Ministério da Saude

manguinhos

Instituto de Tecnologia em Fdrmacos

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM FARMACOS - FARMANGUINHOS
POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIAS INDUSTRIAIS FARMACEUTICAS

Controle de Endotoxina na industria Farmacéutica — Analise dos

Meétodos In Vivo e In Vitro

DAYANE SANTOS GUIMARAES

Rio de Janeiro
2017



DAYANE SANTOS GUIMARAES

Controle de Endotoxina na industria Farmacéutica — Analise dos

Meétodos In Vivo e In Vitro

Monografia apresentada ao Curso de Pds-Graduacdo Lato
Sensu como requisito para obtencdo do titulo de

Especialista em Tecnologias Industriais Farmacéuticas.

Orientador: Me. Ricardo Cristiano de Souza Brum

Rio de Janeiro

2017



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Medicamentos e Fitomedicamentos/ Farmanguinhos / FIOCRUZ - RJ

G963c Guimaraes, Dayane Santos

Controle de Endotoxina na industria farmacéutica — Andlise dos
métodos in vivo e in vitro. / Dayane Santos Guimaraes. — Rio de
Janeiro, 2017.

x,43f :il.; 30 cm.
Orientador: Ricardo Cristiano de Souza Brum.

Monografia (Especializacédo) — Instituto de Tecnologia em Farmacos-
Farmanguinhos, Pés-graduacdo em Tecnologia Industriais
Farmacéuticas, 2017.

Bibliografia: f. 41-43

1. Endotoxinas. 2. Testes de Endotoxinas. 3. Produto Farmacéutico.
1. Titulo.

CDD 615.1




DAYANE SANTOS GUIMARAES

Monografia apresentada ao Curso de Pds-Graduacdo Lato
Sensu como requisito para obtencdo do titulo de

Especialista em Tecnologias Industriais Farmacéuticas.

Orientador: Me. Ricardo Cristiano de Souza Brum

Aprovadoem: [/ [

BANCA EXAMINADORA

M.Sc. Ricardo Cristiano Brum, Mestre em Tecnologia de Imunobiolégicos

Orientador e Presidente da Banca

Membro: Tatiana Sanjuan Ganem Waetge

Membro: Sabrina Correa Enriquez

Rio de Janeiro

2017



RESUMO

Guimardes, Dayane Santos Controle de Endotoxina na inddstria Farmacéutica —
Anélise dos Métodos In Vivo e In Vitro. Rio de Janeiro, 2017. Trabalho de concluséo
de curso — PoOs-Graduacdo em Tecnologiasindustriais Farmacéuticas, Instituto de

Tecnologia em Farmacos - Farmanguinhos, 2017.

Produtos estéreis sejam injetaveis ou ndo, bem como suas matérias-primas ou materiais
envolvidos na fabricacdo ou embalagem dos mesmos tém por obrigatoriedade a
realizacdo do ensaio de endotoxinas bacterianas, uma vez que, os niveis de pirogénio
tornaram-se cruciais na liberacdo de produtos farmacéuticos. Sendo assim, é necessario
que os testes para deteccdo desse tipo de contaminante sejam cada vez mais eficazes e
rapidos este trabalho faz uma abordagem dos testes disponiveis para deteccdo de

endotoxinas e compara as vantagens e desvantagens de cada processo.

Palavras chave: Endotoxinas, testes de endotoxinas, produto farmacéutico.



ABSTRACT

Guimardes, Dayane Santos Controle de Endotoxina na industria Farmacéutica —
Anélise dos Métodos In Vivo e In Vitro. Rio de Janeiro, 2017. Trabalho de concluséo
de curso — PoOs-Graduagdo em Tecnologiasindustriais Farmacéuticas, Instituto de

Tecnologia em Farmacos - Farmanguinhos, 2017.

Sterile products are injected or not, as well as their raw materials or materials involved
in the manufacture or packaging thereof are mandatory to perform bacterial endotoxin
testing, as pyrogen levels have become crucial in the release of pharmaceutical
products. Thus, it is necessary that tests for this type of contaminant are increasingly
effective and rapid this work, an approach of available tests for detection of endotoxins
and comparisons as advantages and disadvantages of each process.

Keywords: Endotoxins, endotoxin tests, pharmaceutical product.
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1. INTRODUCAO

As industrias farmacéuticas tém impulsionado o mercado farmacéutico e
representam uma importante fonte econdmica deste setor. A necessidade de
desenvolvimento de métodos de controle e gestdo da qualidade tem se colocado como
um fator de melhoria da competitividade e permanéncia das industrias em seu setor de
atuacdo. Nesse sentido, a realizagdo do controle de qualidade nas industrias
farmacéuticas € de suma importancia para assegurar a qualidade, seguranca, eficacia e
credibilidade dos seus medicamentos junto ao mercado consumidor (Rocha & Galende,
2014).

O controle de qualidade pode ser definido como um conjunto de operacdes,
programacéo, coordenacdo e execucdo com o objetivo de verificar e assegurar que 0S
produtos estejam dentro dos padrdes de qualidade exigidos, sempre através de algum
tipo de analise e medicdo. Suas principais vantagens sdo: Otimizacdo de processos,
reducdo de tempos e desperdicios, padronizacdo de procedimentos, aumento do grau de
certeza da qualidade do ambiente, dos insumos utilizados e dos produtos finais (Rocha
& Galende, 2014).

Na Industria Farmacéutica o Controle de Qualidade inclui os Laboratérios de
Fisico-Quimico, Microbioldgico, Materiais de embalagem, controle em processo e
laboratdrio de analises que requerem: areas apropriadas, pessoal qualificado e recursos
materiais. S&o atribuicdes do controle de qualidade na industria farmacéutica:
desenvolver, constituir, alterar e treinar metodologias analiticas e operacdes de
laboratério fundamentadas em referéncias oficialmente reconhecidas e realizacdo de
estudos internos de validacdo de métodos; monitorar os aparelhos da empresa;
determinar especificacbes escritas todos os produtos utilizados (matéria-prima,
materiais de embalagem, produtos intermedidrios e produtos acabados); emitir
certificados de analise e laudos analiticos, desenvolver e aplicar programas internos de

auditoria, organizacionais e de documentacdo (Rocha & Galende, 2014).

Desse modo, Todos os produtos estéreis, sejam injetaveis ou ndo, bem como
suas matérias-primas ou materiais envolvidos na fabricacdo ou embalagem dos mesmos,
tem por obrigatoriedade a realizacdo do ensaio de endotoxinas bacterianas, uma vez

que, os niveis de pirogénio tornaram-se cruciais na liberacdo de produtos farmacéuticos.
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Sob o ponto de vista de controle de qualidade, todos os injetaveis, bem como os
acessorios para transfusdo, infuséo e todos os dispositivos implantaveis ou descartaveis
empregados em terapia parenteral devem oferecer seguranca ao paciente, sob o ponto de
vista de contaminantes pirogénicos. Produtos injetaveis de grande volume e de pequeno
volume, assim como produtos na forma de aerossol, para uso respiratorio devem ser
analisados. O potencial de periculosidade ¢ maior quando se trata de injetavel de uso
exclusivo por via intravenosa. O risco serd ainda maior quando se trata de produto com
inoculacdo intratecal, em que a experiéncia demonstrou ser a endotoxina 1000 vezes

mais potente que na via intravenosa (Pinto, 2003).

A Farmacopeia Brasileira 5% edi¢do define: O teste de endotoxina bacteriana é
usado para detectar ou quantificar endotoxinas de bactérias gram negativas presentes em

amostras para qual o teste é preconizado.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal fazer andlise e descricdo das
diferentes metodologias in vitro e in vivo ja apresentadas em literatura relacionadas ao

controle de endotoxinas na industria farmacéutica.

2.2. Objetivos Especificos
e Identificar e descrever as analises ja existentes para detec¢do de endotoxinas.

e Comparar as técnicas In vivo e In vitro, descrevendo suas vantagens e

desvantagens.

3. JUSTIFICATIVA

O teste de endotoxinas tem grande importancia principalmente dentro da

industria farmacéutica, ja que através dele é possivel identificar bactérias que ao
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entrarem na corrente sanguinea causam reacGes no sistema imune e a ativacdo de
diferentes cascatas de reacdes ndo celulares.

