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RESUMO

O teste de deteccdo de pirogénio é preconizado nas farmacopeias como teste de
seguranca imprescindivel para a avaliagdo da qualidade de produtos injetaveis. Os
métodos alternativos ao teste de pirogénio em coelhos sédo o Teste de Lisado de
Amebdcitos de Limulus (LAL) e o Teste de Ativacdo de Monécitos (MAT). Esses
meétodos ainda ndo podem substituir o teste em coelhos por completo, pois no caso
do LAL os resultados podem ndo ser confidveis quando a andlise é realizada na
presenca de algumas substancias interferentes com alto teor de lipidios e proteinas
(encontrados nos medicamentos biolégicos) e glucanas, além disso, o teste sO
detecta endotoxinas. Em relacdo ao MAT, ja que o teste é sensivel para todos os
tipos de pirogénios e tem 0 mesmo mecanismo biologico responséavel pela reagcédo de
febre em humanos, o Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods (ICCVAM) recomendou sua utilizagcdo desde que fique
demonstrada a equivaléncia de seus resultados ao teste em coelhos, em
conformidade com a regulamentacdo aplicavel. Verifica-se assim, que a literatura
carece de dados que envolvam a comparacao entre a dose limite que causa febre
em coelhos e a correspondéncia para o MAT relacionado ao &cido lipoteicéico (ALT),
sendo assim, esse estudo tem como objetivo principal avaliar a utilizacdo do MAT na
deteccdo da contaminacdo de ALT de S. aureus em Cloreto de Sdédio 0,9 %
apirogénico artificialmente contaminado, através do estabelecimento de curva dose-
resposta de ALT em coelhos; curva concentragédo-resposta de ALT para o MAT e
avaliacdo em paralelo dos resultados obtidos utilizando ALT no teste em coelhos,
LAL cromogénico e MAT. A resposta de febre foi observada a partir de 75.000 ng de
ALT/Kg nos coelhos e no MAT para sangue criopreservado/IL-1[3 foi estabelecida em
50.000 ng/mL de ALT, ou 5,41 UEE/mL. O teste de LAL apresentou resultado falso-
reativo a partir de 10.000 ng/mL de ALT. Os resultados apresentados neste estudo
fornecem informacfes importantes sobre a comparacéo entre o teste de pirogénio
em coelhos, MAT e LAL, contribuindo com dados para a validacdo do MAT,
envolvendo outros pirogénios que ndo a endotoxina, e também para a aceitacédo
deste teste pelos 6rgaos regulatorios no Brasil visando uma possivel substituicdo do
uso de animais, garantindo, assim, a seguranca da saude da populacao.

Palavras-chave: Teste de Ativacdo de mondcitos. Teste de pirogénio. Métodos

alternativos. Acido lipoteicéico. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT
The pyrogenic test is preconized in the Pharmacopeias as a safety test indispensable
for the quality of evaluation of injectable products. The alternative methods to the
rabbit pyrogen test are the Limulus Amebocite Lysate (LAL) Test and the Monocyte
Activation Test (MAT). These methods cannot replace the rabbit test completely yet,
for in the case of LAL the results may not be reliable when the analysis is carried out
in the presence of some interfering substances with high content of lipids and
proteins (found in biological medicines) and glucans, moreover, the test only detects
endotoxins. Concerning the MAT, since the test is sensitive to all types of pyrogens
and has the same biological mechanism responsible for the fever reaction in
humans, the Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods (Comité de Coordenacgdo Interagéncias sobre Validacdo de Métodos
Alternativos

ICCVAM) have recommended its utilization provided that the
equivalence of its results from the rabbit test, in conformity with the applicable
regulation. It can be verified, then, that the literature lacks the data which involves the
comparison between the limit dose that causes fever in rabbits and the consequence
for the MAT related to the lipoteichoic acid (LTA), that being so, the aim of this study
is mainly the utilization of MAT in the detection of the contamination of LTA of S.
aureus in apyrogenic 0.9 % Sodium Chloride artificially contaminated, through the
establishment of the dose-response curve of LTA in rabbits; concentration-response
curve of LTA for the MAT and parallel evaluation of the results obtained by utilizing
LTA in the test in rabbits, chromogenic LAL and MAT. The fever response was
observed from 75.000 ng of LTA/Kg in rabbits and in MAT and for cryopreserved
blood/IL-13 was established in 50.000 ng/mL of LTA, or 5,41 UEE/mL. The LAL test
presented a false-positive result from 10.000 ng/mL of ALT. The results presented in
this study provide important information on the comparison between the rabbit
pyrogen test, MAT and LAL, contributing with data to the evaluation of MAT, involving
pyrogens other than endotoxin, and also to the acceptance of this test by the
regulatory organs in Brazil aiming at a possible animal substitution, and
guaranteeing, then, the health security of the population.

Key-words: Monocyte Activation Test. Pyrogen test. Alternative methods.
Lipoteichoic acid.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Lei Orgéanica da Saude (Lei n°® 8080, de 19 de setembro de
1990, Art. 6°. § 1°), compete ao Sistema Unico de Salde a execucdo de acbes de
vigilancia sanitaria definida por “um conjunto de a¢6es capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producdo e circulacéo de bens e da prestacdo de servicos de interesse
da saude” (BRASIL, 1990).

O artigo 28 do Decreto n° 4.725, de 9 de junho de 2003, que regulamenta o
Estatuto da Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) estabelece que “ao Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) compete planejar, coordenar,
supervisionar e executar atividades de: |. Controle da qualidade de produtos para
consumo humano, compreendendo alimentos, medicamentos, sangue e
hemoderivados, imunobioldgicos, cosméticos, saneantes, reativos para diagnosticos,
equipamentos e artigos de saude em geral; Il. Estabelecimento de normas e
metodologias de controle da qualidade para a rede de laboratérios do Sistema Unico
de Saude (SUS); Ill. Capacitacdo de profissionais em sua &rea de competéncia para
0 sistema de saude e de ciéncia e tecnologia do pais; IV. Promoc¢do de acdes
regulatorias em parceria com o 6rgéo de vigilancia sanitaria; e V. Assessoria técnica,
como unidade de referéncia, a rede nacional de laboratorios de controle de
qualidade em saude” (BRASIL, 2003, INCQS, 2009).

Assim, para o cumprimento de seu papel no ambito do Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria (SNVS), o INCQS realiza as analises laboratoriais previstas na
legislacdo sanitaria somente para o poder publico, principalmente por denuncias e
por programas com instituicdes do SNVS. Entre as ac¢des de vigilancia sanitaria esta
a realizacdo de analises analitico-laboratoriais, que tém como objetivo principal
fornecer subsidios aos 6rgdos competentes para elucidar dividas quanto a desvios
dos padrbes de qualidade dos produtos (INCQS, 2009).

Entre os produtos destinados ao consumo humano, os injetdveis sdo um dos
que oferecem grande risco ao usudrio, ja que por definicdo esses produtos devem
ser preparacdes estéreis e apirogénicas destinadas a administracdo parenteral
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010a).
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Em 1657, Christopher Wren foi o primeiro a injetar uma droga, processo
utilizado rotineiramente mais tarde pelo médico inglés Johan Major em 1662. Nesta
época, o fato foi referido como "cirurgia infusora”. No inicio de 1800, Gaspard
realizou experimentos com a injecdo de extratos putricos em caes. Stanislas
Limousin inventou a ampola em 1886 e Charles Pravex de Lyon propds a seringa
hipodérmica em 1853 (WILLIAMS, 2007).

A via parenteral, também chamada de injetavel, foi utilizada pela primeira vez,
de maneira sistematica, em 1853, na terapéutica humana pelo médico Alexander
Wood, quando administrou injecdo de morfina em seus pacientes, dando origem a
diversos acidentes infecciosos. Assim, surgem como exigéncias da via parenteral, a
necessidade de utilizacdo de medicamentos estéreis, e de solugbes aquosas com
pH e tonicidade compativeis com os tecidos onde séo aplicados (GUIA, 2014).

A Sociedade Médica e Cirurgica de Londres aprovou a injecdo hipodérmica
de morfina em 1867, como o0 primeiro medicamento injetavel oficialmente
reconhecido, que apareceu pela primeira vez no adendo de 1874 da Farmacopeia
Britanica de 1867, e em 1888, na primeira edicdo do Formulario Nacional dos
Estados Unidos (WILLIAMS, 2007).

O inicio do progresso de terapia injetavel foi desacelerado pela ocorréncia de
febre e outros sintomas associados com a forma ainda primaria do processo de
producdo parenteral. Martindale e Wynn propuseram técnicas de fabricacdo para
procedimentos assépticos de salvarsan (primeira substéncia projetada para
combater microbios na histdria), no mesmo ano em que Hort e Penfold estavam
descrevendo o0 agente ativo na produgdo de febre (endotoxina bacteriana)
(WILLIAMS, 2007).

O conceito de esterilidade foi introduzido no inicio da fabricacdo parenteral, na
nona revisdo da USP, em 1916. As Unicas solugcbes parenterais incluidas nesse
momento foram de agua destilada, solucdo de hipdéfise e solucdo de cloreto de
sédio. O primeiro compéndio oficial a preconizar o ensaio de esterilidade de drogas
administradas pela via parenteral foi a Farmacopeia Britéanica 32, em 1932. E na
Farmacopeia Americana em 1936, (USP 11 — NF VI), com 26 monografias de drogas
parenterais (WILLIAMS, 2007).

Com o desenvolvimento das solug¢des farmacéuticas parenterais, no inicio de

1900, surgiu um problema associado chamado “febre de injecdo”. Acreditavam que a
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febre que acompanhou as primeiras inje¢cdes era devido a via de administracédo (pela
resposta do organismo quando picado pela agulha), em vez de ser vista como um
contaminante da droga e, portanto, foi designada por “febre de injecdo". Em 1912
Hort e Penfold publicaram varios estudos conclusivos incluindo microrganismos e
sua relacdo com a febre. Os autores estudaram o material toxico originado somente
de bactéria Gram-negativa, onde a contagem microbiana da atividade pirogénica em
agua destilada da bactéria morta foi tdo pirogénica quanto da bactéria viva. Hort e
Penfold foram os primeiros a desenhar e padronizar o teste de pirogénio em
coelhos. Eles concluiram que uma substancia bacteriana estavel ao calor era a
raz8o mais provavel da “febre de injecdo”. O tabalho de Hort e Penfold foi, em
grande parte, negligenciado até 1923, quando Florence Seibert explorou as causas
da pirogenicidade em agua destilada, e concluiu que a contaminacao bacteriana foi
de fato a causa da conhecida “febre de inje¢cao”. Outros estudos investigaram que a
bactéria Gram-negativa possuia um complexo de alto peso molecular, chamado de
“complexo de endotoxina” responsavel pela toxicidade, pirogenicidade e resposta
imunologica, além de elucidar varios fatores que afetam a severidade da resposta
incluindo a dose, a espécie hospedeira infectada, a espécie da bactéria na qual a
infeccao foi derivada, e do modo de entrada. Rademaker confirmou as descobertas
de Seibert e salientou a importancia de se evitar a contaminagao bacteriana em
cada etapa da producdo farmacéutica, ressaltando que a esterilidade ndo garante a
apirogenicidade. Em 1942, foi introduzida na Farmacopeia Americana, 0 primeiro
teste oficial de pirogénio em coelhos para garantir a apirogenicidade de solucdes
parenterais (WILLIAMS, 2007).

A eficacia da via parenteral de administracdo necessita de um nivel de
limpeza que se aproxima do absoluto, caso contrario, se 0 medicamento que foi
projetado para trazer vida ao paciente for introduzido no corpo com contaminacao,
podera ocasionar efeitos adversos, como, infeccéo, febre, choque ou morte, sendo
considerado um grave problema de Saude Publica (WILLIAMS, 2007, SCHINDLER
et al, 2009).

Devido ao risco associado de contaminacéo, a produgédo dos medicamentos
injetaveis deve atender a parametros descritos na legislagdo envolvendo entre

outros a determinacéo de volume, da esterilidade, da auséncia de pirogénio, além de
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outras exigéncias previstas nas monografias individuais de cada produto (ANVISA,
2008).

1.1 PIROGENIOS

Os médicos gregos consideravam a febre como um agente terapéutico e nao
como uma patologia. Parménides (500 a.C.) e Rhupos de Epheso (100 d.C.)
compartilhavam do conceito de que, se a febre pudesse ser produzida
artificialmente, certamente poderia curar grande parte das doencas A ideia de que a
febre tinha valor terapéutico perdurou por séculos e foi reforcada por dois eventos
subsequentes. Primeiro pela inducdo do efeito de febres experimentais através da
injecdo intravenosa de material putrido em animais, e em segundo lugar, pela
preparacdo altamente pirogénica feita a partir das células mortas de Salmonella
typhosa, utilizada como vacina tiféide (PEARSON, 1985).

Em 1862, Billbroth, foi provavelmente o primeiro pesquisador a usar o termo
pirogénio (do grego pyro que significa “fogo” e génesis que significa “criar ou
resultar”) sendo, portanto, adequado para designar qualquer substancia que tenha a
capacidade de induzir reacfes febris (PEARSON, 1985, SCHINDLER et al, 2009). A
partir de entdo, muitos autores usaram este termo em diversos trabalhos e este
fendbmeno foi muito estudado. Durante a dltima parte do século XIX, von Jauregg
comecou investigacdes abrangentes para determinar o valor da terapia de febre. E
recebeu o prémio Nobel de medicina em 1927 por seus estudos fundamentais com a
febre (PEARSON, 1985).

