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RESUMO

A necessidade de substituicdo do Teste de PirogémiGoelhos (RPT, sigla do inglés Rabbit
Pyrogen Test) no controle da qualidade de prodojetaveis torna urgente o estabelecimento
de métodos alternativos que possam substitui-leidDes limitagdes do Teste de Endotoxina
Bacteriana ou Lisado de Amebdcitos ldmulus (LAL), o Teste de Ativacdo de Mondcitos
(MAT, sigla do inglés Monocyte Activation Test) fonplementado na Farmacopéia Européia.
Entretanto, o MAT foi considerado apenas como upnetm teste devido a falta de estudos em
relacdo a comparacéo vivo e in vitro para alguns produtos como os biolégicos, assinbcom
para pirogénios nao endotoxinas. O objetivo destigde foi avaliar a aplicabilidade do MAT
para soros hiperimunes e na resposta ao Zymosapacanto em paralelo com o mod@&io
vivo, assim como uma nova aplicacdo para ambientes aramgo com a analise
microbiolégica. Desta forma, foram avaliados i.so do sangue criopreservado em relacdo ao
fresco por doadores individuais epmol tanto na contagem de diferentes tipos celulassgna
como na resposta de I3Em relacdo a Endotoxina, ii a aplicabilidade doTMAL-1p e 1I-6)
para 43 lotes de soros hiperimunes, assim coms ¢taetaminados artificialmente, através da
determinacdo do limite de detec¢do (LD), da méxiihgicdo valida (MVD), do teste de
interferentes, e da sensibilidade, especificidaaleueacia em relacdo ao RPT,; iii aplicabilidade
do MAT (IL-1p e 1I-6) na deteccdo do Zymosan atraves da comiaeaq paralelo de amostras
contaminadas artificialmente no RPT e no MAT, aeplicabilidade do MAT (IL-§ e 1I-6) na
deteccdo de pirogénios em amostras de ar em bé@stérios e dois escritorios, comparando
com o método preconizado na legislacédo brasilematagem de fungos totais). Os resultados
mostraram que a contagem de linfécitos/mondcitomaeeceu estavel durante o tempo de
congelamento (-80°C) e queoolndo interferiu na resposta a endotoxina. Além disdoAT
apresentou alta sensibilidade (100%) e especifieid@7,5% para o Método A e 82,5% para o
Método B), sendo mais sensivel na detec¢édo de bgg@smunes do que o RPT. Os resultados
do Zymosan seguiram a mesma tendéncia, onde @ lawsitfebre encontrado no RPT foi de
5,000ng/mL e no MAT de 2,500ngmL Este também foi capaz de detectar pirogénios em
amostras de ar, variando entre 0,16 a 5,17 EUUpara IL-B e de 0,49 a 5,70 EUUmM1para

a IL-6 em estacdes frias e de 1,03 a 2,67 EUUpdra IL-B e de 1,10 a 2,67 EUUrlpara

a IL-6 em estacOes quentes. Os resultados aprdesramonstraram que o MAT foi capaz de
detectar e quantificar contaminac¢des pirogénicasa@ns hiperimunes, assim como pirogénios
nao endotoxina, podendo ser utilizado na rotinaaidrole da qualidade para estes produtos.

Desta forma, os resultados deste estudo podemamditclusdo do MAT na Farmacopeia



Brasileira para o controle da qualidade de sorpsrimunes, além de ser util na tomada de

deciséo de 6rgaos internacionais em relacao aitsug@d completa do RPT.

Palavras-chave:Teste de Ativacdo de Mondcitos. Pirogénio. Métaateynativos. Injetaveis.

Ambiente. Vigilancia Sanitéaria.



ABSTRACT

The need of replacement of animals in the Rabhiodggn Test (RPT) for injectable product
quality control becomes urgent the establishmeattefnatives methods. Due to the limitation
of Bacterian Endotoxin Test drimulus Amoebocyte Lysate test (LAL), the Monocyte
Activation Test (MAT) was implemented in the Eurapd’harmacopoeia. However, the MAT
was considered as a third test due the lack ofegudlated tan vivo andin vitro comparison
for some products such biologicals, as well asnéor-endotoxin pyrogen. The aim of this study
was to evaluate the applicability of MAT for hyparmune sera and Zymosan contamination
compared in parallel with the vivo model, as well as, a new application for environine
compared to the microbiological analygibus, we evaluated i. the use of cryopreserveddloo
compared to fresh per individual donors andgbel, both in counting of different cell types,
as well as, IL-B response; ii. applicability of MAT (ILfi and IL-6) on 43 batches of
hyperimmune sera, as well as, contaminated battidgially by determining the limit of
detection (LD), maximal valid dilution (MVD), intiring test, and MAT sensitivity and
specificity in relation to RPT; iii. applicabilityf MAT (IL-1 and IL-6) for detecting Zymosan
by comparing artificially contaminated samples angdlel for RPT and MAT,; iv. applicability
(IL-1B and IL-6) for detecting pyrogens in air sampleghree laboratories and two offices,
compared with the method recommended in the Beawlkgislation (total counting of fungi).
Results showed that the lymphocyte/monocytes caamained stable during freezing time (-
80°C) and thepool did not affect the response to endotoxmaddition, MAT showed high
sensitivity (100%) and specificity (87.5% for MethA and 82.5% for Method B) being more
sensitive in the detection of hyperimmune sera th@RPT. Zymosan results followed the
same tendency, where the fever limit found in RPasv6.000 ngmt and MAT was
2.500ngmL. The MAT was also able to detect pyrogens in aingles, ranging from 0.16 to
5.17 EUUmL! for IL-1p and from 0.49 to 5.70 EUUmfor IL-6 in the cold season, and from
1.03 to 2.67 EUUmML for IL-1p and from 1.10 to 2.67 EUUmLfor IL-6 in warm season.
Results also showed that MAT was able to detectcurahtify pyrogenic contamination in
hyperimmune sera, as well as non-endotoxin pyrqgems it can be used in routine quality
control for these products. Thus, the results isfstudy may indicate the inclusion of MAT in
the Brazilian Pharmacopoeia for hyperimmune quatiytrol, in addition to international

acceptance of MAT as a complete replacement of RPT.



Key-words: Monocyte Activation Test. Pyrogen. Alternative hiads. Injectable. Indoor air.
Health Surveillance.
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1 INTRODUCAO

O Artigo 6°, paragrafo 1°, da Lei n° 8.080/90 defifigilancia Sanitaria como sendo
“um conjunto de a¢des capaz de eliminar, diminuipgevenir riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitéarios decorrentes do meio ambieatgroducdo e circulacdo de bens e da
prestacdo de servicos de interesse da saude” (RRAS90). A Vigilancia Sanitaria visa a
promocao, a protecao, a recuperacao e a reabditecéaiude. Para isso, ela atua sobre diversos
fatores de risco associados a produtos, insumevigass relacionados com a saude, ambiente,
transportes, cargas e pessoas. Para essa atuadacetéificada, a Vigilancia Sanitéria se vale
de uma multidisciplinaridade que envolve diversa&as do conhecimento técnico-cientifico
que inclui a Quimica, a Farmacologia, a Engentavif a Epidemiologia, a Biosseguranca e
a Bioética, entre outras (COSTA, ROZENFELD, 2000).

Os registros historicos de acdes de controle sobegercicio da medicina, 0 meio
ambiente, os medicamentos e os alimentos sédo mwiitgos, datando de cerca de 300 a.C.,
como exemplo, uma lei que proibia a adulteracaalideentos medicamentos e perfumes na
india. Desde a Antiguidade até a Idade Média, fasardesenvolvendo ideias que nortearam a
evolucdo dos conceitos até que, em 1348, as meehitidselecidas em Veneza para impedir a
entrada de epidemias nas cidades deram inicidlandg dos portos (DA SILVA, 2000).

No Brasil, a histéria do controle sanitario seimigo século XVI, seguindo o modelo
adotado em Portugal, onde era enfatizada a regntag@ dos oficios de cirurgido e boticario.
As medidas de higiene publica, tais como limpebana, agua e esgoto, controle portuério,
abate de animais, comércio de alimentos, entregutram de responsabilidade das Camaras
Municipais. Com a chegada da Familia Real ao Brasil 1808, o cuidado da saude da
populacao foi intensificado, com a finalidade ds@aquirir uma nova imagem frente a Europa
(COSTA; ROZENFELD, 2000).

Em 1953, através da Lei n® 1.920/53, foi criado ini$tério da Saude. Em 1954, foi
criado o Laboratério Central de Controle de Drogiddedicamentos (LCCDM), que em 1961,
passou a se chamar Laboratério Central de CondmlBrogas, Medicamentos e Alimentos
(LCCDMA). A partir dai, muitas regulamentacfes forariadas e modificadas, até a
promulgacéo da Lei 6.360/76, denominada a Lei ddaricia Sanitaria, que foi regulamentada
através do Decreto 79.094, de 05/01/1977. Em 188XCCDMA passou para a Fundacédo
Oswaldo Cruz (Fiocruz), tendo seu nome modificaaa pnstituto Nacional de Controle de
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Qualidade em Saude, INCQS (COSTA; ROZENFELD, 200).final da década de 1990,
através da Lei n® 9.782/99, foi criada a Agéncieidial de Vigilancia Sanitaria (ANVS), mais
tarde adotando a sigla Anvisa.

A Anvisa tem por finalidade “promover a protecdo swide da populagcdo, por
intermédio do controle sanitario da producdo e aaercializacdo de produtos e servigcos
submetidos a Vigilancia Sanitaria, inclusive dodemtes, dos processos, dos insumos e das
tecnologias a eles relacionados, bem como o centiel portos, aeroportos e fronteiras
(BRASIL, 1999). A criacdo da Anvisa imp6s novosal&s ao Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria (SNVS), levando o INCQS a ter um papeésmfetivo como referéncia nacional para
as questdes cientificas e tecnoldgicas relativasatole da qualidade de produtos, ambientes
e servicos (DA SILVA, 2000).

O artigo 28 do Decreto n° 4.725, de 9 de junho@2que regulamenta o Estatuto da
Fiocruz estabelece que “ao INCQS compete plane@tdenar, supervisionar e executar
atividades de: i. controle da qualidade de prodpams consumo humano, compreendendo
alimentos, medicamentos, sangue e hemoderivadaspoimologicos, cosméticos, saneantes,
reativos para diagnosticos, equipamentos e artigosaude em geral; ii. estabelecimento de
normas e metodologias de controle da qualidadegezde de laboratorios do Sistema Unico
de Saude (SUS); iii. capacitacdo de profissionaisga area de competéncia para o sistema de
saude e de ciéncia e tecnologia do pais; iv. pr@mde a¢fes regulatérias em parceria com o
orgao de Vigilancia Sanitaria; e v. Assessoria itg&gncomo unidade de referéncia, a rede
nacional de laboratdrios de controle de qualidadesaide” (BRASIL, 2003).

Assim, para o cumprimento de seu papel no ambit&NUS, o INCQS realiza as
andlises laboratoriais previstas na legislacdo té&@mi somente para o poder publico,
principalmente por denuncias e por programas catituicdes do SNVS. Entre as acdes de
Vigilancia Sanitaria esta a realizacdo de anafiseditico-laboratoriais, que tém como objetivo
principal fornecer subsidios aos 6rgdos competg@ateselucidar dividas quanto a desvios dos
padrdes de qualidade dos produtos (INCQS, 2009).
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1.1 CONTROLE DA QUALIDADE DE PRODUTOS INJETAVEIS

Solucbes injetaveis sdo preparacdes destinadasnéisiliacdo parenteral por vias
intravenosa, intra-espinhal, intramuscular, subwa&e intradérmica. Na via intravenosa, ha
completa biodisponibilidade do farmaco, ndo havesmdbapa farmacocinética da absorcéo e
portanto, contaminacdes por esta via sdo extrentanpemigosas. Para todas as outras vias,
pelo menos um endotélio vascular e, frequentemanta,ou mais camadas de células devem
ser atravessadas antes da droga alcancar a ciouaeralmente, isto € feito através de difusédo
passiva e para tal, é favoravel que o medicamentmatpropriedades hidrofilicas e lipofilicas
(WILLIAMS, 2007)

Os primeiros registros no sentido de fazer uscedapta parenteral iniciaram com o0s
egipcios e suas tentativas de transfusbes sanguilBea 1492, ficou bem conhecida uma
tentativa de transferir o sangue retirado de pazes ao papa Inocéncio |, terminando com a
morte do Papa. A primeira transfusdo sanguinepar@nteral realizada com sucesso foi feita
em 1654 (RANG; DALE; RITTER, 1997).

Ainda no século XVII, iniciaram-se os procediment#s entdo chamada “cirurgia
infusora”, que s6 comecou a ser utilizada de faisi@matica como terapéutica humana, em
1853, pelo médico Alexander Wood, quando administiecdo de morfina em seus pacientes,
dando origem a diversos acidentes infecciososskamo este desaceleraram o progresso da
terapia de injetaveis e desencadearam uma sétisaessdes no meio cientifico comprovando
a necessidade de utilizacdo de medicamentos asireie solu¢cdes aquosas com pH e
tonicidade compativeis com os tecidos onde sdoajus (WILLIAMS, 2007).

So a partir da invencéo da seringa hipodérmicanols XIX, foi renovado o interesse
pelas técnicas intravenosas e, no final deste mesmao, a administracdo intravenosa de
solucdes de cloreto de sddio e glicose tornou-palpn Atualmente, essa via de administracao
de medicamentos € uma ocorréncia rotineira nositagsppembora ainda sejam reconhecidos
0S perigos associados a essa pratica (LOPES, 2014).

A avaliacdo do risco relacionada ao controle ddidade de preparacdes farmacéuticas
constitui um importante aspecto da Vigilancia Sardt tendo em vista a possibilidade de se
prevenir ou minimizar riscos a saude humana eidéncia de mortes ou doengas decorrentes

da interacdo de contaminantes com o organismo hu#@aiORIM, 2003).
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Assim, todos os produtos injetaveis que se enaonina mercado sob acdo da
Vigilancia Sanitaria devem ser livres de pirogéfmome utilizado para definir qualquer
substancia que produza febre). Existem trés tegiessdo preconizados no controle da
qualidade de produtos injetaveis para a deteccapirdgénios: o Teste de Pirogénio em
coelhos, o Teste de Endotoxina Bacteriana ou Lidademebdcito daimulus(LAL) e o Teste
de Ativacdo de Mondcitos (MAT), sendo os dois piioe preconizados pela Farmacopeia
Brasileira (FB), Farmacopeia dos Estados UnidoAdmarica (FA) e Farmacopeia Europeia
(FE) e o MAT somente na FE. (HASIWA et al, 2013).

Medicamentos e hemoderivados somente chegam paiseamos laboratérios oficiais
através de denudncias ou de programas estabeleoidoas Secretarias Municipais ou Estaduais
de Saude. Também passam por analise todos os itdisgosnédicos que servirdo como
instrumento de administracdo de fluidos ou soluctees como: bolsas de sangue, seringas,
equipos, agulhas etc. No caso especifico de imohigjicos (soros hiperimunes e vacinas), as
andlises sdo realizadas lote a lote, como parterdgrama Nacional de Imunizacdo (PNI)
(FREITAS, 2008).

Cabe ao INCQS, desde 1983, a responsabilidadepaliacédo da qualidade dos soros
hiperimunes mesmo antes de serem distribuidos a®tSeas de Saude. Estas andlises
correspondem a cerca de 90% dos Testes de Pirag@timados no Instituto e a utilizagao de
mais de 500 coelhos por ano. Dos soros analisadode maior quantitativo sd0 0S Soros:
antibotropico (SAB), antirrabico (SAR), anticrotai(SAC) e antitetanico (SAT). Os produtos
biologicossdo comprados pelo Ministério da Saude e utilizgdds PNI, apés @nvio as
Secretarias de Saude para serem distribuida(o)soatss de aplicacdo. Além das Secretarias
de Saude, somente os Servigcos de Saude das Fongadas recebem os soros, que podem ser
encontrados nos postos de saude e em hospitaisrqueaprovados pelo Ministério da Saude
(PRESGRAVE, 2003; FREITAS, 2008).

1.2 SOROS HIPERIMUNES

No final do século XIX, a descoberta dos agentesadores de doencgas infecciosas
representou um passo fundamental no avanco da imeedigperimental. Houve um grande

desenvolvimento de métodos de diagndstico e tratantke doencas como a difteria, o tétano
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e a cOlera. Um dos principais aspectos deste afangalesenvolvimento da soroterapia, que
consiste na aplicacdo no paciente de um soro atmtam concentrado de anticorpos. A
soroterapia tem a finalidade de combater uma doespecifica no caso de moléstias
infecciosas como a difteria, botulismo e raiva ouagente toxico especifico, como venenos
ou toxinas, como por exemplo a tetanica (BRASIWQ&)0

Os soros hiperimunes sao produzidos no Brasil ipahmente por quatro laboratorios
publicos estaduais: Centro de Producdo e Pesqeisamdnobiologicos (CPPI, Parana),
Fundacado Ezequiel Dias (Funed, Minas Gerais),tiistButantan (1B, Sao Paulo) e Instituto
Vital Brazil (IVB, Rio de Janeiro). Estes laboratd produzem vérias formulagdes de soros
antipeconhentos: SAB (pentavalent®othrops jararaceb0%,B. jararacussuB. alternatus
B. moojenie B. neuwedii 12,5% cada, SACQrotalus durissus terrificys antibotropico-
crotalico ou SABC, antibotropico-laquético ou SABLachesis mufa antibotropico-
laquético-crotalico ou SABLC, anti-elapidico ou SAMlicrucus frontalig, antiescorpiénico
ou SAE (Tityus serrulatuy anti-aracnidico-polivalente ou SAApityusspp.,Phoneutriaspp.

e Loxoscelesspp.), anti-loxoscélico ou SALX.¢xosceles gauchd.oxosceles intermedia
Loxosceles lae)a anti-latrodéctico ou SALdL@atrodectus curacaviengi® anti-londémico ou
SALnN (Lonomia obliqu (BRASIL, 2001, ARAUJO, 2008).

Os acidentes por animais peconhentos constituenmyortante problema de saude
publica para os paises em desenvolvimento, dadaidéncia, a gravidade e as sequelas
deixadas nos doentes. Mundialmente, existem apemamente 3.000 espécies de serpentes,
sendo cerca de 600 venenosas. Estas serpenteaisdenquentemente encontradas nas regides
tropical e equatorial, mas podem ser encontradameas as regides do planeta com excegao
da Antartida. No Brasil, foram descritas 326 esggde serpentes, sendo 49 peconhentas, 22
espécies da familia Elapidae e 27 espécies daidaNiperidae. A constituicdo dos soros
antiofidicos adotados no Brasil sdo fragmentos 'JA&lsigla do inglés, Fragment Antigen
Binding) da imunoglobulina G (IgG) equina, mundialme também sé&o utilizadas preparacdes
contendo fragmentos F(ab’)2 ou a molécula integdglc de outros mamiferos (BRASIL,
2006; THEAKSTON, WARRELL; GRIFFITHS, 2003; ARAUJQ008).

