivas medidas;

2.1 tubo vertical (AC) de 210 a 260 mm de
comprimento € 13-15 mm de di&metro interno;

22 tubodobrado, com segmentos (CD) e (DE}
medindo 145-155 mm de comprimento cada e diame-
tro interno de 7-78 mm;

23 condensador de bolas, tipo Allihn (FG),
de 145-155 mm de comprimento e difmetro interno
de 15 mm nas bolas e 8-10 mm nos estreitamentos;

24 rolha (junta esmerilhada 14/20) (K’} que
obtura uma safda lateral (K) provida de junta
esmerifhada 14/20 fémea, na extremidade;

2.5 tubo (GH) de 30-40 de comprimento ¢
7-8 mm de didmetro interno, formando as partes
(HK) &ngulo (GHK) de 30° a 40°

26 alargamentoem forma de péra (J)de 5ml
de capacidade;

27 tubo (JL) provido de escala graduada de
110-120 mm, de 3 ml de capacidade e subdivididaem
vigésimos de mililitro;

28 alargamento em forma de bola (L) de apro-
ximadamente 2 ml de capacidade;

29 torneirade 3 viase

2.10 tubode conexdo (BM) de 7-8 mim de diame-
tro, provido de tubo de seguranga. O ponto de insergio
(B)encontra-se a 20-25 mm acima da parte mais alta da
escala graduada,

3) fonte de calor que pode ser aquecedor elétri-
co ou bico de gis dotado de regutagem fina da chama;

4) suporte vertical adequado.

Antes da utilizagiio, o aparelho deve ser limpo
por lavagens repetidas e sucessivas com acetona,
dgua, mistura sulfocrdmica e, novamente, dgua. De-
pois de seco, deve ser montado em local protegido
de correntes de ar. A escala graduada deve ser aferida
€, 5¢ necessério, estabelecer fator de corregiio para
cada aparetho.

Procedimento

Introduzir no balio o volume do liquido indicado
na monografia e fragmentos de porcelana porosa ou
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contas de vidro para regularizar a ebuli¢io. Adaptar
o condensador ao baldo. Retirar a rotha esmerilhada
(K’) e, pela abertura (K), introduzir a 4gua até que
estacomece a escorrer em (B). Com auxilio de pipeta
volumétrica, introduzir xilol, na quantidade prescri-
ta, apoiando-se a ponta da pipeta no fundo da safda
lateral (K). Aquecer o liquido no interior do baldo
até o infcio da ebuli¢fio e destilar narazfiode 2 a 3ml
por minuto, ou conforme prescrito na monografia.
Para determinar a velocidade da destilagdio, escoar
a figua com auxilio de tomneira de trés vias, até que o
menisco esteja no nivel do trago de referéncia inferior
(Figura). Fechar a torneira e cronometrar o tempo ne-
cessdrio para encher o volume compreendido entre
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0s tragos de referéncia inferior e superior (3 ml). Abrir
a tomeira e continuar a destilagfio por 30 minutos.
Desligar o aquecimento, deixar esfriar por 10 minutos
e fazer a leitura do volume de xilol no tubo graduado.

Introduzir no balfio a quantidade de droga prescri-
ta na monografia e destilar por arraste de vapor, como
descrito acima, pelo tempo e na velocidade indicada
na monografia. Terminada a operagio, deixar esfriar
por 10 minutos e ler o volume do dleo essencial reco-
Thido no tubo graduado. Subtrair da leitura o volume
do xilol determinado anteriormente. A diferenga re-
presenta a quantidade de 6leo essencial contida na
amostra. Calcular o resultado em mililitros de 6leo es-
sencial por 100 g da droga.
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V.4.2.7 DETERMINACAO DE OLEOS FIXOS

A determinagiio de 6leos fixos baseia-se na sua
extragdo por solvente que, depois de evaporado,
deixa como residuo o 6leo cuja quantidade € deter-
minada por pesagem.

Caso a amostra contenha teor elevado de compo-
nentes hidrossoliveis (carboidratos, uréia, &cido
l4tico, entre outros), cabe pré-tratamento da amostra
a fim de evitar interferéncia na determinagio de maté-
rias graxas. Para tanto, transferir a tomada de ensaio
para funil contendo papel de filtro, lavar com dguae
secar o residuo em estufa a 105 °C durante 2 horas.

Empregar o aparelho de Soxhlet (Figura). O equi-
pamento, confeccionado em vidro resistente, de
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qualidade apropriada, compreende baléo de fundo
redondo (A), com 500 ml a 1060 ml de capacidade,
conectado ao extrator Soxhlet (B) e condensador de
refluxo (C).

Antes da utilizagfio, o aparetho deve ser limpo
por lavagens repetidas e sucessivas com acetona,
4gua, mistura sulfocrémica e, novamente, dgua. De-
pois de seco, deve ser montado em local protegido
de correntes de ar.

Procedimento

Transferir cerca de 10 g, exatamente pesados, de
droga seca, obtida na determinagdo da perda por
dessecagfio (V.2.9) para cartucho de celulose e colocd-
-lo em aparelho extrator de Soxhlet (B), cobrindo-o
com algodio desengordurado. Pesar o baldo (A) lim-
po e seco (contendo fragmentos de porcelana ou con-
tas de vidro) € montd-lo no aparelho sobre banho-
-maria, tomando a precaugfio de assegurar vedagio na
junta esmerilhada do baldo (recomenda-se operagdo
em capela). Transferir para o extrator éter de petréleo
em quantidade suficiente para realizar trés sifonagens
¢ encaixar o condensador de refluxo (C). Proceder &
extragfio sob aquecimento suficiente para manter o
solvente em ebuligiio moderada durante 4 horas.