A temperatura corporal normal, que pode variar ao longo do dia em até 0,5 °C
em adultos é controlada pela regido pré-optica do hipotalamo anterior, considerado o
maior centro termorregulador do Sistema Nervoso Central (SNC). No caso da
infeccdo por microrganismos, pode ocorrer o desencadeamento de uma série de
acontecimentos que, finalmente, aumentam o ponto de ajuste do corpo para produzir
febre. Quando o centro termorregulador permite um aumento do limite maximo de
temperatura corporal, o hipotdlamo ativa o Sistema Nervoso Simpatico para induzir

vasoconstricdo, aumento da atividade do muasculo esquelético ou aumento
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insensivel do tbnus muscular, como fracos tremores para aumentar o metabolismo
das células (ZOMORRODI; ATTIA, 2008, OGOINA, 2011).

Os pirogénios podem ser classificados com base no seu local de producdo em
exodgenos (produzidos fora do corpo e indutores de elevacbes térmicas quando
injetados em humanos e animais) e endégenos (produzidos dentro do hospedeiro).
Classes gerais de pirogénios exégenos compreendem bactérias, virus e fungos,
parte deles ou seus produtos, como as toxinas. E também n&o microbianos como
alguns farmacos. Pirogénios enddgenos sao principalmente citocinas pirogénicas
(classe de imunopeptideos), incluindo as Interleucina 1B (IL1B), Interleucina 6 (IL-6),
Interferon-a (IFN-a) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) (HARTUNG et al, 2001,
HOFFMANN et al, 2005a, OGOINA, 2011) . Em patrticular, a familia de sinalizacéao
do sistema imune inato, conhecido como Toll Like receptors (Toll Like receptors -
TLR) tem providenciado grandes avancos na determinagdo do mecanismo
infeccioso. Os receptores tipo Toll funcionam como receptores de reconhecimento
padrdo (Pattern Recognition Receptor — PRR) presentes nos macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos e leucécitos polimorfonucleares, responsaveis pelo
reconhecimento dos padrdes moleculares associados a patdégenos (Pathogen-
associated molecular patterns - PAMP), 0os quais sdo expressos em um amplo
espectro de agentes infecciosos, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
virus e fungos (OGOINA, 2011).

Os TLRs juntos com os receptores de IL-1 sdo conhecidos como uma super
familia denominada “Receptor de Interleucina-1/Receptor Toll-Like”; e tém em
comum um dominio chamado TIR (Toll/IL-1 receptor). Os receptores Toll-Like 1, 2, 4,
5, 6 estdo presentes na membrana plasmatica, de modo que eles contém dominios
intracelulares, devido a presenca de proteinas adaptadoras do tipo TIR e
extracelular (repeticdes ricas em leucina), enquanto que os receptores Toll-Like 3, 7,
8, 9 e 10 estdo localizados intracelularmente, ou seja, nos endossomos e néao
possuem dominio extracelular. O dominio TIR é requerido para iniciar a geracao dos
sinais intracelulares, visto que a proteina MyD88 esta presente em todos os
receptores, exceto no TLR3. As proteinas adaptadoras do tipo TIR (MyD88, TIRAP,
TRIF e TRAM) através de uma cascata de sinalizacdo atuam entdo na transducéo
de sinal com ativacdo de proteinoquinases e consenquente ativacdo do fator de

transcricdo NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) o
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qual é translocado ao ndcleo para induzir a expressao das citocinas e moléculas de
adesao. Em outros casos, envolvem co-receptores como MD2 e CD14 onde a partir
de uma cascata de sinalizacdo ativam IRF3 o qual vai para o interior do ndcleo e
induz a producado de genes para a producado de Interferon a e § (MEDZHITQOV et al.,
1997, KOPP; MEDZHITOQV, 2003).

Alguns receptores Toll-Like funcionam aos pares de modo que esta
associacdo forma um receptor. O dimero TLR1-TLR2 reconhece os PAMPs de
bactérias = gram-positivas, incluindo  lipoproteinas  (LP), lipopeptideos,
peptideoglicanos (PG) e o acido lipoteicoico (ALT). A associacdo TLR2-TLR6 é
responsavel pelo reconhecimento do acido lipoteicoico da parede de bactérias gram-
positivas. TLR4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bactérias
gram-negativas e a proteina F de alguns virus (DINARELLO, 2004).

As citocinas (pirogénos endégenos ou intrinsecos) a partir da via NF-kB
podem agir por ativacdo da via de ciclo-oxigenases levando a transformacéo do
acido aracdoénico em prostaglandinas (PGE2) nas membranas citoplasmaticas. A
prostaglandina E2 € uma pequena molécula que facilmente atravessa a barreira
hematoencefalica ligando-se a receptores especificos (EP3) ativando neurbnios na
area pré oOptica do hipotalamo a elevar a temperatura corporal desencadeando
mecanismos de producao e conservagao de calor, resultando na febre (DINARELLO
et al., 1988, OGOINA, 2011). A producédo de prostaglandinas pode ser inibida por
medicamentos da classe dos antiinflamatdrios ndo esteroidais que interferem no
processo enziméatico através da inibicdo por ligacédo reversivel (ou ndo) as enzimas
ciclo-oxigenases (COX) (DINARELLO, 2004).

A temperatura do corpo pode variar também sem a acdo de microrganismos
invasores na corrente sanguinea, como no caso da hipertermia. Suas causas estao
relacionadas a exposicdo em ambientes com temperatura elevada, falha no
mecanismo de regulagéo da temperatura corporal em dissipar o calor (transpiracao e
a vasodilatacdo), pratica excessiva de atividade fisica, desidratacdo, consumo de
medicamentos como barbitdricos e anfetaminas, etc. Os sintomas da hipertermia sao
suor intenso, confusdo mental, cdimbras, nduseas, vomitos e perda de coordenagéo.

Nao sdo muitos os pacientes que sobreviveram mais do que alguns dias ou
semanas, com temperaturas superiores a 41,7 °C. O tratamento deve ser realizado

com técnicas de resfriamento corporal, incluindo cobertores de refrigeracdo, imerséo
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em agua gelada, utilizar sacos de gelos entre as virilhas, axilas e pescoco, lavagem
géstrica e intraperitoneal com fluidos frescos, etc. (ZOMORRODI; ATTIA, 2008).

1.1.1 Endotoxinas

As endotoxinas bacterianas séo lipopolissacarideos complexos de alta massa
molecular (~10° Da) que constituem a parede celular de bactérias Gram-negativas e
constituem a principal fonte de pirogénio exdégeno encontrada em produtos injetaveis
de uso veterinario e humano para a indastria farmacéutica. Endotoxinas nao
purificadas podem conter lipideos, carboidratos e proteinas. A denominagcdo de
lipopolissacarideo é aplicada a forma quimica pura da endotoxina, para enfatizar a
sua natureza quimica (PINTO, 2010). O LPS é formado pelo nucleo polissacaridico,
ao qual se liga a cadeia O-antigénica e a unidade lipidica A, que é responsavel pelas
propriedades pirogénicas. E caracterizado como uma molécula anfifilica (hidrofilica e
lipofilica), resistente ao calor e muito estavel a variagdes de pH (SCHAUMBERGER
et al, 2014). O LPS é bem estabelecido como o principal componente
imunoestimulatorio da resposta inflamatéria desencadeada por microrganismos in
vivo e in vitro desde 1950, sendo capaz de causar choque séptico letal (MORATH;
GEYER; HARTUNG, 2001, DEININGER et al, 2008).

A sua forma purificada e biologicamente ativa foi demonstrada desde 1952 e
seu principal ativo, o lipidio ancorado - lipidio A, foi comprovado quase 30 anos
depois por sintese quimica em 1985. Mais de 45 mil artigos cientificos listados no
sistema Medline desde 1966 descrevem a atividade biologica do LPS (MORATH et
al, 2002b).

Por meio de um processo de esterilizacdo pode-se eliminar todos os
microrganismos viaveis. Porém, em relacdo a um produto, como a obtencdo da
esterilidade de qualquer unidade isolada, vinculada a um lote produzido, ndo pode
ser garantida e nem demonstrada, verifica-se a esterilidade de um lote em termos
probabilisticos por meio de um processo de produgcdo adequadamente validado
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010c).
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Devido a caracteristica termoestavel da endotoxina, esta ndo € inativada de
forma eficaz pelos processos de esterilizagdo amplamente utilizados, como exemplo
o calor umido a 121 °C/15 min. Assim, a endotoxina pode ser eliminada através de
processos de despirogenizacdo submetendo-se o produto ao calor seco em
temperatura acima de 250 °C por 30 minutos (SCHINDLER et al, 2009,
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b). Em produtos termossensiveis pode ser
realizada a inativacdo da endotoxina por tratamentos quimicos, como: hidrélise
acida, oxidacdo com peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio, periodato de
sbédio, permanganato de potassio diluido, alquilagdo com anidrido acético e
succinico, ou mesmo o6xido de etileno, a radiacdo ionizante e o tratamento com o
antibiotico polimixina B. Outros processos levam a remocdo da endotoxina, como a
exclusdo pelo tamanho fisico através da ultrafiltracdo, remocéo por troca idnica, ou

agregacéo, seguido por filtragao (WILLIAMS, 2007).

1.1.2 Acido lipoteicéico

Mesmo depois de 50 anos, apés a elucidagdo do LPS como principal
estrutura de bactérias Gram-negativas que causa a ativacdo do sistema imune
humano, o seu homodlogo para as bactérias Gram-positivas ainda permanece em
debate (ROCKEL; HARTUNG, 2012).

Entretanto, os sintomas provenientes da contaminacdo por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas sdo semelhantes e ndo podem ser distinguidos
clinicamente (MORATH et al, 2002a, DRAING et al, 2008, DEININGER et al, 2008).
Recentemente, a importancia de bactérias Gram-positivas na patogénese da sepse
foi enfatizada e o &cido lipoteicdico, presente em quase todas as bactérias Gram-
positivas, tem sido sugerido como o principal representante imunoestimulatorio
(MORATH; GEYER; HARTUNG, 2001, MORATH et al, 2002a, MORATH et al,
2002b, DRAING et al, 2008). Alguns autores o tem descrito como 0 equivalente n&o
estrutural a endotoxina de Gram-negativas (MORATH, et al, 2002a, MORATH et al,
2002b).



25

Apesar dos avancos médicos no tratamento de infecgBes bacterianas, a
frequéncia das infeccdes hospitalares por Staphylococcus aureus vem crescendo
consideravelmente, sendo esse 0 microrganismo infectante mais comum em
criancas nos EUA, com quadros graves de sepse, tornando ainda mais complicado o
tratamento devido ao surgimento de espécies resistentes aos antibidticos (MORATH;
GEYER; HARTUNG, 2001, THIEMERMANN, 2002, ROCKEL; HARTUNG;
HERMANNA, 2011, MALONEY, 2013).

Porém, a natureza quimica do agente causador de febre em bactérias Gram-
positivas ainda carece de maior compreensao, ja que aproximadamente 90% da
parede celular dessas bactérias é composta por peptideoglicano. O PG é um
polimero, que fornece resisténcia e forma a parede da célula bacteriana
(THIEMERMANN, 2002, CARVALHAL; ALTERTHUM, 2004).

Na parede celular de bactérias Gram-positivas sdo também encontrados
acidos teicoicos e proteinas que podem representar 50% da massa seca dessa
parede. Esses acidos incluem todos os polimeros formados por residuos de glicerol
ou ribitol unidos por ligacdes fosfodiéster, sendo encontrados tanto na parede
celular, quanto na membrana plasmatica da célula. Os &cidos teicoicos séo divididos
em dois tipos: os ligados ao peptideoglicano e acidos lipoteicdicos, que apesar de
serem encontrados ao longo da parede celular, apresentam-se intimamente ligados
a fracéo lipidica da membrana plasmatica (CARVALHAL; ALTERTHUM, 2004).

Morath, Geyer e Hartung (2001) verificaram através de um novo procedimento
de isolamento do ALT de S. aureus, que 0s substituintes alaninas da molécula séo
essenciais para a atividade imunoestimulatéria do ALT. Esses substituintes eram
perdidos durante o procedimento padrdo de isolamento utilizado anteriormente.
Quando adequadamente purificado (>99% de pureza como indicado pela
Ressonancia Magnética Nuclear), o ALT foi capaz de induzir uma resposta de
liberacdo de TNF-a no sangue total humano similar a do LPS de Pseudomonas
aeruginosa na concentracdo de 10 pg/mL (MORATH; GEYER; HARTUNG, 2001).
Em 2002, Morath e cols. concluiram que a estrutura apresentada em 2001
representava, de fato, uma molécula imunoestimuladora. Esta descoberta indicou
que o lipidio ancora do ALT na membrana, representa um componente-chave para
sua atividade biolégica. A molécula sintética exibiu uma atividade estimulatéria

semelhante a molécula isolada da bactéria quando em contato com sangue total
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humano na liberacdo de TNF-a, demonstrando ter o0s requisitos estruturais
essenciais para a ativacdo imune. Os autores sugerem que o lipidio ancora do acido
lipoteicdico seja nomeado como “lipidio B” em analogia ao nome “lipidio A” do LPS
(MORATH et al, 2002b).