Podemos citar no Brasil pelo menos quatro sistetieasiformacdo que tratam do
registro de acidentes por animais peconhentosster8a Nacional de Informag¢des Toxico-
Farmacologicas (Sinitox), o Sistema Nacional deafgs de Notificacdo (Sinan), o Sistema de
Internacdo Hospitalar (SIH-SUS) e o Sistema dertnégdo de Mortalidade (SIM). Cada um

destes sistemas possui caracteristicas propriasy foriados para atender demandas diferentes
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e, ao invés de se completarem, muitas vezes seadm@m (FREITAS, 2008). Dos quase
100.000 casos de intoxicagdo humana, animal, eld#acao de informacéo registrada pelo
SINITOX no ano de 2013, 25,66% (22.477 casos) ecam com animais peconhentos. Estes
indices séao préximos aos casos envolvendo medicam@#.029 casos) que correspondem a
principal causa de intoxicagdo humana (SINITOX,40Ainda segundo dados do SINITOX
(2014) os principais casos de acidentes foram cmargioes, seguidos por aranhas e serpentes.
Sendo que com excec¢ao das serpentes, as prinegidisacoes sdo de areas urbanas, e talvez
isso ocorra pela subnotificacdo das areas rura@® gelo nimero de casos (SINITOX, 2015).

Apesar dos soros antiofidicos serem os mais cotb&cos soros produzidos para o
tratamento de doencas como raiva, tétano, diftebatulismo séo importantes no contexto da
saude publica. O SAR e as imunoglobulinas humamté&sabicas conferem imunidade passiva
transitoria, que persiste durante periodo curtotasiepo com meia vida dos anticorpos
administrados de aproximadamente 21 dias. A raigaqupa no Brasil, ndo pelo numero de
casos notificados, mas por sua alta letalidadpratecamente 100%. Na América do Sul, o cado
ainda é o principal animal transmissor. Nos Ultirao®s o percentual dos casos de raiva
humana transmitido por morcegos hematofagos teneataio no Brasil, principalmente na
regido amazobnica, enquanto os casos de raiva dentissdo urbana por cédes e gatos tém
diminuido. Variantes do virus rabico tém sido doentada(o)s nos casos de transmissao por
morcegos. A transmissao do virus da raiva requdtagaioria das vezes, da inoculacdo de saliva
infectada em tecido subcutaneo ou musculo atrazésatdida do animal ou inoculacéo de
saliva em pele ou mucosa lesada através de arnanahaid lambedura (BRASIL, 2011).

O SAT é utilizado na prevencgdo e no tratamentatino, e sua indicagdo depende do
tipo e das condicfes do ferimento, bem como dasnrEcdes relativas ao uso do proprio SAT
e do numero de doses da vacina contra o tétanbidecanteriormente. A imunoglobulina
humana antitetanica (IGHAT) € constituida por inglabulinas da classe IgG que neutralizam
a toxina produzida paClostridium tetani sendo obtida do plasma de doadores selecionados
(pessoas submetidas recentemente a imunizacaaatitra o tétano) com altos titulos no soro
de anticorpos especificos (antitoxinas). Apesardada®s publicados pelo Ministério da Saude
mostrarem que o0 numero de casos de tétano no guaig4%, este tipo de contaminacéo é
considerado grave e pode levar a morte. O numekasies de tétano acidental aumenta no
periodo de enchentes que ajudam a disseminar&iba@RASIL, 2006).

O SAD representa uma medida terapéutica importemjgfinalidade € inativar a toxina

circulante produzida pela bactéria Gram-posit@arynebacterium diphtheriaeo mais
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rapidamente possivel e possibilitar a circulacdcamliicorpos. Sua administracdo deve ser
efetuada 0 mais precocemente possivel, pois nd@¢ém sobre a toxina ja impregnada no
tecido. Os esquemas de administracao serdo deoacomd a intensidade da manifestacdo da
doenca: formas leves (nasal, cutanea, amigdalifora)as laringoamigdalianas ou mistas; ou
formas graves ou tardias. O numero de casos deridifno Brasil vem decrescendo
progressivamente. Em 1990, foram notificados 640%400.000 habitantes, nimero que caiu
para 58 casos/100.000 habitantes no ano de 200ASRR2006). Nos ultimos 10 anos este
namero continou reduzindo sendo que em 2013 foegistrados apenas 4 casos/100.000
habitantes (BRASIL, 2014).

O soro antibotulinico (SABt) voltou a ser produziagartir de 2002 pelo Instituto
Butantan, que n&o o produzia desde 1992. O Botalisstiou a ser uma preocupacao mundial
depois de casos de bioterrorismo nos Estados Unishate foi usado o antraz. Ao contrario
deste, a toxina botulinica pode facilmente atiggande nimero de pessoas através de fonte de
abastecimento de agua e pode ser adquirido cormeecite. No Brasil sdo raros os casos de

botulismo sendo eventualmente registrados em treksie (BRASIL, 2006).

1.3 PRINCIPAIS CONTAMINANTES PIROGENICOS

A iniciacdo, manifestacdo e regulacdo da respostail fsdo dependentes de
propriedades pirogénicas de varias substancia®aasd@ enddgenas. Os pirogénios exdgenos
sdo essencialmente microrganismos assim como sesfitaintes e toxinas e os enddégenos
produzidos pelo proprio hospedeiro cujo principamplo sao as citocinas (MAGALHAES et
al, 2007).

A endotoxina mais estudada, também designada c@uopolissacarideo (LPS) é
responsavel pela maior parte das contaminacoesriamp@s encontradas em produtos
injetaveis. E um componente presente na paredéacelas bactérias Gram-negativas que
possuem receptores em células humanas. Podenn eriditoxinas de origem Gram-positiva,
como por exemplo, a8-endotoxinas ou proteinas Cry que sdo vesiculaplaimaticas
liberadas durante o processo de esporulacaBagilus thuringiensis Diferentemente das
endotoxinas de origem Gram-negativa, a proteinar@@y afeta o organismo humano e possui

receptores somente em fagocitos de insetos (LINDAQR
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A endotoxina da parede de bactérias Gram-negaévesnstituida por um nudcleo
polissacaridico, ao qual se liga a cadeia latdigdssaridica e a unidade lipidica A que é parte
imunogénica da molécul&igura 1). Tipicamente, o lipideo A é ligado ao nucleo peloldc
2-ceto-3-deoxiocténico, um acucar de 8 carbonadusivo do lipopolissacarideo bacteriano.
Além da Endotoxina, a parede celular da bactérem3regativa € formada por dois outros
componentes externos (membrana externa e lipopaseé uma camada de peptidioglicano.
A camada de peptidioglicano é formada por dois agscaminados, o N-acetil glicosamina e
0 acido N-acetil muramico e esta localizada no @sgzeriplasmatico entre a membrana
citoplasmatica (interna) e a membrana externa. Mada externa possui receptores para
bacteriofagos e bacteriocinas e participa da ragrigicrobiana (WILLIAMS, 2007).

Figura 1 — Estrutura da parede celular da bactéria Gramtiveagaontendo o LPS.
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Fonte:
http://alexandrecastro.com.br/Arquivos%20NOTEBOOK/fbiologia/Artigos%20p%20resumo/morfologial.
html. Acessado em 23/02/2016
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Um dos fatores relacionados ao grande numero descds contaminagdo por
endotoxinas reside na sua natureza termo-estagekgiste aos ciclos normais de esterilizagéo,
havendo a necessidade de se proceder a sua idatigBspirogenizacao) atraves de diferentes
meétodos tais como, ciclos longos em calor seco kas éemperaturas (acima de 180°C),
condi¢des altamente alcalinas ou acidas e, em algasos, com o uso de polimixina B. Além
da pirogenicidade, a endotoxina pode, dependendiosia apresentada, ativar o sistema de
coagulacéo, alterar o metabolismo de carboidratigar o sistema complemento, causar
agregacao plaquetaria, liberar aminas vaso-atoassar choque e morte (PEARSON, 1985,
WILLIAMS, 2007).

A sepse causada por bactérias Gram-negativas e-@rsitivas sdo indistinguiveis.
Entretanto, enquanto nas bactérias Gram—negatii#Soe extensamente caracterizado, nas
Gram-positivas ndo ha uma atribuicdo de patogeadeich uma estrutura especifica, embora a
maioria dos estudos seja direcionada ao acidoelig@ito (ALT) e do peptidoglicano (PGN)
conforme representado Regura 2 (DRAING et al, 2008). O ALT contido na parede catul
destas bactérias se projeta a partir da membrar@Easmatica através das camadas de PGN.
O ALT reflete cerca de 2% do peso seco de célal&% em mol da membrana citoplasmatica
e é encontrado em quase todas as bactérias Gratimgsgalém de alguns mutantes de
laboratorio) e por isso € muito mais comum do géeido teicéico, cuja producao depende das
condi¢des de cultura. A parede das bactérias Gamitias, onde o ALT esta inserido, tem

como funcdo a manutencédo da estrutura e rigidéadzria (SEO et al, 2008).

O ALT anfifilico da maioria dos sorotipos é geraite composto de uma cadeia
hidrofila com unidades repetitivas de glicerofosfatD-alanina ou N-acetilglucosamina e uma
parte lipofilica, composta por um glicolipideo (galecora a molécula na membrana). Um
segundo tipo de ALT é a estrutura descrita [&traptococcus pneumonjastreptococcus
oralis e Streptococos mitia qual possui Fosfatidilcolina, N-acetil-D-gatssamina e uma
porcao lipidica composta por residuos de di- ehdxodiacilglicerol, dependendo dos lipideos
disponiveis na membrana plasmatica, os quais difergre espécies (DRAING et al, 2008).
Para iniciar a ativacao celular, existe a necedsida ligacéo entre o glicolipideo e 0 ALT e as
membranas celulares de células mononucleares,degda ligacdo também pode ativar a

cascata do complemento, induzindo a inflamacéo (RNER et al, 1990).
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Figura 2 - Principais diferengas entre as paredes dét@sGram-negativas e Gram-positivas
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Fonte:http://reinomonerabacteria.blogspot.com.br/201 bdikerias-gram-positivas-e-gram.html
acessado em 02/02/2015

As infecgfes fungicas também s&o uma importanteacda morbidade e mortalidade
normalmente causadas por fungos filamentosos eioekdas com a sua presenca ubiqua no
ambiente, assim como sua elevada capacidade dersfisp Quando isolados, esses fungos
podem apresentar formas multiseptadas, como hifasr&as de dispersao como conidios de
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tamanho pequeno, os quais contribuem para o adesses microrganismos aos tecidos do
hospedeiro, como o trato respiratério. Na ausédeiaemocao adequada por macrofagos e
eliminacao por neutrofilos, os conidios germinamdideorigem as hifas, promovendo assim a
invasado de tecidos e as lesfes teciduais. Os fuilgmentosos sdo saproéfitas na sua maioria,
porém em determinadas situacdes podem se tornageuents oportunistas, como exemplos
Aspergillus fumigatus, Scedosporium spg;usarium spp Os fungos patogénicos também
podem incluir microrganismos comensais, tais coGandida albicans(FIGUEIREDO;
CARNEIRO; BOZZA, 2011).

A composicdo variavel da superficie fangica emgd@aa membrana celular de
mamiferos oferece uma grande variedade de padrélesutares que sdo importantes alvos
para o reconhecimento pelo sistema imune. Destaafon Zymosan, um material particulado
obtido a partir da parede celular 8accharomyces cerevisjgem sido amplamente utilizado
como um modelo para a investigacdo dos mecanismoscdnhecimento imunoldgico inato
contra fungos patogénicos. As particulas de Zymas@m compostas principalmente de
polissacarideos que incluem quitina, mananagléecanas, além de acidos graxos e proteinas.
Entretanto seu principal componente € usra-glicana ou mais especificamente (1B3)-
glicana e (1,6)-glicanaF{gura 3). Este € um particulado prontamente fagocitado por
macréfagos e um potente indutor da liberacéo deins pré-inflamatérias e espécies reativas
de oxigénio, produzidas por macréfagos e neut®{fdGUEIREDO; CARNEIRO; BOZZA,
2011).
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Figura 3 - Estrutura da parede celular de um fungo.
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Fonte:http://pt.slideshare.net/VivianePortol/polissacasdda-parede-celular-fngicacessado em
02/02/2015.

Outros importantes tipos de infeccdo humana s@awsadas por virus sendo os dados
apresentados sobre resposta antiviral inata expet&s. Estudos apontam uma alta
especificidade dependente do tipo celular envolvidoprocesso de reconhecimento das
infec¢des virais mas faltam conhecimentos sobr@saster-relacdes principalmente com os
monaocitos que séo o principal tipo de célula irddat Talvez isso ocorra pela complexidade
dos genomas virais, compostos por capsideo va@ado nucleico ou ribonucleico, positivos
ou negativos em polaridade, de cadeia simples plade por vezes uma molécula circular ou
com uma configuracdo segmentada (XAGORARI; CHLICAL2008). Um estudo conduzido
por Hou e cols. (2012), demonstrou que as infecp@s Virus da Estomatite Vesicular,
Vaccinia virus e Influenza A (incluindo o virus degem suina) induziram mondcitos a se
dentro de 18 horas expressando CD16- CD83+, o guerdceu a maturacdo de células
dendriticas com uma melhor capacidade para atvaglalas T. Estes resultados demonstraram
gue 0s monacitos sdo excepcionalmente suscepdiveisccao viral, mas que apesar de terem

maior capacidade de ativar a imunidade inata eiadg@antiviral, esta inducdo da maturacao
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das células dendriticas também pode alterar o patir&ecrecdo de citocinas e de expressao
de receptores, resultando em prejuizo nas relag®eselulas dentriticas com as demais células
do sistema imunologico (HOU et al, 2012).

Os pirogénios enddégenos sao aqueles produzidosnamente pelo hospedeiro
principalmente como resposta ao estimulo de piiogéxégenos. O principal exemplo sao
as citocinas inflamatérias produzidas por células sistema imune como células
mononucleares (neutrofilos, mondcitos/macréfagoslingdcitos) assim como células
endoteliais, astrocitos e células gliais em regp@stexposicdo aos pirogénios exogenos
(HOFFMANN, et al, 2005). As citocinas sdo pequepeseinas ndo estruturais de peso
molecular na faixa de 10-30 kilodaltons. Cada ai@@& produzida por um gene separado e
ativada por um sitio especifico. As principais @itas envolvidas no mecanismo da febre séo
Interleucina B (IL-1p), Interleucina 6 (IL-6) e o Fator de Necrose tuahar(TNF- o). Entre
as atividades destas citocinas destacam-se alégbma a ativacao (inflamacéo e coagulagéo)
das células endoteliais, ativacdo de neutrofilsiatese de proteinas de fase aguda do figado,
entre outras. (DINARELLO, 2004; ABBAS, 2012).

As citocinas possuem diferentes tipos de recepteresecanismos de sinalizacao.
Todos o0s receptores consistem em uma ou mais mastdfansmembrana cujas partes
extracelulares sdo responsaveis pela ligacdoasnas e as citoplasmaticas sdo responsaveis
pela iniciagdo das vias de sinalizag&o intraceldlaslassificacdo mais amplamente utilizada
para os receptores de citocinas baseia-se na semalbstrutural dos dominios extracelulares
e dos mecanismos de sinalizacdo. Sao cinco clasg®s: i. receptores tipo |, ii. receptores
tipo Il, iii. receptores de TNF, iv. receptoresitel/TLR (sigla do inglés Toll like Receptor)

e, V. receptores transmembrana contendo 7 al¢gdades a proteina G. A sinalizacao por
meio de receptores de citocinas do tipo | e Il mc@or um mecanismo conhecido como
sinalizacdo JAK-STAT cujas citocinas ligantes 43@,I1L-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-

11, GM-CSF e G-CSF. Ja os receptores de citocerdsnrente ao TNF ativam algumas vias,
entre as quais a mais importante é a viakBF-assim como o0s receptores de IL-1/TLR
(ABBAS, 2012).

A citocina IL-13 é um importante mediador de atividade pro-inflamat agindo em
conjunto com TNE na resposta imune inata e adaptativa (ABBAS et2@l,2). Este
polipeptideo € sintetizado por todos os tipos aeebsl, e € definido como um importante
regulador da atividade da resposta imunologica.-Afl € a principal forma biologicamente

ativa da IL-1 e normalmente é liberada ap6s maetelar. A IL-6 foi descrita como uma
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proteina multifuncional devido a sua atuacdo difieesla. Esta citocina apresenta um
potencial regulatério sobre a imunidade inata etati@a sendo sintetizada por fagocitos
mononucleares, células endoteliais vascularesplfiastos e células T ativadas. A sua
producdo pode ser estimulada pela presenca d¢ B-INFu. O mecanismo efetor deste
peptideo é a ativacdo da via de sinalizacdo JAKATSTsigla do inglés, Janus-quinasignal
transduction-activated transcription) levando andcsicdo de diversos genes que irdo
desencadear a sintese de proteinas de fase agudstienulo a producéo de linfocitos B e
producdo e maturacado de neutroéfilos. (ABBAS eR@l2). O TN € considerado um dos
principais mediadores da resposta inflamatériatagesmos bacterianos. A sua producéo é
realizada principalmente pelos fagocitos mononueteaembora também possam ser
secretadas por células T ativadas, células NakKillal (NK) e mastocitos (ABBAS et al,
2008). O TNk apresenta diversas acoes biolégicas como o estiaulrecrutamento de
neutrofilos e mondcitos, através da ativacao efidbeede promover secre¢do de quimiocinas
produzidas por macrofagos e células endoteliagsattla ainda estimulando a producéo de IL-
1B8. (ABBAS, 2012)

1.4 MECANISMOS DA FEBRE

A febre € uma complexa reacéao patofisiolégica tasté do contato do organismo com
infecgcBes ou agentes inflamatérios denominados idménios exdgenos levando a uma
elevacado da temperatura corporea, acima do noBARELLO et al, 1988; BICEGO et al,
2006). Entretanto, devemos distingui-la de hipenirA febre ocorre quando ha uma mudanca
no termostato hipotalamicosdt poinf, enquanto que a hipertemia é uma elevacdo da
temperatura, sem interferéncia do hipotdlamo, ceugaando os mecanismos periféricos de
dissipacdo do calor estdo bloqueados, tanto pdiesaambientais, quanto por razdes
fisiologicas (DINARELLO, 1988; PRESGRAVE, 2003). psncipais fontes de producédo de
calor do corpo sdo as reacdes do metabolismo. NMansmissores como epinefrina e
norepinefrina agem na célula aumentando a prodde&mergia liberada na forma de calor.
Reac0es involuntérias como calafrios sédo desendaslger impulsos vindos do hipotalamo e
toda a energia produzida é liberada na forma ae 2QINARELLO, 1988).
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A perda de calor pelo organismo ocorre, em suampaide, sob a superficie da pele
onde ha diversas juncdes arterio-venosas, que quabettas permitem que o sangue arterial
passe diretamente para o sistema venoso, por ondmmoé dissipado para 0 meio externo
(DINARELLO, 1988).