Muitos meios sdo apropriados para crescimento de bactérias gram-negativas e
que provocam efeitos tdxicos em muitos organismos e podem acometer 0S seres
humanos causando diversas doencas, por isso é importante estudar os métodos para
identificacdo de endotoxinas a fim de minimizar os riscos ao utilizar os produtos

produzidos pela indUstria.

4. METODOLOGIA

A pesquisa é do tipo exploratéria e foi desenvolvida através de uma reviséo
sistematica bibliografica de artigos, documentos oficiais e livros que contenham
informac@es sobre endotoxinas. A revisdo consiste em buscar artigos que descrevam 0s
testes disponiveis para deteccdo de endotoxinas, descricdo e comparacdo dos métodos
existentes. Os termos de indexacdo utilizados foram (endotoxina, bacterial endotoxin,
testes para deteccdo de endotoxinas). Foram utilizadas as bases de dados Scielo, Google
académico, EBSCO, BIREME, PUBMED.

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Pirogénio

Substancias que induzem febre sdo chamadas pirogénio, a palavra pirogénio é
relacionada a palavra grega pyro, que significa ardente ou fogo, uma descricdo
adequada para substéncias que produzem elevacdo da temperatura do corpo. A reacdo
pirogénica é desencadeada pela presenca, na corrente sanguinea, de solucbes
contaminadas, infundidas no paciente, contendo endotoxinas ou produtos de degradacéo
proteica. (PEARSON, 1985). Pirogénios podem ser originados da parede de bactérias
Gram negativas, Gram positivas, virus ou fungos (Barth Et Al, 2007).

O pirogénio pode estar presente em injetaveis (intramuscular e endovenoso),
correlatos ligados a injetaveis e qualquer produto implantado (fluidos para perfusédo e

infusdo). A origem dos pirogénios nos injetaveis pode estar associada ao ambiente, a
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matéria-prima, ao material de acondicionamento, ao operador ou ao tempo total até a
esterilizacédo (Elisson, 2000).

Eles s&o divididos em duas classes. Pirogénios exdgenos sdo aqueles originarios
fora do corpo e induzem elevacGes térmicas quando injetados em humanos e animais.
Embora o lipopolissacarideo (endotoxina) seja 0 mais presente e importante pirogénio
exogeno, h& outros de constituicdo quimica diversa, que causam elevacdo de
temperatura quando injetados sob condicGes especificas. Classes gerais de pirogénios
exogenos incluem bactéria, fungos e virus, como também pirogénios ndo microbianos,
por exemplo, alguns farmacos, esterdides, fracdes do plasma e o adjuvante sintético
muramil dipeptideo (Pinto, 2003; Pearson, 1985).

O pirogénio enddgeno, entretanto, é produzido internamente pelo hospedeiro em
resposta ao estimulo de varios pirogénios exogenos. O pirogénio enddgeno é uma
substancia homogénea sintetizada por diferentes células de hospedeiros apds exposi¢do
aos pirogénios exogenos como a endotoxina. Hoje, estd bem estabelecido que o
pirogénio enddgeno é o mediador central da febre (Pearson,1985).

Figura 1 - Principais diferencas entre Exotocinas e Endotoxinas

Propriedade Exotoxinas Endotoxinas

CDO EO-

' g / -

Fonte bacteriana

Relagdo com o microrganismo
Quimica

Farmacologia (efeito no organismo)
Estabilidade ac calor

Toxicidade (habilidade de causar doenga)
Geragdo de febre

Imunologia (em relacao aos anticorpos)

Dose letal

Doengas representativas

Fonte: Microbiologia 12%dicéo por Por Gerard J. Tortora,Christine L. Case,Berdell R.
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A contaminagdo pirogénica pode ser considerada um grave problema de saude
publica, podendo levar o paciente a um quadro de choque que podera culminar em
oObito, por isso o controle da qualidade desses produtos € tdo importante (Barth, Thiago
Et Al,2007).

5.1.1. Mecanismo da Febre

A febre é um fendmeno de defesa do organismo, quando sofre qualquer tipo de
agressdo, meédicos e cientistas antigos acreditavam que a febre deveria ser considerada
como uma principal doenca a ser combatida na época. HipGcrates acreditava que a febre
servia para cozinhar os excessos de “humores” (a causa proposta da doenga naquele dia)
e, portanto, para remoc¢do dos mesmos do corpo. Essas hipoteses eram validas até o
inicio do século XVIII, quando varios estudos puderam elucidar melhor as causas da
febre. Estudos primarios surgiram de observacdes associando o aparecimento de febre
em homens e animais que tiveram contato com materiais organicos apodrecidos. Entre
1809 e 1822, Gaspard injetou extratos de fluidos podres em cachorros e foi verificado
que estes extratos causavam febre e doenca nos animais. Em 1823, Francois Magendie
notou as péssimas condi¢des de higiene em volta de muitos abrigos e fundamentou-se
de que as aguas poluidas eram responsaveis pela ocorréncia de muitas doencgas graves,
incluindo a febre tifoide, febre intermitente, disenteria, febre amarela, célera e assim por
diante. Ele seguiu os experimentos liderados por Gaspard e descobriu que 0s peixes de
aguas contaminadas seriam um potente indutor de febre. Também demonstrou que na
auséncia de materiais organicos em decomposicdo nenhuma febre era induzida
(Williams, 2007).

Foi sugerido que a mesma pudesse ser absorvida através da circulacéo.
Concomitante as observacGes de Magendie, os farmacéuticos franceses Pelletier e
Caventue isolaram “quinina” como uma droga antipirética pura de casca de “cinchona”.
Entdo, piréticos e antipiréticos (do grego “pyreto” para febre) devem ser produzidos
artificialmente e estudados. A compreensdo do mecanismo da febre e o papel da
bactéria em sua causa foi auxiliada pelo nascimento da teoria microbiolégica moderna e
seus metodos, e prosseguiu junto de muitas linhas de sobreposicdes de inquéritos,
incluindo: higiene médica geral, infeccéo por feridas (ou sépticas), toxinas bacterianas,

febre por injecdo, terapia da febre, purificacdo quimica e elucidacdo estrutural da
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endotoxina e caracterizacdo molecular moderna do lipopolissacarideo (LPS) (Williams,
2007).

O mecanismo de inducdo de febre envolve a fagocitose do lipideo A, sendo
produzido pirogénio enddgeno, que atravessa a barreira hematoencefalica e altera o
ponto de equilibrio dos neurdnios reguladores de temperatura do hipotalamo anterior.
Um significante aumento na concentracdo de prostaglandina E2 e adenosina
monofosfato ciclica (CAMP) foi encontrado no fluido cerebrospinal de coelhos nos
quais foi induzida febre por injecéo intravenosa de lipideo A, indicando que ambos
ocupam papel importante na inducdo de febre (Pearson, 1985).

A unidade lipideo A da endotoxina séo atribuidas diversas atividades bioldgicas
como: pirogenicidade, toxicidade letal, leucopenia seguida de leucocitose, fendmeno de
Shwartzman, necrose da medula 6ssea, reabsor¢do do 0sso embrionério, ativacdo do
complemento, queda de pressdo sanguinea, agregacdo plaquetaria, ativacdo do fator de
Hagemen, inducdo do fator plasminogénio, toxicidade aumentada pelo pré-tratamento
com BCG, toxicidade aumentada pela adrenalectomia, reatividade dérmica aumentada a
epinefrina, inducdo de resisténcia ndo especifica a infeccdo, inducdo de tolerancia a
endotoxina, inducdo de sintese de 1IgG em camundongos neonatos, inducdo a producéo
de interferon, inducdo a producéo de fator de tumor necrético, inducdo a producdo de
quinase-piruvato em figado de camundongo, hipotermia em camundongos, gelificacdo
do lisado do amebdcito de Limulus (LAL) (Pearson, 1985).

A figura 2 ilustra de maneira resumida o mecanismo da febre, onde (1) um
macréfago ingere uma bactéria gram-negativa. (2) a bactéria é degradada em um
vacuolo, liberando endotoxinas que induzem a producéo de citocinas interleicinal(lL 1)
e fator de necrose tumoral alfa (TFN — o de tumor necrosis fator alpha), pelo
magrofago. (3) as citocinas sdo liberadas na corrente sanguinea pelos magrofagos e
transportadas até o hipotdlamo, o centro de controle de temperatura do cérebro. (4) as
citocinas induzem a producdo de prostaglandinas pelo hipotdlamo, redefinindo

“termostato” corporal para uma temperatura mais elevada, produzindo febre.
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Figura 2 - Endotoxina e a resposta pirogénica. O mecanismo proposto pelo o qual as
endotoxinas causam febre.