Diferentemente da endotoxina, para o ALT, até a década passada, nao
existiam muitos estudos abordando a resisténcia quimica e fisica dessa molécula,
incluindo a resisténcia ao calor da atividade pirogénica de bactérias Gram-positivas,
e esse fato estaria relacionado a inexisténcia de métodos quantitativos in vitro
disponiveis que pudessem mensurar essa atividade. O teste de pirogénio em
coelhos até entdo seria a Unica alternativa, porém devido aos custos elevados de
execucao, nao seria amplamente utilizado na pesquisa (MOESBY et al, 2005).

Moesby e cols. (2005) publicaram um estudo abordando a esterilizagdo por
calor seco e umido, envolvendo microrganismos Gram-positivos como S. aureus e
Bacillus subtilis na liberacdo de IL-6 pela linhagem celular Mono Mac 6 (MM6). Foi
demonstrado que no processo de esterilizagdo por calor umido, preconizado pela
Farmacopeia Europeia (121 °C ou 134 °C/15 min), envolvendo B. subtillis ocorria
reducdo da capacidade pirogénica da bactéria, enquanto que para S. aureus houve
aumento da atividade nessas condicdes, mesmo quando foi empregado um tempo
maior de exposicao (60 min) (MOESBY et al, 2005). Segundo Moesby e cols. (2008)
os procedimentos de esterilizagdo por calor imido convencional (121 °C/15 min e
134 °C/3min) ndo seriam capazes de inativar a atividade pirogénica de ALT e de PG
de S. aureus. No entanto, depois de 160 min a atividade pirogénica do ALT foi
removida tanto em 121 °C quanto em 134 °C. Porém, o mesmo resultado néo foi
observado para PG. Os autores relataram que estudos complementares devem ser
realizados para compreender o efeito sinérgico com outros pirogénios (MOESBY et
al, 2008).

Héa evidéncias de que a sinergia entre o ALT e o PG pode causar choque e
faléncia mdaltipla dos 6rgdos em roedores e porcos. E interessante apontar que a
insuficiéncia circulatéria causada pela administragcdo concomitante de ALT e PG
também é significativamente maior do que a causada pela administracdo dos
mesmos separadamente, na liberacdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 no sangue total
humano (THIEMERMANN, 2002). Rockel, Hartung e Hermann (2011) demostraram

que o PG altamente purificado, a partir de trés cepas de S. aureus, em contraste
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com ALT, apresentou uma atividade muito baixa na liberagcéo de citocinas TNF-q, IL-
8 e IL-10 no sangue total humano.

Rockel e Hartung (2012) realizaram um estudo de revisdo sistemética para a
existéncia de evidéncias sobre a real natureza estrutural do pirogénio das bactérias
Gram-positivas. A avaliacdo foi baseada no critério de Koch—-Dale para mediador de
efeito. Para os trés principais componentes da parede celular (ALT, PG e LP
bacteriana), supostamente envolvidos com essa atividade, foram encontrados 380
artigos para PG, 391 para LP e 285 para ALT, sendo que apenas 12, 8 e 24,
respectivamente, conseguiram preencher todos os critérios de inclusdo. Baseado
nas melhores evidéncias disponiveis atualmente e reunidas pelos autores, ALT é a
Gnica substancia que preenche todos os critérios de inclusdo, pois ja foi isolado de
varias bactérias, resultando na liberagdo de citocinas, e essa inducdo também foi
verificada pelo uso de ALT sintético. Contudo, os autores nao excluem a
possibilidade que outros componentes estimulatérios possam complementar ou
mesmo substituir o ALT (ROCKEL; HARTUNG, 2012). Porém, os problemas centrais
referentes a pirogénios ndo-endotoxinas seriam: o grau de pureza das preparagdes
de ALT testadas; a duvida se as contaminagcdes menores com 0S outros
componentes da parede celular sdo de fato responsaveis pela ativacdo imune; a
auséncia da ampla disponibilidade em forma pura (comercial) e a auséncia de
materiais de referéncia (HASIWA et al, 2013).

1.2 TESTE DE PIROGENIO EM COELHOS

Em meados de 1920, Seibert completou uma série de estudos classicos,
concluindo que a “febre de injecdo”, terminologia da época que estava associada a
via de administracdo intravenosa, era resultado de um produto bacteriano filtrado,
estavel ao calor, comumente referido como pirogénio (PEARSON, 1985, WILLIAMS,
2007). Para detectar a presenca ou auséncia de reacdes febris causadas pelas suas
solucdes teste, Seibert selecionou o coelho como sendo o modelo animal a ser
testado, uma escolha que foi posteriormente provada como sendo acidental. Desde

entdo, varias outras espécies foram testadas para a resposta febril quando se



28

injetava pirogénio bacteriano. Macacos, cavalos, cdes e gatos, assim como 0s
coelhos reproduziram uma resposta de febre similar a do homem. Em outros animais
como ratos, cobaias, camundongos, hamsters e galinhas a resposta ao pirogénio foi
irregular, imprevisivel e inadequada para investigacdo da febre. Por razdo de
conveniéncia e economia, a selecéo final do animal modelo para pirogénio ficou com
0 céo e o coelho (PEARSON, 1985, WILLIAMS, 2007).

Em 1942, Co Tui, pesquisador de grande experiéncia com caes e coelhos,
relatou vantagens e desvantagens de ambas as espécies na realizacédo do ensaio de
pirogénio e concluiu que o coelho era o melhor animal para testar a auséncia de
pirogénio e o cao responderia melhor a presenca de pirogénio. Desta forma, o
coelho tornou-se o animal modelo para o ensaio de pirogénio (PEARSON, 1985,
WILLIAMS, 2007).

No inicio de 1930, solu¢gbes de dextrose e salina (parenterais de grande
volume) foram avaliadas pela primeira vez nas industrias quanto a presenca de
pirogénio. A grande vantagem anunciada para estes produtos era a exigéncia no
rotulo da auséncia de pirogénio. A afirmacéo de auséncia de pirogénio era resultado
das analises realizadas nos lotes dos produtos acabados pelo controle da qualidade,
baseado no teste em coelhos desenvolvidos por Seibert e seus colaboradores
(WILLIAMS, 2007).

Com a Il Guerra Mundial surgiu uma grande demanda na terapia de
parenterais de grande volume, o que atraiu a necessidade de garantir um ensaio
para auséncia de pirogénio em preparacdo intravenosa no compéndio oficial da
Farmacopeia Americana (PEARSON, 1985, WILLIAMS, 2007). Entdo, em 1941, o
Comité de Revisdo da Farmacopeia Americana (The United States Pharmacopeia —
USP) autorizou o Subcomité 3 em Ensaios Bioldgicos a iniciar o primeiro estudo
colaborativo para o Ensaio de Pirogénio sob a direcdo de Henry Welch, em
colaboracdo com a Divisdo de Bacteriologia da agéncia de Administracdo de
Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration —
FDA) e o Instituto Nacional de Saude (National Institutes of Health - NIH) em 14
produtores farmacéuticos. Os resultados destes estudos, publicados em 1943,
levaram a incorporacao do primeiro método oficial para detec¢éo de pirogénio na 122
edicdo da Farmacopeia Americana em 1942 (PEARSON, 1985, WILLIAMS, 2007).
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O teste de pirogénio em coelhos se baseia na reacao fisiolégica do animal. O
produto a ser testado é injetado na veia marginal da orelha dos animais (Figura 1).
O parametro do ensaio que determina a contaminacgao € a resposta por elevacao da
temperatura no animal (febre), a qual possui as mesmas caracteristicas da febre
humana (WILLIAMS, 2007, HOCHSTEIN; MUNSON; OUTSCHOORN, 1990, PINTO,
2010).

Em 1971, o teste de pirogénio foi publicado na segunda edicdo da
Farmacopeia Europeia (FE). A metodologia da Farmacopeia Europeia nédo sofreu
alteracdes até o momento (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 1971, EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2007, EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2011).

Em 1976, o teste de pirogénio em coelhos foi publicado pela primeira vez na
Farmacopeia Brasileira, 32 edicao.

Em 1990 a Convencdo dos Estados Unidos da América (EUA) publicou um
estudo colaborativo com 12 laboratérios com objetivo de comparar a resposta do
teste de pirogénio em coelhos frente a dois padrbes de referéncia de endotoxinas de
Escherichia coli. Esse estudo demonstrou que para refletir o limiar humano da dose
pirogénica de 5,0 UE/kg ou 1,0 ng de E. coli (O55:B5)/Kg seria necessaria a
mudanca do critério de alteracdo da temperatura corporal dos coelhos de 0,6 °C
para 0,5 °C, alterando o intervalo de deteccdo da temperatura do teste de 1 hora
para 30 minutos durante o periodo de 3 horas (HOCHSTEIN; MUNSON;
OUTSCHOORN, 1990). Este limiar foi confirmado em um estudo realizado no
Instituto Paul-Ehrlich, que incluiu 171 coelhos (HOFFMANN et al, 2005b). Apesar de
algumas modifica¢des, o fundamento do método permanece 0 mesmo desde sua
oficializacéo.

Apenas em 2001, a Farmacopeia Americana (USP 24/NF19 - United States
Pharmacopeia — National Formulary) modificou os critérios de avaliagcdo do teste,
tornando-os mais rigorosos, considerando como febre a variagdo individual de
temperatura igual ou superior a 0,5°C, substituindo o critério anterior de igual ou
superior a 0,6°C, alterando o intervalo de deteccdo da temperatura do teste para 30
min durante o periodo de 3 horas (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2001).
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Figura 1: Sequéncia de fotos do teste de pirogénio em coelhos. No INCQS, os animais s&o
colocados em gaiolas de contencao (A), os eletrodos sédo colocados no reto do animal (B) e o
produto € injetado na veia marginal da orelha (C). O registro das temperaturas € realizado pelo
equipamento Pyromon ® ELLAB, durante o periodo de trés horas (D).

Em 2003, a Farmacopeia Brasileira incorporou as mesmas mudancgas de
critérios da Farmacopeia Americana, no fasciculo 5 da 42 edicao (2003), seguindo
desta mesma forma até os dias de hoje (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1976,
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b).

Desta forma, a obrigatoriedade do uso do teste de pirogénio em coelhos
principalmente para produtos biolégicos, ainda consome um grande numero de
animais, e a reutilizacdo dos mesmos € definida por diferentes farmacopeias por um
periodo de seguranca definido (SPREITZER et al, 2002). A Farmacopeia Brasileira
ndo recomenda a reutilizacdo de coelhos para soros hiperimunes devido a falta de
estudos anteriores, porém mantém as condicdes de reutilizacdo de animais para 0s
demais produtos, como os nao bioldgicos (parenterais de grande volume, onde ndo

h& restricdo quanto a reutilizagdo). Entretanto, quando os coelhos receberem um
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produto biolégico, s6 € permitida uma Unica administracdo (FREITAS, 2008,
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010b). Porém ja existem alguns estudos sobre a
reutilizacdo de animais quando usados produtos biolégicos apresentando bons
resultados (FREITAS, 2008, NOGUEIRA, 2009, FREITAS et al, 2011).

E interessante também abordar, que as farmacopeias diferem no nimero
maximo de animais utilizados por ensaio, nimero de etapas do teste, assim como no
critério de aceitacdo do produto. De acordo com Lopes (2011) as diferencas
metodoldgicas podem gerar incertezas nas avaliacbes dos protocolos de acordo
com o pais em que o produto foi fabricado e interferem na interpretagdo dos
resultados (LOPES, 2011). A necessidade de harmonizag¢do entre os métodos das
farmacopeias € evidente, permitindo a otimizacdo do projeto experimental, com a
finalidade de promover a protecdo animal (TSCHUMI, 2003, HOFFMANN et al,
2005b, LOPES, 2011).

O teste “classico” em coelhos é caro, pois envolve toda a estrutura e
manutencdo de um biotério, demanda tempo para execucado da analise e envolve a
variabilidade fisioldgica dos animais utilizados. Também é ressaltada principalmente
a guestao ética, quanto ao uso de animais, pois é uma guestao atual em debate e
envolve a pressao de grupos protecionistas quanto a nao utilizacdo de animais na
ciéncia; além da necessidade da extrapolagdo interespécie a partir dos coelhos para
os seres humanos. No entanto o método é capaz de detectar todos os tipos de
pirogénio endotoxinas e nao-endotoxinas (ICCVAM, 2008).

Porém, o futuro para o teste de substancias injetaveis livres de pirogénio
direciona para meétodos alternativos ao uso de animais, ja disponiveis em
farmacopeias, até que estes possam substituir por completo o teste in vivo
(ICCVAM, 2008).
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1.3 METODOS ALTERNATIVOS AO TESTE DE PIROGENIO EM COELHOS

Nos ultimos anos, o0 movimento liderado por grupos protecionistas contrarios
ao uso de animais em pesquisa tem crescido largamente, assim como as
campanhas contra a utilizacdo de animais de laboratério tém obtido espaco na
midia, motivando a busca por métodos de andlise alternativos. Porém esta questéo
€ muito antiga. No século XIX, Jeremy Bentham, jA demonstrava preocupacado em
proteger os animais com a frase “a questdo ndo € se 0s animais raciocinam ou se
eles podem falar, mas, se eles sofrem”. Em 1842, surge a primeira sociedade
protetora dos animais, a British Society for the Prevention of Cruelty to Animals, mais
tarde denominada Royal Society for the Preventions of Cruelty to Animals —
Sociedade Real para Prevencbes contra Crueldade em Animais (PRESGRAVE,
2002, PRESGRAVE; BOZZA; CASTRO FARIA NETO, 2003, PRESGRAVE, 2009).