Concluida a extragdo, aguardar esfriamento, trans-
ferir o contetido do cartucho para almofariz de porcela-
nae juntar quantidade aproximadamente igual de areia
lavada e seca. Pulverizar a droga e transferi-la nova-
mente, nointerior do cartucho, para o extrator. Reiniciar
€ manter a extrago nas condigdes acima, por periodo
adicional de 2 horas. Desligar o baldo do aparelho e
evaporar o solvente (de preferéncia por destilagfio sob
corrente de diéxido de carbono). Transferir o baldo para
estufaa 105 °C, resfriar e pesar. Repetir a operagio até
peso constante ¢ calcular a porcentagem de 6leos fixos
nadroga com base na diferenca entre a massa da toma-
da de ensaio e a do residuo.
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V.4.2.9 DETERMINACAO DO INDICE DE ESPUMA

Pesar exatamente 1 g do material vegetal pulveri-
zado (V.2.11-180 pum) e transferir paraum erlenmeyer
contendo 50 ml de dgua fervente. Manter sob fervura
moderada durante 30 minutos. Resfriar, filtrar para
um baldo volumétrico de 100 ml. Repetir a extragéo
do mesmo material utilizando por¢Ges sucessivas
del10 ml de dgua fervente at€ completar o volume de
100 ml.

Distribuir o decocto obtido em 10 tubos de en-
saio com tampa (16 cm de didgmetro x 16 ¢cm de altura),
em uma série sucessivade 1,2, 3, até 10 ml e ajustar
o volume do liquido em cada tubo a 10 ml com 4gua.
Tampar os tubos e agité-los com movimentos verti-
cais por 15 segundos, com 2 agitagdes por segundo.
Deixar em repouso por 15 minutos e mediraaltura da
espuma.

— Se a altura da espuma de todos os tubos for

inferior a 1 cm, o fndice de espuma é menor do
que 100,
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- Se, em qualquer um dos tubos, a altura da es-
puma medida for 1 cm, a diluigiio do material
vegetal nesse tubo (a) é o indice observado.
Se esse tubo for o primeiro ou segundo na
série, & necessirio fazer uma diluigo interme-
didria, pelo mesmo método descrito anterior-
mente, para obter um resultado mais preciso.

— Seaaltura da espuma for maiordoque | cmem
todos os tubos, o indice de espuma & maior do
que 1000. Nesse caso, a determinagiio precisa
ser feita com uma nova série de dilui¢des do
decocto para se obter um resultado preciso,

O fndice de espuma é calculado, utilizando-se a

equagio
1000
a

IE=
Em que
IE = indice dc espuma;

a = volume (ml)do decocto usado para preparagiio da
diluigiio no tubo onde a espuma foi obscrvada.
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V.4.2.10 DETERMINACAO DE SUBSTANCIAS EXTRAIVEIS POR ALCOOL
(EXTRATO ALCOOGLICO)

Pesar exatamente cerca de 2 g da droga ¢ trans-
ferir a amostra para cartucho do extrator de Soxhlet,
previamente tarado e seco. Introduzir no baldc do
extrator 200 mg de hidréxido de sédio ¢ etanol ab-
soluto em quantidade suficiente. Extrair por 5 ho-
ras, retirar o cartucho com o resfduo e secé-lo em
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estufa a 105 °C por 30 minutos. Pesar o residuo
seco e calcular o teor de substancias extraiveis por
etanol por diferenga entre o peso da amostra e o
peso do residuo seco. Referir o resultado ao peso
da droga seca (Determinagédo de dgua em drogas
vegetais-V.4.2.3),
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V.4.2.11 DETERMINACAO DO iNDICE DE AMARGOR

As propriedades amargas dos materiais vegetais
sio determinadas pela comparagiio da concentra-
¢iio limiar de amargor de um extrato com a de uma
solugdo diluida de cloridrato de quinina. O valor do
indice de amargor € expresso em termos de unida-
des, equivalentes a uma solugdio diluida, 1:2000 (p/V)
de cloridrato de quinina.

Para a extra¢o dos materiais vegetais e para a
lavagem da boca depois de cada gustagdo, deve ser
usada dgua potdvel como veiculo. A dureza dadgua
raramente tem influéncia significativa sobre o
amargor.

A sensibilidade ao amargor pode variar de indivi-
duo para individuo ou, mesmo para um individuo em
situagdes diferentes (fadiga, fumo, ingestdo de ali-
mentos). Portanto, a determinacio da concentragdo
limiar de amargor do material a ser testado com
cloridrato de quinina deve ser feita pela mesma pes-
soa, dentro de um curto espago de tempo. A sensa-
giio de amargor ndo é percebida por toda a superficie
da lingua, mas € restrita as partes superior e laterais
da base da lingua. A pessoa que fard o teste, precisa
de treinamento para determinar a concentragao limiar
da solugio. Primeiramente, é feita a determinagao da

concentragdo limiar do cloridrato de quinina e, em
seguida, a do material a ser testado. Uma pessoa que
ndo percebe a sensagio amarga quando prova uma
solugdio contendo 0,058 mg de cloridrato de quinina
em 10 ml, ndo € indicada para esta determinagdo.

A preparagio da solugio-estoque de material ve-
getal a ser testado (ST) deve ser especificada na
monografia correspondente. Em séries tinicas de tes-
te, a determinagio sempre inicia com a menor con-
centragio (a menos que outra ordem seja especi-
ficada na monografia) para manter a sensibilidade
dos botdes gustativos.

Procedimento

Preparo das soluctes:

— Solugdes estoque e diluida de cloridrato de quini-
na: dissolver 0,1 g de cloridrato de quinina em
quantidade suficiente de dgua potivel para com-
pletar 100 ml. Diluir 3 ml destasolugo para 500 mi
com dgua potdvel. Esta solugiio padrio de
cloridrato de quinina (SQ) contém 0,01 mg/ml. Para
o teste inicial, utilizar 9 tubos de ensaio para a
dilui¢io em série, como indicado na tabela abaixo.