Fonte: Microbiologia 12%dicéo por Por Gerard J. Tortora,Christine L. Case,Berdell R.

5.2. Endotoxinas

Existem inGmeros microorganismos, sobretudo bactérias, que conseguem
elaborar toxinas, substancias que passam para a periferia ou se difundem através do
organismo e provocam alteragfes funcionais de diversa gravidade, conforme o caso.
Estes microorganismos nem sempre infectam os 6rgaos internos de forma a provocarem
graves prejuizos nas suas vitimas, um exemplo bem comum deles sdo as endotoxinas
que sdo complexos de alto peso molecular, associado a membrana externa de bactérias
Gram-negativas e constituem a mais significativa fonte de pirogénio para a industria
farmacéutica. As endotoxinas podem conter lipideos, carboidratos e proteinas, porém
quando purificadas sdo denominadas de lipopolissacarideos (LPS), para enfatizar a sua
natureza quimica. Por isso, como nos produtos farmacéuticos podem ser encontradas
unidades ndo purificadas nas fases de processo ou nos produtos terminados, prefere-se a

terminologia de endotoxinas (Kaneco, 2004).

Embora a maior parte das endotoxinas mantém-se ligadas a parede celular até a
desintegracdo da bactéria, quantidades infimas de endotoxinas sdo liberadas, na forma
solavel, por culturas de bactérias jovens ou também por bactérias Gram-negativas como
E.coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus e outros agentes

patogénicos, em crescimento. (Pinto, 2003)

As endotoxinas sdo téxicas a maioria dos mamiferos. Estudos tém demonstrado

que a injecdo de células de bactérias Gram-negativas vivas ou mortas, ou LPS
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purificados causa uma série de reacdes patofisiologicas que podem variar de uma leve
alteracdo de temperatura (febre), mudanca na contagem de células brancas do sangue,
coagulagdo intravascular disseminada, hipotensao, choque, até mesmo a morte. Por isso,
a deteccdo e a eliminacao de endotoxina bacteriana em farmacos de uso in vivo séo de
vital importancia aos pacientes. (Fukumori, 2008)

Figura 3 - Estrutura da parede celular de bactéria Gram-negativa

LIPOPOLISSACARIDEO

~ Cadeias laterais O-especificas
Polissacarideo
Lipideo A
Fosfolipideo
Proteina

Lipoproteina

Peptideoglicano
Espaco periplasmico
B Membrana intema
« Citoplasma

Fonte: Charles River Laboratories

Uma das maiores preocupacdes na industria biofarmacéutica de um modo geral é
0 problema da contaminacdo por endotoxinas (LPS), componente estrutural de paredes
celulares de bactérias gram-negativas, também conhecidas como pirogénio,
principalmente por suas consequéncias a saude humana, pois é capaz de gerar febre,
inflamacéo e até morte, se seus niveis ndo estiverem dentro dos padrdes estabelecidos.
O controle de endotoxinas deve ocorrer desde a dgua de formulacdo até o produto
acabado. Por esta razdo, a utilizacdo de materiais apirogénicos deve ser prioridade nos
processos de producgéo (Grandics, 2000).

As endotoxinas sdo contaminantes frequentes em solucfes aquosas/fiosiologicas
e produtos obtidos pela tecnologia de ADN recombinante em modelo bacteriano.
Devido a seus efeitos bioldgicos in vivo e in vitro, sua deteccdo e remocdo séo

essenciais para a administracdo parenteral segura dos produtos injetaveis (Brum, 2009).
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5.3. Processo de Despirogenizagdo

A endotoxina é notoriamente resistente a destruicdo pelo calor, dessecacao,pH
extremos e varios tratamentos quimicos, por isso a validacdo do processo dedestruicdo
ou remocao da endotoxina na producao de injetaveis € um fator criticopara o fabricante
(Fukumori,2008).

A eliminacdo de endotoxinas permanece como um problema importante. Os
métodos tradicionais aplicados nas industrias, como esterilizagdo em autoclaves ou a
ultrafiltracdo, tém pouco efeito na eliminacdo da endotoxina. A melhor alternativa atual
é a despirogenizagdo em forno, a temperatura de 250°C por 30 minutos ou 180°C por 3
horas (Sharma, 1986).

Duas grandes classes de processos de despirogenizacao que podem ser aplicadas
a componentes, dispositivos, materiais que entram em contato com injetaveis e as
préprias drogas incluem a inativacdo e a remocao da endotoxina. A inativacdo pode ser
obtida pela detoxificacdo da molécula de LPS usando tratamentos quimicos que
quebrem pontes labeis ou bloqueiem sitios necessarios a atividade pirogénica: hidrélise
acida, oxidacdo com peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio, periodato de sédio,
permanganato de potassio diluido, alquilagdo com anidrido acético e succinico, ou
mesmo 6xido de etileno. Outros processos que levam a inativacdo de endotoxinas sao:
tratamento por calor seco, radiacdo ionizante e tratamento com o antibiotico polimixina
B (Fukumori, 2008).

5.3.1. Processo por Inativacdo da Endotoxina

5.3.1.1. Hidrolise Acido-base

A hidrélise acida ocorre na ligacao do lipideo A com o ndcleo de polissacarideos
separando o lipideo A do restante da molécula, que isolado € insolivel em meio aquoso
tem sua atividade pirogénica reduzida ou eliminada. A hidrélise cida também pode agir
sobre a fracdo lipideo A, alterando a conformacdo da molécula em sitios funcionais
essenciais, ou clivando acidos graxos, afetando a solubilidade e pirogenicidade do
lipideo (DING; HO, 2001).

Por esse método, reduz-se ou elimina-se a atividade bioldgica de LPS,
desativando o lipideo A, presente no LPS bacteriano (PINTO, 2003).
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Na despirogenizacdo de materiais utiliza-se HCI 0,05 N por 30 minutos a100 °C

ou &cido acético glacial 1,0% por 2 a 3 horas a 100 °C (Fukumori, 2008).

5.3.1.2. Oxidacéo

No processo de oxidacdo, o perdxido de hidrogénio ¢é efetivo na eliminacdo do
pirogénio da Agua Estéril para Injecdo USP, solugdo salina normal e salina dextrose,
com vantagem adicional da auséncia de perdxidos em seu final. O processo €
dependente do tempo, pH e concentracao (Fukumori, 2008).

Além de ser um agente oxidativo muito importante na degradacdo de solutos e
solucBes, fornece vantagens em aplicacGes especificas. Existem outros agentes
oxidantes a serem citados, como por exemplo, acido hipoclorito, acido periddico,
permanganato de potassio diluido, neutro, acido nitrico, dicromato e dioxido de selénio
(Silveira Et Al, 2004).

5.3.1.3. Alquilagdo

O tratamento de endotoxinas com agentes alquilantes, como anidrido acético e
succinico, promove reducao de atividade pela acetilacéo e
succinilacao,respectivamente.O éxido de etileno é um forte agente alquilante com agédo
eficaz na destruicdo de endotoxinas (Pinto; Kaneko; Ohara, 2003).

Este tipo de esterilizacdo é usada para materiais que sdo sensiveis ao calor e a
umidade (como, por exemplo, materiais médicos e cirdrgicos, cateteres, agulhas,
seringas descartaveis na embalagem plastica), além de outras preparacdes termolabeis,
como antibidticos e outros medicamentos. O 6xido de etileno ou gas de 6xido de
propileno sdo gases inflamaveis, que se diluidos com o géas inerte adequado, podem ser
empregados com total seguranca. Para este processo de esterilizagdo, utiliza-se um
equipamento especializado igual a autoclave (Ansel; Popovich; Loyd, 2000).

5.3.1.4. Tratamento por Calor Seco

Para materiais resistentes a temperatura, como frascos de vidro e instrumentos

metalicos, 0 método de escolha para inativacdo de endotoxina é o tratamento por calor
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seco obtido em estufas ou tuneis de convecgdo, conducdo ou irradiacdo
(Infravermelho).O método padrdo é de exposi¢cdo a ndo menos de 250 °C, por ndo
menos que 30 minutos, sendo 0 mecanismo de inativagdo a incineracdo (Fukumori,
2008).