A publicacéo do livro The principles of humane experimental technique pelos
cientistas Russel e Burch (1959) contribuiu para o inicio das pesquisas em
alternativas ao uso de animais, e implementou no meio cientifico os principios éticos
da experimentacdo animal, o principio dos 3Rs - reduction, refinement and
replacement - que significa a reducdo do numero de animais em experimentos,
aprimoramento ou refinamento de técnicas para minimizar o sofrimento, mantendo
0 bem-estar animal e o uso de alternativas para a substituicio de métodos in vivo
por in vitro (BALLS, 2009).

Esse conceito evoluiu como uma tendéncia mundial quanto a nao utilizagao
de animais em pesquisas cientificas e a mobilizacdo de vérias entidades e 6rgdos
regulatorios no arduo trabalho de validacdo de métodos alternativos na area de
toxicologia (PRESGRAVE, 2009).

De acordo com o Decreto n°. 6.889, de 15 de julho de 2009, que regulamenta
a Lei de n°. 11.794 de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008), a qual estabelece
procedimentos para o0 uso cientifico de animais, também conhecida como “Lei
Arouca”, métodos alternativos sé@o definidos como: “procedimentos validados e
internacionalmente aceitos que garantam resultados semelhantes e com
reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a mesma meta dos
procedimentos substituidos por metodologias que:

a) nao utilizem animais;



33

b) usem espécies de ordens inferiores;
C) empreguem menor numero de animais;
d) utilizem sistemas organicos ex vivos; ou
e) diminuam ou eliminem o desconforto”.

Os métodos alternativos farmacopeicos ao teste de pirogénio em coelhos séo:
o Teste de Endotoxina Bacteriana (Bacterial Endotoxin Test — BET) e o Teste de
Ativacdo de Mondcitos (Monocyte Activation Test - MAT). Porém estes métodos
ainda ndo podem substituir o teste em coelhos por completo, pois o Teste de
Endotoxina Bacteriana possui limitagdes referentes ao tipo de produto analisado, ja
gue apresenta interferéncia na presenca de glucanas e de produtos com alto teor de
lipidios e proteinas, como os biologicos, além disso, € ineficaz na deteccdo de
pirogénios que ndo sejam endotoxinas. Em relacdo ao MAT, apesar do teste
detectar todos os tipos de pirogénios, apresenta a necessidade de validagcdo dos
produtos que nao foram contemplados nos estudos de validagéo para endotoxinas
desde que figue comprovada a equivaléncia ao teste em coelhos. Além disso, existe
uma auséncia de dados que comprovem a capacidade do MAT detectar pirogénios
nao-endotoxinas (ICCVAM, 2008).

1.3.1 Teste de endotoxina bacteriana

O Teste de Endotoxina Bacteriana refere-se a uma série de testes que
detectam endotoxina de bactéria Gram-negativa, baseados na reacdo da endotoxina
com o lisado das células sanguineas (amebdcitos) do caranguejo-ferradura Limulus
poliphemus ou do variante japonés Tachypleus tridentatus.

Também é conhecido como teste do Lisado do Amebadcito de Limulus (LAL).
Esse animal pertence ao Filo Arthropoda (Subfilo Chelicerata, Classe Merostomata,
Subclasse Xiphosura) (STORER; USINGER, 1979), mantendo caracteristicas de
aracnideo e de crustaceo, sendo considerado um fdssil vivo, pois possui mais de
440 milhdes de anos. E uma espécie importante, tanto para o seu lugar central no
ecossistema e para a sua utilizacdo em aplicacdes biomédicas (CHARLES RIVER
LABORATORIES, 2013).
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Os animais sao retirados da natureza (costa do Oceano Atlantico dos Estados
Unidos até o Golfo do México) ou de cativeiros. Para preparacdo do lisado os
caranguejos sdo contidos para a sangria (retirada da hemolinfa), introduzindo-se
uma agulha através do musculo entre as regides céfalo-toracica e abdominal. Apés
este procedimento sdo retornados ao mar (Figura 2). Nos Estados Unidos, este
procedimento causa morte de cerca de 30.000 Lymulus por ano, 0 que aumenta as
ameacas da populacédo de caranguejos, tais como isca para pesca, perda de habitat
e poluicdo (HOFFMANN et al, 2005a, SCHINDLER et al, 2009, BACHINSKI et al,
2010).

Figura 2: Extracéo do sangue do Limulus poliphemus (Caranguejo-Ferradura).

Fonte: http://historiasnaturais.wordpress.com/2012/01/31/sangue-real/. Acesso em 24/06/2012.

O teste passou a integrar a Farmacopeia Americana em 1980. No Brasil, foi
incluido na 42. edicdo da Farmacopeia em 1996 (MELANDRI et al, 2010). Diversos
métodos de LAL foram desenvolvidos ao longo do tempo, entretanto, os mais
utilizados na rotina de laboratérios oficiais e industrias sdo os de gelificacédo (gel-clot)
e colorimétrico (cinético e end-point) (PEARSON, 1985).

Na realidade o teste de LAL ndo é considerado como um substituto total do
teste em coelhos, pois, somente detecta endotoxina, e contaminacdes por outros
pirogénios que poderiam causar sinais clinicos graves em pacientes ndo sao
detectaveis por este teste (MARTIS et al, 2005, HUANG et al, 2009). Também
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possui limitacdes bem documentadas, incluindo a suscetibilidade as interferéncias
com certos tipos de materiais com alto teor de lipidios, proteinas e glucanas
(ICCVAM, 2008). Nos produtos bioldgicos, tais como soros hiperimunes, vacinas e
hemoderivados, a endotoxina se liga as proteinas plasmaticas do produto, nao
sendo detectada no teste, que sé quantifica endotoxina livre (SPREITZER et al,
2002, SCHINDLER, et al, 2003, SCHINDLER, 2009). Alguns produtos podem
provocar a reacdo de gelificacdo da endotoxina pela inducdo de uma cascata de
varias enzimas, pois estas substancias podem também conter alto peso molecular
relativo, visto que sdo constituidas de véarias unidades repetidas de moléculas de
baixo peso molecular, muitas sdo também polissacarideos (PEARSON, 1985).

No caso das glucanas, sabe-se que (1,3)-B-D-glucana entra na via de
formacdo do coagulo ativando o Fator G, em vez de ativar o Fator C como as
endotoxinas. Os amebocitos do Limulus em contato com endotoxinas bacterianas
degranulam e liberaram zimogénios envolvidos na via de formacdo do coagulo.
Esses zimogénios tornam serinaproteases ativas de duas maneiras: por endotoxinas
(lipopolissacaridos) de bactérias Gram-negativas que ativam o Factor C, ou por
(1,3)-B-D-glucanas que ativam o Factor G. Ambos o0s eventos de ativacdo resultam
na formacao de coagulos, ou seja, coagulogen é clivada para coagulin pela enzima
de coagulacdo. Baseado neste cohecimento, as principais empresas produtoras de
kits comerciais para endotoxina desenvolveram kits para (1,3)-B-D-glucana. A
Associacdo da Cape Code — ACC desenvolveu o GLUCATELL® Kit e a Charles
River, o Endosafe®-PTS™ Glucan Assay baseados na alteracdo da via do LAL. A
inclusdo de um substrato cromogénico peptideo no reagente permite a quantificacao
espectrofotométrica do proclotting da enzima ativada. O reagente ndo reage com
outros polissacaridos, incluindo beta-glucanas com diferentes ligacdes glicosidicas
(ASSOCIATES OF CAPE COD, 2014, CHARLES RIVER LABORATORIES, 2014).

Portanto, para os produtos biolégicos, ainda deve ser realizado o teste em
coelhos (SPREITZER et al, 2002). Dessa forma, quando o teste foi oficializado pela
Farmacopeia Americana, recebeu o nome de Ensaio de Endotoxina, refletindo
melhor a sua finalidade (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009).

Entretanto, para produtos em que nao se pode utilizar o teste em coelhos,
como radiofarmacéuticos e hipndticos (drogas que promovem sono), deve ser
aplicado o Teste de Endotoxina Bacteriana (PEARSON, 1985).
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Existem trés técnicas para este teste: gelificacdo - técnica que se baseia na
formacgéo de gel; turbidimétrico — baseado no desenvolvimento de turbidez apos a
clivagem de um substrato enddgeno; cromogénico Cinético e End Point - baseado
no desenvolvimento de cor apds o tempo de reacdo da clivagem de um complexo
peptideo-cromoégeno (UNITED STATES PHARMACOPOEIA., 2009).

O teste do LAL pelo método cromogénico End Point utiliza a parte inicial da
reacdo endotoxina/LAL para ativar uma enzima, que por sua vez, libera p-
nitroanilina (pNA) de um substrato sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA produzindo uma
coloracdo amarela:

1- Pr6-enzima + endotoxina —  Enzima

2- Substrato + agua + enzima —  Peptideo + pNA

A endotoxina da bactéria Gram negativa catalisa a ativacdo de uma pro-
enzima no LAL. A via de ativagdo inicial & desta forma, determinada pela
concentracéo de endotoxina ali presente. A enzima ativada catalisa a formacéo da p-
nitroanilina (pNA) a partir da descoloracédo do substrato Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA. A
pNA transformada € medida fotométricamente no comprimento de onda de 405 nm
(nanémetros) durante o periodo de incubacdo. A concentracdo de endotoxina em
uma amostra é calculada a partir do seu tempo de reagdo em comparag¢ao ao tempo
de reacdo de uma solucdo padrédo contendo uma quantidade conhecida de
endotoxina (LONZA, 2011).

1.3.2 Teste de ativacdo de mondcitos

A busca por métodos alternativos ao uso de animais levou ao estudo de
metodologias baseadas no principio da febre, que pudessem substituir o teste
cldssico em coelhos. O MAT é utilizado para detectar ou quantificar possiveis
contaminantes presentes na amostra, que quando em contato com mondcitos do
sangue humano, induzem a liberacao de citocinas (principalmente IL-1[3, IL-6 e TNF-
alfa), que tém um papel na patogénese da febre. Esse processo de liberacdo pode
ocorrer a partir de mondocitos de diferentes origens como do sangue humano fresco

ou criopreservado, de células mononucleares de sangue periférico (Peripheral blood
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mononuclear cell - PBMC) ou de cultura de linhagens celulares monociticas (MM-6).
As citocinas liberadas sdo medidas por kits comerciais através de um ensaio imuno-
enzimatico (Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA) (Figura 3) (HARTUNG
et al, 2001, CALDEIRA et al, 2005, PRESGRAVE; BOZZA; CASTRO FARIA NETO,
2003, SCHINDLER et al, 2009, EUROPEAN FARMACOPOEIA, 2010).

Figura 3: Representacdo esquematica do Teste de Ativacdo de Mondcitos.
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Fonte: Adaptado de: http: //wmww.pharmaceuticalint.com /article/pyrodetect-system.html. Acesso em 24/06/2012.

A liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias pode ser iniciada no sangue total
humano depois de 2-3 horas (atingindo um plateau por volta de 8 horas), porém por
razOes praticas, € utilizado o tempo de incubacdo médio de 16-24 horas
(HOFFMANN et al, 2005a, MONTAG et al, 2007).

Poole e cols. (1988) descreveram a primeira demonstracado da aplicacao da
liberacdo de citocinas in vitro através do “teste do mondcito”, em comparacdo com
os ensaios em coelho e do LAL. Nesse método, mondcitos em cultivo (MM-6) foram

submetidos a presenca de endotoxinas de diversas origens, sendo que as citocinas
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liberadas (IL-13 e TNF) foram dosadas mostrando uma boa relacdo concentracéo-
resposta (MELANDRI et al, 2010). A partir da publicagdo do “teste de mondcito”
nessa pesquisa, outros trabalhos foram desenvolvidos no sentido de melhor estudar
a liberacdo de citocinas em diferentes cultivos de mondcitos e sua relacdo com o0s
ensaios em coelhos e LAL (POOLE, et al, 1988, PRESGRAVE; BOZZA; CASTRO
FARIA NETO, 2003, MELANDRI et al, 2010).

A utilizacdo de células PBMC foi demonstrada em 1990 por Hansen e
Christensen, como um indicador sensivel de contaminacdo por endotoxina.
Resultados promissores indicaram que, além de sensivel, 0 método com PBMC para
IL-1B, era capaz de detectar endotoxinas e bactérias Gram-positivas (S. aureus)
sendo considerado como um modelo substitutivo quando comparado ao LAL e o
teste em coelhos (MELANDRI et al, 2010).

Taktak e colaboradores (1991) também demostraram o desenvolvimento de
um método de pirogénio in vitro com base na liberacdo de IL-6 a partir de células
MM6. Trés lotes de Albumina Humana Sérica (HSA) que causaram febre em
humanos foram positivos no método MM6/IL-6, enquanto que as mesmas
substéancias foram negativas no LAL e no teste de pirogénio em coelhos. Os autores
sugerem que o método MM6/IL-6 representa uma alternativa importante e pode ser
um teste de produto final mais adequado para testar a deteccdo de agentes
pirogénicos em produtos parenterais, tais como HSA, que ndo podem ser detectadas
no LAL e no teste em coelhos nas condigGes experimentais avaliadas (ICVAM, 2008,
MELANDRI et al, 2010).