Teste inicial
1 2 3 4 5 6 7 8 9
SQ (ml) 42 |44 |46 48 |50 |52 |54 |56 |58
Agua potdvel (ml) 58 |56 54 52 |50 |48 |46 |44 |42
Cloridrato de quinina (mg/10mly(c) | 0,042 | 0,044 | 0,046 | 0048 | 0,050| 0,052 0,054 | 0,056 | 0,058

- Solugdes estoque ¢ diluida do material vege-
tal; preparar a solugiio como especificado na
monografia (ST); usar 10 tubos de ensaic para

a dilui¢io em série como indicado na tabela
para o segundo teste.

Segundo teste

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ST (b) fmi] 1,00 | 2,00 | 3,00 | 400 | 500 | 600 | 7,00 | 800 | 9,00 | 100
Agua potédvel [ml} 9,00 | 8,00} 7,00 | 600 { 500 | 400 | 300} 200 | 1,00 | -

Mérode

Apds enxaguar a boca com dgua potivel, provar
10 ml da diluigio, girando-a na boca, principalmente
perto da base da lingua por 30 segundos. Sempre
comegar com a solugfio menos concentrada da série,
exceto quando a monografia prescrever diferente-
mente. Se a sensagiio de amargor nio é mais sentida,
remover a solugo e esperar 1 minuto para assegurar
que ndo hd sensibilidade retardada. Enxaguar a boca
com dgua. A préxima diluigdo nio deve ser testada
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até, no minimo, 10 minutos apSs a anterior. A con-
centragdo limiar de amargor € a diluigfio de menor
concentragiio em que o material ainda provoque sen-
sagfio de amargor. Apés a primeira série de testes,
enxaguar bem a boca com 4agua, até que o amargor
nio seja mais percebido e esperar, no minimo, 10
minutos antes de fazer a segunda série de tesies.
Nesta série de testes, para maior rapidez, € acon-
selhavel assegurar que a solug@o no tubo nimero
5 (contendo 5 ml de ST em 10 ml de solugfio) pro-
voque sensacio de amargor. Se percebida, encon-
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trar a concentragdo de amargor do material, pro-
vando as dilui¢es nos tubos de nimeros 1 a 4. Se
4 solugiio no tubo de niimero 5 ndio provocar sen-
sacdo de amargor, encontrar a concentragio limiar
de amargor nos tubos de nidmeros 6 a 10.

Todas as solugles e a dgua devem estar numa
temperatura entre 20 °C e 25 °C.

O indice de amargor é calculado, utilizando-se a
equagio

2000x¢
V= —/——
axb
Emque
= valor de amargor em unidades/g;
quantidade de material em mg/ml de ST;
volume de ST em mi/10 ml da diluigdo da con-
centragio fimiar de amargor,;
¢ = quantidade de cloridrato de quinina em mg/10 ml
da dilvigio da concentragio limiar de amargor.

v
a
b

"
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V.4.2.12 DETERMINACAO DA

A atividade hemolitica de extratos vegetais, ou
de uma preparagdo contendo saponinas, ¢ determi-
nada por comparagdo com a atividade de uma refe-
réncia de saponina com atividade hemolitica de 1000
unidades por grama. Uma suspensdo de eritrécitos
¢ misturada com volumes iguais de uma dilvigioem
série do extrato. A menor concentragiio a provocar
hemélise completa € determinada apds deixar o sis-
tema em repouso por um periodo especifico de tem-
po. Um teste similar € feito simultaneamente com
solugdo de referéncia de saponina,

Procedimento

Para a preparagfio da suspenséo de sangue, colo-
car citrato de s6dio 3,65% (p/V) em um frasco com
tampa até 1/10 de sua capacidade. Agitar para mo-
Thar totalmente as paredes do frasco e adicionar san-
gue bovino fresco, com nova agitagio. O sangue
citratado, assim preparado, pode ser armazenado por
8 dias auma temperaturaentre 2°Ce4 °C.

Em um baldo volumétrico de 50 ml, diluir cuidado-
samente 1 ml de sangue citratado em quantidade
suficiente de tampdo fosfato pH 7,4, para completar
50 ml. Esta suspensgo de sangue diluida (2%) pode
ser usada durante o tempo em que o lfquido
sobrenadante permanecer limpido e incolor. Deve
ser mantido frio.

Para a solugiio de referéncia, transferir 10 mg de
saponina R exatamente pesados, a um baldo
volumétrico de 100 ml e completar o volume com
tampdo fosfato pH 7,4. Esta solugao deve ser recém-
-preparada. O extrato vegetal e diluigdes devem ser
preparados como especificado na monografia, utili-
zando-se também, solugiio tampio fosfato pH 7,4.

Teste preliminar

Preparar uma diluigio em série do extrato vegetal
com a solugdo tampdo fosfato e suspensiio de san-
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gue (2%), usando 4 tubos de ensaio como mostra a
tabela;

Tubos
1 |2 3 |4
Extrato vegetal [ml] 0,10}0.20 | 0,50 1.00
Tampio fosfato pH 7,4 [ml] | 0,90]0,80 | 0,50] -
Suspensdo de sangue 1,00]1,00| 1,00 1,00
(2%) [ml]

Logo que os tubos forem preparados, inverté-los
cuidadosamente para misturar e evitar a formagio
da espuma. Depois de um intervalo de 30 minutos,
agitar novamente e deixar descansar por 6 horas &
temperatura ambiente. Examinar os tubos € anotar
em qual diluigio ocorreu hemdlise total, o que serd
indicado por uma solug@o limpida, vermelha e sem
depdsito de eritrécitos.

Se a hemolise total for observada no tubo de
niimero 4, usar o extrato vegetal original dire-
tamente para o teste principal.

Se ahemélise total for observadanos tubos 3 e 4,
diluir2 vezes o extrato original com tampio fosfato.

Se a hemélise total for observada nos tubos 2,
3 e 4, preparar uma solugio dilufda 5 vezes,
como descrito acima.