O LPS apresenta duas vezes mais resisténcia térmica ao se comparar com a
endotoxina ativa da qual foi derivada. Quando a exposicdo € menor do que a citada
anteriormente, ndo ocorre a reducdo do LPS e ndo se destrdi as bactérias Gram intactas
(Boomer; Ritz, 1987).

O tratamento por calor seco € realizado em estufas especificas para este fim, que
funcionam com gas ou eletricidade, controladas por termostato. Este tratamento é
considerado menos eficaz para matar microrganismos do que o calor imido, pois utiliza
altas temperaturas por periodos mais longos (Ansel; Popovich; Loyd, 2000).

Para verificar a eficacia do processo de despirogenizacao por calor seco, devem
ser realizados experimentos utilizando quantidades conhecidas de endotoxina de
Escherichia coli. A toxicidade de endotoxinas bacterianas é reduzida com Cobalto-60,
sendo que as alteracdes fisicas e bioldgicas relatadas sdo dependentes da dose. Como
este processo aumenta a possibilidade de alteragbes quimicas desconhecidas em
farmacos e solucbes parenterais, 0 uso de radiacdo ionizante na despirogenizacdo de
materiais ndo tem sido considerado. Os riscos de toxicidade decorrentes do processo

superam os beneficios (Fukumori, 2008).

5.3.1.5. Polimixina B

A polimixina B é um antibidtico catiénico que pode anular a atividade bioldgica
da Endotoxina, embora mais estudos sejam necessarios para esclarecer a sua agdo. A
remocdo de endotoxinas pode ocorrer por diferentes métodos, baseada em
caracteristicas fisicas da endotoxina, a saber, tamanho, peso molecular, carga
eletrostatica ou afinidade da endotoxina em diferentes superficies: lavagem com &agua
estéril para injecdo USP, destilacdo, ultrafiltragdo (o tamanho da subunidade bésica do
LPS é cerca de 10.000 a 20.000 daltons), osmose reversa, adsor¢do em carvéo ativo ou

em asbestos, por atragdo eletrostatica, ou em membrana hidrofébica (Fukumori, 2008).

5.3.1.6. Radiagao lonizante
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Esse método consiste em reduzir a toxicidade das endotoxinas (alteragdes fisicas
e bioldgicas) e aumenta a chance de alteracbes quimicas de farmacos e solugdes
parenterais. Alguns riscos de toxicidade superam o que é benéfico com relacdo as
propriedades do método (Pinto; Kaneko; Ohara, 2003).

A radiacdo aplicada em produtos farmacéuticos altera as substancias presentes
nos microrganismos ou as que os protegem. A destruicdo celular, que é irreversivel e
completa, ocorre através de uma combinacao de efeitos da radiagdo (Ansel; Popovich;
Loyd, 2000).

5.3.2. Por Remocéo das Endotoxinas

5.3.2.1. Lavagem

A lavagem com solvente livre de pirogénio, como Agua Estéril para Injecio
USP, é um dos métodos mais simples e antigos para a remocdo de endotoxina de
superficies sélidas. Com procedimentos adequados de lavagem podem-se remover
niveis baixos de endotoxina superficial de vidraria, tampas e dispositivos (Fukumori,
2008).

5.3.2.2. Destilacéo

Na destilacdo, as moléculas de lipopolissacarideos permanecem na fase liquida
enquanto a agua pela fervura passa ao estado de vapor. Moléculas de LPS que estiverem
nas goticulas de agua transportadas pelo vapor tendem a cair por gravidade devido ao
seu elevado peso molecular. Sabe-se que a agua recém destilada, coletada e mantida em
frascos despirogenizados estéreis, € apirogénica (Fukumori, 2008).

A destilacdo € usada para grandes pesos moleculares e na estabilidade das
endotoxinas. Os baixos pesos moleculares presentes em solugdes podem ser purificados

pela fervura e condensagdo em forma de vapor (Palla, 2007).

5.3.2.3. Ultrafiltracéo
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Membranas de ultrafiltracdo sdo efetivas como filtros despirogenizantes, pois
seu mecanismo é fundamentado em limites de exclusdo de peso molecular. Endotoxinas
sdo retidas na superficie da membrana quando excedem um valorlimite de peso
molecular, normalmente 10.000 daltons. A ultrafiltracdo como método de remocéo de
pirogénios tem sido aplicada com sucesso a uma ampla faixa defarmacos e solucdes de

baixo e médio peso molecular (Fukumori, 2008).

5.3.2.4. Osmose Reversa

Membranas convencionais de osmose reversa (com porosidade nominal decerca
de 10 A°) removem endotoxinas por simples exclusdo de tamanho, j& que osporos da
membrana sdo pequenos o suficiente para impedir a passagem depirogénios. Sao
extremamente efetivas na remocdo de endotoxinas da agua, porém 0 Seu UsSO nha
despirogenizacdo tem sido limitado, porque muitas moléculas distintas da agua também

passam através dos poros na membrana de osmose reversa (Fukumori, 2008).

5.3.2.5. Carvao Ativo

O procedimento mais adotado para a despirogenizacdo de solugdes pela
adsorcdo de endotoxinas ao carvdo ativo é a sua adicdo a solucdo e apds agitagdo, o
carvao é removido por filtracdo ou precipitacdo. Como o carvao possui grande afinidade
por substancias ndo ionizadas de elevado peso molecular, a sua aplicacdo é limitada (
Fukumori, 2008).

5.3.2.6. Atracdo Eletrostatica

Os agregados de endotoxina sdo negativamente carregados e se comportamcomo
anions em pH acima de 2. No passado, o asbestos em pH abaixo de 8,3, foi empregado
para remocdo de endotoxinas por adsorcdo, por apresentar superficiecom carga positiva.
Atualmente, procura-se adotar material sintético a base de poliamidas ou aminas.
Produtos microporosos com carga modificada, utilizando membranas com potencial
negativo sdo comercialmente disponiveis e empregados com sSucesso ha

despirogenizacédo de varias solugcdes farmacéuticas (Fukumori, 2008).
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5.3.2.7. Atracdo por Membrana Hidréfoba

Polipropileno, polietileno, fluoreto de polivinilideno e poli tetra fluoretileno
apresentam afinidade para ligacdo a endotoxina. Estudos deste mecanismo de agdo
sugeriram que interacGes ionicas ou hidr6fobas contribuem para a adsor¢do de
endotoxina.Ocorre entdo um processo de filtragdo em membrana, permitindo a retengéo

de 10 microgramas de LPS por centimetro quadrado da area filtrada (Palla, 2007).

5.4. Teste de Pirogénio

O teste de pirogénio determina a presenca de endotoxinas bacterianas que podem
estar presentes em injetaveis (intramuscular e endovenoso); em correlatos ligados a
injetaveis ou em qualquer produto implantado, fluidos para perfusdo e infusdo. Este
teste € obrigatdrio para produtos injetaveis e determinam, em niveis aceitaveis, 0s riscos
de uma possivel acdo febril em pacientes receptadores do produto injetado (Palla, 2007).

Os testes realizados para detec¢do de pirogénios sdao muito importantes para o
controle de contaminantes em produtos de uso para saude principalmente, a seguir serdo
abordados os testes de hipertermia que utiliza coelhos (teste in vivo) e o0 do LAL (teste

in vitro).

5.4.1. Método in vivo

Conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 5° edicdo o teste de pirogénios
fundamenta-se na medida do aumento da temperatura corporal de coelhos, ap6s injecédo
intravenosa da solucdo estéril em anélise. Para produtos bem tolerados pelos animais,
utilizar uma dose que ndo exceda 10 mL/kg, injetada em tempo ndo superior a 10
minutos. Para os produtos que necessitem preparagédo preliminar ou condi¢des especiais
de administracdo, devem-se seguir as recomendacdes estabelecidas.

Para a realizacdo do teste é necessério utilizar coelhos do mesmo sexo, adultos,
sadios, preferencialmente da mesma raca, pesando, no minimo, 1,5 kg. Apds a selecéo,
manter os animais em gaiolas individuais em sala com temperatura uniforme entre 20 e
23 °C livre de perturbacfes que possam estressa-los. A temperatura selecionada pode

variar até £ 3 °C (Farmacopéia Brasileira 5° edicao).
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Realizar condicionamento para determinagdo da temperatura dos animais, pelo
menos uma vez, até sete dias antes de iniciar o teste. Os animais deverdo ser
condicionados segundo o mesmo procedimento do teste apenas sem inoculagdo do
produto. Animais que apresentarem elevacdo de temperatura igual ou superior a 0,5 °C,
em relacdo a temperatura inicial, ndo deverdo ser utilizados no teste. Quando da
realizacdo do teste, usar apenas animais com temperatura igual ou inferior a 39,8 0 C e
que ndo apresentem, de um para o outro, variacdo superior a 1,0 °C (Farmacopeia
Brasileira 5° edi¢éo).