Entre 1996 e 1997, Eperon e cols. desenvolveram um sistema de teste in vitro
para medir substancias pirogénicas utilizando dois clones derivados da linhagem
celular MM6 (MM6-2H8 e MM6-4B5) e um da linhagem celular THP-1 (THP-1G3).
Estes clones séo referidos como sendo fenotipicamente mais estaveis ao longo do
tempo no que diz respeito a sua capacidade de resposta superior a endotoxina do
que as linhagens de origem. A resposta de endotoxina foi medida através da
liberacdo de TNF-a utilizando imunoensaio. Os autores sugerem que estes métodos
de ensaio a base de clones de linhagens célulares monociticas sdo validos em
alternativas in vitro para a deteccado de endotoxina em preparacdes comerciais, e
produzem resultados comparaveis ao teste em coelhos e ao LAL (ICCVAM, 2008,
MELANDRI et al, 2010).
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Em 1998, Poole e cols. descreveram um estudo utilizando sangue total para a
deteccdo de pirogénicos em produtos sanguineos a partir da liberagdo de IL-6, em
resposta a endotoxina de E. coli e também a células integras de E. coli e Bacillus
subtilis (Gram-positiva). Houve uma variacao consideravel na liberagéo de IL- 6 entre
os doadores ap0s a exposi¢cao a endotoxina, mas cada resposta manteve 0 mesmo
perfil. Os produtos foram avaliados pelo método de sangue total em comparacao
com o LAL e com o teste em coelhos, encontrando boas correlacdes. Os autores
concluiram que o ensaio de sangue total foi capaz de detectar tanto a bactéria
Gram-negativa quanto bactéria COLS.Gram-positiva e apresentou uma maior
sensibilidade a endotoxina do que o teste em coelhos (ICCVAM, 2008).

Segundo ICCVAM, em 1994, Bleeker e cols. verificaram a liberacéo de IL-6 a
partir de células PBMC como um indicador de pirogenicidade em testes in vitro de
solugcbes de hemoglobina (Hb). Os autores demonstraram que a hemoglobina
polimerizada pura, produzida sob condi¢cdes assépticas, ndo induz ou inibe a
producado de IL-6, enquanto que a produzida sob condi¢cdes ndo assépticas levou a
liberacdo de IL-6, o produto também foi testado pelo LAL. Com base nesses
resultados, os autores concluiram que a liberacdo de IL-6, a partir de PBMC,
forneceu um indicador sensivel de contaminagdo de endotoxinas em solugcbes de
Hb. Os autores sugerem que este método podera ser mais sensivel a presenca de
endotoxina do que o teste em coelhos (ICCVAM, 2008).

Em 2001, Hartung e cols. apresentaram um relatorio resumido de um
workshop patrocinado pelo European Centre for the Validation of Alternative
Methods (ECVAM) para revisar a situacado atual dos testes de pirogenicidade,
analisar a capacidade dos novos testes de pirogénio in vitro, e para fornecer
recomendacdes para o seu desenvolvimento continuado. A necessidade de métodos
alternativos para o teste de pirogénio em coelhos e o LAL foi discutida, e as suas
respectivas limitacdes foram destacadas. O workshop comparou a utilidade dos
varios métodos (in vitro, LAL e o teste em coelhos) para testar uma variedade de
pirogénios. As conclusdes do workshop indicaram a necessidade de métodos
alternativos para resolver as limitagdes do LAL e do teste em coelhos mas destacou
a necessidade de validacdo apropriada de qualquer novo método (ICCVAM, 2008,
MELANDRI et al, 2010).
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Em 2002, Nakagawa e cols. descreveram um sistema baseado na liberacao
de citocinas a partir de um subclone de células MM6 (MM6-CA8) e compararam
essa resposta ao sangue total e ao teste em coelhos. Os autores sugeriram que as
células MM6-CAS8 séo capazes de detectar uma variedade de pirogénios usando IL-
6 como marcador, e que essas respostas sao altamente relevantes para a previsao
das reacdes em humanos (MELANDRI et al, 2010).

Em 2003, Andrade e cols. avaliaram a utilizacdo de PBMC humanas e
Sangue total humano (Whole Blood - WB) diluido comparados as respostas obtidas
no LAL e no teste de pirogénio em coelhos para produtos farmacéuticos de uso
parenteral e produtos biolégicos. Os autores concluiram que ambos os métodos
PBMC e WB foram comparaveis ao LAL e ao teste em coelhos na capacidade de
detectar e quantificar a presenca de endotoxinas. Além disso, 0 método de teste WB
foi capaz de detectar a liberagdo de IL-6 em resposta a exposicdo de WB para
pirogénios ndo-endotoxinas, como Candida albicans e S. aureus (ICCVAM, 2008).

Estudos também ja demonstraram que € possivel determinar a contaminagao
pirogénica em soros hiperimunues pelo método do sangue total, desde que estes
sejam diluidos 1:10 (PRESGRAVE; BOZZA; CASTRO FARIA NETO, 2003,
PRESGRAVE et al, 2005).

Um dos problemas que poderiam ser gerados com 0 uso do teste de sangue
total seria a necessidade de se buscar doadores cada vez que se necessitasse
realizar o ensaio. Entretanto, o ensaio foi otimizado com o desenvolvimento do
procedimento de criopreservagao apresentado por Schindler e cols. (2004) no qual o
sangue poderia ser utilizado imediatamente ap0s o descongelamento, sem etapas
de lavagem. A criopreservacgao tornou o ensaio mais seguro em relacao as questdes
de biosseguranca, ja que possibilita em tempo habil testar possiveis contaminacdes
de agentes infecciosos consequentemente aumentando a confiabilidade da resposta
dos mondcitos, além de facilitar o transporte e o armazenamento das amostras
(SCHINDLER et al, 2004, MELANDRI et al, 2010).

Hoffmann e cols. (2005a) publicaram um estudo de validacdo usando 13
drogas (parenterais de grande volume e alguns medicamentos, principalmente
antibioticos) e seis testes in vitro realizados em dez laboratorios. Os testes validados
foram: PBMC/IL-6; WB/IL-1B, WB/IL-6, MM6 IL-6, THP-Neo/TNFa e THP/TNFa.

Comparado com o teste em coelhos, 0s novos testes sdo mais sensiveis, bem como
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de menor custo e prazo. Em contraste com o LAL, todos os testes foram capazes de
detectar pirogénios de origem Gram-positiva. Os dois sistemas de ensaio, baseados
no uso de células THP-1, apresentaram problemas no desempenho e foram
retirados do estudo. No entanto, os dados obtidos para os outros quatro sistemas de
teste sugerem claramente que estes se encontravam numa fase de desenvolvimento
gue os tornariam adequados para utilizacdo em testes de pirogénio como substitutos
ao teste em coelhos (HOFFMANN et al, 2005a, MELANDRI et al, 2010).

ApOs o processo de validacdo do sangue fresco em 2005, o uso do teste para
0 sangue criopreservado foi validado internacionalmente (validacdo por captura), em
2006, por meio de um método simples de congelamento do sangue humano para a
dosagem de IL-1B3. Na validagcdo do sangue criopreservado foram utilizados os
mesmos produtos da validacdo do sangue fresco (SCHINDLER et al, 2006,
ICCVAM, 2008, MELANDRI et al, 2010).

O ECVAM apresentou ao Comité de Coordenacédo Interagéncias sobre
Validacdo de Métodos Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods - ICCVAM) um documento para revisdo do status
de validacdo dos cinco métodos: Sangue total humano (Whole Blood - WB) / IL-1[;
Sangue total humano WB/IL-1 com aplicacdo do sangue criopreservado, Sangue
total humano WB/IL-6, Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)/IL-6 e
a linhagem celular Mono Mac 6 (MM6)/IL-6 com a intengdo de combinar um sistema
de ensaio in vitro que reunisse a sensibilidade do LAL com a ampla gama de
pirogénios detectaveis pelo teste em coelhos, com o objetivo de substituir o teste in
vivo. Contudo, apenas a endotoxina foi incluida no estudo de validac&o, pois foi
considerada: sua capacidade em responder as células monociticas; por ser utilizada
na realizacéo do LAL e pelo fato de sua resposta ser bem documentada para o teste
em coelhos. Devido a razdes éticas e legais o teste em coelhos néo foi realizado em
paralelo com as substancias testadas dos estudos de validacdo, foram utilizados
apenas informacgdes dos dados histéricos (ICCVAM, 2008).

Em 2008 o ICCVAM publicou um documento sobre o estado de validacao
desses cinco métodos propostos para avaliagdo de potencial de pirogenicidade dos
produtos farmacéuticos e outros produtos, recomendando que, embora nenhum
desses cinco métodos possa ser considerado como um substituto completo para o
teste in vivo, podem ser utilizados para detectar endotoxinas. Além disso,
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recomendou o uso para cada produto especifico de uso parenteral, desde que fique
demonstrada a equivaléncia ao teste in vivo em conformidade com a
regulamentacdo aplicavel, apontando para a necessidade de novos esforcos de
validacdo para os produtos que ainda ndo foram validados (ICCVAM, 2008;
SCHINDLER et al, 2009, MELANDRI et al, 2010, ROCKEL; HARTUNG, 2012).
Todas as agéncias federais aplicaveis, incluindo o FDA, aceitaram ou aprovaram as
mesmas recomendacdes (FDA, 2009, ICCVAM, 2009, STOKES; WIND, 2010).

Estes métodos foram também adotados pela Comissdo da Farmacopeia
Europeia em marcgo de 2009 (STOKES; WIND, 2010). Em 2010, os cinco ensaios de
liberacdo de citocinas foram aceitos pela Farmacopeia Europeia com o nome de
“Teste de Ativacdo de Mondcitos” (Monografia 2.6.30) (EUROPEAN
FARMACOPOEIA, 2010). A Agéncia Europeia de Medicamentos (European
Medicines Agency - EMEA) incentiva a substituicdo do teste em coelhos por testes
alternativos, como LAL ou MAT em produtos médicos derivados do plasma (EMEA,
2009). O MAT também encontrou reconhecimento em paises como o Japéo, Brasil e
Cuba (HASIWA et al, 2013).

O guia mais recente, FDA 2012, reconhece que para medicamentos de uso
humano e animal, algumas monografias da USP ainda exigem o teste de pirogénio
em coelhos. Entretanto, este mesmo documento aceita que, mesmo quando ha a
exigéncia do teste in vivo, este podera ser substituido por um método alternativo
desde que seja submetido a validacdo apropriada, mostrando atingir resultados
equivalentes ou melhores em comparacdo com o método padrédo (coelhos). O FDA
devera considerar o MAT, tomando por base caso-a-caso (FDA, 2012).

As avaliacbes sao dificultadas devido a ndo existéncia de consenso sobre a
natureza estrutural de outros pirogénios de bactérias Gram-positivas, de fungos e de
virus pirogénicos. Também ndo existem materiais de referéncia para tais. N&o
existem trabalhos sobre pirogénios ndo-endotoxinas relacionando a inducao de febre
em coelhos e humanos. Os testes de seguranca de produtos sdo de extrema
importancia, sendo essa a maior preocupacdo das agéncias reguladoras e dos
fabricantes. Por isso, muitas leis, regulamentos e documentos de orientagéo,
nacionais e internacionais, estdo sendo publicados para garantir que apenas 0S
produtos que foram submetidos a testes de seguranca adequados alcancem o
mercado e o consumidor (HASIWA et al, 2013).
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1.4 JUSTIFICATIVA

De acordo com o relatério do ICCVAM, o MAT foi recomendado para avaliacéo
da endotoxina em produtos validados. Para os produtos sem o estudo de validacao,
devera ser realizado um estudo caso a caso. E mencionado também que o potencial
do método em detectar endotoxina em produtos biologicos e dispositivos médicos
ainda néo foi avaliado. Desta forma, nenhum dos cinco métodos in vitro discutidos
anteriormente foi considerado como um substituto completo do coelho ou do LAL
para deteccdo de endotoxina (ICCVAM, 2008). Por isso, o uso de animais ainda é
necessario para a maioria dos produtos avaliados.

Além disso, os estudos de validacado possuem informacdes limitadas para outros
pirogénios, faltando dados na literatura de estudos que envolvam a inducéo de febre
em coelhos e humanos, por pirogénios ndo-endotoxinas, como o ALT. N&o existem
estudos que abordem a correspondéncia entre o teste in vivo e o MAT, empregando
0 ALT. Para que o MAT possa substituir o teste in vivo, os estudos com ALT devem
ser submetidos a validagdo apropriada, ou seja, devera ser realizada uma avaliacdo
em paralelo desses resultados frente ao método padréo (coelhos).

Assim os resultados obtidos neste trabalho poderdo contribuir com a elucidacéo
de pontos importantes para a aplicabilidade do MAT para o ALT. Esse estudo deve
ser considerado como um piloto, que tem o objetivo maior, através do
estabelecimento de estudos colaborativos, fornecer dados para os Orgaos
reguladores brasileiros (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal -
CONCEA e o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos - BRACVAM),
e possibilitar definitivamente num futuro proximo a substituicdo do uso de animais de

laboratério.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagdo do Teste da Ativagdo de Mondcitos na deteccdo da
contaminacao de &cido lipoteicdico em produtos injetaveis.