O estudo da febre e seus sintomas sao tao antigosocp propria medicina, com relatos
de até 2000 a.C. (HARTUNG, et al, 2001; MAGALHAES! al, 2007). Os estudos
experimentais envolvendo reacdes de febre remoamtat42, onde Ulahrendorff relatou
experiéncias sujeitando caes a injecdes venosasiie Nessa época surgiu a ideia de que a
febre poderia estar relacionada a administrac@-ugnosa de substancias (PEARSON, 1985).
Em 1822, Gaspard publicou uma revisdo onde, aléreldtar dados anteriores, verificou que
injecdes intra-venosas de diversas substanciss deivaca, urina humana etc.) causavam uma
elevacao de temperatura menor do que a que erandgaa com a administracdo de material
putrefeito. Panum concluiu em 1874 que as substéncie induziam febre eram termoestaveis,
hidrossoluveis, insoliveis em alcool, diferentes bdetérias vivas e que alguns poucos
miligramas eram capazes de produzir uma respostié fésses achados foram confirmados
por Virchow cerca de 20 anos mais tarde, quandanfgoublicados numa revista de maior
circulagcado (PEARSON, 1985).

Provavelmente, Billbroth, em 1862, foi o primeiut@ a usar o termo pirogénio para
designar as substancias que causavam febre. A garentdo, muitos autores usaram esse
termo em diversos trabalhos e muito foi estudadweso tema, mas foi Burdon-Sanderson
guem mais escreveu sobre os mecanismos da felparaaro a lancar, em 1876, a discussao
sobre se a origem da resposta febril estava nodemyexdgenos ou em agentes enddgenos
liberados por células do hospedeiro (PRESGRAVE 3R200utro evento importante foi a
descoberta do sistema de classificacdo de Grasapsim, Hort e Penfold em 1912 dividiram
as bactérias Gram-negativas como sendo pirogérecas Gram-positivas como né&o-
pirogénicas, quando aplicadas em coelhos, fato tauae descaracterizado por Co Tui (1942),
gue demonstrou que a resposta pirogénica néo dgfagta somente a um ou outro grupo, mas
se tratava de uma resposta dissociada da patadgmhecdos microrganismos (WILLIAMS,
2007). Todos esses estudos contribuiram de certeiraapara o entendimento sobre a

patogénese da febre que temos hoje.
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1.4.1 Citocinas: ativacéo e regulacdo da transctigéaica

A principal forma de ativacdo da producéo de caitasiocorre através do contato do
sistema imune inato com o0s pirogénios exdgenog IEsbnhecimento acontece através de
estruturas moleculares que sdo caracteristicasatfggnos microbianos denominadas de
padrbées moleculares associados a patogenos (PANIR,d® inglésPathogen-associated
molecular patterns Estas estruturas incluem principalmente: i. @cidcleicos como o0 RNA
de fita dupla viral e as sequencias de CpG nédadat de DNA bacteriano, ii. proteinas como
as iniciadas por N-formilmetiona tipicamente badetea, por exemplo, a flagelina, iii. lipideos
como o LPS e &cido lipoteicdico de bactérias Gragativas e Gram-positivas
respectivamente, iv. carboidratos ricos em managieaa como os encontrados em fungos e
bactérias (ABBAS, 2012).

Um dos principais receptores de reconheciment@sdeceptore$oll (TLR) que sao
expressos em muitos tipos celulares e reconhecardugms de uma variedade de
microrganismos. Os TLR(s) foram descobertos nadiecke 1990, em insetos do género
Drosophila sendo essenciais para a protecdo das moscaa esninfec¢des fungicas. O
primeiro TLR humano foi identificado e caracteriaadmo um homélogo da proteifiall em
humanos em 1997 e partir de entdo tem sido idemtiéi e classificado (MEDZHITOV;
PRESTON-HURLBURT; JANEWAY, 1997).

Os TLR(s) sao glicoproteinas integrais de memb(apa 1) e sdo encontrados tanto
na superficie celular como em membranas intracelsile, assim, sdo capazes de reconhecer
microrganismos em diferentes localizagcbes celul@ssTLR(S) 1, 2, 4, 5, 6 estdo presentes
na membrana plasmatica, enquanto que os TLR(s), 8, ® e 10 estdo localizados
intracelularmente, ou seja, nos endossomos. Sactedrados por um dominio intracelular
TIR (sigla do inglés|ntracelular Toll-Interleukinl receptgre um dominio extracelular
contendo um numero variado de repeti¢cdes ricaseaginia, LRR (sigla do inglés Leucine-
rich-repeat), que se ligam diretamente aos PAMR mwoléculas adaptadoras que interagem
com os PAMP (OGOINA, 2011, ABBAS, 2012).

O mecanismo mais estudado é a resposta de TLR-RAd-igura 4), onde primeiro
o LPS liga-se a proteinas ligantes de lipopolissdea (LBP, sigla do inglés
lipopolysaccharide-binding proteimo sangue ou no fluido extra-celular, e, esteptexo,

facilita a interacdo entre o LPS e a superficielael Estas proteinas podem estar na forma
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sollvel ou ancoradas a membrana celular. Uma destdsinas denominada proteina de
diferenciagcdo mieldide, MD2 (sigla do inglés, myeldifferentiation protein-2) liga-se ao
componente lipidico A do LPS, formando um complgxe interage com TLR-4 e inicia a
sinalizacdo. Outra proteina, CD14, também €& necasaaesta sinalizacdo atuando como
proteina auxiliar responséavel por transferir o lfa%a o receptor TLR4 ou para o complexo
formado entre o receptor TLR4 e a proteina MD-2 KUECHI et al, 1999; ABBAS et al,
2012). Alguns estudos mostram que apesar de TlaRiBém poder ser ativado por LPS, TLR-
4 € mais sensivel do que TLR- 2 para LPS e é egdgpredominante em sangue humano total.

No caso de preparagcbes de LPS comerciais, a raspagf ocorra somente via TLR4
(TAPPING et al, 2000).

Figura 4 — Ligacéo do LPS e principais estruturas envok/iddR4 consiste de um dominio
extracelular com repeticdes ricas em leucina (LRR)dominio hipervariavel (HYP, sigla do
ingléshyper-variablg, um dominio transmembrana (TM), e um dominioptgematico, com
uma TIR-dominio altamente conservado. Apés a ligaddBP, o LPS é transferido para CD14
e, em seguida, para o complexoTLR4-/MD
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Fonte: VAURE; LIU (2014).

Os dimeros TLR-1/TLR-2 ou TLR-2 /TLR6 sao resporsapelo reconhecimento de

bactérias Gram-positivas, incluindo seus composentano lipoproteinas, lipopeptideos,
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peptideoglicanos e o acido lipoteicéico. TLR-2 témbreconhece a proteina de fusao (F) de
alguns virus envelopados, o glicosilfosfatidilinoste alguns parasitas, cormioypanosoma
cruzie o Zymosan presente nos fungos (TAKUECHI et@9). O TLR-3 liga-se a fita dupla
do RNA viral. O TLR-5 reconhece a proteina flagelie algumas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. TLR-7 e TLR-8 séo responsaveis neelonhecimento do RNA viral de fita
simples viral. O TLR-9 é responsavel pelo reconheaito do DNA bacteriano e virdtifura

5). Em relacdo ao TLR-10, sua funcdo permanece dbecma (DINARELLO, 2004;
ABBAS, 2012).

Vérias vias de sinalizagdo podem ser desencadeagastir da ligacdo do PAMP com os
diferentes TLRs como MAPK (do inglés mitogen-adiehprotein kinase), AP-1 (activator
protein 1), IRF3 (interferon (IFN)-regulatory fact®), entre outrasHigura 5). Esta ativacao
ocorre através da dimerizacao do TLR que é indymd#igante pela aproximacdo de dominios
TIR intracelulares citoplasmaticos de cada protedrseguir, ha o recrutamento deste dominio
contendo proteinas adaptadoras como MyD88 (sigiagiésmyeloid differentiation primary-
response protein §8TIRAP (sigla do inglés, TIRIomaing-containing adaptador molecue
TRIF (sigla do inglésTIR domain-containing adaptor protein inducing ifiégon 5), TRAM
(sigla do inglésTRIF-related adaptador molecylefacilitando o recrutamento e ativacdo de
proteinas quinases, conhecidas como IRAIKsl(receptor-associated kinages, 2 e 4. A
IRAK 4 é recrutada primeiramente, torna-se atifastorila a IRAK 1 (AKIRA; TAKEDA,
2004). Estas quinases interagem com a MyD88 at@dwéaominio TIR comum a ambas as
proteinas, promovendo entédo a ativacdo da TRAF®¢Funecrosis factor-receptor-associated
factor 6). Isso vai ativar quinases situadas na&msra do processo de sinalizacao, incluindo
as kB (nhibitor of NF-kB kinasejesultando na liberacdo de NF-kB que se trangaca o
nacleo e vai aumentar a expressao génica de amanilamatérias determinando, por fim,
uma resposta proinflamatéria. Dependendo de quklaula de adaptacdo esteja envolvida, o
processo de resposta dos TLRs pode ser divididduas categorias: i. de resposta precoce
dependente de MyD88 onde estéo envolvidos MyD8BRAR, vitais para a ativacdo de NF-
kB pelo TLR2 e TLR4, e ii. de resposta tardia quiepende de MyD88 e tem envolvimento
de TRAM e TRIF, sendo este utilizado pelo TLR3mduicdo da sintese de IFN (SATO, et al,
2003).
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Figura 5 - Funcgdes de sinalizagéo e localizagéo dos TLR.
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Fonte: VAN DUIN D; MEDZHITOV, R SHAWEMAIL, A. C., B06. TLR2 (em combina¢cdo com TLR1
ou TLR6) e TLR4 utilizando MyD88 e TIRAP como adadres primarios para ativar NF-kB e secrecédo de
citocinas inflamatérias. Além disso, TLR4 usa TRIR molécula adaptadora TRIF relacionada (TRAM#a par
ativar IRF3 e a via metabdlica do IFN. TLR 3, & 8, localizam —se nos endolisossomos e ativam TER3
utiliza TRIF, mas ndo TRAM, para ativar IRF3. TLR87e 9 iniciam a secrecdo de citocinas e a vid-Nepor
meio de MyD88. Exceto por MyD88, os intermedianizssinalizagdo utilizadas por TLR 7, 8 e 9 contmua

indefinidos para ativar as respostas IFN.

1.4.2 Acdo das citocinas na Area Pré-Optica (ARDNighotalamo

As citocinas induzem a febre principalmente atradés sintese e liberacdo de
prostaglandina. A principal é a P&Ema pequena molécula de origem lipidica, derivima
metabolismo do acido araquiddnico, o qual é formagartir da clivagem de fosfolipidios de
membrana pela acdo da enzima fosfolipaseQAacido araquidénico é convertido a PGG



45

posteriormente, a PGHvia ciclizagdo e oxidacao pelas ciclo-oxigenasesulesequente
peroxidacdo pelas hidroperoxidases sendo essasatividades enziméticas coexistentes em
uma unica proteina, denominada PGH sintetase. Afe@ihda é facilmente transformada em
PGE pela acdo da enzima Pgd&merase (DINARELLO, 2004). A PGiacilmente atravessa
a barreira hematoencefalica e atua ligando-seept@®s especificos (BRtivando neurbnios
termorreguladores da APO do hipotdlamo atravébdeacdo de AMP (AMPc). Este processo
(Figura 6) desencadeia mecanismos de producao e consem@gior, resultando na febre
(DINARELLO et al, 1988, OGOINA, 2011).

Figura 6 - Esquema da patogénese da febre.
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Fonte: Adaptado de PRESGRAVE, 2003.
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Cabe ressaltar, que apesar dos pirogénios exogstimailarem as células de defesa do
organismo pro os dados apresentados sobre respostairal inata sdo experimentais,
ntamente, tem sido descrito que moléculas comoStambém podem promover a regulacao
da expressdo génica no sistema nervoso central ZNRACHADO, 2010).
Experimentalmente, essa resposta surge minutosrge¢do sistémica de LPS, mesmo quando
citocinas ainda ndo sdo detectadas na circulagém Aisso, € bem conhecido que &reas do
cérebro expressam os receptores TLR4 e CD14, cosm@rgaos circunventriculares
(LAFLAMME; RIVEST, 2001). Nestas areas, a comun#&ado tecido nervoso com o sistema
vascular é mais acessivel, o que permite a passdgemléculas que ndo atingem outras areas
do cérebro, desta forma o LPS promove a transcdedgenes de citocinas como TNF, IL-6 e
IL-1 (DINARELLO, 2004, DUVERNOY; RISOLD, 2007). Emelacao a funcionalidade dessa
producao central de citocinas desencadeada pel@asRipoteses principais sugerem que este
processo possa modular a excitabilidade neuronghoeessos de neurodegeneracdo e/ou
neuroprotecao (RIVEST, 2003, CRUZ-MACHADO, 2010).

A sinalizacdo do aumento da temperatura corpoipéftermia) também pode chegar
ao sistema nervoso central pelas vias aferentessvagbhdiafragmaticas, que fazem sinapse no
Nucleo do Trato Solitario, de onde projecfes gate¢ram pelo feixe noradrenérgico ventral
atingem a APO. Entretanto, alguns estudos demamstemtoin vivo quantoin vitro, que a
administracdo de pirogénios exdgenos e endogenss aana rapida ativacdo do terminal
noroadrenérgico na APO, assim como a noroepineftambém atua na liberacdo de
mediadores e PGEOutro estudo demonstrou que o locus coeruleusupaosn importante
papel no desenvolvimento da febre, jA que contémaior nlcleo noroadrenérgico do cérebro,
onde vias ativadas por pirogénios e nao a sina@aaelos sinais aferentes, causa o aumento
de temperatura (BICEGO; BARROS; BRANCO, 2006).

1.5 TESTE DE PIROGENIQN VIVO

O ensaio de pirogénio em coelhos foi descritaHmot e Penfold em 1912, tendo como
base o mecanismo da febre. Entretanto, o termaéiio ficou mais frequente apos ser

utilizado por Florence Seibert, sendo muitas vereslamente atribuido a ele. Seibert realizou
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uma série de estudos classicos, que comprovarama ‘tjebre de injecdo”, estava associada a
terapéutica intravenosa de produto bacterianaditif MAGALHAES; et al, 2007).

O maior impulso no conhecimento sobre pirogéniasrea entre 1925 e 1945. Ainda
na década de 1930, solucdes de dextrose e Cloeefodio 0,9% (parenterais de grande
volume) foram pela primeira vez avaliadas nas itréissquanto a presenca de pirogénio. A
grande vantagem anunciada para estes produtos exaéncia no rétulo da auséncia de
pirogénio. A afirmacéo de auséncia de pirogénigesaltado das analises realizadas nos lotes
dos produtos acabados pelo controle da qualidadealdo no teste em coelhos (WILLIAMS,
2007).

Em 1942, Co Tui demonstrou que a resposta pirogémio estava ligada somente a
bactérias Gram-negativas, mas se tratava de urpastasdissociada da patogenicidade dos
microrganismos. Nesta época, varias espécies ftastadas para a resposta febril quando se
injetava pirogénio bacteriano. Macacos, cavalogscé gatos, assim como o0s coelhos
reproduziram uma resposta similar & do homem. Etro®wanimais como ratos, cobaias,
camundongos, hamsters e galinhas a resposta agémioofoi irregular, prejudicando a
interpretacdo dos resultados. Por razdo de com@aié economia, o cdo e o coelho foram os
animais escolhidos como modelo para estudos dgguiro. Co Tui por sua grande experiéncia
com caes e coelhos, relatou vantagens e desvastdgeambas as espécies na realiza¢do do
ensaio de pirogénio e concluiu que o coelho eralhon animal para o teste de auséncia de
pirogénio e o cao responderia melhor a presenpaagénio. Desta forma, o coelho tornou-se
o animal modelo para o ensaio de pirogénio (WILLIBM007; MELANDRI, et al, 2010).

Com a Il Guerra Mundial surgiu uma grande demaral@erapia de parenterais de
grande volume, o que atraiu a necessidade de garanénsaio para auséncia de pirogénio em
preparacao intravenosa no compéndio oficial da &eopeia Americana. Assim, em 1941, o
Comité de Revisdo da Farmacopeia Americana autoaZubcomité 3 em Ensaios Bioldgicos
a iniciar o primeiro estudo colaborativo para o &ogle Pirogénio sob a dire¢do de Henry
Welch. Os resultados destes estudos foram pubbkcato 1943 (PRESGRAVE, 2003;
WILLIAMS, 2007).

O primeiro método oficial para deteccéo de pirogéwi incorporado a décima segunda
edicdo da Farmacopeia Americana sendo utilizadsuaaforma original até recentemente.
Apenas em 2001, esta farmacopeia modificou ogiostéle conformidade do teste, tornando-
0S mais rigorosos, considerando como febre a \@riagdividual de temperatura igual ou

superior a 0,5°C, substituindo o critério antederigual ou superior a 0,6°C. Em 2003, a
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Farmacopeia Brasileira mudou o seu critério também, fasciculo 5° da 42 edicdo
(MELANDRI, et al, 2010).