Se, apos 6 horas, todos os tubos contiverem
uma solugdo limpida e vermelha, preparar uma
solugfio diluida 10 vezes e fazer o teste prelimi-
nar, como descrito acima.

Se a hemolise total ndo for observada em ne-
nhum dos tubos, repetir o teste preliminar,
usando um extrato mais concentrado.

Teste principal

Preparar a diluigio em série do extrato vegetal,
diluindo ou niio, como determinado pelo teste preli-
minar, com tampio fosfato pH 7,4 e suspensio de
sangue (2%), usando 13 tubos de ensaio, como mos-
tra a tabela a seguir:

Tubos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13
Extrato vegetal {diluido, | 0,40 [ 0,45 | 0,50 [ 0,55 | 0,60 065] 070] 0,751 0,80 { 0,85 0,90 |0.,95| 1,00
se necessirio) (mg)
Tampiio fosfato (ml) 060055 | 0,50 | 0,45 |0.40 | 035 | 0,30] 0,25} 0,20 | 0,15| 0,10 [0,05| -
Suspensio de sangue 1,004 1,001] 1,00{ 1,00 1,00 1,60 | 1,00} 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00| 1,00
2% (ml)

Fazer as diluigdes e avaliagBes como no teste pre-
liminar, mas observar os resultados apds 24 horas.
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Calcular a quantidade de material vegetal em gramas,
ou proporgio em g/ml que produz hemdlise total (b).




V4.2.12:2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Teste para saponinas A atividade hemolitica € calculada pela equagio

- . o - a
Para eliminar o efeito de variagdes individuais na AH=1000x Y

resisténcia de suspens@o de sangue 2 solugfio de Em que
saponina, preparar uma série de diluigdes de sapo- Ag’o = ‘“{V!d“zc hemoli}if:a;d . .
. . . . = ativ a, em
nina da mesma maneira descrita anteriormente para 1000= atividade hemolitica da saponina, em relagfio
R i ao sangue bovino;
o extrato vegetal. Calcular a quantidade de saponinas a = quantidadcde saponinaem g;

(g) que produz hemdlise total (a). b = quantidadc de material vegetal em g.




DETERMINAGAO DO fNDICE DE INTUMESCENCIA

V4213

V.4.2.13 DEFTERMINACAO DO INDICE DE INTUMESCENCIA

O indice de intumescéncia ou indice de intumesci-
mento é a medida do volume ocupado pelo incha-
mento de | g da droga, pela adigdo de dgua ou outro
agente intumescente, sob condigoes definidas.

Conduzir simultaneamente, no minimo, trés de-
terminag@es. Pesar exatamente 1 g da droga vegetal
pulverizada e colocar em uma proveta de 25 ml com
tampa esmerithada. O comprimento da parte gradua-
da deve ser de, aproximadamente, 125 mm e o didme-
tro interno, préximo a 16 mm, subdividido em 0,2 mi,
marcado de 0a 25 ml, de forma ascendente. Adicio-
nar 25 ml de &gua, ou outro agente definido, e agitar
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a cada 10 minutos, por uma hora. Deixar a mistura
repousar por 3 horas, A temperatura ambiente,
Medir o volume (ml) ocupado pelo material vege-

tal acrescido da mucilagem ou qualquer outro material

aderido. Calcular o valor médio obtido a partir das
virias determinagdes realizadas, utilizando a férmula

IT=V,-V,

Emque
IT = Indice de intumescéncia;

V, = volume final da droga;
V, = volumeinicial.




XI1.3 SOLUCOES VOLUMETRICAS

As solugbes volumétricas (5V) estiio acompanhadas de método de padronizagdo, cmbora possam existir outros que

conduzam ao mesmo grau de exatidlo.

Os valores obtidos na padronizagéio sio vdlidos para todos os usos farmacopéicos.

Os reagentes empregados devem possuir grau quimicamente puro e, quando necessério, ser submetidos 2 dessecaglio.

As solugdes volumétricas sio padronizadas ¢ usadas ao redor de 25 °C. Diante de variagdes significativas de temperatura.
a solugdio volumétrica deve ter titulo confirmado na mesma temperatura ou ser aferida mediante fator de corregdo.

Acido cloridrico M SV

Especificagdo — Contém 85 ml de 4cido clorfdrico em dgua
para 1 000 ml.

Padronizagdo ~ Pesar exatamente cerca de 1,5 g de carbo-
nato de sédio anidro previamente dessecado a 270 °C por |
hora. Adicionar 100 ml de dgua ¢ duas gotas de vermelho de
metila SI. Adicionar o ficido lentamente, a partir de bureta,
até coloragio résea fraca. Aquecer a soluglio até cbuligio,
esfriar e continuar a titulagio. Repetir esta seqtiénciz de
operagdes até que o aquecimento nio afete a coloraglo résea.
Cada ml de dcido cloridrico M equivale a 52,99 mg de carbo-
nato de sédio anidro.

Conservagdo - Recipientes herméticos.

Armazenagem — Proteger do calor.

Acido perclérico 0,1 M em #cido acético

Especificagdo ~ Contém 10,05 g em 4cido acético glacial
para 1 000 mi.

Preparacdo - Dissolver sob agitagio. 8,5 mi de scido
perclérico em 200 a 300 ml de dcido acético glacial. Acres-
centar 20 mi de anidrido acético, diluir a mistura para 1 000 ml
com 4cido acético glacial e deixar em repouso por 24 horas.
Determinar o teor de dgua que deve situar-se entre 0,02% e
0.05%.

Padronizagde — Pesar, exatamente, cerca de 700 mg de
biftalato de poldssio previamente pulverizado ¢ dessecado a
120 °C por 2 horas ¢ dissolver em 50 ml de 4cido acético
glacial. Adicionar 2 gotas de cloreto de melilrosanilinio S1 e
titular com a soluglo de 4cido perclérico até que a coloragio
violeta mude para verde-esmeralda. Cada ml de écido percl6rico
0,1 M equivale a 2042 mg de biftalato de potsssio.

