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MISTURAS DE PLASMA HUMANO EXCEDENTE TRATADO POR
INATIVACAO VIRAL

Plasma humanum collectum excederem deinde conditum ad viros exstinguendos

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

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

A mistura de plasma ¢ examinada a partir de métodos de sensibilidade e especificidade apropriados,
quanto a presen¢a do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), de anticorpos contra o
virus da hepatite C e de anticorpos contra o0 HIV. Nesses ensaios, a mistura do plasma deve fornecer
resultados negativos.

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

A mistura de plasma também deve ser submetida a pesquisa do DNA do virus B19, conforme descrito
em Técnicas de amplifica¢do de dcidos nucleicos (5.5.1.10), devidamente validada. O pool deve
conter, no maximo, 10 UI/uL. O ensaio inclui um controle positivo com 10 UI de DNA por microlitro
do virus B19 e, para identificar a presenca eventual de inibidores, um padrao interno preparado por
adicao de um marcador apropriado a amostra da mistura de plasma. O ensaio sé € valido se o padrao
positivo for reativo ou se o resultado obtido com o padrao interno nao indicar a presenca de inibidores.

O método de preparagdo ¢ realizado de modo a evitar a ativagdo de qualquer fator de coagulacao e,
assim, limitar o seu potencial de acdo trombogénico. Compreende uma ou varias etapas para as quais
se tenha demonstrado a eliminag@o ou inativagdo de agentes infecciosos conhecidos. No caso de
serem utilizadas substancias para inativagdo viral durante a producdo, o processo de purificagao
subsequente deve ser validado, de modo a demonstrar que a concentracao destas substancias se
encontra em um nivel apropriado e que os eventuais residuos ndo comprometem a inocuidade da
preparagao.

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

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

IDENTIFICACAO

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

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

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

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

CARACTERISTICAS

Aspecto. Apos o seu descongelamento, a preparacdo apresenta-se como liquido limpido ou
ligeiramente opalescente, isenta de particulas solidas e gelatinosas. A preparagdo liofilizada
apresenta-se como po branco ou amarelo claro ou so6lido fridvel.

pH (5.2.19). 6,5 2 7,6.

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

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir: Determinacdo da dgua pelo método semimicro
(5.2.20.3), Determinacgdo da perda por dessecagdo (5.2.9.1) ou por Espectrofotometria de absor¢do
no infravermelho (5.2.14). O teor estd compreendido dentro dos limites aprovados pelas autoridades
competentes.

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

Fase movel: solucao de acido sulfurico a 0,051% (p/v).

Solu¢do amostra: diluir a amostra com um volume igual de uma solugdo de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v). Filtrar em filtro de porosidade 0,45 um.

Solugdo padrao: dissolver 0,3 g de citrato de sddio em 4gua e diluir a 100 mL com o mesmo solvente.
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Procedimento: injetar, separadamente, 10 pL. da Solu¢do padrdo e da Solugdo amostra. O tempo de
retengdo do citrato ¢ cerca de 10 minutos. Tempo de equilibrio da coluna: 15 minutos.

Calcio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de absor¢do atomica (5.2.13.1). Determinar
no comprimento de onda de 622 nm. No maximo, 5 mmol/L.

Potassio. Proceder conforme descrito em Espectrometria de emissdo atomica (5.2.13.2). Determinar
no comprimento de onda de 766,5 nm. No maximo, 5 mmol/L.

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

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

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

DOSEAMENTO

Anticorpos contra eritrocitos irregulares.

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

Anticorpos contra o virus da hepatite A.

No minimo 2 Ul/mL, determinado de acordo com Método Imunoquimico (5.6) apropriado. O padrao
de imunoglobulina humana da hepatite A ¢ adequado para uso como uma preparagao de referéncia.

Hemaglutininas anti-A e anti-B.

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

Fatores de coagulacio ativados.

Proceder conforme descrito em Determinagdo de fatores da coagulagdo ativados (5.5.1.8). Realizar
o ensaio com 0,1 mL da amostra em vez de dilui¢des a 1/10 e 1/100. O tempo de coagula¢do no tubo
que contém a amostra ¢, no minimo, 150 segundos. Cumpre o teste.

Fator V.

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

Fator VIII.

Proceder conforme descrito em Determinagdo do fator VIII de coagula¢do humana liofilizado
(5.5.1.7) utilizando um plasma padrao calibrado em relagdo ao padrao internacional do fator VIII da
coagulagdo sanguinea humana. A atividade determinada nao ¢ inferior a 0,5 UI/mL. O intervalo de
confianca (P = 0,95) da atividade determinada ¢, no minimo, 80% e, no maximo, 120%.

Proteinas totais.

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

ROTULAGEM

O rétulo deve indicar o grupo sanguineo ABO e Rh(Du) e o método utilizado para a inativagao viral.
Observar a legislacao vigente.



