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RESUMO: A necessidade de alternativas ao uso de animais no teste de pirogénio foi guiada
pelo principio dos 3R’s, culminando no desenvolvimento e aceitagdo pela Farmacopeia
Europeia do método alternativo in vitro, o Teste de Ativacdo de Mondcitos (Monocyte
Activation Test - MAT, 2.6.30/ 2010). O MAT utiliza como matriz, fontes de mondcitos
humanos (sangue total, PBMC, linhagens celulares), respeitando o conceito dos 3R’s e
excluindo riscos inerentes a extrapolagdo interespécies. E um método promissor e eficiente,
gue detecta um amplo espectro de pirogénios e supri limitagbes dos testes atuais
preconizados pelas farmacopeias, o teste in vitro de Endotoxina Bacteriana e o Teste de
Pirogénio em Coelhos. Apesar das vantagens abordadas, alguns obstaculos técnico-
cientificos e regulatérios devem ser transpostos para a implantagéo efetiva do MAT na rotina
industrial, em especial de produtos biolégicos.

Palavras-chave: métodos alternativos, pirogénio, Teste de Ativacdo de Mondcitos,
produtos bioldgicos, 3R’s

ABSTRACT: The need for alternatives to animal use was guided by the 3R’s principle and
culminated in the development and acceptance by European Pharmacopoeia of the in vitro
alternative method, the Monocyte Activation Test (MAT, 2.6.30/ 2010). MAT uses as matrix
human monocytes sources (whole blood, PBMC, or cell lines) respecting the concept of the
3R’s and excluding inherent risks to inter-species extrapolation. This is a promising and
efficient method, which detects broad spectrum of pyrogens and cover limitations of current
recommended pharmacopoeial in vitro test the (Bacterial Endotoxin) and the Rabbit Pyrogen
Test. Despite the advantages addressed to MAT, some technical-scientifics and regulatories
roadblocks may be transposed to its effective implementation in the industrial routine,
especially for biological products.
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HISTORICO

Pirogénios séo, por definicdo, substancias
indutoras da febre provenientes de
bactérias, virus ou fungos. Estas substancias
sd0 potenciais causadoras de reacOes
inflamatérias sistémicas e locais, com graus de
intensidade que variam desde aumento da
temperatura a morte (Dinarello et al., 2004).

A importancia da detecgdo dos pirogénios
na indastria farmacéutica se destaca na
possivel contaminagéo de parenterais, sendo o
teste de pirogénio uma exigéncia desde o
surgimento do das solucdes parentais de
grande volume nos anos 1930. Isso chamou a
atencdo para a necessidade de um teste oficial,
gue foi reforcada pela forte demanda destes
produtos na Il Guerra Mundial. Um estudo
conjunto foi iniciado para desenvolver o Teste
de Pirogénio em Coelhos (Rabbit Pyrogen Test
- RPT) (Welsh et al., 1943; McClosky et al.,
1943, Willams, 2007), o que conduziu a
incorporagdo deste ensaio em parenterais em
diversas farmacopeias como: Farmacopeia
Americana - USP (1942); Farmacopeia
Europeia - FE (1971) e Farmacopeia Brasileira
- FB (1976), sendo uma obrigatoriedade antes
da liberagédo de cada lote.

Varias limitacdes do teste com animais,
tais como, questbes éticas, manejo dos
animais e variabilidade bioldgica estimularam o
desenvolvimento de métodos alternativos.
Levin e Bang (1964) demonstraram que a
hemolinfa do caranguejo-ferradura, Limulus
polyphemus, coagula quando em contato com
a endotoxina, sendo este o principio do teste
de Limulus Amoebocyte Lysate (LAL), que é
utilizado para detectar a contaminacao por
endotoxina (lipopolissacarideos, LPS de
origem Gram-negativas) em algumas drogas
parenterais. Entretanto, o LAL ou teste de
endotoxina bacteriana ndo é capaz de
substituir por completo o RPT, uma vez que
por definicdo, ele € um teste de deteccdo de
endotoxina, e ndo um teste de pirogénio,
pois falha em reconhecer outras classes de
pirogénios como Gram-positivas, fungos,
virus e toxoides (Poole e Gaines Das, 2001).

Assim, o debate sobre a possibilidade
de desenvolver cientificamente alternativas
validas aos experimentos em animais
(principalmente os sencientes) e com a
capacidade de deteccdo de um amplo
espectro de pirogénios vem ganhando
destaque. A partir desta proposta, uma nova

geracdo de métodos alternativos, tem sido
desenvolvida com o objetivo de melhor
esclarecer os mecanismos dos processos
de salde humana e diminuir os impactos
ambientais pela reducdo, substituicdo ou
refinamento na experimentacdo animal
(Russel e Burch, 1959). Os principios dos
3R’s preconizam os conceitos da (i.)
substituicdo da experimentacao animal pelos
ensaios in vitro utilizando associacdo de
células animais e culturas de tecido,
métodos fisico-quimicos e ensaios in silicio
utilizando a bioinformética, da (ii.) reducéo
que tem como objetivo diminuir o namero
de animais (iii.) refinamento que visa utilizar
0os avancos tecnolégicos direcionados
para endpoints humanos, trazendo maior
relevancia para os resultados, além da
preocupacgdo com o bem-estar animal. Assim,
o desenvolvimento e implementacdo dos
métodos alternativos requer estratégias
integradas através da cadeia de pesquisa
fundamental e aplicada, além da aprovagéo
regulatéria (Cazarin et al., 2004).