Deve-se tomar muito cuidado para ndo alterar a hipersensibilidade do animal
durante o manuseio. No dia do teste, ndo se devem fornecer alimentos, mas sim, agua
em abundéancia. Cada animal, respeitando o periodo de descanso, deve ser pesado e
colocado em contentor (Barth Et Al, 2007).

Para registro de temperatura deve-se introduzir o termdémetro no reto do animal
em profundidade aproximada de 6 centimetros. Se for utilizado dispositivo registrador,
que deva permanecer no reto durante o periodo do teste, conter os coelhos de maneira
que fiquem em postura natural de repouso. Quando se empregar termémetro clinico,
deixar transcorrer o tempo necessario (Farmacopéia Brasileira 5° edicdo).

O teste ¢ feito sob condi¢fes ambientais controladas, livre de perturbacbes que
possam estressar 0s coelhos. Nas duas horas precedentes e durante 0 mesmo, suprimir a
alimentacdo. O acesso a agua € permitido, mas pode ser restringido durante o teste. No
méaximo 40 minutos antes da injecdo da dose do produto a ser testado, registrar a
temperatura de cada animal mediante duas leituras efetuadas com intervalo de 30
minutos. A média das duas leituras serd adotada como temperatura de controle
necessaria para avaliar qualquer aumento individual de temperatura subsequente a
injecdo da amostra. Para o teste de pirogénios de materiais de uso hospitalar lavar, com
solugdo fisioldgica esteril, as superficies do material que entram em contato com o
produto, local de injecdo ou tecido interno do paciente. Efetuar os procedimentos
assegurando que a solucao ndo seja contaminada. Injetar pela veia marginal da orelha de
trés coelhos ndo menos do que 0,5 mL nem mais que 10 mL da solugcdo por kg de peso
corporal. A inje¢cdo ndo deve durar mais que 10 minutos, a menos que na monografia se
especifique tempo diferente. Registrar a temperatura de cada animal em intervalos de 30
minutos durante 3 horas apoés a injecdo (Farmacopéia Brasileira 5° edicao).
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5.4.1.1. Interpretacdo do Resultado

O resultado deve ser interpretado da seguinte maneira: Se nenhum dos trés
coelhos apresentarem aumento individual da temperatura igual ou superior a 0,5 0 C,
em relagdo as suas respectivas temperaturas controle, o produto cumpre com 0S
requisitos do teste de pirogénios. Se algum coelho apresentar aumento da temperatura
igual ou superior a 0,5 0 C, repetir o teste utilizando outros cinco animais. O produto em
exame cumpre 0S requisitos para auséncia de pirogénios se no maximo trés dos oito
coelhos apresentarem aumentos individuais de temperatura iguais ou superiores a 0,5 0
C, e se a soma dos aumentos individuais de todos os coelhos ndo exceder a 3,3 0 C

(Farmacopéia Brasileira 5° edi¢do).

Figura 4 - Teste de Pirogénio in vivo

Fonte: https://revolucaoanimalistasite.wordpress.com/tipos-de-experimentos/

Cabe ressaltar que coelhos apresentam o mesmo limiar de endotoxina que causa
febre no homem, ou seja, 1ng/kg ou 5 UE/kg (Melandri, Vanessa et al; 2010).

Alternativas para o refinamento do teste, incluindo a comparacao da resposta do
animal para duas preparacdes de endotoxinas diferentes, sugerem que a temperatura de
corte de 0,6°C deve ser diminuida para 0,5°C, como critério para um resultado positivo.
Entretanto, o teste de pirogénio em coelhos tem alguns inconvenientes, incluindo baixa
sensibilidade, auséncia de quantificacdo, resisténcia e estresse do animal e a questdo
ética do envolvimento de animais nos experimentos. Embora o teste de pirogénio in

vivo ainda seja necessario em algumas situagGes, vem sendo substituido aos poucos
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pelo teste in vitro — LAL (lisado de amebdcitos do limulus). Portanto, a validagcdo do
teste de LAL e as especificacOes estabelecidas para os produtos bioldgicos contribuirdo
para confirmacdo da qualidade e segurangca de produtos farmacéuticos injetaveis
(Silveira, 2004).

As Farmacopeias preconizam, como forma de reducao, a reutilizacao de animais
para o teste de pirogenioin vivo. Dessa forma, quando um ensaio e considerado
negativo, os animais podem ser reutilizados, respeitando intersticio de 48 horas. No
caso de teste positivo, deve-se obedecer a um intervalo de 14 dias para que eles tornem
a ser usados em novo ensaio (United statespharmacopeia, 2000; European
pharmacopeia, 2006).

A Farmacopeia Brasileira, 4%dicdo, ndo recomenda a reutilizacdo de coelhos
para produtos biologicos devido a falta de estudos anteriores, porem mantem as
condicoes de reutilizacao de animais para os demais produtos (Farmacopeia Brasileira,
2003; Schindler et al., 2009).

5.4.2. Método in vitro

Em 1956 o reagente de LaL foi descoberto quando o pesquisador Frederick B.
Bang relata a morte, por coagulacdo intravascular, de um caranguejo ferradura
americano Limulus polyphemus. Bang, junto com Jack Levin, revela em 1964 que as
endotoxinas sdo responsaveis pela coagulacdo da hemolinfa do Limulus. Mais tarde,
estes pesquisadores comprovam que 0s elementos responsaveis pela coagulagdo
induzida por endotoxina sdo de natureza enzimética, e se encontram nos amebdcitos,
Unicos tipos de célula presente na hemolinfa do caranguejo. O reagente de LAL é um
extrato aquoso de amebdcitos, composto por uma cascata de enzimas serino-proteases
do tipo tripsina capaz de reagir frente a pequenas quantidades de endotoxinas (Morales,
2004).

O teste de endotoxina bacteriana € usado para detectar ou quantificar
endotoxinas de bactérias gram negativas presentes em amostras para qual o teste €
preconizado. Utiliza-se 0 extrato aquoso dos amebdcitos circulantes do
Limuluspolyphemus preparado e caracterizado como reagente LAL (Brum, 2009).

Submetem-se os caranguejos Limuluspolyphemusa sangria, introduzindo uma
agulha estéril e apirogénica de 18 G no musculo entre as regides cefalo-toracica e

abdominal. A mistura de N- etilmaleimida em 3% de cloreto de sdédio estabiliza a
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membrana do amebdcito. Apds centrifugacdo por 10 minutos desta mistura, despreza-se
0 sobrenadante azul, que contém hemocianina. Lavam-se os amebdcitos em cloreto de
sodio 3%, para retirada dos componentes do soro e dos anticoagulantes (Yamamoto Et
Al, 2000).

Ao adicionar agua destilada apirogénica, ocorre chogue osmético e consequente
rompimento da membrana, para liberacdo do liquido intracelular. O produto na forma
aquosa € liofilizado, ficando estavel a 4°C por 3 anos, no minimo (Pinto; Kaneko;
Ohara, 2003).

Figura 5 - Teste LAL
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Fonte: http://rhodel.com/2014/09/this-crabs-blood-could-save-your-life/
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Figura 6 - Lisado de amebacitos de limulus (LAL), um reagente que é extraido do
sangue azul do caranguejo em ferradura.

[CoURTESVICHARLES|RIVER]UALYTESTING]

Fonte: http://rhodel.com/2014/09/this-crabs-blood-could-save-your-life/

Um estudo feito em 1970 mostrou que o teste de LAL é mais sensivel do que os
testes realizados em coelhos, pois a intensidade com que o gel é formado é semelhante a
concentracéo das endotoxinas (LEVIN; BANG, 1964).

5.4.2.1. Meétodo de Coagulacédo em Gel

O procedimento mais simples e amplamente usado para detec¢do de endotoxinas
baseia-se na gelificacdo (Pinto, 2003; Cooper, 1970). Este método forma coédgulo ou gel
(método semi-quantitativo). Os trabalhos de Levin e Bang indicaram que a formagéo de
gel ocorre quando a enzima de coagulagdo dos amebdcitos ativada pela endotoxina, na
presenca de cations divalentes, é adicionada a proteina coagulante (coagulogénio)
(Fukumori, 2008).