O teste de pirogénio em coelho (RPT, sigla do sigibbit Pyrogen Testundamenta-
se na medida do aumento de temperatura corporabelbos, apds injecdo intravenosa da
solucdo em analise, onde se toma a temperatutalostanimais a intervalos de 30 minutos,
por um periodo de 3 horas (HARTUNG, et al, 2001;LMBEDRI, et al, 2010). E um ensaio
que pode aprovar ou rejeitar uma amostra sendizagkdl para produtos que podem ser
tolerados por coelhos em doses que ndo excedam LA me peso corporal, quando
administrado dentro do periodo ndo superior a Iutns. Para produtos que necessitem
preparacao preliminar ou diluicbes apropriadasasestondicoes sdo estabelecidas nas
monografias das farmacopeias (FARMACOPEIA BRASILEJR2010). A resposta
pirogénica em coelhos tem uma caracteristica bemamiz, pois se inicia cerca de 45 minutos
apos a injecdo intravenosa, atingindo o seu picfaira de 60 a 90 minutos, iniciando uma
descida ao nivel basal (perfil monofasico) (WILLIAV2007). Cabe ressaltar que os coelhos
respondem & mesma concentracgéo limite que o homesgja, 1ng K§ o que equivale a 5
UE kg deEscherichia col(HOCHSTEIN, 1990). A HIMA Health Industry Manufacturers
Associatiof nos Estados Unidos escolh&u coli O55:B5 como padrédo de referéncia de
endotoxina, apds conduzir um estudo colaborativees laboratérios que realizavam teste
de pirogénio nos Estados Unidos. O estudo estahetm 95% de confiangca que uma média
de 50% de resultados “passa ou ndo passa’ ocoreoroentracbes acima de 98 pgnL
(aproximadamente 0,1 ng mL-1). Assim, a HIMA recodmu estabelecer 0,1 ng rhide
endotoxina como um padrdo de referéncia que camegp0,5 UE mit (PEARSON, 1985)

No Brasil, dos laboratérios oficiais que compde8NY/S, somente o Instituto Octavio
Magalhdes (IOM), o Instituto Adolfo Lutz (IAL) e INCQS realizam o RPT. Este ultimo
utiliza, anualmente, cerca de 1.200 coelhos parantrole da qualidade de soros, vacinas,
hemoderivados, dispositivos médicos e parentemggahde volume. Além disso, por ser um
teste de seguranca preconizado na FarmacopeideBeasi realizado como rotina nas etapas
dos processos de producdo assim como no prodadcefim varias industrias (PRESGRAVE,
2003).

Estima-se que, no mundo, um grande niumero de skhja utilizado para todos os
fins de investigacdo e analise e, embora 0 nUmernidnais usados especificamente para o
RPT nao tenha sido relatado, é provavel que esteruiseja significativamente alto, incluindo

dados reportados no Canada e no Reino Unido. E2, 200 total de 243.838 coelhos foram
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utilizados nos Estados Unidos e 313.000 coelhdgmi@o Europeia, sendo que, desses, cerca
de 276.000 animais foram utilizados para produtosnécéuticos e dispositivos médicos
(investigacdo e de seguranca). O sexto relatoriCamissdao Europeia (2010) indica que
roedores e coelhos representam 80% dos animamdtk em experimentos cientificos. Além
do grande namero de animais utilizado nos testggrdgenicidade, estudos demonstram que
apesar de ser classificado como de grau leve, ranim@de ao animal dor momentanea e
angustia, induzida pela resposta febril e comaglag os sintomas associados (PRESGRAVE,
2013; COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2010)

1.6 METODOS ALTERNATIVOS AO TESTE DE PIROGENIM VIVO

Nos ultimos anos, as campanhas contra a utilizégamimais de laboratorio tém obtido
muito espaco na midia da mesma forma que tem decesti nimero de grupos anti-
viviseccionistas e, com eles, as pressfes par® aeafizacdo de experimentos em animais
(HARTUNG, et al, 2001).

Com a publicacdo do livrdhe Principles of Humane Experimental Technicue
Russel e Burch, em 1959, foi introduzido o conceibs 3Rs Reduction Refinement and
Replacememo meio cientifico, que consiste na reducao aoeard de animais, no refinamento
das técnicas experimentais minimizando o sofrimdatanimal e preservando o seu bem estar,
e quando possivel a substituicdo dos testes rdafizavivo por testesn vitro. Este conceito
evoluiu como uma tendéncia mundial, iniciando umrdef pressdo com implicacdes éticas
quanto a nao utilizacdo ou diminuicdo do numeroadanais em pesquisas cientificas
(HARTUNG, et al, 2001; PRESGRAVE, 2003).

Desde a década de 1960, um grande esfor¢co vem saaidado na busca por métodos
alternativos ao teste de pirogénio (HARTUNG ef@)1). Em 1964, Levin e Bang verificaram
que preparacdes de endotoxina termoestaveis isoldel&. coli induziam a coagulacao
extracelular da hemolinfa (sangue) do caranguejadera [imulus poliphemus
Posteriormente, foi desenvolvido um ensaio sengiaeh endotoxina em plasma humano
baseado no mecanismo de defesa do artrogeideré 7), utilizando como material o lisado
dos amebocitos damulus(MAGALHAES et al, 2007).
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Figura 7 — Criacdo e Manutencao damulus poliphenugpara a retirada da hemolinfa. (a)
Limulusem praia da costa leste dos Estados Unidos, () lavagem dos animais, (d) e (e)

extracdo da hemolinfa

(a) {b)

(e) (d)

Fonte: Fukumori, 2008.

O ensaio de LAL foi pela primeira vez introduzidoFarmacopeia Americana em 1980.
No Brasil, foi incluido na 42 edi¢cdo da Farmacomeal1996 (PINTO; KANEKO; OHARA,
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2003). Apesar de incontestavelmente apropriado pmdeterminados produtos, como
radiofarmacos, sua ineficiéncia em detectar ouipas de pirogénios que nao sejam de origem
Gram-negativa, impede uma completa substituica@RID (HARTUNG, et al, 2001; POOLE,
et al, 1988; HOFFMANN, et al, 2005). Outro probleraside na capacidade da endotoxina de
se ligar as proteinas plasméticas e ndo ser noensndetectada no LAL, j& que este somente
quantifica endotoxina livre limitando o seu usogpdeterminados produtos principalmente
imunobiolégicos (SCHINDLER, et al, 2009).

Laude-Sharp e cols. (1990) demonstraram que o Indlcaso de LPS de baixo peso
molecular, requer uma forma agregada para sertddtecAlém disso, indica que as espécies
biologicamente ativas de LPS podem atravessar asbraeas de didlism vivo, apesar de
nenhum LPS ser detectado no sangue. Os autordsicancque o ensaio de LAL € um critério
insuficiente para comprovar a auséncia de LPS eiohols biologicos.

Segundo Brandenburg e cols. (2009), “h& sériasigéss em relacdo a utilizacdo do
LAL na terapia antibacteriana”. Segundo 0s mesmt®mas, “alguns ensaios clinicos, como a
presenca de bacteremia, ndo foram correlacionam@sAh em casos de contaminagado por
bactérias Gram-negativas”. Também se constatouagatvidade do LAL ndo apresentou
correlacdo com a expressdo das citocinas (@NIE-1p e 1I-6) em células mononucleares
(BRANDENBURG et al, 2009). Existem diversos métodies LAL, entretanto, os mais
utilizados sao o de gelificacdo e o cromogénicopNimeiro caso, volumes iguais do reagente
LAL e da solucéo a ser analisada sdo homogeneizaitdosibados em banho-maria a 37°C por
uma hora (FUKUMORI, 2008). A presenca do gel quenaatém solido durante a inversao é
considerada positiva para endotoxinas. Neste mégtdatém-se, somente, uma medida semi-
guantitativa, uma vez que o resultado é expresso faras (PRESGRAVE, 2003,
MAGALHAES, et al, 2007). No LAL cromogénico (LALc)ym substrato cromoforo é
incorporado ao complexo endotoxina-LAL resultandm eeacdo de cor, diretamente
proporcional a quantidade de endotoxina (FUKUMORIP8). Esse método permite uma
quantificacao precisa da endotoxina presente ng&oltestada. Existem outros métodos semi-
quantitativos descritos na Farmacopeia, entre elegpimétrico e o colorimétrico de proteina
(MAGALHAES, et al, 2007, MELANDRYI, et al. 2010).

Apesar de ser considerado um método alternativ@lotem sido alvo de criticas de
associacOes e sociedades protetoras de animaisEMAs os caranguejos sao geralmente
devolvidos a natureza depois da retirada de cex@0% do seu sangue e, por conseguinte, a

maioria destes animais sobrevive. No entanto, ogalimento ainda provoca uma mortalidade
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de cerca de 30 mil caranguejos por ano, 0 que danaémla mais a ameaca a populacéo de
caranguejo-ferradura, como a sua utilizacdo coroa [gra a pesca, perda de habitat e a
poluicdo (ICCVAM, 2008)

1.7 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS PARA PRODUTOS JETAVEIS

Muito empenho tem sido dedicado ao desenvolvimdattestesn vitro que possam
alcancar ou superar a sensibilidade do LAL e plarakente incorporar a detec¢cdo do amplo
espectro de substancias do RPT. Os sistemas baseadtivacdo de mondcitos humanos tém
sido desenvolvidos desde 1988, ja que apresentamo gpande vantagem mimetizarem a
resposta febril do organismo tomando por base wcipip do mecanismo da febre, e a
quantificacdo de mediadores inflamatorios ([i,-1L.-6, TNF-a) envolvidos neste processo
(POOLE, et al, 1988, HARTUNG; WENDEL, 1996; HARTUNE al, 2001, HOFFMANN,
et al, 2005, SCHINDLER, et al, 2009; DANESHIAN,at 2009, PERDOMO-MORALES, et
al, 2011).

A primeira demonstracao da aplicacdo da liberagdatdcinagn vitro foi através do
“teste do mondcito”, em comparacdo com os ensaiosaelhos e LAL. Neste método, uma
linhagem celular monocitica humana denominada MOMKXGM (MM6) foi submetida a
presenca de endotoxinas de diversas origens wamas (IL-PB, IL-6, TNF-a) foram dosadas
demonstrando uma boa relagcédo dose-resposta (PGfDBE 1988, ZIEGLER-HEITBROCK,
et al, 1988). A partir dessa publicacdo, algunsogutrabalhos foram desenvolvidos no sentido
de melhor estudar a liberacdo de citocinas emattifes cultivos de mondcitos e sua relacéo
com os ensaios em coelhos e LAL (PRESGRAVE, 20@8)utilizacdo de células
mononucleares isoladas de sangue periférico fobdsetrada como um indicador sensivel de
contaminagao por endotoxina (POOLE, et al, 1988suRados promissores indicaram que,
além de sensivel, o método com PBMC (sigla do smy§léripheral Blood Mononuclear Cgll
para IL-1, era capaz de detectar endotoxinas el@etGram-positivasS( aureup sendo
considerado como um modelo substitutivo quando eoagm® ao LAL e ao RPT.
Posteriormente, outro estudo concluiu que a litferalg IL-6 a partir de PBMC para IL-1, era
capaz de detectar endotoxinas e bactérias GrarivagsiStaphylococcus aureus acima

aparece S. aureus - padronizasendo considerado como um modelo substitutivandma
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comparado ao LAL e ao RPT. Posteriormente, outtalesconcluiu que a liberagao de IL-6 a
partir de PBMC em solu¢cdes de hemoglobina tambémuen modelo sensivel quando
comparado ao RPT (HANSEN; CHRISTENSEN, 1990).

Taktak e cols. (1991) apresentaram um estudo cuuene o desenvolvimento de um
teste de pirogénim vitro baseado na liberacdo de IL-6 a partir da linhagelar MM6. Os
autores sugerem que o método MM6/IL-6 representaaltarnativa importante e pode ser uma
forma mais adequada para testar a contaminacaoceiatps parenterais, como a albumina de
soro humano, que ndo pode ser detectado no LAL BRID nas condi¢cdes experimentais
avaliadas (TAKTAK, et al, 1991, ICCVAM, 2008).

Também em 1991, a Comunidade Europeia criou o €é&niropeu de Validacao de
Métodos Alternativos ao Uso de Animais, o ECVAMglaido inglésEuropean Centre for
Validation of Alternative Methodls hoje, denominado UERL-ECVAM (sigla do inglés
European Reference Laboratory ECVAMnNcarregado de promover e validar técnicas e
metodologias destinadas a substituicdo dos ensapsnimais. Uma vez validado pelo
ECVAM, um método alternativo é submetido ao Comltsultivo Cientifico do Ecvam, o
Esac (sigla do ingléEcvam’s Scientific Advisory Commitigeara adocdo dos métodos pela
Organizagéo para a Cooperagdao e DesenvolvimentaodBtoo (OECD, sigla do inglés
Organization for Economic Co-operation and Develepfy a qual serve de base para a
harmonizacao destas metodologias entre paisesdigsaOs Estados Unidos, Coreia, Brasil
e Japao, também possuem centros de validacdo d®®estruturados, que harmonizam as
metodologias também via OECD (ICCVAM, 2008).

Hartung e Wendel (1996) concluiram que, apés efdgdo do sangue total com
endotoxina, bactérias Gram-positivaS. (aureus ou componentes desses organismos
(muropeptidios, ALT, enterotoxinas e estreptolisdjydiberavam IL-B de forma dependente
a concentracao do estimulo. Com base nesses demyltas autores sugeriram a utilizacéo do
método de ensaio WB/ILBlcomo uma alternativa para o RPT (ICVAM, 2008). iepee cols.
(1997) desenvolveram um sistema de tasigtro para a medicdo de substancias pirogénicas
usando dois sub-clones derivados de células MM6 §g\2HM8 e MM6-4B5) e um de uma
linhagem celular THP-1. Esses clones sao relatadoserem fenotipicamente mais estaveis
ao longo do tempo em relagdo a sua capacidadesplesta a endotoxina, do que as linhagens
de origem. Os autores sugerem que esses métodmaibasem clones de células monociticas

in vitro sdo alternativas validas para a deteccdo de endatem preparacdes comerciais e
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produzem resultados comparaveis ao LAL e ao testeivo (EPERON; JUNGI, 1996,
HARTUNG; WENDEL, 1996, EPERON, et al, 1997).

Ainda na década de 1990, novos estudos surgirdizantio a linhagem celular MM6
como um complemento para o LAL na deteccéo de hast@ram-negativas e Gram-positivas
(ICCVAM, 2008). Hartung e cols. (2001) apresentaranrelatério de um workshop,
patrocinado pelo ECVAM, para examinar a situacas w@stes de pirogenicidade, rever a
capacidade dos novos testes e apresentar recorberdpgra o seu desenvolvimento. A
necessidade de alternativas ao teste em coelhtdisdatida e suas respectivas limitacées foram
destacadas. O workshop comparou a utilidade do lg&@ testar contaminac¢des pirogénicas
e as conclusdes indicaram a necessidade do degemeolo de métodos que contornassem as
limitacGes do teste de pirogéniovivo, mas destacou a necessidade da validacdo adedpiada
qualquer novo méetodo (HARTUNG, et al, 2001, MELANDE al, 2010).

Internacionalmente, novos trabalhos foram publisadiom destaque para o
desenvolvido por Nakagawa e cols. (2002) que des@am um sistema baseado na liberacéo
de citocinas a partir de um subclone de células MOW8 e compararam essa resposta ao
sangue total e ao teste em coelhos. Os autoresegsugee as células MM6-CA8 séo capazes
de detectar uma variedade de pirogénios usandatrd marcador, e que estas respostas sao
altamente relevantes para a previsdo das rea¢cobkaraanos.

Andrade e cols. (2003) avaliaram a utilizacdo d&IEB humanos e sangue total diluido
quando comparados ao LAL e ao teste em coelhosppadaitos farmacéuticos e bioldgicos.
Os autores concluiram que ambos os meétodos forampardveis ao LAL e ao RPT na sua
capacidade de detectar e quantificar a presengadigoxina. Além disso, o método em sangue
total foi capaz de detectar IL-6 independente daceotracdo de endotoxina e dos outros
pirogénios. Ainda em 2003, foi descrito um rapiddngco testdn vitro para a presenca de
substancias pirogénicas baseado na ativacao decitas(@M6) e liberacdo de IL-6 (ICVAM,
2008). Entretanto, devido & necessidade de suglgramas limitagdes relacionadas ao uso do
sangue fresco, Schindler e cols. (2004) apresentana método de criopreservacao no qual o
sangue poderia ser usado imediatamente ap0s ongetammento, sem etapas de lavagem. A
criopreservacao torna 0 ensaio mais seguro emaelag questdes de biosseguranca, ja que
possibilita em tempo habil, testar possiveis coimagdes de agentes infecciosos
consequentemente aumentando a confiabilidade dastesdos mondcitos, além de facilitar o

transporte e armazenamento das amostras (SCHINDetEeR,2004)
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Qualquer metodologian vivo ouin vitro necessita de uma validacdo formal para que
demonstrar que é apropriada ao seu objetivo egaedgso faz com que o desenvolvimento e
disponibilizacdo de métodos alternativos sejaix@atente lenta (hoje, estima-se um tempo ao
redor de 10 anos para um estudo completo, incluradolacdo e aceitacdo regulatoria),
podendo alcancar cifras em torno de 300.000 Eumsepsaio (PRESGRAVE, 2009).
Hoffmann e cols. (2005) publicaram um estudo delagfo usando nove drogas e seis testes
in vitro realizados em dez laboratorios. Os testes valglémiam: PBMC/IL-6; WB/IL-B,
WB/IL-6, MM6 IL-6, THP-Neo/TNF e THP/TNF.. Comparado com o teste em coelhos, os
novos testes sdo mais sensiveis, bem como de m@store prazo. Em contraste com o LAL,
todos os testes foram capazes de detectar piragéaiorigem Gram-positiva. O processo de
validacdo mostrou que pelo menos quatro dos ssigstecom excecao da linhagem THP,
atendem aos critérios de qualidade para deteccapirdgénio. Segundo os autores, 0s
resultados sugerem que a experimentacao animabkpotigalmente substituida por estes testes
in vitro, destacando seu potencial na seguranca e cod&@aalidade de produtos injetaveis.
O processo de validacéo formal, ou seja, a avalidedelevancia e da confiabilidade desses
métodos foi desenvolvido pelo ECVAM (HOFFMANN, ¢t2005).

Apbés o processo de validacdo do sangue fresco, oo das teste com sangue
criopreservado foi validado “por captura” (tradug¢@oe do inglésCatch-up Validatiop por
meio de um método simples de congelamento do samgmano para a dosagem de R-1
(SCHINDLER et al, 2006), sendo incorporado aos rgutgstes ja validados anteriormente.
Neste processo, o sangue fresco é misturado aalut@s contendo Dimetilsulfoxido (DMSO)

e Tampao Sorensen e congelado a uma temperateB@%epor até 4 meses (SCHINDLER,
et al, 2006; PRESGRAVE, et al, 2009; DANESHIANaEt2009; SCHINDLER, et al, 2009).
Desta forma, levando-se em consideracao que a oletpa em si ndo era diferente, ndo existia
a necessidade de passar por todo o processo eéemonstrar que o sangue criopreservado
apresentava 0s mesmos resultados obtidos com aesémnegco utilizado no método original.
Portanto, a validacdo por captura pode ser entarnchicho um estudo no qual os critérios
estruturais e de execucao sdo comparados com agigelan método similar, o qual ja passou
por validacéo formal e foi aceito como cientificarteevalidado (PRESGRAVE, 2009).