O potencial alvo para a substituicdo de
animais por métodos alternativos séo
os testes de seguranca e eficacia em
escala industrial exigidos pelas agéncias
regulatorias. Muitos sistemas de aceitagédo
internacional sdo baseados no sistema de
experimentagdo animal e cada vez mais
ganha aceitacdo para inovacdes alternativas
(Ashton et al.,, 2014). Especificamente
com relacdo ao ensaio de pirogénio, as
multiplas limitag6es de métodos existentes e
0 acumulo de conhecimento cientifico no
campo da imunologia contribuiram para
o desenvolvimento de um método alternativo
baseado no mecanismo de reagdo da febre
no mamifero, o Teste de Ativagdo de
Mondcitos (Monocyte -Activation Test -
MAT) (Gaines Das et al., 2004).

Apesar das vantagens decisivas
do MAT, tais como aplicagdo in vitro, alta
sensibilidade e reconhecimento de um amplo
espectro de pirogénios que levaram a
sua aceitacdo como terceiro método para o
teste de pirogénio pela FE (Monocyte
Activation Test, 2.6.30, 2010), algumas
dificuldades relacionadas a aplicacdo do MAT
ainda devem ser superadas, tais como,
obtencdo e qualificacdo das matrizes
celulares, necessidade de validagcdo por
produto e maior robustez cientifica, conforme
argumentado pelo Comité Organizador
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Interagéncias para Validacdo de Métodos
Alternativos (ICCVAM). Assim, esta revisdo
aborda o potencial do MAT como teste de
pirogénio alternativo ao uso de animais no
controle da qualidade de produtos biol6gicos
e alguns desafios técnico-cientificos e
regulatérios, que devem ser transpostos para
a efetiva incorporagdo as principais
farmacopeias internacionais e nacional e sua
aplicacdo em escala industrial.

ESTADO ATUAL DE ACEITACAO
REGULATORIA

O RPT e o LAL séo aplicados no controle
da qualidade de medicamentos parenterais e
dispositivos médicos por mais de 60 e 30 anos,
respectivamente. Hoje em dia, uma crescente
necessidade de novos meétodos alternativos é
explicada pelas vérias limitagdes dos métodos
em vigéncia e a tendéncia mundial a
substituicdo do uso de animais.

A avaliacdo da confiabilidade e da
relevancia de alguns métodos alternativos de
deteccédo de pirogénios foi desenvolvida pelo
Centro Europeu de Validacdo de Métodos
Alternativos (ECVAM) e possui aceitagdo
internacional (Hoffmann, 2005). Como o MAT
tem provado ser uma alternativa adequada
aos testes de pirogénios, varios grupos
cientificos concentraram na validacéo formal
desta metodologia, seguindo as orientacdes
fornecidas pelo ECVAM (Hoffmann et al.,
2005; Schindler et al., 2006).

Entretanto, os estudos de validacdo tém
sido criticados especialmente por utilizarem
exclusivamente a endotoxina (LPS) como
estimulo pirogénico padrao (Spreitzer et al.,
2007), mesmo tendo uma abundancia de
dados cientificos sobre a reatividade de
mondcitos humanos frente ao &cido lipoteicoico
(LTA) altamente purificada (Hermann et al.,
2001; Opitz et al.,, 2001) e outros pirdgenios
ndo-endotoxinas (Hasiwa et al, 2013). A
problematica na validacdo com pirogénios nao-
endotoxinas pode estar relacionada a pouca
disponibilidade comercial de um padréo néo-
endotoxina internacional devido a baixa
qualidade e disponibilidade destas moléculas
purificadas (Spreitzer et al., 2007).

Atualmente estdo validados 5 testes
alternativos in vitro para deteccdo de
pirogénios baseados no principio do MAT™.
Conforme parecer técnico emitido pelo
ICCVAM, para o0 uso destas técnicas cada
produto deve ser validado especificamente,