A reacdo entre o lisado de amebdcito e a endotoxina é dependente da
concentracdo de endotoxina, temperatura e pH.

Volumes iguais de reagente LAL e da solucdo a ser analisada séo transferidos a
tubos de ensaio. A mistura homogeneizada € incubada em banho de agua a 37°C por
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uma hora. O ponto final da reacdo é facilmente verificado pela remocéo dos tubos e
inversdo a 180°. A presenca do gel que se mantém solido durante a inversdo é
considerada positiva para endotoxinas. O ensaio se constitui em teste limite, levando-se
em consideracao a sensibilidade do LAL empregado, que varia de 0,25 a 0,015 UE mL-
1. (Pinto, 2003; Cooper, 1970).

A técnica da coagulacdo em gel permite a deteccdo e quantificacdo de
endotoxinas baseada na reacdo de gelificacdo do reagente (Farmacopéia brasileira 52
edicdo).

O teste de interferéncia do método de coagulacdo em gel deve ser feito em
aliquotas da amostra na qual ndo ha endotoxina detectavel e em dilui¢cbes que nédo
exceda 0 MDV (méxima diluicdo valida). Executar o teste, como no procedimento do
teste, na amostra sem adi¢do de endotoxina (solu¢do A) e na amostra com endotoxina
adicionada (solugdo B), nas concentragoes de Y4 A, /2 A, 1 A e 2 A, em quadruplicatas, e
testando também em paralelo as mesmas concentracfes de endotoxina em agua (solucéao
C) e controle negativo em &gua grau reagente LAL (solucdo D) em duplicata. Calcular a
média geométrica da concentracdo de endotoxina do ponto final de gelificacdo da
amostra como descrito acima no teste para confirmacdo da sensibilidade do LAL. O
teste é valido para a amostra sob analise se a média geométrica desta concentracao for
maior ou igual a 0,5 A e menor ou igual a 2 A. Se o resultado obtido nas amostras nas
quais foram adicionadas endotoxina estiver fora do limite especificado, o teste de
inibicdo ou potencializacdo de endotoxina deverd ser repetido apOs neutralizacao,
inativacdo ou remocdo das substancias interferentes ou apds a diluicdo da amostra por
fator que ndo exceda a MDV. Repetir o teste numa diluicdo maior ndo excedendo a
MDV ou usar um LAL de sensibilidade maior para que a interferéncia possa ser
eliminada na amostra analisada. Interferéncias podem ser eliminadas por um tratamento
adequado como filtracdo, neutralizacéo, dialise ou aquecimento (Farmacopeia Brasileira
52 edicéo).

Quando a monografia contém requerimentos para limite de endotoxina é
utilizado um teste limite para coagulacdo em gel, onde é feito os testes em duplicatas
com as solugdes A, B, C, D como se segue. Na solucdo A, prepare amostra diluida sem
adicdo de endotoxina; Solucdo B prepare amostra com adi¢do de endotoxina (controle
positivo do produto) a 2 A; Solugdo C com agua grau reagente LAL com adi¢dao de

endotoxina a 2 A e solu¢do D (controle negativo) dgua grau reagente LAL sem adi¢do de
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endotoxina. A diluicdo da solucdo A e B ndo deve ultrapassar o MDV (Farmacopeia
Brasileira 5 edicdo).

Para o teste ter validade é necessério que as réplicas dos controles positivos das
solucdes B e C formem gel, e a réplicas dos controles negativos das solugdes A e C ndo
formem gel. Resultados contrarios, ndo serdo validos e deverdo ser

repetidos(Farmacopeia Brasileira 52 edicéo).

Figura 7 - Método coagulacéo em gel

Fonte: http://controledequalidadeemindustria.blogspot.com.br/2016/08/endotoxinas-

bacterianas.html

5.4.2.2. Interpretagédo do Resultado

O ensaio do teste pela coagulacdo em gel € feito com a mistura de um volume
(ex. 100 pL) de LAL com igual volume das solucBes acima, amostra, padrbes, e
controle negativo do teste em tubos de ensaio 10 x 75mm, em duplicatas. Os tubos sdo
incubados por 1 hora a 37 °C + 1 °C, evitando vibracdes. Apds este periodo sdo
retirados um a um, virando a 180 graus e verificando a integridade do gel; se o gel
permanecer firme apds a inversdo dos tubos considere o resultado como positivo, e se
ndo houver formacgdo de gel ou o mesmo ndo se apresentar firme considere como
negativo. O teste somente serd valido se as seguintes condi¢fes forem obedecidas: Se

ambas as réplicas do controle negativo (D) apresentarem reacdes negativas; Se ambas as


http://controledequalidadeemindustria.blogspot.com.br/2016/08/endotoxinas-bacterianas.html
http://controledequalidadeemindustria.blogspot.com.br/2016/08/endotoxinas-bacterianas.html
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réplicas do controle positivo do produto (B) apresentarem reacdes positivas; Se a media
geométrica da solucdo C estiver dentro da faixa de 0,5 A a 2 A. Para calcular a
concentracédo de endotoxina da solucdo A, calcule a concentracdo do ponto final de cada
réplica da serie de diluicBes, multiplicando cada fator de diluicdo do ponto final pela
sensibilidade rotulada do reagente LAL (A) A concentracdo de endotoxina na solugao
teste € a media geométrica da concentracdo do limite das replicas. Se o teste € realizado
na amostra diluida, determine a concentragdo de endotoxina na solucdo original
multiplicando o resultado pelo fator de diluicdo da amostra. Se nenhuma das dilui¢bes
da amostra teste for positiva, expresse o resultado da concentracdo de endotoxina como
menor que a sensibilidade do LAL (A) ou menor do que a sensibilidade do LAL
multiplicado pelo menor fator de diluicdo da amostra. Se todas as diluigdes da amostra
apresentarem reac6es positivas, a concentracdo de endotoxina é expressa como igual ou
maior que A multiplicado pelo mais alto fator de diluicdo da amostra (Farmacopeia

Brasileira 5 edicdo).

5.4.2.3. Meétodos Analiticos para Deteccdo de Endotoxinas

5.4.2.3.1. O Método Turbidimétrico

E baseado no desenvolvimento de turbidez ap6s quebra de um substrato
enddgeno. A técnica turbidimétrica baseia-se na medida de aumento de turbidez
(Farmacopeia Brasileira 5 edicao).

Este método tem uma consideravel medida quantitativa da endotoxina, ao
contrario do ponto final de gelificacdo, que impede a quantificacdo da endotoxina a
niveis abaixo daqueles em que se forma o gel consistente (DING; HO, 2001). E um
método sofisticado, que exige equipamentos complexos, aumentando o0s custos de
execucdo (Santos Et Al, 2000).

O teste € realizado numa temperatura de incubacdo recomendada de 37 °C + 1
°C.

5.4.2.3.2. Metodo Cromogénico
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E baseado no desenvolvimento de cor apds quebra de um complexo peptideo
sintético cromdgeno. Qualquer um destes procedimentos pode ser realizado, a menos
que exista uma indicacdo contraria no procedimento ao qual serd utilizado (Farmacopeia
Brasileira 5 edicao).

O ensaio de LAL cromogénico foi otimizado usando um LAL reativo, designado
para 0 método Gel-Clot, e um substrato cromogénico. O procedimento deste método
envolve a incubacdo do LAL reativo e um padrdo de endotoxina (ou uma amostra),
seguido de incubacdes subsequentes com o substrato cromogénico (Bussey; Tsuji,
1984). Como no meétodo turbidimétrico, este método consiste na exigéncia de
equipamentos complexos, pois € um método sofisticado, com consequente aumento do
custo (Santos Et Al, 2000).

Este é um método quantitativo e especifico para enzima de coagulacao ativada.
O teste requer mistura de 0,1 mL do LAL com 1,0 mL da amostra, incubando-se por 8
minutos. Depois de devida incubacéo, adiciona-se 0,5 mL de substrato cromogénico na
solucgéo e incuba-se novamente por 3 minutos. Para finalizar a reagéo, utiliza-se 0,1 mL
de acido acético glacial em agua, a 25% v/v e, em espectrofotdmetro, 1é-se a densidade
oOptica (Pinto; Kaneko; Ohara, 2003).