A validacéo do uso do sangue criopreservado comtionma desvantagem do MAT em
relacéo a necessidade de doadores a cada ensagosé&tousado o sangue de 4-10 doadores,
sendo que a monografia farmacopeica recomenda aapool para minimizar possiveis

variacbes interindividuais entre os sangues dosdatea (SCHINDLER, et al, 2006,
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EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2010). Entretanto, existepoucos estudos que
demonstrem o efeito da criopreservagdo nos morsydaoto ngool quanto no sangue por
doador, durante o periodo de congelamento (FARMAEIABRASILEIRA, 2010).

O ECVAM entéo apresentou ao Comité Coordenadordgéncias para Validacao de
Métodos Alternativos, o ICCVAMIfteragency Coordinating Committee on the Validatid
Alternative Methods a avaliacao do status de validacao dos cincodoétalternativos vitro
(ICCVAM, 2008; SCHINDLER, et al, 2009). Os métodasaliados foram: Sangue total
humano (WB)/Interleucina ILfll Sangue total humano WB/ILB1com aplicacdo do sangue
criopreservado, Sangue total humano WB/Interleugihy:6, células Mononucleares do
sangue periférico (PBMC)/IL-6 e a linhagem celN&no Mac 6 (MM6)/IL-6 apresentados
no Quadro 1 (ICCVAM, 2008).

Quadro 1 — Testesn vitro propostos como substituicdo do teste em coelhos

TESTE SISTEMA DESFECHO

WBJ/IL 1B WB (Whole Blood) Sangue total humano Dosagem thrleucina B

Cryo WB/IL-1B Cryo/WB (Cryopreserved Whole Blood) Dosagem de Interleucing 1
Sangue total humano criopreservado
WBI/IL 1B WB Sangue total humano Dosagem de Interleucina 6
PBMC/IL-6 PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Dosagem de Interleucina 6
Cell)Células Mononucleares do sangue
periférico
MM6/IL-6 Linhagem celular monocitica Monomac6 Dosagde Interleucina 6

O Esac endossou a validade destes métodos, etdregatringiu a substituicdo para a
avaliacdo de endotoxinas e aceitou sua utilizagia plecisbes de regulacédo, sujeitas a
validacdo para cada produto especifico. Ambos, I8K\é Esac concluiram que o banco de
dados disponiveis ndo suporta o uso dos testesigi@etar todos os pirogénios, como sugerido
na apresentacao original pelo ECVAM (ICCVAM, 2008).

Uma das divergéncias em relacéo ao Esac foi qG&€¥AM concluiu que o banco de
dados de validacdo apresentado era insuficien gaoiar uma afirmacéo tdo definitiva,

mesmo que sO para endotoxinas, por nao incluiresdupss biolégicos ou dispositivos
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médicos, além de terem sido avaliadas apenas paranimero restrito de produtos
farmacéuticos. O ICCVAM também questionou que adm vivo ndo foram gerados com
as mesmas amostras utilizadas no testeitro, jA que foram dados anteriores ao estudo.
Também é apontada a necessidade de novos estudparendo os dadas vivocomin vitro
em paralelo de forma que comparacdes possam deradas para endotoxinas e outros
pirogénios, assim como deve ser ampliado o nimepratiutos avaliados (ICCVAM, 2008).

Desta forma, o ICCVAM recomendou que, nenhum deststes deveria ser
considerado como substituto completo para o RPTretamto permitiu 0 seu uso para cada
produto especifico desde que fique demonstradaigadéncia ao RPT em conformidade com
a regulamentacao aplicavel (ICCVAM, 2008, SCHINDLE®R al, 2009). Seguindo estas
recomendacdes, o MAT foi incorporado a FarmacolRar@peia como um terceiro teste para
endotoxina, além do coelho e do LAL (ICCVAM,2008)BEOPEAN PHARMACOPOEIA,
2010). Foram preconizados trés métodos difereraes @MAT 0 A, B e C. O método A é o
método quantitativo onde os valores sao expresaas@ade de endotoxina equivalente por
mililitro. O Método B € qualitativo onde a amos&acomparada a um controle positivo de
endotoxina e o resultado é expresso em pirogénicméam pirogénico, dependendo se a
liberag@o esta abaixo ou acima deste controle. @duéC € a comparagdo a um lote de
referéncia quando os dois métodos anteriores ndergun ser aplicados (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Atualmente um dos problemas da utilizacdo do MAITnécessidade de se validar caso
a caso com o0 RPT os produtos ndo contempladonegso de validacdo, e portanto, priorizar
classes de produtos mais urgentes de serem impkedasnno MAT, jA que 0 numero de
monografias que exigem testes de pirogenicidaddamascopeias é extremamente extenso.
Uma complexa revisao sobre o MAT e sua aplicalkdaara produtos injetaveis, assim como
sua capacidade em detectar pirogénios ndo-endatoXkin recentemente apresentada, onde,
apesar dos avancos, fica evidente a necessidageddenonstrar a aplicabilidade do MAT para
qualquer produto que nao foi objeto do estudo tldagio (HASIWA, et al, 2013).
Também é importante destacar que varios traba#imoslemonstrado a aplicabilidade do MAT
para produtos biologicos, 0 que representa umalgraantagem sobre o LAL mesmo no caso
onde este pode ser aplicado, como na avaliacdegigasca de vacinas. Para a producdo da
vacina de diferentes cepasheisseria meningitidido grupo B foi utilizada a liberacéo de IL-
6 e TNFa do sangue total humano e de PBMCs durante todocegso, demonstrando que o
MAT foi altamente sensivel na deteccéo de pirogef8d ODDART, et al, 2010). Outro estudo
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realizado por Perdomo-Morales e cols. (2011) comctjue seus resultados associados a
estudos anteriores suportam a substituicdo do RRIMAT para Albumina Sérica Humana e
para outros hemoderivados que contenham proteénasodterapéutico. Além disso, os autores
alertaram que, apesar do LAL ser o preconizade, &stesentou problemas no percentual de
recuperacdo da endotoxina nas condi¢des experimentdiadas.

Desde 2013 alguns estudos tém sugerido a utibizeedsangue bovino no lugar de
sangue total humano (WUNDERLICH; SCHUMACHER; KIETAMN, 2014). Segundo
estes estudos a utilizacdo do sangue a partir @eraga bovina poderia suprir limitagcdes do
sangue humano em relacdo a quantidade e ao riscond@minacdo do sangue, ja que 0s
animais poderiam ser alojados sob condi¢cfes isel@gsatogenos especificos. Segundo os
autores, o fato do TLR de leucdcitos bovinos senparavel ao de humanos favorece a
adequacdao do uso deste sangue para a deteccpopigiisacarideos. Entretanto, os resultados
demonstraram um desempenho inferior do sangue d@vincipalmente para pirogénios nao
endotoxinas, indicando uma desvantagem em relagésado sangue humano.

Recentemente, Koryakine e cols. (2014) desenvatvera metodo de criopreservacao
de PBMC originados de filtros leucocitarios utilizs na separacdo do sangue em centros de
doacdo de sangue. No estudo foram avaliados omsfda criopreservacdo nas células
leucocitérias, a viabilidade e as propriedadesifunais. Estas propriedades foram testadas pela
resposta da endotoxina padrao de referéncia egéoelo sangue fresco, pela via de ativacéo
do fator nuclear kappa B (NFkB) e pela estimulagio TLR por ligantes especificos
(KORYAKINA; BRUEGGER, 2014).

No Brasil, a substituicdo dos métodosvivo por métodos alternativos, foi inserida na
legislacdo pela primeira vez com a Lei de Crimediemtais (Lei n® 9.605/98), a qual no artigo
32 incrimina “quem realiza experiéncia dolorosacniel em animal vivo, ainda que para fins
didaticos ou cientificos, quando existirem recuaternativos, com penalidades de trés meses
a um ano de detencéo, além de multa (BRASIL, 13@nente 10 anos depois, o Brasil passou
a ter uma legislacdo mais especifica com a aprowdgd ei 11.794/2008 que regulamentou a
utilizacdo de animais na experimentacdo e ensin8rasil, além da criagcdo do Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal, mc@a (BRASIL, 1998). Este marco
facilitou a estruturagdo da Rede Nacional de M&a#lternativos (Renama) e a formacéao do
Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Altenadi(BraCVAM) pela Fundacdo Oswaldo
Cruz em parceria com a Anvisa. Na Europa a Dire2@40/63/EU relativa a protecdo dos

animais utilizados para fins cientificos foi ad@an 22 de Setembro de 2010. A diretiva esta
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firmemente baseada no principio dos 3Rs, paraituihstduzir e aperfeicoar a utilizagdo dos
animais para fins cientificos, e entre os seusimais itens esti o desenvolvimento, validacao
e aplicacdo de métodos alternativos (COMMISSIONTBIE EUROPEAN COMMUNITIES,
2010, HARTUNG, 2010).

1.8 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS APLICADO AO CONROLE DA
QUALIDADE DO AR DE INTERIORES (QAI)

O MAT também tem sido utilizado em novos campos)@oa avaliagdo do potencial
inflamatorio de bioaressoéis no ar ambiente. Essaat$cplas sdo numerosas e diversificadas,
compreendendo virus, bactérias, esporos fungiamstgs organicas, componentes da parede
celular das bactérias Gram-negativas (endotoxam&am-positivas (LTA), pelos de animais,
polen e poeira doméstica contendo acaros (PANTGIAUTO; PAIXAO, 2007). Como
consequéncia da presenca dessas substancias aséreas e circulacdo sanguinea,
macréfagos e mondcitos podem ser ativados iniciantk cascata de transducao de sinal com
liberacao de IL-f, TNF-o e IL-6 (BERNASCONI, et al, 2010, BONETTA, et aQ10). A QAI
é frequentemente voltada para substancias quingixizsindo um nimero limitado de estudos
que enfoquem a presenca de uma grande quantidadeateeial biolégico em ambientes
fechados, assim como os efeitos causados a salelenptacdo de particulas biolégicas
(PANTOJA; COUTO; PAIXAO, 2007, QUADROS, et al, 20@ONETTA et al, 2010).

Quando a exposicdo a esses agentes ocorre emhasgatalares, principalmente areas
criticas onde os pacientes possam estar imunossdps, as consequéncias podem ser mais
complexas levando ao agravamento da doenca e ensalgsos ao 6bito (NUNES, et al, 2005;
PEREIRA, et al, 2005, ORTIZ, et al, 2009, QUADR@S8al, 2009). Da mesma forma, areas
laboratoriais que necessitem de ambientes estiregsn ter um controle adequado para evitar
a contaminacdo do ambiente e garantir a qualidaa® ahalises (PASQUARELLA,
PITZURRA; SAVINO, 2000).

Ao contrario dos riscos quimicos ou fisicos, aiagab da exposi¢do aos riscos bioldgicos
nao possui metodologias e padroes referenciais uadeq (NUNES, et al, 2005,
BERNASCONI, et al, 2010). O procedimento de amgstna € realizado por coleta de ar e

poeira de forma ativa, e muitos métodos difereptetem ser usados na quantificacdo e na
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identificacdo desses microrganismos (PASQUARELLAZRRRA; SAVINO, 2000). Essas
diferencas contribuem para a dificuldade na congdaraos resultados e, consequentemente,
para a padronizacdo de Valores Maximos RecomersldVMR), limites que separam as
condicOes de auséncia e presenca do risco de agressude humana (NUNES, et al, 2005).
A concentracdo de microrganismos viaveis e culgigyprincipalmente fungos totais e
bactérias, é utilizadaomo padrédo referencial microbioldgico para avaliega QAI. Esse
padrdo é um parametro utilizado cosentinela para determinar a necessidade da busca da
fontes poluentes ou das intervencdes ambientais (WHO, )2016 grande problema na
determinacaados critérios de avaliacdo desses microrganismedprdna universalmente
vélida, é a dificuldade denedicdo de uma resposta proporcional do corpo hondan
contaminagcdo externa. A concentracdo de microngmsyivos e cultivaveis pode néo
representar o risco biolégico potencial do ambieetado a presenca de outamntaminantes
ndo mensuraveis pelos métodos disponi(@EBHINDLER, et al, 2009). No Brasil, a Anvisa
regulamentoupor meio da Resolucdo RE n° 9, de 16 de janei®@8,as orientacdes técnicas
para os “Padrdes Referenciais @aalidade do Ar de Interiores em ambientes clinagts
artificialmente de uso publico e coletivo”. NessasBlucaofoi definido em termos de
contaminac&o bioldgica aper@¥MR para fungos totais de 750 UFCma relacad®/E a qual
deve ser menor ou igual a 1,5, sehdo quantidade de fungos no ambiente interidg e,
quantidade de fungos no ambiente exterior. Tamld&nadsterminados nesta resolugéo valores
de umidade relativa do ar, temperatura e contar@mggimica. (Anvisa, 2003; QUADROS,
et al, 2009). Devido a falta de legislacdo adequaltmnsvalores estabelecidos por 6rgaos
internacionais, serverpara fins comparativos como o da Organizacdo MurddaSaude
(OMS) que estabelece 500 UFCmara populagdes urbanas. Este mesmo valor faiidefi
pela Comissdo da Comunidade Europeia (CEC) paras&des ndo industriais moderadas.
Esta classificagéo foi realizada em cinco nivei-25 0 UFC ¥, muito baixa; ii. 25 a 100
UFC n3, baixa; iii. 100 a 500 UFC ) moderada; iv.500 a 2000 UFC3mlta; e v. mais que
2000 UFC rt?, muito elevada (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNES, 1993,
DUTDIEWICZ, 1997; PASQUARELLAPITZURRA; SAVINO, 2000, BOUILLARD, et al,
2005). Recentemente, novos estudos comprovaram part@ncia do uso de métodos
toxicoldgicosin vitro que avaliem a atividade biolégica e tornem possivsuantificagdo de
todos o0s contaminantes biolégicos presentes nondrieate (LIEBERS, et al, 2009,
SCHINDLER, et al, 2009, BERNASCONI, et al, 201®&ua relacdo com doencas respiratorias

(CASTRO, et al, 2005). Dentro desse contexto, rad g@amostragem e a analise da qualidade
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do ar s&o os primeiros passos para determinaiaggente apresenta uma ameaca potencial
para as pessoas expostas, os modehsro contribuem como uma importante ferramenta nas
amostragens de medicao (KINDINGER, et al, 2005, BUBOER; 2008, BERNASCONI, et

al, 2010).

A metodologia do MAT utilizada para produtos inyeté& de uso humano foi adaptada por
Kindinger e cols. (2005) para avaliagao de piroge€mo ar ambiente (BERNASCONI, et al,
2010). A vantagem do uso do MAT em relacdo ao asmdtagem de fungos reside no fato de
refletir a carga biologicaresente no ambiente independentemente da suangiigguindo
microrganismos viaveis cultivaveis e ndo cultivdeesubstancias potencialmente alergénicas
(DANESHIAN; von AULOCK; HARTUNG, et al, 2009, KINDINGERgt al, 2009;
SCHINDLER, et al, 2009; LIEBER® al, 2009; BERNASCONI, et al, 2010).

A amostragem do ar é realizada por coleta ativa eamo de bombas individuais com
fluxo definido e sistemas coletores formados pesetes e filtros especificos (DANESHIAN;
von AULOCK; HARTUNG, 2009). Os resultads&o expressos em unidades equivalentes de
Endotoxina por metro cubico de ar (UEBnsempre comparado a um padréo rastreavel ao da
OMS (RIECHELMANN, et al, 2007, BERNASCONI, et al, 2010). O limite utilizadoo
mesmo para injetaveis, ou seja, o limite que céelse em humanos 0,5 UEfmISegundo
Kindinger e cols. (2005) este limite pode ser @ul@ja que a membrana mucosa do pulmao
tem 100 M e que sua alta capacidade de absorcido das sibastiratadas faz com que os
efeitos causados pela administracéo intravenosasd@esmas substancias sejam equivalentes,
entretanto ressalva que o grande problema é adltalores limites e métodos que reflitam
melhor a exposi¢céo. Entretanto, para areas lab@iste unidades de saude ndo ha dados para
serem comparados, uma vez que o MAT s0 foi utibzrd areas altamente contaminadas como
fazendas (7,5 x £a 3,8 x 10 UEE m®) e estabulos (0,1 a 16 x®10EE m®) e areas como
escritorios comerciais (KINDINGER, et al. 2005, ZKER; SCHARF; KERSTEN 2006,
BERNASCONI, et al, 2010). No caso de escritéricguselo Bernasconi e cols. (2005) 95%
dos pontos amostrados nio excederam 150 UEB oue significou 102—104 vezes menos
atividade pirogénica do que o0s ambientes contarogacditados anteriormente
(BERNASCONI, et al, 2005).
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1.9 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo de produtos injetaveis é considetedagrave problema de saude
publica e, portanto, o RPT € preconizado intermatinente como etapa imprescindivel para a
avaliacao do controle da qualidade de produtosavggs, sendo essa uma importante acao da
Vigilancia Sanitaria. O INCQS atua como referénwaional para as questdes cientificas e
tecnologicas relativas ao controle da qualidaderddutos, ambientes e servi¢os vinculados a
Vigilancia Sanitaria, atendendo ao SNVS e inte@dgicom organizacfes internacionais,
vinculadas a qualidade de produtos ofertados alaggal Portanto, a substituicdo do RPT por
modelosin vitro deve ser implementada o mais rapido possivel seégw tendéncia mundial
dos 3Rs. Este modelo de substituicdo ndo s6 sebasética, como também na Lei 9.605/98
(BRASIL, 1998), ja que o uso indiscriminado de aaisreé caracterizado como crime, quando
houver métodos alternativos.

Apesar do MAT estar presente na Farmacopeia Ewogleifoi publicado apenas como
mais um teste por falta de consisténcia nos dagos o abranger todas as possibilidades de
doses, pirogénios, produtos etc. Este fato ocqroeque o ICCVAM considerou insuficiente
trés aspectos do estudo de validacdo internacionals dados né&o incluiram produtos
bioldgicos ou dispositivos médicos, além de testio avaliados apenas para um numero
restrito de produtos farmacéuticai, os dadosn vivo ndo foram gerados com as mesmas
amostras utilizadas no testevitro, ja que foram coletados de banco de dados ardsrany
estudojii) a necessidade de novos estudos comparando osma&dacom oin vitro de forma
gue comparacOes possam ser realizadas para emdg@e@xdutros pirogénios, assim como deve
ser ampliado o niamero de produtos avaliados. Delgste contexto, surge a necessidade de
estudos que visem ndo s6 aprofundar a relacdivo e in vitro, mas também que possam
avaliar o potencial de detec¢édo de pirogénios malotexinas. Devido as recomendacdes e
limitacbes do teste em coelhos e do LAL, o MAT é pmtencial substituto ao RPT, ja que
combina a sensibilidade do LAL com o grande espetdrsubstancias detectaveis pelo teste
em coelhos. Além disso, por utilizar células degem humana, reflete melhor a resposta
fisiol6gica possibilitando uma melhor compreensés thecanismos bioldgicos responsaveis
pela reacéo de febre em humanos.