sendo necessaria a equivaléncia ao teste
in vivo (Poole et al, 1998, ICCVAM,
2008). Assim, o ICCVAM e o FDA (U.S. Food
and Drug Administration) aprovaram a
utilizacdo desse método in vitro para cloreto
de soédio 0,9%, glicose 5%, etanol 13%,
ocitocina, metoclopramida, ampicilina, maleato
de dimetindeno, ranitidina e tartarato de
metoprolol, sendo necessaria uma andlise
caso-a-caso para a deteccdo de endotoxina
de solucdes parenterais (ICCVAM, 2008,
2009; FDA, 2009). Até o momento, outras
farmacopeias nao incorporaram o0 MAT,
apesar de um parecer do esforco para
aceitacao deste teste em paises como Brasil e
Cuba (Hartung, 2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) tem adotado
medidas de incentivo e desenvolvimento de
métodos alternativos, como o apoio a criacao
do Centro Brasileiro de Validagdo de Métodos
Alternativos - BraCVAM, ligado ao Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS)/Fiocruz, e sua efetiva participacdo na
Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA), do governo federal. Criado em
2012, o BraCVAM organiza a expertise e a
demanda nacional por métodos alternativos
em pesquisas cientificas, junto com o
Conselho Nacional de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e a RENAMA (Presgrave et al.,
2014). Recentemente, 0 CONCEA reconheceu
17 métodos alternativos ao uso de animais em
atividade de pesquisa (Brasil, 2014) ficando
estabelecido “o prazo de até 05 (cinco) anos
como limite para a substituicdo obrigatéria do
método original pelo método alternativo”.

VANTAGENS DO MAT
METODO ALTERNATIVO

O RPT tem sido tradicionalmente
recomendado pelas farmacopeias para
avaliar contaminantes  pirogénicos em
parenterais, dispositivos médicos e produtos
bioldgicos (Welch et al., 1943, Du et al., 2011).
Entretanto, dentre os fatores limitantes deste
teste estdo 0 manejo dos animais, a
confiabilidade dos ensaios (resultados falso-
positivo ou falso-negativos) (Grant, 1950,
Hartung, 2015), o fato de n&o ser quantitativo
(teste limite), ndo utilizar controle positivo,
ndo possuir diferencial de sensibilidade
aos pirogénios devido a extrapolacédo
interespécies  (coelho/homem) (ICCVAM,
2008), restritiva aplicabilidade a uma gama

COMO
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de produtos farmacéuticos modernos
(radiofarmacos, analgésicos, biofarmacos,
drogas imunomodulatérias e drogas contra
cancer) que ndo podem ser testados em
coelhos devido aos efeitos interferentes
(Hartung et al.,, 2001; Hartung, 2015) por
influenciarem na regulacéo da temperatura ou
por causarem reacdes. Além disso, o RPT ndo
pode ser utilizado para testes de preparacdes
celulares (Hartung et al., 2001) (Tabela 1).
Outro teste para detectar a pirogenicidade
- 0 LAL, utliza a hemolinfa do crustaceo
Limulus polyphemus para detectar LPS, desde
gue este se encontre disponivel na forma livre.
A incapacidade de detectar outras diferentes
fontes potenciais de pirogénios (bactérias
Gram-positiva, fungos e virus), ndo menos
prejudiciais a saude humana, ndo o torna um
completo substitutivo do RPT. Visto que o teste
€ baseado no sistema de defesa do artrépode,
ndo prové resultados tao relevantes aos
humanos quanto o MAT. Apesar de atualmente
0 LAL ser responsavel por mais de 90% dos
testes de pirogénio?, ainda sim, algumas
classes de produtos ndo sdo compativeis com
0 método como, medicamentos que interferem
com o sistema de coagulacdo do artrépode

mascarando a detecc¢éo do LPS na amostra ou
aqueles que apresentam caracteristicas
organolépticas que ndo sdo compativeis com o
sistema de leitura do teste (Tabela 1).

Assim, o MAT foi desenvolvido para
contornar as limitacbes dos ensaios com
animais no RPT e aumentar a margem de
seguranca apresentada pela utilizacdo do
teste  LAL no controle de parenterais,
ampliando o espectro de deteccdo de
moléculas com potencial pirogénico. Fazendo
um paralelo com o primeiro ensaio in vitro
desenvolvido para a deteccdo de LPS, o LAL
(in vitro de primeira geracdo), o MAT é um
método alternativo in vitro de segunda geragéo
devido ao seu refinamento metodoldgico, por
diferir na origem da matriz que responde a um
potencial pirogénico (células humanas), fazer
uso de controles positivos e negativos,
detectar uma maior variedade de pirogénios
ndo-LPS e conferir aplicabilidade a maior
gama de produtos (Hartung, 2015). A nova
abordagem pela utiliza¢céo de material humano
contribui para uma maior confiabilidade da
resposta in vitro do MAT por ser uma
metodologia baseada na resposta imune aos
pirogénios  correspondendo a condig¢éo

Tabela 1- Comparacéo entre métodos de deteccéo de pirogénios.