5.4.2.3.3. Método Colorimétrico de Proteina de Lowry

Este método quantitativo € considerado muito importante na deteccdo de
endotoxinas, baseando-se em concentracfes crescentes de endotoxinas que sdo
proporcionais a proteina do reagente de LAL, formando coagulogénio (proteina
coagulante). O teste é semelhante ao da gelificacdo, mas a quantidade do lisado-
especifico é determinado usando-se a proteina de Lowry (usa-se um espectrofotdmetro,
com leitura a 660nm). Comparam-se 0s resultados com uma curva padrdo (Pinto;
Kaneko; Ohara, 2003).

E necessario que se acompanhe o ensaio com controles positivo e negativo, para
assegurar a ndo interferéncia de amostras e auséncia de contaminantes (Santos Et Al,
2000).

No método colorimétrico, a absorbancia € medida durante todo o periodo da
reacao e os valores da taxa sdo determinados naquelas leituras. A reacdo chega ao seu
final pela adigdo de um agente de enzimas finalizadoras de reacGes, antes das leituras
(United, 2000).
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5.4.2.3.4. Método Nefelométrico

Este método tem sido pesquisado para detectar a presenca do pirogénio em
parenterais de grande volume (Crawford; Narducci; Augustine, 1991). A diferenca deste
para 0 método espectrofotométrico € que este usa um nefeldmetro (empregando-se a luz
relativa dispersa) enquanto o outro método consiste em utilizar a concentracdo da
endotoxina para leitura da densidade oOptica. Usa-se o sulfato de dodecil sodico para
finalizar a reacdo enzimatica e como estabilizador da suspensdo, utiliza-se a
Carboximetilcelulose (CMC). O teste de LAL ¢é rapido sendo finalizado em 1 hora
(Ding; Ho, 2001).

O método pode ser automatizado, com resultados mais sensiveis que o método
cromogénico. Este método ndo tem sido aceito como promissor como o método

colorimétrico da proteina de Lowry (Palla, 2007).

5.4.2.4. Validacao do Método in vitro

Esta validacdo tem como objetivo liberar o produto acabado, com base no limite
de endotoxinas e comprovando a sensibilidade do LAL.

Historicamente, fabricantes de parenterais de grande volume tém se dedicado
principalmente ao desenvolvimento de ensaios de endotoxina bacteriana devido a
problematica de concentracbes minimas de endotoxina bacteriana em solucbes
administradas em grandes quantidades. Porém, muitos dos problemas atuais se referem
a recuperacdo do controle positivo do padrdo de endotoxina, exacerbada pela natureza
quimica dos materiais que estdo sendo validados (Williams, 2007).

Os controles sdo necessarios para que um teste seja validado, usando-se
controles positivos e negativos (em 2 tubos contendo Endotoxina (controle positivo),
adiciona-se a agua e apirogénica (livre de pirogénio). Em 2 outros tubos sem
Endotoxina (controle negativo), em um deles adiciona-se dgua a ser testada e no outro,
adiciona-se agua apirogénica. Coloca-se as amostras no banho-maria por 1 hora junto
com as amostras a serem testadas. ApoOs este processo, verificam-se os resultados
(Santos Et Al, 2000).
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A validacéo do teste ¢ realizada através da inibi¢ao ou potencializacdo da reacédo
suficiente pode ocorrer formagao de gel, porém a amostra impede a sua formacao, tem-
se média geométrica menor que a sensibilidade do LAL (Lourenco; Kaneko; Pinto,
2005).

As caracteristicas de uma boa validacdo do ensaio de LAL que contempla em
termos gerais, 0os métodos cinéticos e de formacdo de gel, incluem auséncia de
interferéncia (positivos sdo positivos e negativos sao negativos), solubilidade adequada
do produto quando reconstituido e diluido ou simplesmente diluido, demonstracdo de
que o método escolhido ndo reduz ou destroi a endotoxina que pode estar presente caso
sejam empregadas condicGes drasticas ou solventes, meio de pH neutro da amostra com
o reagente LAL (6,0 a 8,0), documentacdo dos artigos consumiveis no ensaio atestando
a condicdo livre de endotoxina, registros apropriados dos equipamentos utilizados
(Williams,2007).

Ap0s a validacdo do teste, pode ser aplicado a rotina de trabalho para aprovacéo
ou rejeicdo dos lotes produzidos. O teste é usado quando a monografia apresenta as
especificacbes para o limite de endotoxina e, na situacao de escolha entre os diferentes
métodos (gelificagdo, fotométrico e turbidimétrico), a deciséo final é baseada no ensaio
de gelificacdo (Lourenco; Kaneko; Pinto, 2005).

Uma validacdo deve demonstrar que as amostras ndo interferem no ensaio de
LAL considerando dois fatores importantes: (1) determinacdo da sensibilidade do LAL

e (2) determinacéo da potencializagéo ou inibicdo do teste de LAL (Fukumori, 2008).

5.4.2.5. Fatores de Interferéncia no Teste de LAL
5.4.25.1. Sensibilidade do LAL

A sensibilidade ¢ a habilidade de o método detectar uma amostra
verdadeiramente positiva como positiva (Palla, 2007).

A sensibilidade do LAL rotulada é a concentracdo de endotoxina necessaria para
causar uma gelificagcdo do reagente LAL. Para garantir a preciséo e validade do teste
s80 necessarios testes para confirmar a sensibilidade do LAL rotulada assim como testes
para verificacdo de fatores interferente. A confirmacéo da sensibilidade do LAL ¢ feita

utilizando no minimo 01 frasco de reagente LAL e preparando uma série de diluigdes de
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endotoxina usando o padrdo de Endotoxina de referéncia (RSE) ou o padrdo de
Endotoxina (CSE), com razdo geométrica igual a 2 para obter as concentracfes de 0,25
A, 0,5 A, A e 2 As, onde A € a sensibilidade declarada do LAL em UE/mL. Executar o
teste com as quatro concentraces do padrdo de endotoxina em quadruplicata e incluir
controles negativos. A média geométrica da concentracdo do ponto final cujo calculo e
interpretacdo encontram-se a seguir deve ser maior ou igual a 0,5 A ¢ menor ou igual a 2
A. A confirmacdo da sensibilidade do LAL deve ser realizada para cada novo lote de
LAL. O calculo e interpretacdo do ponto final de gelificacdo é o ultimo teste da serie
decrescente de concentracdo de endotoxina padrdo que formou gel (Farmacopeia

Brasileira 5 edicdo).

5.4.25.2. Testes de Inibicdo e Exacerbacédo de Resposta

Para que o método de formacdo de gel seja considerado vélido, deve ser
confirmado se o produto inibe ou potencializa a reacdo de LAL para a deteccdo de
endotoxinas. Ocorre inibicdo quando ha quantidade suficiente de endotoxina para a
formacdo de gel, porém a amostra impede a sua formacdo. Ocorre potencializacdo
quando ha formacdo de gel mesmo sem haver quantidade suficiente de endotoxina
(Lourenco; Kaneko; Pinto, 2005)

A inibicdo ou exacerbacgédo pode ser eliminada com dilui¢do, aquecimento, ajuste
de pH, adicdo de substancia que neutralize a inibicdo ou adicdo de agente dispersante de
endotoxina. Esta inibicdo/potencializacdo da resposta deve ser considerada e a avaliacdo
desses efeitos é efetuada contaminando-se a amostra na diluicdo em que é testada com
quantidades determinadas de endotoxina bacteriana, de forma a permitir verificar se a

amostra interfere (inibe ou potencializa) a reacdo de formacéo do gel (Palla, 2007).

5.4.25.3. Limite de Endotoxina

O padrdo de referéncia de endotoxina (RSE) tem sua poténcia definida de 10.000
Unidades de Endotoxina (EU) por frasco. Constitui-se cada frasco com 5mL de agua
apirogénica. Agita-se por 30 minutos no vortex e usa-se entdo este concentrado para
fazer diluicdes em série apropriadas. Mantém-se esta concentracdo no congelador, para

subsequentes diluigdes, por ndo mais de 14 dias (Palla, 2007).
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Para produtos parenterais, o limite é correspondente a K/M, onde K é igual a
5Ue/kg de peso corporeo e M é igual & dose méxima humana recomendada por
quilograma. Para correlatos, os limites séo de 0,5 UE/ mL e para aqueles em contato
com a medula espinal, o limite é de 0,06 UE/ mL. Séao isentos do limite de endotoxina:
0s produtos para novas aplicagdes ou produtos biolégicos com limites distintos e
produtos farmacéuticos ou bioldgicos, que ndo possam ser testados pelo método LAL
(Palla, 2007).