Este estudo comparativo € importante no que dpertesa aplicabilidade do MAT para

produtos biologicos de interesse nacional, comossbiperimunes, ndo contemplados nos
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estudos internacionais. Este é o primeiro estudoodeparacaon vivadin vitro para soros
hiperimunes.

Além disso, o estudo comparativa vivdin vitro € importante no estudo da
aplicabilidade do MAT para outros pirogénios nadaaxinas como o Zymosan. Desta forma,
os dados gerados por este estudo serdo impresimgara acoes do BraCVAM em relacdo a
futuros estudos colaborativos com Instituicdes lai@s nacionais e internacionais para que
assim o MAT possa substituir completamente o usood#hos nos testes para deteccao de
pirogénios. Além disso, os resultados obtidos resttedo ja podem indicar a inclusdo do MAT
na Farmacopeia Brasileira como monografia paraisp& de pirogénios em soros
hiperimunes.

Novas aplicagcbes do MAT também s&o importantes artegto epidemiologico
sanitario e devem ser estudadas e implementadandascontribuir também para o
entendimento e a identificacdo dos principais molals associados a exposicéo de bioaressois
com possiveis riscos a saude. A contaminacdo dpoarcausar patologias respiratérias
importantes deve ser objeto relevante para o ING@Sta forma, o MAT pode ser importante
para o entendimento da relacdo entre a concentdecBmaressois no ambiente e seus efeitos
a saude. A utilizagdo do MAT como uma nova abordagara avaliacdo da QAI é uma
proposta importante do ponto de vista da Saudedalbtia Vigilancia Sanitaria por ser o Unico
método de medicdo relevante do total da carganiafiéria com indicagdo da atividade
bioldgica. O uso do sangue humano total sugeresjigesistema pode servir de modelo para a
reacdo imune no pulmao, pelo fato dos mondcitogusaaos serem precursores dos

macroéfagos teciduais tanto quanto dos alveolares.
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2 OBJETIVOS GERAL

Avaliar a aplicabilidade do MAT para soros hiperimas e na resposta ao Zymosan
comparando em paralelo com o modelovivo, assim como verificar a possibilidade de

aplicacado do MAT na avaliagcéo da qualidade do dnieambal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar nas monografias das farmacopeiasrodytos injetaveis que requerem Testes de
Pirogénio e de LAL e assim propor os produtos §uepor base somente o teist®ivo, como

um ponto de partida para os estudos que serdo zdodwnessa tese, visando a avaliacdo e a
aplicabilidade do MAT;

- avaliar o perfil hematologico e a resposta acdgade endotoxina do sangue criopreservado

em relacdo ao sangue fresco utilizado no MAT derameriodo de armazenamento a -80 °C;

- avaliar a aplicabilidade do MAT para soros hipenes através de parametros como teste de
interferentes, limite de deteccdo (LD), Maxima iifio Valida (MVD), sensibilidade,

especificidade e exatiddo do MAT em relagao ao RPT,;

- comparar os resultados dos soros hiperimunemdaalna rotina do INCQS pelo RPT e MAT
(IL-1B), comparando possiveis diferencas de resposta Ab &htre o Método A e B em

amostras contaminadas artificialmente;

- avaliar a aplicabilidade do MAT na deteccdo deg@nios ndo endotoxinas atraves da

comparacgao da curva dose-resposta do Zymiasamo com o MAT (IL-1B e IL-6)
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- avaliar a aplicabilidade do MAT para detectabgénios em amostras de ar de laboratérios e
escritorios do INCQS comparando com a analise micldgica dos mesmos ambientes.
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3 MATERIAIS, ANIMAIS E METODOS

3.1 ESTIMULOS PIROGENICOS

Foi utilizado LPS d&. coliO55:B5 como controle positivo (Sigma-Aldrich, Stegim,
Alemanha), Cloreto de Sodio 0,9% (Halex Istar, @w@iaBrasil) como controle negativo e
diluente das amostras e padrdes e Zymosan ASaeharomyces cerevisia&igma,
Deisenhofe, Germany). O controle negativo foi @s&m animais, como rotina do laboratério,
e pelo método de LALc End-point, para garantiapieogenicidade. A poténcia do LPS usado

como controle positivo também foi testada pelo LAmd-point.

3.2 AMOSTRAS

3.2.1 Soros hiperimunes

Os 43 lotes de soros hiperimunes avaliados nesisgoe$oram recebidos para anélise
de rotina no Setor de Pirogénio, sendo testadoBRD e posteriormente no MAT. Foram
utilizados todos os resultados das amostras quenfoepetidas apds primeiro ensaio com
resultados finais satisfatorios ou insatisfatonogeriodo entre 2012 e 2013. Devido ao grande
namero de amostras, aprovadas no primeiro ensate rmperiodo, estas foram sorteadas
aleatériamente para serem utilizadas no estudosddss hiperimunes analisados foram
provenientes de dois fabricantes (codificados cém® B) e incluiram: soro antibotropico
(SAB); antibotrépico laquético (SABL); anticrotadi¢SAC); antitetanico (SAT) e antirrabico
(SAR).
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3.2.2 Amostras ambientais

A avaliacdo do ambiente foi realizada entre dezen#®13 a outubro de 2014 no
INCQS. A avaliacéo foi realizada por duas metodiagm paralelo: i. analise microbiologica
através da coleta de fungos viaveis em placas ceim de cultura e ii. a atividade pirogénica
em filtros de politetrafluoretileno (PTFE) ambasatéas posteriormente. As amostras foram
coletadas em dezembro (verdo), marco (outono)t@agmsrerno) e setembro (primavera) e
incluiram: i. laboratérios (Lab A e B)ii. uma sala do biotério (Bt) i&. dois escritorios
localizados no sub-solo (Escrit A e B) conformerespntado ndigura 8. O Lab A foi
considerado com o menor potencial de contaminagapud Lab B pela natureza do trabalho.
No Bt foi utilizada a sala do teste de pirogéniodias sem teste. As medi¢cOes de temperatura
e umidade relativa do ar (UR) foram realizadas emaclocal antes da coleta com um
termohigrometro digital (Instrutherm Co.) e a vazi@sala foi medida por um anemometro
digital (Instrutherm Co.). Foi considerado 1 pod&coleta por sala e um ponto externo aos

ambientes avaliados.
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Figura 8 — Mapa da estrutura fisica do INCQS com os resmectocais de coleta.
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3.3 ANIMAIS

Os animais foram fornecidos pelo Centro de CriagdoAnimais de Laboratorio
(CECAL) da Fundacgao Oswaldo Cruz (Fiocruz). Fordiizados coelhos albinos adultos
machos ou fémeas, da raca Nova Zelandia, sadias pesb corpéreo minimo de 1,5 kg,
mantidos em gaiolas individuais, com agua e raghdibitum sendo fornecido feno como

enriguecimento ambiental.

3.4 METODOS

3.4.1 Levantamento das monografias

Foi realizado um levantamento bibliografico nasgipais farmacopeias utilizadas pelo
Setor de Pirogénio do Laboratério de Toxicologia Departamento de Farmacologia e
Toxicologia do INCQS. Foram pesquisadas as monagrados produtos injetaveis da
Farmacopeia Americana (FA), da Farmacopeia Eur¢p&ipe da Farmacopeia Brasileira (FB)
gue requerem o RPTe LAL. Foi elaborada uma plamth&1S-Excel® com todos os produtos
e substancias classificados pelo tipo de test@pizado (Teste de Pirogéniovivo- RPT e/ou

LAL) para cada farmacopeia.
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3.4.2 Teste de pirogénio vivo

O Teste de pirogénion vivo foi utilizado na avaliacdo das amostras de soros
hiperimunes (mL/kg), nas solugdes teste de Zym{E&00, 2,500, 5,000 ng/mL/kg) e para o
controle negativo. As andlises seguiram o critdescrito na Farmacopeia Brasileira onde no
primeiro ensaio com trés animais por dose, consigdse a amostra satisfatoria quando nenhum
animal apresentou Variacdo Individual de Tempeaa{MiT) igual ou superior a 0,5°C. A
amostra foi repetida quando pelo menos um dositri@sais alcangou esta variagao. Neste caso
0 ensaio foi repetido com cinco novos animais sem@onostra considerada néo pirogénica
(NP) se no maximo trés dos oito animais apresemt&d igual ou superior a 0,5°C ou se o
somatorio das variacdes individuais de temperatasaoito animais ndo excedeu 3,3°C. Caso

contrario, a amostra/solucao foi considerada pinmgé(P).

No ambiente onde foi realizado o ensaio, a tempexdbi mantida constante a 20°C
(x2°C) e livre de disturbios que pudessem incomodanimais. Antes do ensaio, 0s animais
foram submetidos a um pré-teste, até 72 horasiamtgrao ensaio, nas mesmas condicoes,
apenas sem a inoculacdo do produto. Os animaisgesentaram VIT igual ou menor que
0,3°C foram considerados aptos para o ensaio (CARRIEt al, 2012).

Durante todo o periodo, os animais permaneceramgainlas de contencao,
imobilizados pela regido cervical de modo que agsimuma posi¢do sentada e confortavel.

Para a realizacdo do ensaio foram utilizados apamasais com temperatura igual ou
inferior a 39,8°C e que ndo apresentaram variagger®r de 1,0°C dentro do grupo

As solucbes-teste/amostras foram administradasvpeanarginal da orelha na dose 1
mL por quilograma de peso. Apds a administraca@na®ais foram mantidos por trés horas,
com registro continuo da temperatura, em intervééo80 minutos. A medida de temperatura
e o calculo da VIT foram realizados utilizando eteina de monitoramento de pirogénio
PyroMon® da Ellab. A avaliacdo da VIT foi realizaalatomaticamente pelo equipamento a
partir dos critérios da Farmacopeia Brasileiraa geibtracdo da temperatura controle da maior
temperatura individual registrada.
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Apés o término do experimento, os animais foramnmmtltlos & eutanasia com
sobredose de anestésico (Tiopental, 100 mg/kgvariasa). O teste de pirogénio em coelhos
estéa licenciado pela Comissé&o de Etica no Uso dmais (CEUA) da Fiocruz (L-010/05).

3.4.3 Teste de ativacdo de mondcitos

O método A é baseado na construcdo de uma cureamacdo-resposta do LPS na
faixa de 0,125 a 5 UE mLdeE. coli (controle positivo), sendo os resultados expressos
unidades equivalentes de endotoxina (UEE), quéfisigm a média da liberacéo de IIB/1IL-

6 das células sanguineas que produzem a mesmateedpsolucdo de endotoxina padréo. No
método B, as respostas das amostras foram compaadaa solucdo de endotoxina padrao,
considerando que a liberacéo de citocinas das essastima do valor da liberacdo do padrao
€ considerada pirogénica (P) e a liberacédo abaix@alr do padrdo néo pirogénica (NP). Como
limite de Endotoxina foi utilizada a concentracd @5 UEmt (SUE10mL?Y) que quando
administrada por via intravenosa corresponde aceaipaento de febre em coelhos e humano
(HOCHSTEIN, 1990).

3.4.3.1 Determinagéo do limite de detecgéo

O limite de deteccao (LD) foi calculado utilizar@ourva padrao de endotoxina (0,125
a 5 UEmf') determinando a concentracdo de endotoxina camesmnte ao valor deut-off
Este valor foi expresso como densidade Optica (©fi calculado utilizando a média das
quatro replicatas da resposta do branco mais #2esvo desvio padrdao (D.P.) das quatro

replicatas da resposta do branco.
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3.4.3.2 Determinacé@o da maxima diluicdo vélida

A maxima diluicdo valida (MDV) foi calculada paraSAB por multiplicacdo da
concentracdo limite de endotoxina (CLE) do SAB padacentracdo do contaminante da
solucao de teste (C) e dividida pelo LD. A CLEdalculada como K/M, onde K € a dose limite
pirogénica de endotoxina por quilo de massa corporadia (SUE/kg/24 h) e M é a dose diaria
maxima recomendada na bula do medicamento por kgadsa corporal, portanto a dose
méxima de SAB foi de 120 ml/ 70 kg/ 24 h (1,71)CRE para o SAB foi 2,9 UE/mI (5/1,71).
A MDV maxima para o SAB foi 1/324:

CLEXC= 292x5 = 324, 444324)
LD 085029582

Onde:
CLE = concentracéo limite de endotoxina (k/m)
C = concentracéo do contaminante (5UE)

LD = Limite de deteccéo

3.4.3.3 Teste de interferentes

Foi realizado para testar possiveis interferénc@s o MAT presentes nos Soros
hiperimunes. Foram utilizados trés lotes de SARres e apirogénicos (Fabricante A). O
ensaio foi conduzido por incubacéo do sangue ditdbdo em proporgbes geométricas (1/5 até
1/320) das amostras contaminadas artificialmeme@s UE mftdo LPS deE.coli, que foram
testadas em paralelo com a diluicdo correspon@dasmeesmas amostras ndo contaminadas. As
amostras contaminadas foram subtraidas das ndantioatlas e a diferenca multiplicada por
100. As diluicbes com recuperagdo de endotoxindraeto intervalo de 50-200% foram
consideradas livres de interferéncias e a printitacdo com percentual de recuperacéo (rec
%) em torno de 100% foi definida como a diluicamimia valida (DMinV). Os dados foram

expressos pela média £ DP de 4 repeti¢cdes.
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3.4.3.4 Sangue total

O sangue foi obtido por puncdo venosa de doadawedaseis (auto-declaracdo), de
ambos os sexos, sem fazer uso de analgésicogfantiatorios, antipiréticos e antibioticos ha
pelo menos 15 (quinze) dias da retirada do sarapges aplicacdo do termo de consentimento
livre e esclarecido. O sangue utilizado foi pool de 4 doadores, dos quais foram coletados o
mesmo volume de sangue (10 mL). Sob condicfeseestddma parte do sangue foi
suplementada com uma parte de uma solucéo conBM&® (Wak Chemie Medical GmbH,
Steinbach, Germany) e Tampao Sorensen 20% (v/v)la(A&G, Morfelden Walldorf,
Germany) como descrito por Schindler e cols. (2006angue foi aliquotado individualmente
em criotubos (Eppendorf, Hamburg, Germany) e c@uigeh -80° C por um periodo de 4 meses.
Os mesmos doadores foram utilizados para todostes triopreservados. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP{Epsob o nimero 368/07.

3.4.3.5 Contagem das células sanguineas e compaegée os doadores e 0 pool

Antes de cada criopreservacdo foi realizada a gemadiferencial de células
sanguineas utilizando o contador Hemogram 60 Bi@Cfiara excluir possiveis doadores com
quadrode infeccdo Também foi realizado em paralelo ao estudo, o aeohlgmento da
contagem de leucdcitos totais, de linfécitos/mamdciotais e percentuais de granulécitos de
cada doador durante o tempo de congelamento. Estedimento foi adotado em dois
processos de criopreservacao, realizados com atbede 6 meses entre cada um, utilizando-
se os mesmos doadores. Uma parte do sangue frescadd doador foi separada para a
contagem no Hemacounter 60 BioClin e para o cortatn 0 padrdo de endotoxina. A
contagem foi realizada no sangue fresco de caddéodeanopool, discriminada por cada tipo
celular (leucadcitos totais, linfocitos totais e g@tuais e granulécitos). O MAT foi realizado
em aliquotas, de cada doador, de sangue totabfrgo e contaminado artificialmente com
0,5 UE/mL deE. coli (O55:B5) para se observar a reposta do sangue amaneontrole
positivo durante os 4 meses de armazenamento @.-80festante do sangue foi aliquotado

nos criotubos apds o procedimento e criopreserpad® as analises posteriores. As leituras
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foram realizadas no dia da coleta e apds setesdigsindo-se periodos de 15 dias até completar

os 120 dias em que o sangue ficou estocado commgelad

3.4.3.6 Preparacédo da amostra e incubacao

As aliquotas de sangue criopreservado foram retsratb freezer e colocadas por 15
minutos em incubadora a 37°C com atmosfera de 5%@e O processo de incubacdo das
amostras com o sangue fresco e criopreservadceédizado respectivamente: amostras
liquidas: 1000 ul /900 ul de Cloreto de Sodio 0,208, ul/200 pl de sangue e 100 pl da amostra
ou controlesQuadros 2 e 3. ii. amostras dos filtros: 2700 pl de Cloreto de S6de86, 600
ul de sangue e 300 pl dos control@siddro 4). No caso dos cassetes para o controle negativo
e curva padrao foram utilizados filtros limpos aemrontaminados artificialmente com as
solugbes da curva ou com o controle negativo. Gsstabertos ou cassetes foram colocados
em estante apropriada, cobertos com papel aluramimcubadora a 37°C com atmosfera de
5% de CQpor 16 horas aproximadamente. Apés o periodo déagéo, os microtubos foram
fechados e misturados vigorosamente por inversagesultado da incubagéo dos cassetes
também passados para microtubos. As solugBes pdsagdo foram analisadas imediatamente

ou congeladas até o momento da anakggufa 9).

Quadro 2 — Esquema de incubacdo do sangue total humancofess® microtubos para

amostras liquidas

Controle Controle Amostra Amostra
Microtubos negativo (L) Endotoxina (uL) (L) contaminada (uL)
Cloreto de Sodio 0,99 1100 1000 1000 1000
Solucdo de endotoxina ~ ------- 100 | - | e
Amostra | -=e- | e 100 100
Sangue fresco 100 100 100 100
Volume final 1200 1200 1200 1200
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Quadro 3—Esquema de incubagéo do sangue total humano @epeelo em microtubos para

amostras liquidas

Controle Controle Amostra | Amostra
Microtubos negativo (UL) |Endotoxina (uL) (uL) |contaminada (L)
Cloreto de Sodio 0,9%/RPN 1000 900 900 900
Solucdo de endotoxina | = ---—---- 100 | - - e
Amostra = [ mmmmeee= | ememeeee- 100 100
Sangue criopreservado 200 200 200 200
Volume final 1200 1200 1200 1200

Quadro 4 — Esquema de incubacé&o do sangue total criopeetepara filtros

Controle Controle Amostra | Amostra
Cassetes negativo (uL) | Endotoxina (pL) (pL) contaminada (pL)
Cloreto de Sédio 0,99 3.000 2.700 3.000 2.400
Solugéo de endotoxina 0 300 0 300
Amostra de ar (filtro) 0 0 0 300
Sangue criopreservado 600 600 600 600

Volume final 3.600 3.600 3.600 3.600
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Figura 9 — Processo de incubacgao dos filtros (amostraateates positivos e negativo)

com o0 sangue criopreservado.