Teste de
pirogenicidade

In vivo

12 geragdo in vitro

22 geracdo in vitro

Teste de Pirogénio em coelhos (RPT)

Lisado de Amebécitos de Limulus (LAL)

Teste de ativagdo de monécitos (MAT)

Sistema teste

Principio do
teste

Especificidade

Limite de
deteccéo

Tipo do teste

- Coelhos

- Febre animal

-Todos os pirogénios

-5 UE/mL

-Teste limite

- Hemolinfa de caranguejo-ferradura

- Defesa do artrépode

- Endotoxina

- 0,03-0,005 UE/mL

- Teste limite/quantitativo

- Células monociticas humanas

- Febre humana

- Todos os pirogénios

- 0,03 UE/mL

- Teste limite/quantitativo

- Produtos farmacéuticos

- Produtos biolégicos (limitado)
- Dispositivos médicos (extrato)

- Reducéo do prazo de andlises

- Detecta somente endotoxinas

- N&o detecta endotoxinas ligadas

- Produtos biolégicos

- Dispositivos médicos (extrato/diluigéo)
- Produtos derivados do sangue

- Ar e poeira

- Detecta todos os pirogénios

- Répido

- Facil execugdo

- Reducéo do prazo de andlises
- Aplicavel a todos os produtos

- Necessidade de validagdo para produtos
ndo contemplados na validagdo do método.
- Qualificacéo das matrizes celulares

produtos

- Aceitagdo na FE e FDA

Aplicacdes - Produtos farmacéuticos - Produtos farmacéuticos
- Produtos biolégicos
- Dispositivos médicos (extrato)
- Ar e poeira (limitado)
Vantagens - Detecta todos os pirogénios - Répido
- Padréo ouro dos ensaios de - Facil execugdo
pirogénios
Desvantagens - Variabilidade biol6gica
- N&o aplicavel a todos os produtos - N&o aplicavel a todos os
- Alto custo de manutencéo dos
animais - Questdes éticas
- Questdes éticas
Aceitacé@o - Principais farmacopeias (FB, USP, - Principais farmacopeias
regulatéria FE, JP, IP, BP) (FB, USP, FE, JP, IP, BP)
Custo* - $475-$990 - $85-$160

- $83-$100 (baseado no kit comercial
Endosafe-IPT, podendo ser mais barato
sem utilizagdo do kit)

EU: unidades de endotoxina, FB: Farmacopeia Brasileira, USP: Farmacopeia dos Estados Unidos, FE: Farmacopeia Europeia, JP: Farmacopeia
Japonesa, IP: Farmacopeia Indiana, BP: Farmacopeia Britanica, FDA: FoodandDrugAdministration.

* Dados retirados do Costs of Animal and Non-Animal Testing Humane Society International

** Adotado e modificado de Melandriet al. 2010.
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humana, excluindo os riscos inerentes a
extrapolacéo interespécies presentes no LAL e
RPT (Tabela 1).

Em uma comparacao direta com o RPT
(Tabela 1), o MAT apresenta reducao
de custos, tempo de processamento e
fornece 0 mesmo nivel de seguranca para
0s produtos. No que diz respeito a
sensibilidade, o MAT é superior ao RPT,
além de ser uma avaliacdo quantitativa de
pirogénios, facilitando a determinacao exata
do teor de pirogénio numa amostra. Como
0 MAT detecta outros pirogénios nao
endotoxina, os resultados sdo apresentados
como unidades equivalentes de endotoxina
por mL (UEE/mL) (Montag et al., 2007). A
gquantidade de pirogénio é relacionada com
o nivel de liberagdo da citocina que é
calculado a partir dos valores de densidade
Optica medidos pelo ensaio de ELISA e
referindo-se a concentragbes de um padréo
internacional de endotoxina. O MAT ainda
permite uma diferenciagdo entre os efeitos
de fatores de pirogénios e de interferéncia,
visto que determinados produtos podem
induzir o aumento ou inibicdo sobre a
liberacdo de citocinas e outros mediadores
da resposta pirogénica, 0 que nao é
distinguivel nos ensaios RPT e LAL (Yum et
al., 2010; Ishiguro et al., 2007; Brent, 2001).

Tabela 2- Variantes dos sistemas do ensaio MAT.

A técnica do MAT apresenta outras
vantagens frente ao LAL e RPT que é a maior
abrangéncia de classes de produtos passiveis
de andlise, tais como biofarmacos, soros
hiperimunes, vacinas e contaminagdo do ar
(Kindinger et al., 2005). Além disso, existe a
possibilidade de adaptacbes no ensaio
convencional (Whole Blood Test, WBT) que
permitem avaliar superficies e drogas que
interfiram com o teste. Assim, foi desenvolvido
o teste AWIPT (Absorb and Wash In vitro
Pyrogen Test) que é uma adaptacéo que traz
maior sensibilidade e menor interferéncia com
relacdo aos outros testes de avaliacdo de
pirogénio e o MAT convencional, pois as
endotoxinas sdo extraidas com esferas
ligadoras de endotoxina, que apds lavagens
retram os materiais interferentes do WBT.
Esta modificacdo faz com que o MAT possa
ser utilizado em superficies sdlidas como
os dispositivos médicos e com drogas
imunomodulatérias e téxicas (Daneshian et
al., 2006). E 6bvio que as modificacbes da
configuracdo e leitura do MAT permitirdo
ampliar a sua utilizacdo para quantificar
e diferenciar a atividade de numerosas
substancias imuno-reguladoras que afetam a
infecgdo e inflamacéo.