5.4.25.4. Teste de Compatibilidade

O perfil de compatibilidade é uma extensdo da pesquisa preliminar para a
inibicdo. A finalidade exclusiva deste perfil é encontrar uma concentracdo compativel
da droga que nao iniba ou aumente a recuperacdo de endotoxina. O passo para encontrar
esta compatibilidade é testar uma série de diluicGes tipo base dois na amostra e
identificar a faixa onde o controle positivo do produto é totalmente recuperado (Brum,
2009).

A ndo interferéncia do produto é muito importante durante a realizacdo do teste.
Se for detectada em primeira instancia a interferéncia do produto, deve-se aplicar a
Concentracdo Méaxima Vaélida (CMV), que consiste numa etapa preliminar para
determinar a diluicio méxima de um produto na qual a concentracdo limite de
endotoxina possa ser detectada ou a Diluicilo Méaxima Vélida (DMV), onde a

concentracdo pode ser calculada (Roslansky; Dawson; Novitsky, 1990).

5.5. Principais Diferencas entre o Ensaio in vivo e in vitro

Existem numerosas limitagdes na utilizacdo do teste pirogénio em coelho para
determinacdo do conteldo em endotoxinas, uma vez que as endotoxinas e 0s pirogénios
se tratam de dois ser bem distintos. A endotoxina € uma molécula contida na parede
celular de bactérias Gram-negativas e sdo pirogénios reconhecidos. Por outro lado,
pirogénios propriamente ditos sdo toda e qualquer substancia capaz de desencadear uma
resposta febril tanto em humanos como em coelhos, englobando assim muitas outras
coisas e situacdes para além das endotoxinas. As micobacterias, os fungos e 0s virus

ndo possuem endotoxinas e sdo também capazes de causar reagdes febris. NGs proprios
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possuimos pirogénios endogenos, substancias inerentes ao nosso sistema metabolico
capazes de induzir febre. Por exemplo, temos interleucinas que se sabe aumentarem a
temperatura corporal na ativacdo da resposta inflamatéria ou hormonas tiroideias e
estrogenios capazes de fazerem subir ou descer a temperatura do corpo consoante o
estado de atividade. Simultaneamente, agentes pirogénio exdgenos quando introduzidos
Nno nosso organismo podem causar uma resposta febril. Bactérias, as suas toxinas,
vacinas e outros microrganismos como fungos, virus e organismos parasiticos podem
produzir febre. Sangue e seus derivados quando transfundidos podem determinar a
elevacdo da temperatura corporal, assim como medicacdo que entre outras reacdes
corporais que causa pode também a incluir.

Em 1959, com a publicacdo do livro “The principles of humane experimental
technique” foi introduzido o conceito dos 3Rs (reducdo, refinamento e substituicdo) no
meio cientifico que consiste na reducdo do numero de animais, refinamento das técnicas
experimentais, minimizando o sofrimento do animal e preservando o seu bem estar e,
quando possivel, a substituicdo dos testes realizados in vivo por testes in vitro.

Esse conceito evoluiu como uma tendéncia mundial, iniciando uma forte pressao
com implicac@es éticas quanto a ndo utilizacdo de animais em pesquisas cientificas e a
mobilizacdo de vérias entidades e 6rgdos regulatdrios no arduo trabalho da validacao de
métodos alternativos na area de toxicologia (Russel; Burch, 1959; Balls Et Al., 1995).

Por mais de 40 anos o ensaio de pirogénio em coelhos permaneceu invariavel e
sua efetividade foi pouco questionada. Hoje, para a aprovacdo e comercializacdo de
grande parte dos produtos farmacéuticos e biotecnoldgicos administrados por via
parenteral, os principais 6rgdos reguladores internacionais exigem o controle de
endotoxina pelo método de LAL (Morales, 2004).

O teste de LAL somente detecta as endotoxinas oriundas de bactérias
gramnegativas, consistindo em grande parte da resposta pirogénica. O teste de
pirogénioin vivo(que detecta o pirogénio total) ainda é mantido, pois existem pirogénios
gue ndo sdo endotoxinas e, portanto, ndo detectaveis pelo método de LAL.

No entanto, o teste Pirogenio apresenta como desvantagens:

- 0 gasto de tempo, pois é um teste demorado e trabalhoso, onde se deve medir a
temperatura do coelho num intervalo curto de tempo;

- A necessidade de extrapolacdo entre as espécies de coelhos para os seres humanos
apesar do limiar de febre semelhante entre humanos e coelhos. As questBes éticas

envolvendo 0 uso de animais em experimentacdo também pode ser alvo de criticas
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tendo em vista a variabilidade biologica dos animais e as interferéncias que podem levar

a uma resposta falso-positiva ou falso-negativa. Como exemplo, podemos citar a
elevacdo de temperatura por estresse causado por um ruido na sala de experimentacao,
as diferencas de resposta entre racas de coelhos e a influéncia de fatores ligados ao sexo.
A postura que o animal adota na gaiola de contencéo, entre outros fatores, pode resultar
numa resposta negativa, sem contar com fatores ambientais que devem ser bem
controlados (Melandri, et al, 2010).

- E um método inadequado para determinar pirogénios em medicamentos como 0s
esteroides, os utilizados em quimioterapia e outros que pertencem ao grande grupo de
substancias que quando sdo administradas ao organismo podem responder com
mecanismos que causam 0 aumento da temperatura, sendo esta, outras dos grandes
limitadores deste ensaio quando se estdo fazendo pesquisas com medicamentos ou se
trata do controle de endotoxinas na inddstria farmacéutica.

- Uma desvantagem muito grande é o fato de ndo poder quantificar o contetudo de
endotoxinas presentes em uma amostra mediante este ensaio, que oferece somente um
resultado qualitativo.

Ja o Teste de LAL é apropriado na substituicdo do teste de pirogénio para
determinados produtos, como &gua para inje¢cdo e medicamentos que nao podem ser
aplicados em animais .Possui a vantagem de utilizar hemolinfa de animal invertebrado,
além de avaliar a contaminacdo frente a um padrdo de endotoxina que permite uma
medicdo semiquantitativa, no caso do método de gelificacdo ou quantitativa, quando se
trata do LAL cromogénico.

Uma das principais desvantagens do teste em LalL € a incapacidade de detectar outros
tipos de pirogénio que ndo sejam gram-negativas e também a capacidade da endotoxina
de se ligar a proteinas plasmaticas e ndo ser detectada no LAL ja que este so quantifica
endotoxina livre. (Melandri, et AL, 2010)

Uma das maiores vantangens do LAL principalmente do ponto de vista das
associacOes protetoras dos animais € seu usocomo uma alternativa de substitui¢do
aoteste de pirogénio em coelhos e como consequéncia reducdo de aproximadamente
80% dos testes in vivo. Além disso, essa inclusdo permite que o LAL, assim como o
teste em coelhos, também possa ser usado como referéncia para estabelecer uma
correlagéo, no processo de validagdo de novos ensaios in vitro (Schindler Et Al., 2004).

O LAL também apresenta desvantagens, dentre elas, a ineficiéncia em detectar

outros tipos de pirogénios que ndo sejam de origem Gram-negativa impedindo uma
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completa substituicdo do teste de pirogénio em coelhos, a limitacdoem relagdo as
interferéncias de produtos bioldgicos, tais como soros hiperimunes, vacinas,
hemoderivados e amostras ambientais sélidas, e ainda existe a possibilidade da
endotoxina se ligar a proteinas plasmaticas e nao ser detectada no LAL ja que este s

quantifica endotoxina livre.

6. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento da tecnologia na area da qualidade, estudos vém
mostrando que € possivel a substituicdo do teste pirogénio in vivo por métodos nédo
agressivos aos animais, no entanto, existem algumas particularidades do processo que
ndo permite essa total substituicdo ainda.

O uso de métodos in vitro além de eficaz na maioria dos casos também reduz
custos, como por exemplo, 0 custo com a manutencdo dos animais de laboratorios e
gasto de tempo para obtencdo dos resultados por essas e todas as razfes discutidas
anteriormente, o ensaio de LAL é o método recomendado atualmente pelas principais
empresas farmacéuticas e organismos internacionais que regulam o controle de

qualidade dos medicamentos e alimentos.
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