Acido sulfirico M SV

Especificagiio — Contém 98,07 g de 4cido sulfirico em Agua
para | 000 ml.

Preparagdo — Adici sob agitagio, 60 m) de
4cido sulfiirico sobre 200 ml de dgua. Esfriar a temperatura
ambiente, e completar o volume para 1 000 mL.
Padronizacio - Realizar por titulaglio com carbonato de
sédio, conforme descrito para 4cido cloridrico M, pesando
exatamente cerca de 3 g de carbonato de sddio anidro. Cada
ml de dcido sulfiirico M equivale a 105,98 mg de carbonato
de sé6dio anidro.

Bromato de potissio 0,1 M SV

Especificagdo - Contém 16,704 g dc bromato de potéssio
em 4gua para 1 000 ml.

Padronizacdo - Medir exatamente volume em torno de 40
ml da solugiio de bromato dc potdssio. Adicionar 3 g de iodeto
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de potdssio ¢ 3 ml de 4cido clorfdrico SR. Aguardar 5 minutos
e titular o iodo liberedo com tiossulfato de sédio 0,1 M SV,
usando 1 ml de amido SR como indicador. Preparar um bran-
co. Corrigir ¢ calcular a molaridade. Cada ml de bromalo de
potdssio 0,1 M equivale a 6 ml de tiossulfato de sddio 0,1 M.
Conservacdo — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz.

Diclorofenol-indofenol, selug¢io padriio

Preparagdo — Dissolver 0,05 g de 2,6-diclorofenol-indofenol
sédico em 50 ml de dgua com 0,042 g de bicarbonato de
s6dio. Agitar vig Apbs di ¢ pletar com
dgua para 200 m!. Filtrar,

Padronizac@e - Pesar exatamente 50 mg de dcido ascérbico
¢ diluir com dcido metafosférico-acético SR para 50 mi.
Para erlenmeyer de 50 mi, transferir imedigtamente 2 ml da
soluglio de fcido ascérbico e adicionar S ml de fcido
metafosférico-acético SR. Titwlar rapidamente com a solu-
¢io de diclorofenol-indofenol até persistir cor résea por,
pelo menos, 5 segundos. Fazer determinag@io em branco,
titulando 7 mi de dcido metafosf6rico-acético SR, adiciona-
da de quantidade de dgua igual a da solugdio de diclorofenol-
-indofeno! usada na titulagiio do dcido ascérbico. Expressar a
concentragiio da solugiio padriio em termos de seu equivalen-
te em mg de dcido ascérbico.

Conservacdn - Recipientes bem fechados.

Edetato dissédico 0,05 M SV

Sinonimia - EDTA dissédico 0,05 M, etilenodiaminote-
troacetato dissédico 0,05 M.

Especificagdo - Contém 18,6 g de edetato dissédico
diidratado em 4gua para [ 000 ml.

Padrenizacdo - Pesar exatamente cerca de 200 mg de carbo-
nato de cdlcio. Transferir para béquer de 400 ml ¢ adicionar
10 ml de dgua. Agitar e cobrir o béquer com vidro de relSgio.
Adicionar 2 ml de 4cido clorfdrico diluido ¢ agitar até dissolu-
¢do do carbonato de célcio. Lavar as paredes do béquer e o
vidro de rel6gio com figua até cerea de 100 ml. Continuar
agitando magneticamente. Adicionar 30 mi da solugio de
edetato dissédico a partir de bureta de 50,0 ml. Acrescentar
15 ml de hidréxido de s6dio SR ¢ 300 mg de indicador azul de
hidroxinaftol. Continuar a titulagiio com a soluglo de edetato
dissddico até cor azul. Caleular a molaridade.

Conservagdo — Recipicntes bem fechados.

Hidréxido de potissio M SV

Preparagdo — dissolver 60 g de hidréxido de potsssio em
dgua para | 000 ml. Adicionar solugiio sawrada de hidréxido
de birio. recentemente preparada, até que nio se forme mais
precipitado, Agitar ¢ deixar em repouse durante aproxima-
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damente 12 horas. Decantar o lfquido Ifmpido, ou filirar, ¢
transferir para recipientes de material inerte (tipo polietileno).
Padronizagdo ~ Adotar o mesmo procedimento descrito
para o hidréxido de sédio M.

Conservagio - Recipientes bem fechados,. inertes (tipo
polietilena).

Seguranga - Cdustico.

Hidréxido de sédio M SV

Preparagio — Preparar solugiio de hidréxido de sédio 50%
{p/V¥) com dgua isenta de diéxido de carbono, Esfriar a
temperatura e deixar sedi Retirar 82 ml
do sobrenadante ¢ diluir com dgua para 1 000 ml.
Padronizagio - Pesar ex; cerca de 5 g de biftalato
de potdssio dessecado ¢ dissolver em 75 ml de dgua isenta de
diéxido de carbono. Juntar duas gotas de fenolfialcina SI ¢
titular com a soluglo de hidréxido de sédio até formagio
permanente de cor résea. Cada ml de hidréxido de sédio M
equivale a 204,22 mg de biftalato de potissio.
Conservacdo — Recipicntes bem fechados. inertes (tipo
polietileno). Rolhas providas de tubo contendo mistura de
hidroxido de sédio e 6xido de célcio.

Armazenagem - Proteger do didxido de carbono.
Seguranga - Chuslico.
Informacdo adicional -

Conferir o titulo com fregliéncia,

Hidréxido de tetrabutilaménio 0,1 M SV
Especificagdo - Contém 25,95 g em metanol-tolueno para
1 000 mlL

P
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Conservagdo - Recipiente de vidro bem fechado.
Armazenagern — Proteger da loz.

lodo 0,01 M SV
Preparagiio ~ Adicionar 0,3 g dc iodeto de potidssio a 20 ml
de iodo 0,05 M (SV) e completar com dgua para 100 mil.