Testes Sistemas

Leitura Fonte

WBT/IL-18* Sangue Total Humano

Cryo WBT/IL-1B * Sangue Total Humano Criopreservado

WBT/IL-6*
Sangue Total Humano
PBMC/IL-6* Células Mononucleares do Sangue
Periférico
MM6/IL-6* Linhagem Celular Monocitica
Monomac-6 (MONOMAC-6)
THP-1/TNF-a Linhagem celular THP-1

THP-1/neopterin Linhagem celular THP-1

Linhagem Celular Monocitica

MM6/TNF-a

MONOMAC-6
PBMC/IL-1B Células Mononucleares do Sangue

Periférico

bWBT/PGE: Sangue Total Bovino
rWBT/ PGE: Sangue Total de Coelho
rWBT/IL- 18 Sangue Total de Coelho
rWBT/ IL- 8 Sangue Total de Coelho
rWBT/ IL- 6 PBMC isolado de filtros linfocitarios

Interleucina-1p ICCVAM, 2008
Interleucina-18 ICCVAM, 2008

ICCVAM, 2008
Interleucina-6

ICCVAM, 2008
Interleucina-6

ICCVAM, 2008

Interleucina-6

Fator de necrose tumoral alfa

Neopterin

Fator de necrose tumoral alfa

Interleucina-18

Prostaglandina E:
Prostaglandina E:

Interleucina-1p
Interleucina-8

Interleucina-6

Eperon e Jungi, 1996.
Werner-Felmayeret al., 1995; Peterbauer and
Werner-Felmayer, 1999.

Poole et al., 1988; Ziegler-Heitbrocket al., 1988.

Hansen, 1990; Christensen, 1990

Wunderlichet al., 2014
Ochaiet al., 2003
Schindler, 2003
Schindler, 2003

Koryakinaet al., 2014

WBT: Sangue Total de coelho (Whole Blood Test), Cryo/WB: Sangue Total HumanoCriopreservado (Cryopreserved Whole Blood), PBMC:

CélulasMononucleares do SanguePeriférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell), bWBA: Sangue Total Bovino (bovine Whole Blood Assay),
rWBT: Sangue Total de coelho (Rabbit Whole Blood Test). * Sistemas do MAT validados pela ICCVAM.
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MATRIZES CELULARES UTILIZADAS
NOS TESTES DO PIROGENIO

Todos o0s ensaios de pirogénio se
resumem no contato do pirogénio com uma
matriz celular e seu produto. Esta etapa € o
que torna o0 ensaio de pirogénio critico,
guando utilizamos matrizes, como no RPT e
LAL. Atualmente, estima-se o uso de mais de
400 mil coelhos e aproximadamente 30 mil
caranguejos por ano, destinados aos ensaios
de pirogénio e endotoxina nos setores de
farmacos e produtos biolégicos (Hartung,
2015). Com relagdo ao LAL, apesar de
0 Limulus ser mantido vivo durante o
processo de puncdo da hemolinfa e ser
devolvido ao mar, é importante destacar que
aproximadamente 20% dos animais néo
sobrevivem a este procedimento (Rudloe e
Hernkind, 1983; Walls e Berkson, 2003).

Com isto, o MAT foi baseado na reacao
febril humana frente a um determinado
pirogénio. Se existr a contaminagdo
pirogénica, um pirogénio enddgeno é liberado,
como citocinas, que podem ser quantificados
por ELISA, sendo esta uma quantificacdo
indireta da contaminacdo. A quantificacdo dos
efeitos pirogénicos pode ser realizada pelas
leituras de interleucina (IL)-1B, IL-6, TNF-a,
IL-8, nitrito, neopterin e prostaglandina
E. (PGE), sendo oficialmente aceita pela
FE a determinacdo da inducdo de IL-1f,
IL-6 (Tabela 2).

Apesar das vantagens do MAT, restricbes
praticas e regulatérias relacionadas ao uso
de sangue fresco ou monécitos associados
a flebotomia, exclusdo de doadores hipo
ou hiperresponsivos e avaliacdo prévia
de agentes infecciosos séo fatores relevantes
para a implantacdo do teste. Assim, varias
alternativas vém sendo estudadas com o intuito
de otimizar o ensaio e torna-lo aplicavel
em larga escala, i.e. passivel de uso, por
exemplo, nas industrias farmacéuticas e
biotecnolégicas. Como alternativas ao uso
de sangue fresco foram validadas o uso de
sangue criopreservado e células da linhagem
monocitica (MONOMAC-6) no MAT (Tabela 2).
Na literatura outras abordagens de sistemas
celulares foram descritas como doadoras de
células monociticas, como o uso de sangue de
coelho e sangue bovino (Tabela 2). No entanto,
estas abordagens se distanciam do principio
dos 3R’s, uma vez que mantém a utilizagao de
outros animais, além de manterem a limitacéo
da extrapolacdo interespécies dos ensaios

oficias (RPT e LAL), reduzindo a confiabilidade
da resposta. Outras fontes alternativas para o
aperfeicoamento do MAT incluem o uso
de linhagens celulares (ex. THP-1 e
subclones MONOMAC-6), que apresentaram
alta variabilidade e células mononucleares
do sangue periférico (Peripheral blood
mononuclear  cell-PBMC) criopreservadas
purificadas de filtros linfocitarios, tratados como
bio-residuo em hospitais e centros de doacédo
de sangue, por ndo serem utilizados no arsenal
terapéutico (Tabela 2).