Ar contaminado

5% de CO, a 37 °C
= R = = -
! | y | D

ol
Incubagéo T| = sangue

6 L

overnight

Cassete com filtro Elisa

Fonte: Adaptado da apresentacéo do Dr. Tomas Hp2ih0O (INCQS/Fiocruz). As particulas coletadaarfic
retidas nos filtros, onde posteriormente o sangumacado e reage com as particulas durante o gsoce

incubacéao liberando os mediadores inflamatériospmsteriormente séo dosados por ELISA.

3.4.3.7 Determinacéo de citocinas

Para a determinacao da liberacdo defile1L-6 foi utilizado o kit comercial da R&D
Systems com a sensibilidade de 3,9 a 250 pg/mLIpatf e 3,12 - 300 pg/mL para IL-6. Os
dados foram expressos em média (x) D.P. de 4 edpdic Foi utilizado deitor VersaMax

(Molecular Device, software SoftMax® Pro5).
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* Curva padréo de ILft

Foram adicionados 500 pL do diluente RD6C em sbisd referentes as concentracdes
de 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8 e 3,9 pg/mL. Aposcmnstituicdo do padrdo na concentracao de
250 pg/mL, 500 pL desta solugao foram transferpmiva o tubo referente a 125 pg/mL e assim

sucessivamente até 3,9 pg/mL.
* Curva padréo de IL-6:

Foram pipetados 667 pL do diluente RD6F para o tabespondente a concentracao
de 125 pg/ml e 500uL nos demais 5 tubos referégte®ncentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,12 pg/mL. ApGs a reconstituicdo do padrao naeaiacao de 300 pg/mL, foram transferidos
de forma seriada, 333 pL para o tubo referent®ap@bnL e partir deste 500 pL para os demais

pontos da curva, sucessivamente, até 3,12 pg/mL.

Para a dosagem nas microplacas defilelL-6, 50 pL do diluente RD1-83 foram
distrubuidos em cada poco. Depois foram adicion2@0s.L do padrao/amostras nas placas
correspondentes a IL3% 100 pL para IL-6. As placas foram cobertas cdesiao, incubadas
por duas horas a temperatura ambiente. Apés eselpeo contetudo foi desprezado e os
pocos foram aspirados e lavados por 3 vezes pdigélquatro (OBS: a regra era usar numeros
por extenso até nove e numeral 10 e acima) vezaslpé com 400 pL do tampéao de lavagem.
Apos a lavagem foram adicionados 200 pL do conjogad cada poco e as placas foram
incubadas pela segunda vez a temperatura ambientdups horas, seguindo-se um novo
procedimento de lavagem. Apés a lavagem, foramamidos 200 pL do substrato em cada
poco para IL-1 e 100 pL para IL-6 e a placa foulveda por 20 minutos a temperatura ambiente
e protegida da luz. S6 entdo foram adicionados 5@lqu solugdo de parada. A placa foi
suavemente agitada para homogeneizar a cor eaf@ada a leitura dentro de 30 minutos.
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3.4.4 Teste de Endotoxina Bacteriana

Foi utilizado o método do LAL Cromogénidand Point (LONZA®), um teste
quantitativo, que utiliza um substrato cromoforaapdeteccdo colorimétrica. O LAL foi
realizado para atestar a poténcia do LPS na caagéotde 0,5 UEmL Todas as solugdes
foram preparadas conforme descrito no manual quemp&nha o kit (QCL-1000,
BioWhitaker).

3.4.4.1 Preparo da curva-padréo

Foi preparada uma solucdo de endotoxinas, conte@ddEmL?, a partir da solugédo
estoque do padrao. Para tal, foi diluido 1/x, ondea poténcia de endotoxinas declarada pelo
fabricante a partir do lote do kit. As diluicdesdm preparadas de acordo coi@uadro 5.

Quadro 5 — Preparo das concentracbes de endotoxinas da @adrdo do Kit LAL
Cromogénicd&End Point.

Conc. Volume solugéo Volume solugéo | Volume de 4gua
Endotoxina estoque de 1 padrdo de 1 apirogénica
(UEmL™?) UEmL! UEmL"?
1,0 oolmL | - x-1/10mL
05 | @ - 0,5 mL 0,5 mL
025 | @ - 0,5 mL 1,5mL
01 | @ - 0,1 mL 0,9 mL

X= poténcia do lote

EU= unidade de endotoxina
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3.4.4.2 Procedimento do ensaio

ApoOs preparo dos pontos da curva padrao e dasmoagges avaliadas foi seguido o
procedimento dQuadro 6 com a microplaca pré-aquecida a 37 °C, em aquededulocos.

Para a realizagéo do ensaio foram colocados 5Caduva padrao do kit (item 3.3.1)
e 50 pL das diluicbes de LPS ou ALT, em duplicatas pocos da microplaca. A agua
apirogénica foi utilizada como branco. No tempot£0), 50 pL do lisado (LAL) foram
adicionados e a placa foi agitada suavemente éstide leves batidas na lateral. Em seguida a
placa foi incubada por 10 minutos a 37 °C. No ted{pmin (t=10), foram adicionados 100 pL
do substrato cromogénico agitando suavemente pwstente. A placa foi incubada por mais
seis minutos a 37 °C. Apos esse periodo, foramoadidos 50 pL da solucdo de parada
agitando suavemente. A leitura foi realizada ensidiawle 6tica de 405-410 nm em no maximo
30 minutos utilizando leitor VersaMax (Moleculariiee, software SoftMax® Pro5).

Quadro 6 —Etapas do procedimento do Teste de EndotoxinaBaica.

Etapas Amostra Branco
Diluicbes avaliadas ou padréo 10 71—
Agua apirogénica | 50 pL
Lisado (LAL) 50 uL 50 pL
Misturar e incubara 37°C | 10 min ~ -—---me-
Substrato cromogénico 410/} 7| ERR— 100 pL
Misturar e incubara37°C | 6 min  —meeeee
Solugao de parada oL POHE
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3.4.4.3 Calculo da concentracdo de endotoxina

O calculo da concentracdo de endotoxina foi reddizaubtraindo-se a média das
absorbancias do branco, da média das absorbamsgsmdroes e das diluicdes avaliadas para
calcular a variacdo da absorbancia médialjs media). A concentracdo de endotoxina foi
determinada através do calculo de regressao lifeatos os calculos foram realizados
utilizando a programacéo pré-definida no equipamese leitor de ELISA VersaMax,

Molecular Devices, software SoftMax® Pro5.

3.4.5 Contagem dos fungos viaveis

A amostragem foi realizada de acordo com a Resolun®d09/2003 da Anvisa,
utilizando-se um Impactador (MAS 100 MERCK®) a uaitara de 1,50 m do ch&o. O aparelho
foi ligado por 10 minutos em cada local de col&italizando 283 litros de ar por amostragem
(fluxo de 28,3 L/min), com placas de Petri com nugccultura Batata Dextrose Agar (BDA—
Difco). ApOs a coleta, as placas foram incubada®8@ (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
a 25 °C por 7dias. No sétimo dia as colbnias focamtadas e expressas em Unidades
Formadoras de Colénias por metro ctbico de ar (UBC@om a contagem das colénias, foi
calculada a relacdo entre interior/exterior, comecpnizado pela Resolucdo n° 09/2003

Anvisa.
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3.4.6 Andlise da atividade pirogénica

O ar foi coletado por bombas com fluxo ajustad@ @ddrmin e cassetes de 37 mm de
didmetro contendo filtros de PTFE com poros de 5{kgura 10) para coleta dos
contaminantes bioldgicos incluindo as particulaspiraveis. Os cassetes foram montados
previamente a analise em cabine de seguranca lmalédgechados com pino de entrada (azul)
e saida de ar (vermelho). O filtro foi colocadaeats duas partes do cassete que foi conectado
a bomba por meio de uma mangueira de ar. ApOosetaco$ cassetes foram incubados por 16
horas e analisados no MAT como descrito no iten23%4

Figura 10— Montagem dos cassetes com os filtros antesldtaco
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o Teste de Mann-Whitney£ 5%) para comparar as medias de diferentes
concentracbes no MAT através do programa estatigtiaphPrism Pro versdo 6.0. Os
resultados da comparacgdo dos soros hiperimuanésgo ein vitro foram realizados através da
classificacdo dos resultados em uma tabela deng@micia. Os seguintes parametros foram
calculados: a sensibilidade (a propor¢éo de refdtaoncordantes positivos imovivo e noin
vitro classificados como pirogénicos); especificidadeogpr¢do de resultados negativos
concordantes nm vivo e in vitro classificados como n&o pirogenicos); exatidaa¢agrcéo
de predicdes corretas, soma dos verdadeiros pmsiéivnegativos); falsos positivos e falsos

negativos.



83

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DAS MONOGRAFIAS QUE PRECONIZAM TESTESDE
PIROGENICIDADE

Devido a necessidade de selecionar as classesdigt@s a serem testadas em relacao
a aplicabilidade do MAT, foi realizado um levantanue bibliografico junto as principais
farmacopeias (FB, FA e FE) que possuem monogadies produtos injetaveis. O objetivo foi
verificar quais destes produtos devem ser avalipdastestes de pirogenicidadevitro (LAL)
e/ouin vivo (RPT). Os resultados compiladosTabela 1indicaram que somente 4 produtos
presentes nas 3 farmacopeias devem ser testadosLne/ou RPT, sendo que a Ampicilina
Sodica, além de preconizado para o LAL na FEtampéssui monografia para o MAT
(HOFFMANN et al, 2005).

Os testes RPT e LAL sé&o preconizados para 639 weda FA, 194 na FE e 69 na FB.
Quando as monografias sdo separadas por testeseyameservado que o LAL é mais utilizado
do que o RPT, sendo preconizado em 619 monog@di&A, 157 da FE e 41 na FBidura
11). A grande diferenga no quantitativo de monagsaéntre Estados Unidos e demais paises
se deve, em grande parte, aos medicamentos queasw do Brasil e Europa, passam

unicamente por teste de esterilidade.



Tabela 1 — Monografias dos produtos que séo avaliadosgstes de pirogenicidade nas trés

farmacopeias.

Produto FB FA FE
Invivo | Invitro Invivo | In vitro In vivo| In vitro
Agua p/ Injetaveis | --------- LAL | - LAL -—--— | LAL
Ampicilina Sédica | RPT LAL | --—----- LAL | ----oe--- LAL/MAT
Cefoxitina Sodica | --------- LAL | - LAL ---——-- | LAL
Heparina Sodica | --------- LAL | - LAL LAL

Fb= Farmacopeia Brasileira; FA = Farmacopeia Anagia¢ FE= Farmacopeia Européia

RPT = Rabbit pyrogen test; LAL Eimulusamebocyte lysate; MAT = Monocyte activation test

Figura 11 — Numero de monografias de produtos injetaveis Faasacopeias dos
Estados Unidos (FA), Europeia (FE.) e Brasileid)(§ue requerem o LAL.
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Apesar de menos utilizado do que o LAL, o RPT écqmezado em todas as

farmacopeias, sendo 20 monografias na FA, 37 na ZEna FBRigura 12).
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Figura 12 — Numero de monografias de produtos injetaveid-damacopeia dos
Estados Unidos (FA), Europeia (FE) e Brasileira)(§&e requerem o RPT
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Os resultados também foram avaliados em relacélasses de produtos preconizados
nas monografias para cada teste descrito na FB6®gsodutos, 41 fazem exclusivamente o
LAL e 28 o RPT. No primeiro caso, dos 41 produtgstaveis, 39 sdo medicamentos e apenas
dois sdo produtos bioldgicos (vacinas febre amarelati-poliomielite 1, 2, 3 inativada). No
caso das 28 monografias que preconizam o RPT, tneda@amentos, sendo que destes trés
fazem exclusivamente o RPT representando 33% dpstdsitos (Arteméter, Cloridrato de
Metoclopramida e Flunitrazepam). Os 19 restantesps@dutos biolégicos (hemoderivados,
vacinas e soros hiperimunes), sendo que 17 saoadesl exclusivamente pelo RPT,
representando 89% destes produl@bgla 2 e, deste total, os soros hiperimunes, representam
68%.

Portanto, com base nos resultados do levantamastandnografias dos produtos que
sao avaliados pelo RPT e na importancia do condi@igualidade destes produtos no Brasil, os
produtos bioldgicos sdo os mais indicados comogpa@ipartida para estudos de aplicabilidade
do MAT, destacando que na Farmacopeia Brasileiraooss hiperimunes representam um
percentual significativo deste total. Os dadosalettpa do estudo foram submetidos a anélise
da Revista Visa em debate e o artigo aceito paskcagéo encontra-se disponivel no ANEXO
A.
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Tabela 2— Monografias da Farmacopeia Brasileira: prodirtgtaveis que requerem o RPT e
LAL (in vitro). A area preenchida (escura) representa os tsliegados.

Produtos Classificacdo |In vivo
Ampicilina Medicamento
Ampicilina Sdédica Medicamento
Ampicilina Sédica (Po) Medicamento
Ampicilina Tri-Hidratada Medicamento
Arteméter Medicamento
Cloridrato de Metoclopramida Medicamento
Flunitrazepam Medicamento
Glicose Medicamento
Sulfato de Morfina Medicamento
Fator VII humano Biol4gico
Fator VIII humano Biol4gico
Fator IX humano Bioldgico
Fibrinogénio humano Bioldgico
Plasma humano Bioldgico
Soro Anti-botropico crotalico laquético Biologico
Soro Anti-botrépico crotélico Bioldgico
Soro Anti-botrépico laquético Biol4gico
Soro Anti-botrépico Biolégico
Soro Anti-botulinico Bioldgico
Soro Anti-crotéalico Biol4gico
Soro Anti-difitérico Bioldgico
Soro Anti-elapidico Bioldgico
Soro Anti-escorpiénico Biol4gico
Soro Anti-londmico Bioldgico
Soro Anti-loxoscélico Biol4gico
Soro Anti-rabico Bioldgico
Soro Anti- tetanico Bioldgico
Vacina Anti-rabica inativada Biol4gico

Vacina Anti-poliomielite 1,2 3 inativada Biolégico
Vacina Febre amarela Biol6gico
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4.2 PERFIL HEMATOLOGICO E A RESPOSTA AO PADRAO DENBOTOXINA DO
SANGUE CRIOPRESERVADO EM RELACAO AO SANGUE FRESCOUIZADO NO
MAT DURANTE O PERIODO DE CONGELAMENTO

Neste estudo foi avaliado o nimero de globulosdasfleucdcitos) separados por tipo
celular no sangue fresco (dia 0) e no sangue esepvado entre 7 e 120 dias em analises
quinzenais. Os resultados demonstram que, apesadudigdo dos leucdcitos totais, a partir do
sétimo dia em relacdo ao sangue fresco, 0 mesmmpeceu estavel até o final do periodo de
congelamentoRigura 13). Apesar da aparente diferenca entre os doadouss, dgooltende
a equalizar os resultados.

Figura 13 - Distribuicho da contagem do numero de leucdcitosais

(linfécitos/mondcitos e granuldcitos) por tempocdagelamento.
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Quando os resultados sdo separados por tipo cepdde ser observado que os
granulécitos (%), neutrofilos, basodfilos e eosilosfi apresentaram uma redugdo mais
acentuada do que os agranuldcitos constituidos pefocitos e mondcitog~{guras 14 e 15.
Portanto, o processo de criopreservacao foi efeigrara preservar as principaislulas

produtoras de ILf1 (linfécitos e mondcitos) durante o armazenamento.

O sangue fresco também foi comparado ao sangywesirvado, durante o periodo de
congelamento, em relacdo a resposta d@ d segundo lote de sangue criopreservado. O
sangue de cada doador @awol foi avaliado puro e contaminado artificialmentencbPS (5
UEmL?). NaFigura 16 pode ser observado que o sangue contaminado ckspaoie forma
significativa em relagcdo ao sangue nao contamidadwada doador e gmol (p< 0,05, Teste
de Mann-Whitney)Em contrapartida, ndo houve diferenca significati@diberacdo de ILfl
entre o sangue fresco e os demais dias de criopaggée dos doadores individualmente e no
pool (p< 0,05, Teste de Mann-Whitney). Portanto, esteai® ratifica o anterior onde
linfécitos/mondcitos estdo preservados e funcioeabe ativos durante todo o tempo de

armazenamento.



Figura 14— Distribuicdo da contagem de agranuldcitos (Liné&mondcitos) por
tempo de congelament@) numero de linfécitos/mondcitos totais (b) petaahde
linfécitos/mondcitos. Média dos 4 doadores (xD.P).
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Figura 15— Distribuicdo da contagem de granuldcitos pompieate congelamento: (a)
namero de granulécitos (b) percentual de grandécMeédia dos 4 doadores (+D.P).
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Figura 16 — Comparacéo da resposta do sangue fresco (dizrijpeeservado (7-120 dias)
durante o tempo de congelamento considerando asamgdjvidualmente e daool. D=doador.
D(-): sangue ndo contaminado artificialmente. D¢angue contaminado com LPS (0,5 UEmL
1). Resultados de ILBL(pg/mL) foram médias de 4 replicatas de 1 expartmétD.P.). * X
0,05 diferenga estatisticamente significativa ebtie) e D (+);pool (-) epool (+). N&o houve
diferenca significativa dentro do mesmo grupo, @a,amesmo doador ente os dias.
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4.3 APLICABILIDADE DO MAT PARA SOROS HIPERIMUNES

O primeiro passo para testar a aplicabilidade doThh& deteccdo de contaminantes
pirogénicos em soros hiperimunes, foi a avaliagd@eterminados parametros como o LD,
MVD e TI. O LD foi calculado a partir de quatro liepatas do branco mais trés vezes o D.P.,
respectivamente 0,045 e 0,042 para fLlellL-6. A partir do LD pode ser calculada a MDV do
SAB, cujo valor foi 1/324. Cabe ressaltar que ftiliando o mesmo lote de sangue
criopreservado para todas as andlises de sorognmipes. O Tl foi realizado utilizando-se
quatro lotes de SAB (Fabricante A), estéreis eogpinicos. Esse soro foi selecionado por ser
numericamente o mais utilizado pelo PNI e o maadisado pelo INCQS. Os trés lotes foram
avaliados anteriormente pelo RPT e aprovados n@sics do teste no primeiro ensaio. Como
o intervalo de quantificacdo de endotoxina no MATentre 0,125 e 5 UEm] as amostras
foram contaminadas artificialmente com 0,5 UEhium dos pontos intermediarios da curva)
do LPS deE. coli. O TI foi realizado a partir do SAB puro e dasuiibes em progresséo
geomeétrica e abaixo da MDV. Pode ser observadbabala 3que foi possivel quantificar a
resposta de IL{1e IL-6 ao LPS entre 50-200% em quase todas ag@ksl com excecao do
lote A na diluigdo 1/5. Portanto, com base nosltados foi estabelecida a diluicdo de 1/10
como a DMinV por representar a diluicdo a partigdal o LPS foi recuperado acima de 100%

para todos os lotes e leituras.
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Tabela 3 — Recuperacao de endotoxina (%) obtida no Teslatelderente para SAB no MAT
utilizando sangue criopreservado com detec¢ao dg & IL-6 como parametros de leitura. A
recuperacdo (Rec) foi calculada a partir da médidedura de quatro replicatas de SAB
contaminadas artificialmente com 0,5 UEM(SAB:) e a mesma amostra ndo contaminada

(SAB.) aplicando a seguinte formula: % de rec = (§ABSAR. /0,5) X 100.