Metéxido de sédio 0,1 M SV

Especificagdo — Contém 5,402 g em solugho tolueno-
metanol para | 000 mi.

Preparagiio — Esfriar em banho de gelo 150 ml de metanol,
contido em baldo volumétrico de 1 000 ml. Adicionar, em
pequenas porgdes, cerca de 2,5 g de s6dio metdlico recém-
fragr ado, Apés a di do metal, tolueno
até completar 1 000 ml ¢ misturar. Manter ¢sta solugdo em
recnplcn(e a0 abrigo do di6xido de carbono.

Pad) ¢do - Pesar ex cerca de 400 mg de dcido
benzédico, dissolver em 80 ml de dimetilformamida, adicio-
nar 3 gotas de solugio de azul de timol em dimetilformamida
a 1% (p/V) e litular com a solugdo de metéxido de sédio até
o aparecimento de coloragfio azul. Cada ml de metéxido de
s6dio 0,1 M equivale a 12,21 mg de 4cido benzéico.

Nitrato de mercirio (I1) 0,1 M SV
Sinonimig — Nitrato mercirico 0.1 M
Preparacdo - Dissolver cerca de 35 g de nitrato de mer-
ctirio (I1) em 5,0 ml de §cido nitrico ¢ 500 ml de dgua.
Completar com Agua para 1 000 ml.
Padronizagin - A 20 ml da solugTo de nitrato de merciirio (IT),

Preparagdo — Dissolver 40 g de iodeto de tetra-n-t
em 90 mi de metanol anidro, em frasco de erlenmeyer pro-
vido de rolha esmerithada. Colocar em banho de gelo, adicio-
nar 20 g de Sxido de prata pulverizado, tampar o frasco e
agitar vigorosamente por 60 minutos. Retirar alguns milili-
tros ¢ centrifugar. Verificar presenga de iodeto no liquido
sobrenadante. Se o teste € positivo adicionar mais 2 g de
6xido de prata e deixar em repouso por 30 minutos, agitando
ocasionalmente. Filtrar através de funil de placa porosa,
lavar o erlenmeyer € o funil com 3 porgdes de 50 ml de
tolueno ¢ juntar o tolueno de Javagem ao filtrado. Comple-
tar o volume para 1000 ml com a mistura de irés volumes de
tolueno anidro e um volume de metanol anidro. Passar sobre
a solugdo, por 10 minutos, corrente de nitrogénio isenta de
diéxido de carbono. Guardar em recipiente protegido de
diéxido de carbono ¢ umidade. Consumir em 60 dias.
Padronizagdo — Realizar no dia de uso. Dissolver cerca de
400 mg de 4cido benzéico exatamente pesados, em 80 ml
de dimetilformamida. Adicionar 3 gotas de azul de timol a
1% (p/V) em dimetilformamida e titular com a solugio de
hidréxido de tetrabutilaménio 0,1 M até coloragiio azul.
Utilizar burcta provida de tubo de absorgiio de didxido de
carbono. Efetuar enstio em branco. Cada ml de hidroxido
de tetrabutilamdnio 0,1 M equivale & 12,21 mg de 4cido
benzdico,

Todo 0,05 M SV

Preparagao — Dissolver cerca de 13 g de iodo em 100 ml de
iodeto de potdssio 36% (p/V). Acrescentar 3 gotas de dcido
clorfdrico ¢ completar com dgua para 1 000 ml.
Padronizagdn — Pesar exatamente cerca de 80 mg de triéxido
de arsénio. Dissolver em 20 ml de hidréxido de sédio M,
aquecendo s¢ necessdrio. Adicionar 40 mi de dgua, duas gotas
de alaranjado de metila SI e 4cido cloridrico dilufdo alé cor
rosea. Adicionar 50 ml de carbonate de sédio a 4% (p/V) e | ml
de amido S1. Tiwlar com u solugfio de iodo, 1 partir de bureta,
até cor azul permanente. Calcular a molaridade. Cada ml de
iodo 0,05 M equivale a 4,946 mg de triéxide de arsénio.

medidos, adici 2 ml de 4cido nitrico SRe 2
ml de sulfato férrico amoniacal SR. Resfriar a temperatura
inferior a 20 °C e Litular com tiocianato de amdnio 0,1 M até
aparecimento permanente de coloragio marrom. Calcular a
molaridade.
Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Nitrato de prata 0,1 M SV

Preparagio - Dissolver cerca de 17,5 g de nitrato de prata
em figua para | 000 ml.

Padronizagio - Pesar cxatamente cerca de 100 mg de cloreto
de s6dio dessecado a 110 °C por 2 horas. Transferir para
béquer de 150 ml e dissolver em 5 ml de figua. Adicionar S m!
de 4cido acético SR, 50 m! de metano) e trés gotas de eosina
Y SI. Agitar, de preferéncia com agitador magnético, e titu-
far com a solugio de nitrato de prata. Cada ml de nitrato de
prata 0,1 M equivale a 5,844 mg de cloreto de sédio.
Conservagio — Recipientes bem fechados.

Armazenagem — Proteger da luz,

Nitrito de sédio 0,1 M SV

Especificagdo — Contém 6,9 g de nitrito de s6dio em dgua
para | 000 ml.

Prepuragiio — Dissolver 7,5 g de nitrito de s6dio em fgua e
completar o volume a 1 000 ml.

Padronizacio - Pesar exatamente cerca de 500 mg de
sulfanilamida previamente dessecada por 3 horas a 105 °C.
Transferir para béquer, adicionar 20 mt de 4cido cloridrico e
50 mi de dgua. Agitar até€ dissolugo ¢ csfriar a 15 °C. Man-
tendo a temperatura em torno de 15 °C, titular lestamente
com a solugdo de nitrito de sédio. Determinar o ponto final
polenciometricamente ou utilizando amide iodctado SI como
indicador externo, Cada ml de nitrito de s6dio 0,1 M equivale
@ 17,22 mg de sulfanifamida.