2.2 Objetivos especificos

a) estabelecer curva dose-resposta de ALT em coelhos;

b) estabelecer curva concentracdo-resposta de ALT pelo método do MAT;

c) verificar a resposta do LAL cromogénico para ALT;

d) avaliar em paralelo os resultados obtidos utilizando ALT no teste em coelhos, no

LAL cromogénico e no MAT.
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3 METODOLOGIA

3.1 CURVA DOSE-RESPOSTA DE ALT EM COELHOS

3.1.1 Animais

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Foram utilizados 65 coelhos adultos albinos, da raca Nova Zelandia, sadios e
de peso corpéreo minimo de 1,5 kg, mantidos em gaiolas individuais, com agua e
racao ad libitum, sendo fornecido feno como enriquecimento ambiental.

No ambiente onde foi realizado o ensaio, a temperatura foi mantida constante
a 20 °C (x 2 °C) e livre de disturbios que poderiam incomodar os animais. Antes do
ensaio, depois que o0s animais chegaram ao Servico de Animais de Laboratorio
(SAL) do INCQS, os animais foram submetidos a um pré-teste, até 72 horas
anteriores ao ensaio, nas mesmas condi¢des, apenas sem a inoculacao do produto.
Os animais que apresentaram variacdo individual de temperatura igual ou menor
que 0,3 °C foram considerados aptos para o ensaio.

Durante todo o periodo do ensaio, 0s animais permaneceram nas gaiolas de
contencédo, imobilizados pela regido cervical de modo que assumiram uma posi¢cao
sentada e confortavel.

Para a realizacédo do ensaio foram utilizados apenas animais com temperatura
igual ou inferior a 39,8 °C e que néo apresentaram variacdo superior de 1,0 °C de
um para o outro.

ApoOs o término do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia
com sobredose de anestésico (Tiopental, 100 mg/kg intravenosa). O teste de
pirogénio em coelhos esta licenciado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Fiocruz (L-010/05).



46

3.1.2 Preparagao das solucdes de ALT

Para a realizacdo das diluicdes de ALT foram utilizadas solugdes injetaveis de
Cloreto de Sédio 0,9% livres de pirogénio (Sanobiol, lote: 13050857).

Foi utilizado o ALT de S. aureus (Sigma, referéncia N° L2515, N° cas 56411-
57-5), com grau de pureza < 3,0 % de proteina e < 5,0 % de agua. As solucdes
preparadas sdo estaveis por dois meses se estocadas em aliquotas de uso Unico,
em freezer a -20 °C, ou 48 hs em geladeira (2-8 °C). O preparo da curva dose-
resposta de ALT em coelhos foi realizado em diluicbes seriadas da aliquota estoque
de 5 mg/mL de ALT.

3.1.3 Procedimento do ensaio

Para realizacéo do estudo, a curva dose-resposta foi determinada em coelhos
segundo a metodologia de Hochstein, Munson e Outschoorn (1990). De acordo com
os dados dos estudos in vitro de Pharmaceutical International (2010) foi realizado
um estudo piloto com 3 animais por grupo nas doses de 100; 1.000; 10.000 ng de
ALT/Kg do coelho. As doses de 50.000; 75.000; 100.000; 125.000; 250.000; 500.000
ng de ALT/Kg foram determinadas envolvendo 8 animais. Paralelamente foi utilizado
um grupo de oito animais como controle negativo que receberam uma solucao
fisiol6gica de Cloreto de Sdédio a 0,9% apirogénica. As diferentes doses foram
administradas em um volume final de 1mL/Kg em cada um dos animais por via
intravenosa.

Para a determinacdo da Variagdo Individual de Temperatura (VIT), foi
calculada a diferenca entre a maior variacdo em relacdo a temperatura inicial
(imediatamente antes da administracéo, temperatura tomada automaticamente pelo
equipamento) registrada durante o periodo de trés horas do ensaio.

Os animais foram retirados de suas gaiolas e postos em gaiolas de contencao
de Policloreto de Vinila (PVC), sendo introduzido eletrodo no reto (6-7 cm) para
tomada de temperatura. Os animais permaneceram em repouso por pelo menos 30

minutos antes da administracéo das solucdes de ALT.
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Apés o periodo de repouso, as solugbes foram administradas pela veia
marginal da orelha. Apds a administracdo, os animais foram mantidos por trés horas,
com registro continuo da temperatura em intervalos de 30 minutos, utilizando-se o
equipamento PyroMon™ (ELLAB, modelo APT 96, versdo 2.9.5), para
monitoramento de temperatura.

Foi considerada como febre a variacao individual igual ou superior a 0,5 °C.
O resultado foi expresso através da meédia das VITs (HOCHSTEIN; MUNSON;
OOUTSCHOORN, 1990, FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A partir do resultado da curva dose-resposta, foi escolhida a concentragéo

limite para utilizacdo nos estudos in vitro.

3.2 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS

3.2.1 Preparacéao das solucdes de LPS

Foi utilizado LPS de E. coli sorotipo O55:B5 (Sigma, referéncia N° L2880, lote
n° 032M4082V). O LPS possui grau de pureza < 3,0 % de proteina. Para o preparo
da curva concentracao-resposta para o MAT foram realizadas diluicdes seriadas da
aliquota estoque de 1mg/mL de LPS nas concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 5,0
UE/mL e o controle negativo com a solucao fisioldgica de Cloreto de Sodio a 0,9%
apirogénica.

Para o MAT, a curva concentracdo-resposta de LPS foi realizada em paralelo
com a curva de ALT, para cada ensaio. Foram realizados quatro experimentos
independentes, em duplicata.

De acordo com o trabalho de Hochstein, Munson e Outschoorn (1990) que
compara a dose que corresponde a febre em humanos e coelhos, foi estabelecido
um limiar da dose pirogénica determinada em 5 UE/kg que equivale a 1,0 ng de
LPS/Kg (LPS de E. coli; O55:B5) (HOCHSTEIN; MUNSON; OOUTSCHOORN,
1990). Assim, o0 modelo de predicdo para o método testado foi estabelecido com

base neste limite de deteccéo, isto €, uma substancia € considerada pirogénica, se o
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valor é significativamente superior ou igual a 5 UE/mL, comparado ao padrdo de

endotoxina.

3.2.2 Preparagao das solucdes de ALT

Para o MAT, as concentracfes de ALT de S.aureus utilizadas foram 100;
1.000; 10.000; 50.000; 75.000; 100.000; 125.000; 250.000; 500.000 ng de ALT/mL e
o controle negativo com solucdo fisiologica de Cloreto de Sodio a 0,9%.

3.2.3 Obtencéo do sangue dos doadores

Foram coletados 10 mL de sangue em material estéril, por puncdo venosa da
veia (mediana, basilica, cefalica) do braco direito ou esquerdo, em tubos para coleta
de sangue, heparinizados (Labor IMPORT), de no minimo 4 doadores individuais
sadios, ap0s assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
preenchimento dos questionarios para afastar possiveis fatores de excluséo.

ApoOs a coleta, o tubo foi invertido cinco vezes para garantir a mistura do
sangue com a heparina. Os voluntarios foram funcionarios do INCQS, homens ou
mulheres acima de 18 anos, que se auto declararam saudaveis no momento da
assinatura do TCLE. Foram excluidos como doadores os declarantes de portadores
de doencas infectocontagiosas, usuarios de analgésicos e/ou anti-inflamatérios
dentro de um periodo de uma semana. Esse projeto encontra-se licenciado pela
Comisséo de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz, sob o nimero 368/07.
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3.2.4 Criopreservacédo do sangue total

O procedimento foi realizado apds a coleta do sangue, que permaneceu a
temperatura ambiente, no maximo por quatro horas. As etapas seguiram o protocolo
de Schindller e cols. (2006), onde uma parte do sangue total fresco é misturado a
uma parte da solucdo Dimetilsulfoxido (DMSO) (Wak Chemie Medical GmbH,
Steinbach, Germany)/Tampao Sorensen (Acila AG, Mdorfelden Walldorf, Germany),
pH 6,8 (1:5). Apdés este procedimento o sangue foi distribuido em criotubos,
colocado a -80 °C e utilizado no maximo dentro de um periodo de 4 meses.

3.2.5 Contato do sangue criopreservado com as concentragcdoes de ALT ou LPS

Foi retirada a quantidade de sangue necessaria para a realizacédo do teste, de
acordo com o volume das concentracdes a serem avaliadas e controles. Foi utilizado
pool de sangue dos doadores, de acordo com a metodologia da Farmacopeia
Europeia (2010). O pool de sangue foi descongelado em estufa (37 °C) por 15
minutos. Para a realizacdo do ensaio, foram colocados 200 pL do sangue
criopreservado em contato com 900 pL de NaCl 0,9 % e 100 pL das concentracdes
de ALT ou LPS avaliadas ou do padrdo em microtubos tipo Eppendorf estéril e
apirogénico (1,5 — 2 mL) (Quadro 1). Os tubos foram colocados abertos em estante
apropriada, cobertos com papel aluminio e incubados na estufa (37 °C, 5 % COx),
por uma noite.

ApoOs o periodo de incubacao, o material foi retirado da estufa. Os microtubos
foram fechados e misturados vigorosamente por inversao, analisados ou congelados

até o momento da anélise.
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Quadro 1: Resumo do Procedimento do Teste de Ativagao de Mondcitos para sangue criopreservado.

Sangue Criopreservado

Sangue 200pL
Concentracdo de ALT
. 100pL
ou LPS avaliada
NaCl 0,9 % 900 pL

Estufa (37°C, 5% CO2) por uma noite

Dosagem das Interleucinas (IL-1B e/ou IL-6)

3.2.6 Dosagem de citocinas (Interleucina-1p3)

Para a determinacéo da liberacao de IL-1( foi utilizado o kit comercial da R&D

Systems. A curva-padréo de IL-1[3 foi preparada conforme apresentado na Figura 4 .

Figura 4: Esquema de diluicdo da curva-padrédo de IL-1(3

250 125 62.5 31.2 15.6
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Fonte: Manual do kit R&D Systems.

Apés reconstituir o padrdo de interleucina IL-13 com 5 mL do Calibrador

diluente RD6C, esta solugcao produziu uma solucdo estoque de 250 pg/mL. Foram
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pipetados 500 pL do calibrador diluente em cada tubo, e realizada uma diluicao
seriada com a solucéo estoque de 250 pg/mL (Figura 4). Para dosagem, 50 pL do
diluente apropriado (RD1-83) foram colocados em cada poc¢o. ApoOs adicionar o
volume de 200 pL de padrdo IL-1B ou do produto da reacdo de ALT ou LPS com
sangue criopreservado. A placa foi coberta com adesivo, incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, o contetdo foi desprezado e 0s pogos
foram aspirados e lavados por 3 vezes com 400 pL do tampéo de lavagem. Apés a
lavagem, a placa foi invertida em lenco de papel para retirada do excesso e, em
seguida, foram adicionados 200 puL do conjugado em cada poco. Novamente a
placa foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas, seguindo-se de um novo
procedimento de lavagem. Foram adicionados 200 pL do substrato em cada poco e
a placa foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. S6
entdo foram adicionados 50 pL da solucdo de parada. A placa foi suavemente
agitada para homogeneizar a cor e foi realizada a leitura dentro de 30 minutos.
Cada ponto (padrao e produto da reacao) foi realizado em duplicata e a leitura feita
a 450 nm, utilizando leitor VersaMax (Molecular Device, software SoftMax® Pro5).

3.2.7 Calculo das unidades equivalentes de endotoxinas (UEE)

A contaminagdo pirogénica das preparacfes testadas foi estimada
quantitativamente através da construcdo de uma curva concentracdo-resposta do
padrdo de LPS (0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 5,0 UE/mL) versus o valor da Densidade
Optica (OD) da liberagdo de IL-1B por ELISA das diferentes concentraces do ALT.
Desta forma os resultados de ALT foram expressos em Unidade Equivalente de
Endotoxina por mL — UEE/mL (MONTAG et al, 2007, ICCVAM, 2008).

Assim, um produto de uma reacdo de ALT foi considerado pirogénico, sempre
gue a quantidade de citocinas liberada por esse for igual ou superior a quantidade

liberada de IL-1p em resposta a endotoxina de referéncia (SUE/mL = 1ng/mL).
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3.3 TESTE DE ENDOTOXINA BACTERIANA

Foi utilizado o método do LAL Cromogénico End Point (LONZA), um teste
quantitativo, que utiliza um substrato cromoforo para deteccdo colorimétrica. O LAL
foi realizado para atestar a poténcia do LPS na concentragdo de 0,5 UE/mL
enquanto o ALT foi testado nas concentracdes de 100; 1.000; 10.000; 50.000;
75.000; 100.000; 125.000; 250.000; 500.000 ng/mL para verificar sua possivel
resposta neste modelo.

O nivel de interferéncia nas diluicdes foi assegurado utilizando uma solucéo
spike! nas concentracées de 100, 1.000 e 125.000 ng/mL de ALT.

Todas as solucdes foram preparadas conforme descrito no manual que
acompanha o kit (QCL-1000, BioWhitaker).

3.3.1 Preparo da curva-padréo

Foi preparada uma solucéo de endotoxinas, contendo 1,0 UE/mL, a partir da
solucdo estoque do padrdo. Para tal, foi diluido 1/x, onde x € a poténcia de
endotoxinas declarada pelo fabricante a partir do lote do kit. As diluicbes foram

preparadas de acordo com o Quadro 2.