A vantagem da criopreservacdo para a
logistica funcional do MAT em escala industrial
se deve a possibilidade de fornecimento
constante de sangue no laboratoério,
pre-testado para possiveis patdégenos. A
padronizacdo da criopreservacdo também
permitiu o desenvolvimento de kits comerciais
para utilizacdo do MAT (Pyrocheck, Endosafe
IPT, Pyrodetect), facilitando o processo
de aquisicdo e validagdo do sangue
(Hartung, 2015).

AVALIACAO DE PIROGENIOS EM
PRODUTOS BIOLOGICOS

Dentro das vérias areas de aplicacdo do
conceito dos 3R’s, o controle da qualidade de
produtos bioldgicos torna-se alvo prioritario na
reducdo do uso de animais devido a demanda
dos ensaios de rotina para liberacdo lote-a-
lote antes da comercializagcdo, o que leva a
uma grande utilizagdo de animais nos ensaios
de qualidade e seguranca. Dentre 0os ensaios
exigidos para garantir a qualidade dos
sistemas e controle dos processos conforme
as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), as
autoridades regulatérias preconizam o ensaio
de deteccdo de pirogénios em produtos e
manufaturados.

O teste de pirogénios é mandat6rio para
produtos farmacéuticos, biotecnoldgicos e
dispositivos médicos com o propdsito de uso
médico e veterinario para assegurar a
auséncia de microrganismos e seus
metabdlitos com potencias pirogénicos em
solugdes intravenosas durante 0 processo
de producdo. Rapidamente as industrias
farmacéutica e biotecnolégica aumentaram
0 numero de lancamentos de medicamentos
novos e consequentemente, a demanda de
ensaios de controle da qualidade exigidos,
conforme regulamentacdes. Atualmente,
acompanhando o crescimento do mercado,
o teste de pirogénio estd avaliado em $462
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milndes dolares americanos em 2014,
podendo chegar a $823 milh6es em 2019,
sendo 80% deste mercado destinado ao
LAL2. Entretanto, o crescente aumento na
indastria de biotecnologia e a complexa
formulacdo desse setor sao fatores-chaves
para os investimentos, sendo uma tendéncia
global o desenvolvimento de métodos
alternativos in vitro com maior potencial
tecnolégico de deteccdo de potenciais
pirogénios. As receitas do segmento de
biotecnologia mundial s&o projetadas para
crescer a uma taxa anual de 9% durante os
cinco anos a 2019, alcancando $444
milndes dolares americanos®. Estes valores
per se justificam o investimento cientifico e
financeiro em métodos alternativos que
substituam por completo os ensaios com
animais, principalmente na industria de
biotecnoldgicos, devido a particularidades
inerentes a esta classe de produtos.

A deteccdo de pirogénios em produtos
bioldgicos mantem-se uma questéo critica na
producao e controle destes e requer teste com
extrema sensibilidade. Embora todas as
bactérias tenham alguma associagdo com
endotoxina, a mais potente fonte pirogénica é
de origem de bactérias Gram-negativas.
Assim, do ponto de vista regulatério, o LAL foi
regulamentado como teste oficial para
deteccdo de endotoxina, sendo substitutivo
guando possivel ao RPT Conforme
recomendado pela USP “o teste de pirogénio
em coelhos deve ser testado somente se o

produto é incompativel com o teste de LAL”, ja
gue a reacdo envolve enzimas que podem ser
afetadas por varios fatores inerentes ao
produto biolégico (Tabela 3).

Além da contaminacdo exdgena, na
industria de biotecnologia, bactérias Gram-
negativas sdo amplamente utilizadas na
elaboracdo de produtos provenientes da
tecnologia de DNA recombinante, tais como
0s peptideos e proteinas, sendo estes
contaminados com endotoxinas (Magalhaes
et al., 2007). Por esta razdo, processos
diferentes (resinas de afinidade com LPS,
extracbes em duas fases, ultrafiltracao,
cromatografia de interacdo hidrofébica,
cromatografia de troca ibnica e adsorventes
de membrana) tém sido desenvolvidos para
a remogdo de LPS destes biotecnoldgicos,
baseados nas propriedades Unicas das
moléculas de endotoxina.

Uma andlise dos produtos derivados
do sangue (albumina humana), combinando
um inibidor de LPS (polimixina B) e
MAT, demonstrou que a contaminagdo
pirogénica dos lotes eram predominantemente
endotoxinas ao invés de outros tipos
de pirogénios (Perdomo-Morales, 2011).
Entretanto, substéncias pirogénicas oriundas
de outros microrganismos (bactérias Gram-
positivos, exotoxinas ou constituintes da
parede celular), obviamente existem, causando
sintomatologia, como estado febril grave e
doencas sépticas, muitas vezes indistinguiveis
de infecgbes por bactérias Gram-negativas.