Sulfato de zinco 0,1 M SV
Especificagdo — Contém 28,75 g de sulfato de zinco
heptaidratado em Agua para | 000 ml.
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Preparacdo — Dissolver 28,8 g de sulfato de zinco
heptaidratado em figua e completar o volume para 1 000 mi.
Padronizagdo — Pipetar 20 ml de solugiio de edetate dissédico
0.05 M para um frasco de erlenmeyer de 250 ml ¢ adicionar,
nesta ordem, 20 ml de solugio tampio dcido acélico-acetato
de amdnio, 100 ml de dlcool e 2 ml de ditizona SR. Titular
com a soluglo de sulfato de zinco 0,1 M até coloragio rosa
claro. Calcular a molaridade.

Tetrafenilborato de sédio 0,02 M SV

Preparagdo - Dissolver 6,845 g de tetrafenilborato de sédio
em fgua para 1 000 ml.

Padroniza¢do - Pipetar duas porgbes de 75 ml em dois
béqueres. A cada um deles adicionar 1 ml de fcido acético SR,
25 ml de dgua. ¢ lentamente, sob agitaglio, 25 ml de bifulato
de potdssio a 5% {p/V). Deixar em repouso por duas horas.
Filtrar uma das misturas em cadinho filtrante, de vidro
sinterizado (porosidade 100-160 micrémetros) e lavar o
precipitado com fgua fria. Transferir o precipitado para
béquer com o auxilio de 50 ml de figua ¢ agitar. intermitente-
mente, por 30 minutos. Filirar ¢ utilizar o filtrado com
solugio saturada de tetrafenilt o dey io no i
procedimento de padronizagdo. Filtrar a segunda mistura em
cadinho filtrante, de vidro sinterizado, tarado, ¢ lavar com
trés porgdes de 5 ml da solugio saturada de tetrufenilborato
de potdssio. Secar o precipitado a 105 °C durante uma hora.
Cada g de tetrafenilborato de potdssio equivale a 955.1 mg
de tetrafenilborato de sédio. A partir da peso do tetrafenil-
borato de s6dio obtido, calcular a molaridade da solugio.
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Conservagdo — Recipientes bem fechados.
Estabilidade — Usar solugiio recente.

Tiocianato de aménio 0,1 M SV

Preparagéo - Dissolver cerca de 8 g de tiocianato de ambénio
em &gua para 1 000 ml.

Padronizagdo — Misturar exatamente 30 ml de nitrato de
prata 0,1 M com 50 m1 de dgua. 2 ml de dcido nitrico SR € 2 ml
de sulfato fémrico amoniacal SR. Titular com a solugdo de
tiocianato de amdnio até aparecimento da cor castanho-
avermelhada. Cada mi de nitrato de prata 0,1 M equivale a
7.612 mg de tiocianato de aménio.

Conservagdo ~ Recipientes bem-fechados.

Tiossulfato de sédio 0,1 M SV

Preparagio — Dissolver cerca de 25 g de tiossulfato de sédio
pentahidratado ¢ 200 mg de carbonato de sédio em 4gua,
recentemente fervida ¢ resfriada, para | 000 mil,
Padrenizagdo — Pesar exatamente cerca de 2§0 mg de
dicromate de potdssio, pulverizado ¢ dessecado & 120 °C por 4
horas, e dissolver em 100 ml de dgua. Transferir para
crlcnmeyer de + 500 mi provido de tampa e adicionar 3 g de
iodeto de potdssio, 2 g de bicarbonato de sédio e 5 ml de 4cido
clorfdrico SR. Agitar ¢ deixar em repouso por 10 minutos no
escuro. Titular o iodo liberado com a solugfio de tiossulfato de
s6dio até cor verde-amarelida. Adicionar 1 mi de amido Sl e
até d imento da cor azul. Caleu-
lar a molaridade. Cada mi de tiossulfato de sédio 0,1 M SV
equivale a 4.903 mg de dicromato de potdssio.

Conservagdo — Recipientes bem fechados.

Informagdo adicional - Conferir o titulo com freqUéncia.

2 titulaci
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GLICOSE

Dextrosum
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CH,.0O 180,16

6 1276

0627.01-1

HO 198,17

6HI1 62

« -D-glicopiranose

Contém, no minimo, 99% e, no méximo, 101,5%
em relagdo A substincia seca.

DESCRICAQ

Caracteres fisicos. Cristais incolores ou p6 cris-
talino branco, inodoro, de sabor doce.

Solubilidade. Soldvel em uma parte de dguaeem
200 partes de etanol 96%.

Constantes fisico-quimicas

Poder rotatdrio especifico (V.2.8). +52,5°a +53,5°
(ver Identificacdo).

IDENTIFICAGAO

A. Adicionar algumas gotas de solugio 5% da
amostraa 5 ml de solugfio quente de tartarato ciprico
alcalino SR; forma-se precipitado vermelho de éxido
Cuproso.

B. Poder rotatério especifico (V.2.8). Determinar
na substincia previamente dessecada a 105 °C. Pre-
parar solugiode 0,1 g/ml de hidréxido de amdnio 0,012
M, deixar em repouso por 30 minutos e efetuar aleitu-
raem tubo de 10.cm em polarimetro calibradoa 20°C.
A leitura deve estar entre +52,5° € +53,2°a 20°C.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (V.2.17.1), conforme descrito
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na monografia Manitol, utilizando como referéncia
glicose anidra padrio. A mancha principal, obtida
no cromatograma da solugdo (1), € similar, em posi-
¢do, cor e tamanho, & mancha obtida no cromatograma
da solugdo (2).