1Spike: Solugédo positivada propositalmente com 0,5 UE/mL do padrao de endotoxina do KIT.
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Quadro 2: Preparo das concentracdes de endotoxinas da curva padrédo do Kit LAL Cromogénico End

Point.
Conc. Volume solucdo Volume solucdo Volume de agua
Endotoxina estoque de 1 padrdo de 1 apirogénica
(UE/mL) UE/mL UE/mL
1,0 0,1 mL - x-1/10mL
0,5 - 0,5mL 0,5mL
0,25 - 0,5mL 1,5mL
0,1 - 0,1 mL 0,9 mL

3.3.2 Procedimento do ensaio

ApoOs preparo dos pontos da curva padrao e das concentracdes avaliadas foi
seguido o procedimento da Tabela 1 com a microplaca pré-aquecida a 37 °C, em
aquecedor de blocos.

Para a realizacdo do ensaio foram colocados 50 pL da curva padrdo do kit
(tem 3.3.1) e 50 pL das diluicbes de LPS ou ALT, em duplicata, nos pocos da
microplaca. A agua apirogénica foi utilizada como branco. No tempo 0 (t=0), 50 pL
do lisado (LAL) foram adicionados e a placa foi agitada suavemente, através de
leves batidas na lateral. Em seguida a placa foi incubada por 10 minutos a 37 °C. No
tempo 10 min (t=10), foram adicionados 100 pL do substrato cromogénico agitando
suavemente posteriormente. A placa foi incubada por mais 6 minutos a 37 °C. Apos
esse periodo, foram adicionados 50 pL da solucdo de parada agitando suavemente.
A leitura foi realizada em densidade otica de 405-410 nm em no méaximo 30 minutos

utilizando leitor VersaMax (Molecular Device, software SoftMax® Pro5).
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Tabela 1

Etapas do procedimento do Teste de Endotoxina Bacteriana.

Amostra Branco
Diluicbes avaliadas ou padréao 50 pL

Agua apirogénica 50 uL
Lisado (LAL) 50 pL 50 pL

Misturar e incubar a 37 °C 10 min
Substrato cromogénico 100 pL 100 L

Misturar e incubar a 37 °C 6 min
Solucéo de parada 50 pL 50 pL

3.3.3 Calculo da concentracéo de endotoxina

O célculo da concentracao de endotoxina foi realizado subtraindo-se a media
das absorbancias do branco, da média das absorbancias dos padrbes e das
diluicbes avaliadas para calcular a variacdo da absorbancia média (A abs média). A
concentracdo de endotoxina foi determinada através do calculo de regressao linear.
Todos os calculos foram realizados através da programacao pré-definida no
equipamento de leitor de ELISA VersaMax, Molecular Devices, software SoftMax®
Pro5.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise da curva dose-resposta do acido lipoteicoico em coelhos e da
curva concentracdo-resposta de 4cido lipoteicdico no MAT foi utilizado o programa
estatistico GraphPad Prism® v.5. Este programa utilizou o Teste F de Fisher e o
valor de p para avaliar uma possivel diferenca estatisticamente significativa entre os
pontos da curva dose-resposta separados em intervalos ndo pirogénicos (controle
negativo até a dose de 50.000 ng/Kg) e pirogénicos (75.000 ng/Kg até 500.000
ng/Kg). O coeficiente de determinacéo (r?) foi utilizado para avaliar estatisticamente
a linearidade da curva, inclinacbes de cada intervalo em relacdo a zero (curva
tedrica, onde nao ha inclinacdo). Assim, p > 0,05 significou que a inclinacdo néo foi
estatisticamente diferente de zero e p < 0,05, considerou-se que houve a diferenca.
Para a comparacao destes coeficientes foi utilizado o Test T de Fisher, descrito por
KENNY (1986), onde os valores r foram transformados para Z para uma
normalizag&do dos dados (Logio). Neste caso, p < 0,05 foi utilizado para demonstrar a

diferenca estatisticamente significativa entre os dois coeficientes.
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4 RESULTADOS

4.1 CURVA DOSE-RESPOSTA DE ALT EM COELHOS

Os resultados demonstraram que houve resposta dose-dependente a partir da
concentracdo de 10.000 ng/Kg. A resposta de febre foi observada a partir da dose
de 75.000 ng/Kg. (Figura 5 e Tabela 2).

Figura 5: Curva dose-resposta de Acido Lipoteicoico de S. aureus em coelhos. Os resultados s&o
expressos através da média da maior VIT por concentracdo/animal, com erro padrdo. Os animais
receberam as doses de 100; 1.000 e 10.000 (n=3); 50.000; 75.000; 100.000; 125.000; 250.000 e
500.000 ng/Kg, além do grupo controle (n=8), na veia marginal da orelha. A linha vermelha representa

o corte na temperatura de 0,5°C, que corresponde a febre.
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Tabela 2
Média da Variacao Individual de Temperatura dos coelhos nas doses de 100; 1.000; 10.000; 50.000;
75.000; 100.000; 125.000; 250.000; 500.000 ng de ALT/kg (S. aureus), com erro padrao.

o

Salina 100 1.000 10.000 50.000 75.000 100.000 125.000 250.000 500.000

coelhos
1 0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,5 0,5 0,7 0,7 0,8
2 0,2 0,0 0,1 0,0 0,5 0,3 0,5 0,6 1,0 0,8
3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,4 0,5 0,6 0,6 0,7 11
4 0,1 0,4 0,6 0,5 0,6 0,5 0,7
5 0,1 0,1 0,3 0,6 0,5 0,7 0,8
6 0,0 0,4 0,4 0,4 0,6 0,9 1,0
7 0,0 0,2 0,6 0,4 0,7 0,8 0,9
8 0,1 0,4 0,4 0,3 0,7 0,8 0,9

Média 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,5 0,5 0,6 0,8 0,9

ErroPad. 0,02 0,03 0,03 0,06 0,05 0,04 0,06 0,02 0,07 0,06

Na comparacdo entre as respostas, para o0 intervalo das doses nao
pirogénicas (controle negativo até a dose de 50.000 ng/Kg), o valor de F calculado
foi 2,917 e p = 0,1862 demonstrando que a inclinacdo nao foi significativamente
diferente de zero. No intervalo das doses pirogénicas (75.000 ng/Kg até 500.000
ng/Kg), o valor de F foi 63,98 e p = 0,0041 demonstrando que a inclinacao foi
significativamente diferente de zero. Na comparacao dos coeficientes de correlagéo
pelo teste t de Fischer, o resultado obtido foi Z = 5,06 com p < 0,0001 (p < 0,05)
demonstrando que existe diferenca estatisticamente significativa entre os dois
coeficientes de correlacdo. Desta forma, podemos comprovar que a resposta de
50.000 ng/Kg (apirogénica) é estatisticamente diferente da resposta de 75.000 ng/Kg
(pirogénica), jA que os pontos estdo respectivamente abaixo e acima do limite de

febre .
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4.2 CURVA CONCENTRACAO-RESPOSTA DE ALT NO MAT

Para cada experimento foi realizada em paralelo uma curva padréo de LPS de
E.coli nas concentracdes de 0,125; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 UE/mL e o controle negativo.
Os resultados demonstraram que foi possivel verificar uma diferenca na liberacao de
IL-13 dependente da concentracdo de LPS (Figura 6). Esta diferenca na liberagao
foi comprovada estatisticamente pelo coeficiente de determinacgéo r2 = 0,9360, onde
F = 73,18 (p < 0,001) demonstrando que a inclinacdo apresenta diferenca de zero
estatisticamente significativa. Foi também evidenciado estatisticamente uma relagcéo

linear entre as concentracdes e as respostas (p = 0,3333) .

Figura 6: Resposta da liberacdo de IL1-3 para o estimulo de diferentes concentracdes de LPS de E.
coli O55:B5 por ELISA em sangue criopreservado. Foi utilizado o pool do sangue criopreservado de
4-5 doadores. Média de 4 experimentos independentes, em duplicata e erro padrdo. Observou-se

uma diferenca na liberacdo de IL1-B dependente da concentracao de LPS.
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As concentracdes de ALT utilizadas no MAT foram determinadas a partir dos
resultados obtidos nos animais. Sendo assim, foram empregadas as concentragbes
de 100; 1.000; 10.000; 50.000; 75.000; 100.000; 125.000; 250.000 e 500.000 ng/mL
de ALT, aléem da utilizacdo do controle negativo. Todas as concentracfes de ALT
testadas no sangue demonstraram uma resposta dependente da concentragao
avaliada (Figura 7). A linearidade das respostas foi comprovada estatisticamente
pelo coeficiente de determinacdo r2 = 0,9284, onde F = 103,7 (p < 0,0001)
demonstrando que a inclinacdo apresentou diferenca de zero estatisticamente
significativa. Foi também evidenciado uma relacdo linear estatisticamente

significativa (p = 0,1905) entre as concentragdes e as respostas.

Figura 7: Resposta da liberacédo de IL-1f3 para o estimulo de diferentes concentraces de ALT de S.
aureus por ELISA em sangue criopreservado. Foi utilizado o pool do sangue criopreservado de 4-5
doadores. Média de 4 experimentos independentes, em duplicata e erro padrdo. A linha vermelha
representa o corte na concentracdo de 5 UE/mL de LPS de E. coli O55:B5, dose limite que

corresponde a febre em humanos e coelhos.
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Foi realizado o calculo das Unidades Equivalentes de Endotoxina, onde o0s
resultados mostraram que as concentracdes de 100; 1.000; 10.000; 50.000; 75.000;
100.000; 125.000; 250.000 e 500.000 ng/mL de ALT de S. aureus, equivaleram
respectivamente a 0,0; 0,6; 2,26; 5,41; 5,84; 6,27; 7,33; 10,79; 13,69 UEE/mL de E.
coli (Figura 8).

Figura 8: Equivaléncia das diferentes concentracdes de ALT de S. aureus para as Unidades de
Endotoxina (UEE/mL) com base na curva concentracdo-resposta de LPS versus o valor da
Densidade Otica do ALT na liberacdo de IL-1B por ELISA. A linha vermelha representa o corte na
concentracdo de 5 UE/mL de LPS de E. coli O55:B5.
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4.3 TESTE DE LAL PARA O ALT

O LPS (Sigma) de 0,5 UE/mL utilizado nos estudos, apresentou no teste de
LAL uma leitura média de 0,523 UE/mL, correspondendo com a poténcia esperada.
As solugbes de Cloreto de Sédio a 0,9% apirogénica e as de 100 e 1.000 ng/mL de
ALT n&o foram reativas (< 0,1 UE/mL), mostrando auséncia da contaminagéo por
endotoxina. A concentracdo de 10.000 ng/mL de ALT apresentou uma leitura de
0,179 UE/mL, porém tendo em vista que o LAL ndo detecta ALT, este resultado foi
considerado um falso-reativo mas n&o significativo, tendo em vista que se
administrassemos uma solucdo dez vezes mais concentrada ndo atingiria a
concentracdo que causa febre. As diluicbes de 50.000 a 500.000 ng/mL de ALT
apresentaram resultados acima da faixa de leitura do método (>1,0 UE/mL) (Tabela
3).
As solucbes de 100 e 1.000 ng/mL quando positivadas (spike) com 0,5 UE/mL
da endotoxina do kit apresentaram reacéo referente a propria endotoxina (0,528 e
0,521 UE/mL, respectivamente). Esses resultados demonstraram que as
concentracbes nao apresentaram inibicdo nem contaminagdo por endotoxina
(Tabela 3).
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Tabela 3

Leituras apresentadas pelas diferentes concentracfes de ALT utilizadas no LAL Cromogénico End
Point (controle negativo; ALT de 100; 1.000; 10.000; 50.000; 75.000; 100.000; 125.000; 250.000 e
500.000 ng/mL). Para o ALT n = 1, em duplicata e para o LPS de 0,5 UE/mL n = 2 experimentos, em

duplicata. Valores referentes as médias.

Concentracdo de

Amostras Endotoxina (UE/ML) Spike (0,5 UE/mL)
Controle negativo <0,1* -
ALT 100 ng/mL <0,1* 0,528
ALT 1.000 ng/mL <0,1* 0,521
ALT 10.000 ng/mL 0,179 -
ALT 50.000 ng/mL >1,0* -
ALT 75.000 ng/mL >1,0*
ALT 100.000 ng/mL >1,0*
ALT 125.000 ng/mL >1,0* >1,0*
ALT 250.000 ng/mL >1,0* -
ALT 500.000 ng/mL >1,0*
LPS 0,5 UE/mL 0,523 -

*Resultados fora da faixa de deteccao do método
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4.4 AVALIACAO EM PARALELO DOS RESULTADOS OBTIDOS UTILIZANDO ALT
NOS TESTES DE PIROGENIO EM COELHOS, LAL CROMOGENICO E MAT

As concentragdes de 100 e 1.000 ng/mL de ALT foram nédo pirogénicas com
base nos testes em coelhos e no MAT. A dose de 10.000 ng/Kg de ALT foi néo
pirogénica tanto no teste in vivo quanto no MAT, porém no LAL apresentou uma
leitura de 0,179 UE/mL, resultado considerado falso-reativo. A dose de 50.000 ng/Kg
de ALT foi ndo pirogénica no teste em coelhos e pirogénica no MAT. As doses de
75.000; 100.000; 125.000; 250.000 e 500.000 ng/Kg foram pirogénicas tanto no teste

em coelhos como no MAT (Tabela 4).

Tabela 4
Resultados apresentados pelo Teste de pirogénio em coelhos, Teste de Ativacao de Mondcitos para
sangue crio/IL-1B e pelo LAL Cromogénico End Point para avaliacdo do Acido Lipoteicéico de S.

aureus.