Tabela 3- Fatores interferentes nos testes de pirogénio e suas limitagées no controle da qualidade de produtos biolégicos.

Produto biolégico Origem Interferente Resultado Mecanismo de Acéo Limitag&o
. Formulagéo Al(OH)s. X .
Vacinas . . . Falso - Liga a endotoxina LAL
(adjuvante) Ex. Vacina DTaP, Hepatite B
. Produto de . X
Vacinas L B-Glucana Falso + Mimetiza a endotoxina LAL
purificagcéo
Vacinas e . . o L .
. o Formulagdes EDTA, citrato, inibidores de protease Falso Inibic&o das enzimas LAL
imunobiolégicos
Vacinas e . Elevado contetdo de proteinas (Ex. .
i o Formulagdes i . Falso- Liga ao LPS LAL
imunobiolégicos Albumina, soro hiperimune)
Imunobiolégicos e .
. Turbidez e cor LAL
vacinas

PERP PR : . : Falso + : P

Imunobiolégicos Principio ativo Imunoglobulinas (ex.Pentaglobulin) Induz reagdo imunolégica RPT/LAL
. L Virus que induzem febre (Ex. vacina Falso + .
Vacinas Principio ativo Induz mecanismo de febre RPT
contra Influenza)

o Falso + o
Imunobiolégicos Principio ativo IFN Inducéo de citocinas MAT
Vacinas e Principio ativo e o Falso -

Agentes citotoxicos Morte celular MAT

Imunobiolégicos formulagdes

Falso negativo (-): resultados que apesar da presenca do pirogénio, ndo foi possivel detecta-lo, Falso +: resultados que na pratica néo

detectaram o pirogénio, apesar da presenca do pirogénio, nédo foi possivel detecta-lo.
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As bactérias Gram-positivas  merecem
atencdo especial nos processos de fabricacdo
de biotecnoldgicos, visto que varias etapas
sdo geralmente contaminadas por espécies
ambientais (Schindler et al., 2009). O
significado clinico do pirogénio ndo-endotoxina
€ provavelmente subestimada, ja que sua
presenca ndo € normalmente esperada,
contribuindo para uma grave subnotificacdo
gue poderia ser antecipada com o adequado
controle da qualidade.

Como descrito anteriormente, alguns
produtos possuem  caracteristicas  que
interferem nos testes de pirogénios, RPT e
LAL. Dentre estes, podemos destacar o0s
produtos  biolégicos que  apresentam
peculiaridades devido sua complexidade
estrutural e funcional, sendo uma classe de
produtos que merece atencdo especial, de
modo a evitar problemas de interpretacdo de
resultados. Amostras biologicas problematicas
no RPT sdo aquelas que influenciam os
mecanismos centrais ou periféricos da
regulacdo da temperatura corporal (ex. vacina
Influenza) (Grossgebauer, 1971), impedindo a
avaliacdo da febre em coelhos. O mesmo
aplica-se a medicamentos que podem causar
reacdes imunologicas (imunoglobulinas - ex.
IgG intravenosa) (Huszar et al, 2002) e
suspensdes oleosas ou detergentes (Hasiwa et
al., 2013). Além disso, o ensaio RPT ndo pode
ser usado para as preparacfes celulares, tais
como elementos figurados e células tronco
(Hartung et al., 2001) Drogas que interferem
com o sistema de coagulacdo do teste LAL,
através da inibicdo gerando resultado falso-
negativo (ligacdo de céations divalentes- EDTA/
citrato e inibidores da protease) ou pela
inducdo com resultado falso-positivo (alto teor
de proteina, as proteases), ndo podem ser
testadas por este sistema (Dawson, 2005).
Polissacarideos podem ser contaminantes
obtidos do processo de purificagdo e derivados
de materiais de filtro de celulose, podendo
originar resultados falso-positivos (Henne et al.,
1984). Além disso, uma série de componentes
de ligacédo de endotoxinas a partir de plasma é
conhecida por mascarar 0 ensaio de LAL
(Dawson, 2005), assim como, caracteristicas
organolépticas do produto, como a turbidez
e cor, podem perturbar os principios de
medicdo. Devido a estas interferéncias com
0 sistema de teste, muitos produtos devem
ser diluidos, respeitando a sua maxima diluicéo
valida. Os principais problemas relacionados

a interferentes e MAT sdo substancias
gue interagem com o0s mondcitos (ex. IL-1,
antagonistas do receptor de solucdes nao
fisiologicas, agentes citotoxicos, as proteinas
recombinantes com atividade de citocina, tais
como IFN-y), sendo estes produtos nao
susceptiveis a avaliacdo por esta metodologia
(Martinez e Coleman, 1989).