ENSAIOS DE PUREZA

Cor dasoluggo. Dissolver 12,5 gem dgua suficien-
te para completar 25 ml. Esta solugio ndo deverd ser
mais colorida que solugdo preparada pela mistura de
1 ml de cloreto cobaltoso SR, 3 ml de cloreto férrico
SR e 2 ml de sulfato ciprico SR em dgua suficiente
para 10 ml, diluindo-se, em seguida, 1,5 ml destasolu-
¢do com dgua para obter 25 ml. Fazer a comparagio
sobre fundo branco em tubos de Nessler.

Acidez. Dissotver 5 g da amostra em 50 m! de
dgua isenta de diéxido de carbono, adicionar
fenolftalefna S!e titular com hidréxido de sédio 0,02
M SV até corrésea. Deve ser necessdrio, no maximo,
0,3 ml para neutralizagiio.

Agua (V.2.20.1). 7 2 9,5%, para glicose monoi-
dratada, e, no mdximo, 1% para glicose anidra, De-
terminarem 0,5 g.

Arsénio (V.3.2.5). Determinar em | g de amostra.
Nomiximo 0,0001% (1 ppm).

Cloretos (V.3.2.1). Determinar em 2 g de amostra.
No méximo 0,018% (180 ppm).
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Sulfatos (V.3.2.2). Determinar em 2 g de amostra
em comparagio a 0,5 ml de 4cido sulftirico 0,01 M.
Miiximo 0,025% (250 ppm) .

Metais pesados (V.3.2.3). Proceder a0 ensaio em
solugdo preparada pela dissolugio de 4 gem dguae
completando o volume para 25 ml. Maximo 0,0005%

(Sppm).

Dextrinas e agiicares menos soliiveis. Dissolver
1 g de amostra pulverizada sob aquecimento e agita-
¢fo em 30 ml de etanol 90% em baldo dotado de
coluna de refluxo. A solugio deve permanecer
limpida depois de esfriar.

Amido solivel e sulfitos. Dissolver 1 gem 10 mi
de 4gua e adicionar uma gota de iodo 0,1 M SV, A
solugfio cora-se de amarelo, ndo devendo aparecer
cor azul.

TESTE DE SEGURANGA BIOLOGICA
Contagem Microbiana (V.5.1.6). Cumpre o teste.

Pesquisa e Identificacfio de Patégenas (V.5.1.7).
Cumpre o teste.

Pirogénios (V.5.1.2). A glicose para preparagio
de solugGes parenterais de grande volume deve
ser testada quanto & auséncia de pirogénios. Inje-

GLICOSE

tar 10 ml/kg de uma solugio em dgua para injegio
contendo 50 mg/mt de glicose.

DOSEAMENTO

Pesar exatamente cercade 0,1 g e dissolver em
50 ml de 4gua, em frasco provido de tampa
esmerilhada. Adicionar 25 m! de iodo 0,05M SV e
10 ml de carbonato de sédio SR. Homogeneizar ¢
deixar em repouso por 20 minutos protegidos da
luz. Adicionar 15 ml de dcido cloridrico diluido SR e
titular o excesso de iodo com tiossutfato de sédio
0,1 M 8V, usando amido SI como indicador. Efetu-
ar ensaio em branco. Cada m! da solugdo de iodo
0,05 M SV consumido corresponde a 9,008 mg de
CH,,0,e29,008 mgde CH, O_H,0.

612 6 1276

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados, protegidos da luz,
atemperatura ambiente.

ROTULAGEM

Observar a legislagio vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Adogante, energético, excipiente.
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CLORIDRATO DE PILOCARPINA SOLUCAO OFTALMICA

Cloridrato de pilocarpina solug#o oftdlmica € so-
lugfio aquosa, estéril e tamponada. Contém, no mini-
mo, 90,0% e, no maximo, 110,0% do valor declarado
de CH,gN,0,.HCI. Cloridrato de pilocarpina solu-
¢do oftilmica pode conter substincias antimicro-
bianas adequadas e aditivos destinados a aumentar
sua viscosidade.

IDENTIFICACAO

O tempo de retengfio do pico obtido com a solu-
¢do amostra corresponde ao pico principal obtido
com a solugiio padrio, conforme descrito em
Doseamento.

ENSAIOS DE PUREZA

pH(V2.19).3,5a5.5.

TESTES DE SEGURANGA BIOLOGICA

Esterilidade (V.5.1.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia li-
quida de alia eficiéncia (V.2.17.4), utilizando
cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a
220 nm; colunade 250 mm de comprimentoe 4,6 mm
de diimetro interno, empacotada com silica (5 um ou
10 pmy), fase mével constituida de 300 ml de solugio
de hidréxido-dlcoo! isopropilico (V/V) e 700 ml de

F. BRAS. IV, 2000

n-hexano, filtrada através de filtro 0,5 pm antes do
uso. Fluxo de 2 ml/minuto.

Solugao amostra: transferir, aproximadamente, 80
mg de cloridrato de pilocarpina solugio oftdlmica,
para baldo volumétrico de 50 ml e completar o volu-
me com metanol.

Solugdo padrdo: dissolver padrio de cloridrato
de pilocarpina em dgua, de modo a obter solugio
contendo, aproximadamente, 1,6 mg/ml.

Procedimento: injetar separadamente 10 pl das
solugbes amostra e padrio, registrar os cromato-
gramas e medir as 4reas dos picos principais. O tempo
de retengio para cloridrato de pilocarpina estd em
torno de 16 minutos. Calcular a quantidade, em mg, de
C, H;4N,0,.HClem cada ml da amostra pela expres-
sfio: 50(C/V) (Ra/Rp), em que C € a concentragio, em
mg/ml, da solugio padriio de cloridrato de pilocarpina;
V ¢ o volume, em ml, da soluciio oftdlmicae Rae Rp
sdo as respostas dos picos obtidos com as solugbes
amostra e padriio, respectivamente.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes perfeitamente fechados, protegi-
dos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagiio vigente.
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