Teste em coelhos

ALT (ng/mL/K
(ng 9 (média AT) (°C) *

MAT (IL-1B) UEE/mL LAL (UE/mL)

100 0,1 +0,03 \P 0,0NP <0,1NR
1.000 0,1+ 0,03\ 0,6 NP <0,1NR
10.000 0,1+0,06 \P 2,26NP 0,179 NP
50.000 0,3+0,05N\° 541°P >1,0R
75.000 0,5+0,04° 5,84°P >10R

100.000 0,5+0,06° 6,27°P >10R
125.000 0,6 £0,02° 7,337 >1,0R
250.000 0,8+0,07° 10,79 P >1,0R
500.000 0,9+0,06° 13,69 P >1,0R

NP = N&o Pirogénico, NR = N&do Reativo. Rl = Reag¢éo Indeterminada (falso-reativo). P = Pirogénio, *valores

referentes a média terro padréo.
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5 DISCUSSAO

O teste de pirogénio em coelhos se baseia na reacao fisiologica do animal.
Porém € um teste caro, ja que envolve toda a estrutura e manutencdo de um
biotério, demanda tempo para execucdo da analise e envolve a variabilidade
fisioloégica dos animais utilizados. Também a questao ética ndo deve ser esquecida,
ja que existe uma tendéncia mundial no caminho da reducao da utilizacdo do uso de
animais de laboratério. No entanto o método é capaz de detectar todos os tipos de
pirogénio (endotoxinas e ndo-endotoxinas) (WILLIAMS, 2007; ICCVAM, 2008).

O futuro para o teste de deteccdo de pirogénios em produtos injetaveis
direciona para métodos alternativos ao uso de animais, alguns ja disponiveis em
farmacopeias, até que estes possam substituir o teste in vivo por completo
(ICCVAM, 2008).

Baseado na necessidade de prover estudos sobre a aplicacdo do Teste de
Ativacdo de Mondcitos para pirogénios ndo-endotoxinas, foi realizado um estudo,
visando determinar a possivel equivaléncia de resultados obtidos a partir desse
método com aqueles obtidos no teste em coelhos utilizando-se uma solucdo de
Cloreto de Sdédio a 0,9 % apirogénica, artificialmente contaminada com diferentes
concentragdes de Acido Lipoteicoico. Na obtencéo da curva dose-resposta de ALT
em coelhos néo foi observada resposta de febre até a dose de 50.000 ng de ALT/Kg
dos coelhos. Essa resposta somente foi observada a partir da dose de 75.000 ng de
ALT/Kg. As doses de 125.000; 250.00 e 500.000 ng de ALT/Kg apresentaram
respostas dependentes da dose. A Farmacopeia Brasileira (2010) apresenta 2 (dois)
critérios para avaliacdo de uma amostra: o0 nUmero de animais apresentando VIT =
0,5°C e o somatorio dos 8 (oito) animais, que ndo deve exceder 3,3°C. No caso do
primeiro teste com 3 animais, se um animal possuir VIT = 0,5°C é suficiente para o
resultado ser encaminhado para um segundo teste com mais 5 animais e, portanto
ndo se considera a existéncia de um somatoério nesta etapa que determine a
reprovacéo direta do produto. Na realizacdo do segundo ensaio considera-se ndo so
0 somatorio acumulado (8 animais) como também o ndimero de animais com VIT 2

0,5°C que nao deve ser superior a trés coelhos.
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Se o0s resultados obtidos estivessem sendo analisados segundo a
Farmacopeia Brasileira (2010), a dose de 50.000 ng de ALT/Kg no coelho
apresentaria como resultado a repeticdo do primeiro teste. Porém apos a realizacéo
do segundo teste e de acordo com os resultados obtidos, o “produto” seria
considerado aprovado. J4 a dose de 75.000 ng de ALT/Kg de coelho também
apresentaria resultado que levaria a repeticdo no primeiro teste, mas seria
pirogénica no segundo (Tabela 2). Sendo assim, a dose de 50.000 ng de ALT/Kg no
coelho utilizada nesse trabalho poderia ser considerada um indicio de possivel
contaminagao. As diferengcas de resultados entre essas doses podem ser
possivelmente relacionadas a variabilidade de resposta dos animais que sao
influenciadas por fatores intrinsecos ao animal ou fatores ambientais (WILLIAMS,
2007).

Porém no estabelecimento da curva concentracdo-resposta de ALT para o
MAT, a concentragdo de 50.000 ng/mL de ALT foi pirogénica, correspondendo a
5,41 UEE/mL, sendo considerada a concentracéo limite no teste in vitro, de acordo
com o limite de deteccéo de febre no homem e no coelho (HOCHSTEIN; MUNSON,;
OUTSCHOORN, 1990). Pela andlise desses resultados, podemos inferir que o MAT
seja mais sensivel que o teste em coelhos. Essa diferenca possivelmente acontece
devido as condi¢des de execucdo do MAT, onde néo é observada a interferéncia de
inimeros fatores fisiol6gicos presentes em um sistema in vivo.

Além da sensibilidade do MAT que possibilitaria a deteccdo precoce da
resposta pirogénica, esse teste possui outras vantagens como, por exemplo, utilizar
sangue total humano, ja que as células circulantes do sistema imune podem interagir
com 0s componentes do soro em sua composi¢cdo natural. Esse método tambéem
nao necessita de procedimentos de isolamento de células, reduzindo possiveis
fontes de contaminagdo (DANESHIAN; AULOCK; HARTUNG, 2009). Outro ponto
importante, é que o MAT apresenta 0 mesmo mecanismo biolégico responséavel pela
reacao de febre induzida por ALT em humanos, sem precisar fazer a extrapolacao
entre as espécies (ICCVAM, 2008). Tal fato € importante quando relacionamos
medidas de seguranca na avaliacdo de um produto injetavel sujeito a vigilancia
sanitaria.

Na literatura existem poucos artigos que tenham como objetivo relacionar a

resposta de febre em coelhos frente a diferentes concentracbes de ALT. Isso se
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deve possivelmente a limitag6es impostas pelas autoridades regulatorias de diversos
paises desenvolvidos, que restringem 0 uso de animais na experimentacdo
laboratorial, seja para a pesquisa ou para ensaios analiticos de determinados
produtos.

Em um estudo realizado por Schindler e cols. (2003), foi verificada a
comparacao entre a resposta in vitro do sangue total humano e sangue de coelhos
para liberacdo de IL-1B e IL-8 por ELISA, utilizando-se bactérias Gram-negativas
(LPS de E.coli O113: H10 e O111: B4, Serratia marcescens, Salmonella abortus
equi) e Gram-positivas (ALT de B. subtilis e S. aureus). As respostas das duas
espécies para o LPS de E. coli O111: B4 foram compardveis, enquanto que para o
ALT essa reatividade foi consideravelmente diferente. O sangue humano foi mais
sensivel para IL-1B (5 pg/mL = 5.000 ng/mL) do que o sangue de coelho (>100
png/mL = 100.000 ng/mL). Os autores sugerem que o teste de pirogénio in vitro deva
predizer melhor a reacdo humana a contaminacdo que o teste de pirogénio em
coelhos.

Células da linhagem MM6 foram testadas quanto a secrecdo de IL-6 por
ELISA apds exposicdo a diferentes pirogénios (B. subtilis, endosporos, e
componentes da parede celular). Todas as substancias foram pirogénicas pelo teste
in vivo. B. subtilis, endésporos e ALT induziram a liberacdo de IL-6 de maneira
dependente ao estimulo. Porém apesar do LPS estimular a liberacdo desta citocina,
as curvas de LPS e ALT apresentaram perfis completamente diferentes. As doses
pirogénicas da bactéria vegetativa e dos endosporos no coelho estavam na mesma
faixa de grandeza, enquanto a dose pirogénica de ALT foi 10 vezes menor. Segundo
0s autores os limites de deteccdo das células MM6 estavam muito abaixo das doses
pirogénicas, o que pode demonstrar que esse ensaio seja uma boa alternativa ao
teste de pirogénio em coelhos (MOESBY et al, 2003).

Outro método utilizado para deteccdo de endotoxina presente na
Farmacopeia Brasileira é o LAL. Diversos métodos de LAL foram desenvolvidos ao
longo do tempo, entretanto, os mais utilizados na rotina de laboratorios oficiais e
industrias sdo os de gelificacdo (gel-clot) e colorimétrico (cinético e end-point)
(PEARSON, 1985).

Para efeito de comparacao entre os métodos, o teste de LAL foi realizado nas

solucdes de ALT as quais apresentaram resultado positivo a partir da concentracéo
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de 10.000 ng/mL (10 pg/mL). A auséncia de interferéncia nas diluicbes mais baixas
de ALT (100 e 1.000 ng/mL) foi demonstrada através solucdo spike, as quais
apresentaram resposta no LAL. O ensaio de LAL apesar de detectar somente
endotoxinas pode apresentar resultados falso-reativos ou falso-negativos em
decorréncia de interferentes que possam aumentar ou inibir a reacdo (PEARSON,
1985). No caso do ALT, os estudos de Pearson e Weary (1980) atribuem a questao
dos resultados falso-reativos ao fato do teste de LAL interpretar a unido das cadeias
de monossacarideos do ALT (30 a 40 unidades repetidas) como um polissacarideo,
mascarando a reacdo. Williams (2007) afirma que tanto o PG como o ALT sao
estruturalmente semelhante a endotoxina, podendo induzir a producao de citocinas,
nos mondcitos, e alguns podem até mesmo reagir com o LAL.

Morath e cols. (2002) avaliaram tanto preparacdes comerciais de ALT de S.
aureus e B. subtilis como preparagdes altamente purificadas (extragdo com butanol)
nos testes de LAL e Sangue Total Humano/ IL-1f3, IL-6 e IL-10. No teste de LAL foi
encontrada leitura entre 10-100 ng de LPS/mg de ALT nas preparacdes comerciais,
enquanto que o ALT altamente purificado, de S. aureus e B. subtilis, foi negativo no
teste de LAL (< 30 pg de LPS/mg de ALT). Quando o sangue total humano foi
estimulado com 10pg/mL (10.000 ng/mL) de ALT de S. aureus purificado, através de
extracdo com butanol, foram obtidos os seguintes resultados: 2,2 + 0,82 ng/mL de
IL-18 (2.200 pg/mL), 4,3 + 2,1 ng/mL de IL-6 e 0,2 £ 0,1 ng/mL de IL-10 (MORATH et
al., 2002a). Porém o valor descrito para IL-13 (2.200 pg/mL) foi acima do valor
encontrado em nosso estudo (395 pg/mL de IL-1B). Os autores concluiram que,
preparacdes comerciais sem boas praticas de fabricacdo para o ALT podem
contribuir para relativa contaminacao por endotoxina e consequentemente dificultar a
caracterizacdo da ativagdo de células imunes pelo ALT.

O ICCVAM (2008) recomenda que “otimamente, um estudo que inclua um
teste paralelo com testes in vitro sendo comparados com coelhos e LAL devem ser
conduzidos para permitir uma avaliagdio compreensiva da relevancia e da
performance comparativa dos cinco métodos compreendidos pelo MAT. Esses
estudos devem ser conduzidos com dados historicos dos coelhos fornecidos para as
mesmas substancias, isto €, 0 mesmo lote e que sejam testados em cada método.
Baseado no racional cientifico e ético, qualquer teste in vivo deve ser conduzido,

limitado somente aos estudos que irdo preencher as falhas existentes”.
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Embora a éarea cientifica tenha dado um passo significativo no
desenvolvimento de métodos alternativos em substituicdo ao uso de animais, 0s
testes com 0os mesmos ainda sdo necessarios para a avaliacdo de seguranca e
eficacia de produtos que ainda ndo foram testados para 0s pirogénios nao-
endotoxinas, assim como para os produtos que nao foram contemplados nos
estudos de validagédo para endotoxina. Os resultados deste trabalho contribuem de
uma forma direta nos estudos de comparacdo dos métodos alternativos ao teste de
pirogénio em coelhos, pois existe uma auséncia de dados na literatura quanto a
esses estudos, contribuindo com resultados para a validacdo e aceitacdo dos 6rgaos
regulatérios do MAT no Brasil, promovendo o principio dos 3Rs, e garantindo a

seguranca da saude da populacéo.
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que pelos resultados do teste de pirogénio em coelhos, a
dose limite que causa febre nos animais foi estabelecida em 75.000 ng de ALT/Kg.
Em relagdo ao LPS, no Teste de Ativagdo de Mondcitos, utilizando sangue
criopreservado, foi observada liberacao de IL-1[3 dependente da concentracéo.

A concentracdo limite para ALT de S. aureus, baseado no MAT, foi
estabelecida em 50.000 ng/mL ou 5,41 UEE/mL tomando-se por base o valor da
Densidade Otica da resposta de liberacdo de citocinas pelo ALT versus as diferentes
concentracdes de LPS.

O LAL Cromogénico End Point néo foi reativo para as concentracdes de 100 e
1.000 ng/mL de ALT testadas e apresentou resultados falso-reativos a partir de
10.000 ng/mL.

Estudos complementares comparando os trés métodos devem ser realizados
para outros pirogénios, assim como a demonstracdo da aplicabilidade para outros
produtos injetdveis contaminados com ALT de S. aureus tomando como base a

curva demonstrada neste estudo.
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