Em especial, vacinas apresentam
interferentes particulares e inerentes de
sua constituicdo como (1) as derivadas de
bactérias Gram-negativas, tendo o LPS
como componente (Knight e Lucken, 1977;
Tsai et al., 1989), (2) algumas vacinas virais
que contém componentes inerentemente
pirogénicos (Nyerges e Jaszovszky, 1981),
(3) hidroxido de aluminio [AI(OH)s], substancia
interferente do LAL, sendo necessario o teste
em coelhos (Park et al, 2005 e (4)
multicomponentes, com interacdo entre as
substéncias (Carlin e Viitanen, 2003).

Os produtos derivados do sangue
(hemoderivados) também merecem atencao
especial, uma vez que, apresenta uma
forte interferéncia com o teste LAL, sendo o
RPT o teste mais indicado (Hartung et al.,
2001). A revisdo das monografias da FE para
produtos derivados do plasma (ex. albumina
humana, imunoglobulina humana normal,
imunoglobulina humana para administragéo
intravenosa e fator VIIl da coagulagcdo humana)
incentiva a utilizagdo de métodos alternativos
ao RPT. Porém existem as particularidades,
uma vez que existem alguns produtos que
causam reacdes em coelhos (imunoglobulinas-
IgG intravenosa) (Huszar et al., 2002) nao
sendo esta metodologia adequada, enquanto o
LAL pode ser adaptado para alguns produtos
de sangue se for utlizada uma diluicdo
adequada, respeitando a maxima diluicdo
valida do produto. Porém, ainda existem
interferentes comuns ao RPT e LAL, como as
B-glucanas, que podem tanto mascarar a
pirogenicidade do LPS no RPT (falso negativo/-)
(Pardo-Ruiz et al., 2015), bem como induzir
uma positividade no LAL, mesmo na auséncia
do LPS (falso positivo/+) (Cooper et al,
1997). Alguns dos interferentes envolvidos
na deteccdo de pirogénio pelos Varios
sistemas de andlise utilizados no controle da
gualidade de produtos biolégicos encontram-se
exemplificados na Tabela 3.

Tendo em vista os pontos abordados,
o MAT é um substituto potencial para o teste
de pirogénios em muitos produtos biolégicos,

Archives of Veterinary Science, v.20, n.4, p.71-81, 2015.



Navega et al. (2015)

79

porém, até o momento o seu uso foi validado
apenas para alguns medicamentos, 0 que
levou as agéncias regulatérias a exigirem
a validacdo da aplicabilidade do teste por
produto. Devido a falta de informagéo sobre a
plena aplicabilidade do MAT, principalmente
em produtos biolégicos, o RPT na FB ainda é
amplamente utilizado e preconizado para
a maioria destes produtos de uso
parenteral, conforme revisado por Caldeira
e colaboradores (Caldeira et al., 2015). O
trabalho faz um diagnéstico dos principais
produtos de interesse nacional e avalia
as monografias dos produtos injetaveis
fornecendo um banco de dados que norteia
estudos sobre a aplicabilidade do MAT para
produtos ndo contemplados no processo de
validagdo. Apesar do grande numero de
bioldgicos exigirem exclusivamente o ensaio
de RPT conforme preconizado pela FB, outras
farmacopeias também orientam realizar o
RPT em imunobiolégicos ndo contemplados
na FB (ex. vacina pneumocécica e seus
polissacarideos constituintes), somando ao
percentual de ensaios in vivo contabilizados
pelos autores. Em contrapartida, outras
vacinas de importancia nacional e incluidas
no Programa Nacional de Imunizagdo e
Biofarmacos  (ex.  eritropoietina, alfa-
interferon) s&o avalidas pelo teste de
endotoxina (LAL) conforme preconizado por
farmacopeias internacionais, o que remete a
um maior nimero de ensaios in vitro em
imunobioldgicos, além dos incluidos na FB.

Adicionalmente, todo produto originario de
inovacéao biotecnolégica deve ser avaliado pelo
teste de pirogenicidade RPT, porém a FE
ressalta e recomenda que todos 0s novos
produtos para administragdo parenteral
devam ser testados pelo MAT, reforcando a
nova conduta de substituicdo de animais
como padrdo ouro e acompanhando a
tendéncia mundial do desenvolvimento de
biotecnoldgicos.

CONCLUSAO

Neste artigo foram abordadas as
oportunidades e lacunas para a aceitacdo do
MAT como substituto ao uso de animais nos
ensaios de pirogénio. As oportunidades
destacam-se, principalmente em produtos
bioldgicos, devido a complexidade e alto valor
agregado, o que torna a validacdo produto-
especifico mais rigorosa frente ao teste. Os
argumentos pautados reforgam a necessidade

do investimento financeiro e suporte de dados
técnico-cientificos, de modo, a acelerar a
aprovacao desta metodologia alternativa para
0 uso de animais em escala industrial,
incorporando o MAT em produtos testados em
animais ou descobertos pelas metodologias
atuais antecipando assim, 0s possiveis riscos
gue estes produtos possam trazer a saude
humana.
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