Parametro | Lotes Diluicbes

de leitura 0 1/5 | 1/10| 1/20 | 1/40| 1/80 1/1601/320

IL-1B A <50|<50(199 | 132 | 112 | 105 111| 74
B <6056 | 103 | 149 | 100| 152 161 147
C <50| 115|119 | 115 | 134 | 105 110| 146
D <60(51 | 181 | 110 | 129| 176 111 113

IL-6 A <50|60 |100| 170 | 137| 110 149 178
B <50|78 | 167 |>200| 130 | 190 | 159 | 184
C <50| 65 | 105 |>200|>200| 169 | 134 | 176
D <50|59 | 132 |>200|130 | 179 | 149 | 178

A Tabela 4apresenta a comparacéao entre os resultados darasremalisadas no RPT
e no MAT nos mesmos lotes, tendo IB-domo parametro de leitura. Os lotes 1 a 25 foram
analisados no RPT, os lotes 26-40 foram analisadd®PT apos a repeticao e os lotes 41, 42
e 43 foram reprovados no RPT.

O MAT foi realizado pelo método A, onde os resutadao quantificados em UEEmML
e classificados como NP ou P, e pelo método B tatiath, onde os lotes foram classificados
como NP e P. O controle positivo foi de 5 UEifjue € o limite de febre em coelhos e no
homem (HOCHSTEIN, 1990). Pode ser observado no MAE, os lotes 1 ao 33 passaram no
método A e B entretanto, os lotes 34 e 35 tiverasultados discordantes entre si, onde o
método B reprovou as amostras e o Método A apro®oando os resultados entre o RPT e
MAT sé@o comparados pelo método A, os lotes 1 ad85aprovados e em relacdo ao Método
B, somente os lotes 1 a 33 foram aprovados. Esti@es 36 e 40 o MAT reprovou as amostras
pelos dois métodos, enquanto o RPT, ap0s a repetpiiovou 0s mesmos lotes. Todas as

amostras reprovadas no RPT foram reprovadas no pédds dois métodos.
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Tabela 4— Comparacao dos resultados entre o RPT e o MA& B) em relacdo a

avaliacao da contaminagao pirogénica nos lote®des$liperimunes de diferentes fabricantes.

RPT
Variagéo =
individual de | Animais*| AT)** MAT MAT
Produtor | Lotes|Amostrag temperatura | >=0.5°C| (°C) | (UEE/mIf | ©®
A 1 SAT 0,20; 0,20; 0,00 0 0¥ |0,31+0,15""| NP
A 2 SAB 0,30; 0,00; 0,00 0 0¥ | 0,16 +0,08°| NP
A 3 SAB 0,00; 0,20; 0,20 0 0¥ 0,16 +0,19°| NP
A 4 SAB 0,00; 0,10; 0,00 0 0% | 0,18 + 0,04 | NP
A 5 SAB 0,30; 0,20; 0,20 0 0N | 0,43+0,2%% | NP
A 6 SAB 0,00; 0,20;0,20 0 0¥ |0,82+0,00"?| NP
B 7 SAR 0,00; 0,10; 0,20 0 o8 |2,85+0,10| NP
B 8 SAB 0,10; 0,00; 0,00 0 oM 0,16 +0,80"| NP
B 9 SAB 0,20; 0,20; 0,00 0 O [0,31+0,05°| NP
B 10 SAB 0,10,0,10,0,20 0 0 0,18+ 0,08°| NP
B 11 SAB 0,00; 0,00; 0,00 0 ¥ 10,82+0,0"?| NP
A 12 SAB 0,40; 0,20; 0,20 0 o8 [0,25+0,01"%?| NP
B 13 SAB 0,10; 0,10; 0,20 0 0¥ |0,02+0,08"| NP
A 14 SAB 0,00 0,00; 0,00 0 o |10,82+0,00"| NP
B 15 SAB 0,00; 0,00; 0,10 0 O | 0,8+0,00" | NP
B 16 SAB 0,00; 0,00; 0,00 0 % |0,05+0,02°| NP
0,85+

A 17 SAB 0,00; 0,00; 0,20 0 0)y4 0,012 NP
B 18 SAB 0,00; 0,40; 0,00 0 0¥ | 0,15+0,08°| NP
B 19 SAR 0,20; 0,00; 0,00 0 0¥ |0,55+0,04| NP
B 20 SAB 0,00; 0,10; 0,00 0 O¥ | 0,49+0,00°| NP
B 21 SAC 0,00; 0,10; 0,10 0 2 ]0,05+0,02°| NP
B 22 SABL 0,00; 0,30; 0,10 0 oM | 0,64 +0,0¥" | NP
B 23 SAB 0,00; 0,20; 0,20 0 0¥ | 0,12+ 0,02° | NP
B 24 SAR 0,00; 0,00; 0,00 0 O | 0,15+0,02° | NP
B 25 SAR 0,10; 0,00; 0,00 0 P | 0,55+0,48° | NP

0,50; 0,10; 0,00; 0,20
B 26 SAC | 0,00; 0,20; 0,00; 0,10 1 1”/?1 0,18 £ 0,097 | NP

0,60; 0,30; 0,30; 0,10}
B 27 SAB 0,40; 0,60; 0,20; 0,00 2 2™ 0,59+ 0,08° | NP

0,60; 0,20; 0,40; 0,50}
B 28 SABL | 0,50;0,30; 0,20; 0,30 3 RP 1 0,19+0,08°| NP
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Tabela 4(continuacéo)— Comparacao dos resultados entre o RPT e 0 MAG BAem
relacédo a avaliagdo da contaminagé&o pirogénicéotesde Soros Hiperimunes de diferentes
fabricantes.

RPT
=
Variacdo individual de Animais* | AT)** MAT MAT
Produtor Lotes Amostras temperatura >=0.5°C (°C) (UEE/ml)a b
0,50; 0,30; 0,40; 0,10}
B 29 SAR 0,10; 0,20; 0,20; 0,30 1 2RNP1 2,34 £ 0,087 | NP
0,20; 0,10; 0,60; 0,10}
B 30 SABL 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 1 NP 12,34+£0,05°| NP
0,30; 0,20; 0,60; 0,00}
B 31 SABL 0,10; 0,20; 0,30; 0,30 1 NP | 3,08 £0,08°| NP
0,50; 0,20; 0,10; 0,10y
A 32 SAEL 0,10; 0,30; 0,00; 0,14 1 RSP 2,66+0,02°| NP
0,00 0,60 ; 0,00; 0,20;
A 33 SAB 0,40; 0,10; 0,20; 0,20 1 1RNP| 0,12+ 0,057 | NP
0,30; 0,50; 0,10; 0,20}
B 34 SABL 0,50; 0,30; 0,30; 0,50 3 2%NP | 4,65 + 0,37 P
0,40; 0,40; 0,50; 0,00y
B 35 SAB 0,10; 0,00; 0,10; 0,00 1 17| 4,53 + 0,20 P
0,80; 0,10; 0,50; 0,30y
B 36 SAT 0,00; 0,10; 0,20; 0,60 3 2%P| 547+0,34 P
0,10; 0,50; 0,10; 0,10y
B 37 SAB 0,10; 0; 0; 0,40 1 18" | 592+0,5% P
0,30;0,10; 0,60; 0,10 1,35
A 38 SAR 0,15; 0,00; 0,10; 0,00 1 RINP 5,3+0,08 P
0,35; 0,00; 0,50; 0,20y 1,85R
A 39 SAE 0,45; 0,05; 0,10; 0,2 1 /NP 5,8 +0,32 P
0,35; 0,00; 0,50; 0,20} 1,85
A 40 SAE 0,45; 0,05; 0,10; 0,3 1 RINP 5,4+ 0,23 P
0,30; 0,40; 0,70; 0,50;
A 41 SABL 0,50; 0,40; 0,50;0,60 6 3 | 6,22+0,46 P
0,30; 0,70; 0,50; 0,30;
A 42 SABL 0,50; 0,60; 0,40;0,40 4 3% | 6,08 +0,44 P
0,75; 0,30; 1,05; 0,30}
A 43 SAR 0,40; 0,30; 0,40; 0,65 3 4,885 | 7,2+0,95 P

NP = N&o Pirogenica, R/NP = Repeticao/ Nao PiragérmR/P = Repeticdo/Pirogénica. * Critério da
Farmacopeia em relagdo ao numero de animais:at@is (NP} 4 (P). ** Critério da Farmacopeia em
relagdo ao Somatério (S) da Variagdo Individuaieseperatura (VITE 3,3 °C. O Método A. Os valores sao
médias de trés replicatas com Desvio Padrao (Mgtodo B. Foi considerado 5 UE/mL como controle
positivo de endotoxina Os valores sdo médias dedm@icatas com Desvio padrao (D.P.) SAT (Soro
antitetanico), SAB (soro antibotropico), SAR (Sartirrabico), SAC (Soro anticrotalico); SABL (Soro
antibotrépico laquético), SAE (Soro anti-escorpidjie SAEL (Soro anti-elapidico)

Para investigar a diferenca encontrada entre odéédce B nas duas amostras de rotina
(lotes 34 e 35Tabela 4, 5 lotes de SAB estéreis e apirogénicos (Fabwec#y), foram
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contaminados artificialmente com 5 UErhtle EndotoxinaTabela 5. Os lotes A e E foram
aprovados no MAT pelo método A, embora os valogabdam ficado proximos a SUEM|e
reprovadas no método B ratificando o que foi erreaiat nalabela 4 Esta comparacéo entre
0s métodos deve ser melhor investigada em estubsripres, ja que existem poucos dados

na literatura que comparem os dois métodos pamaessnos lotes de qualquer substancia
injetavel.

Tabela 5— Resultados do MAT pelos Métodos A e B em amsstiea SAB contaminadas
artificialmente com endotoxina na dose limite d&/Bmlt. Resultados diferentes entre os

meétodos estdo destacados em negrito.

Lote MAT (IL-1B) MAT (IL-6)

Metodo A Método B< Metodo A Método B<
UEEN! S5UEmML? UEEmM?! S5UEmML?

A 4,136+ 0,28P P 4,904 + 0,03%° P

B 5,373+ 0,25 P 5,934 + 0,07 P

C 5,264+ 0,16 P 5,254 + 0,127 P

D 5,423+0,3% P 5,654+ 0,043 P

E 4,956+ 0,18° P 5,823 + 0,021 P

aMétodo A. Os valores sdo medias de trés replicatasD.P.

bMétodo B. Foi considerado como limite 5 UEfitle endotoxina. Os valores sdo medias de trés
replicatas com D.P.

NP = N&o pirogénico
P = Pirogénico
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4.3.1 Capacidade de predicao do MAT para os s@pesiimunes: sensibilidade, especificidade

e exatidao

As Tabelas 6 e fmostram a frequéncia da concordancia e discord@us resultados
obtidosin vivo e in vitro nas amostras de soros hiperimunes da rotina. Psdenbservadas
diferencas entre 0 método A e B em relacdo ao mumherfalso-positivos, isto €, produtos
classificados como nao pirogéniéowivoe pirogénican vitro como discutido anteriormente.
Entre os 43 produtos, apenas cinco foram considsridso positivos para o Método A e 7
para o Método B. Este resultado pode ter ocorr@add a uma maior sensibilidade do MAT

em relacdo ao RPT para detectar a contaminacao.

Conforme observado tanto nas amostras reais daayafuanto nas contaminadas
artificialmente, a diferenca de resultados entmaé&iodo A e B para alguns lotes pode ser
devido ao ajuste da curva padrédo de endotoxinaétoduo quantitativo (Método A). A UEE
foi obtida a partir da DO de uma curva padrao ataxina, processo diferente do método B
onde o resultado foi qualitativo, ou seja, a ligéade citocinas (pg/mL) estava abaixo ou
acima da resposta do controle positivo. Esse ajdateurva do método A depende da
inclinacdo da mesma, e em funcao desse ajustswtadns quando transformados para UEE

(previsédo) podem ser modificados.
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Tabela 6 — Tabelade contingéncia. Comparacdo dos resultados do MAdtbdo A em
relacdo ao RPT considerado como método padrao)(ouro

in vivo
Pirogénico N&o Pirogénico
In vitro Pirogénico 3(a) 5 (b)
N&o pirogénico 0 (c) 35 (d)

a = ndmero de amostras para as quais 0 RPT e MéApasitivos (verdadeiros positivos), b = nimero de
amostras para as quais o RPT é negativo e o0 MASBiED (falsos positivos), ¢ = nimero de amostyae o
RPT é positivo e 0 MAT é negativo (falsos negafjyds= nimero de amostras que o RPT e MAT sdo ivegat
(verdadeiros negativos).

Tabela 7— Tabelale contingéncia. Comparacao dos resultados do NETddo B em relacao

ao RPT considerado como método padréo (ouro)

In vivo

Pirogénico N&o-Pirogénico
In vitro Pirogénico 3 (a) 7 (b)

N&ao-pirogénico 0 (c) 33 (d)

a = ndmero de amostras para as quais 0 RPT e Mépasitivos (verdadeiros positivos), b = nimero de
amostras para as quais o RPT é negativo e o0 MASBiED (falsos positivos), ¢ = nimero de amostyae o
RPT é positivo e 0 MAT é negativo (falsos negafjyds= nimero de amostras que o RPT e MAT séo ivegat

(verdadeiros negativos).
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A patrtir destes resultados, puderam ser calculadogarametros de sensibilidade e
especificidade para os dois métodos em relacdoPdodas 43 amostras utilizadas na rotina.
Pode ser observado fiabela 8 que foi encontrada 100% de sensibilidade paraoanob
métodos (A e B). Portanto, o MAT foi capaz de dete¢odos os casos de produtos
considerados pirogénicos no RPT. Devido as difaeeqtre os métodos A e B, houve uma
diferenca nos resultados falsos positivos ondenfoencontrados 87,5% e 82,5% de
especificidade, respectivamente. Schindler e ¢@B06) durante o processo de validacdo do
sangue criopreservado também observaram diferaamarelacdo a sensibilidade dos dois
métodos (Método A 96,7% e B 90,7%) embora apressetaa mesma especificidade (100%).

Também foram analisados parametros como exatid@ieaefere a concordancia entre
os resultados do MAT ao teste de referéncia no R&3q tanto positivos quanto negativos. A
concordancia entre o MAT e o RPT foi de 88,3% e7®3,para 0 método A e B,
respectivamente. Estes resultados foram submadidegista TOXICOLOGY IN VITRO e o

manuscrito disponivel no ANEXO B.

Tabela8 — Valores de sensibilidade, especificidade eid&atdos métodos A e B do MAT

MAT (%)

Parametro Método A Método B
Sensibilidade 100 100
Especificidade 87,5 82,5

Exatidao 88,3 83,7

Falso Negativos 0 0
Falsos Positivog 11,6 16,3
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4.4 APLICABILIDADE DO MAT NA DETECCAO DE ZYMOSAN

Para testar a aplicabilidade do MAT para outrosstige contaminacéo foi realizada a
comparacao entre o RPT e o MAT utilizando o Zymo&ano controle negativo. O MAT foi
realizado em sangue criopreservado pargple-IL-6 pelo Método A, e utilizado o mesipool
para todas as analises. O LD para este lote daeisangpreservado, foi de 0,034 e 0,040

UEmL? respectivamente, para I3 & IL-6.

Na Tabela 9séo apresentados os resultados do RPT e MAT. NoaRfdncentracéo
1.000 ng/mL/kg de Zymosan foi considerada apiraggeapos o primeiro teste no qual nenhum
animal mostrou variagédo de temperat@®5°C. Por outro lado, quando os coelhos receberam
2.500 ng/mL de Zymosan os resultados foram duviglosma vez que um dos animais
apresentou variagdo de temperatura igual ou supEefich°C e foi necessario o re-teste, com
resultado final apirogénico. Somente a concentragib.000 ng/mL/kg apresentou resposta
pirogénica para ambos 0s critérios, uma vez queauaaimais apresentaram temperataras
0,5°C (0,6°C; 0,7°C; 0,7°C e 0,5°C) e a soma dararitmais foi>3,3°C (ou seja, 3,8°C).
Portanto nos coelhos o limite de febre para o Zymdsi de 5.000 ngnit. No MAT as
concentragcdes de 2.500 e 5.000 ngmioram consideradas pirogénicas, ratificando os

resultados encontrados para os soros hiperimuneslagéo a sensibilidade do MAT.
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Tabela 9 — Comparacao dos resultados entre o RPT e o MAT @& IL-6) para
Zymosan A. Resultados do MAT foram expressos emrlEE Os valores da MAT sdo as

meédias de trés replicatas + (D.P.).

Zym ngmL RPT (°C) RPTY AT) (°C) MAT (IL-L) (UEEmI')* MAT (IL-6) UEEmI')
CNeg* 00,0001 01" 0,045¢ 0,02" 0,042£0,08°
1000 0,40; 0,30; 0,30 100" 373+155° 396+ 147
2500 0.30; 0.40; 0.50; 0.30; 0.40; 0.40; 0.00;030  2.60%"° 546+ 2,27 6.01+087
5000 0,60;0,30;0,70; 0,30; 0,70: 0,30; 0,40; 0,50 3.80%" 0.74129f 11.72+2,07

2 Os valores sdo medias de trés replicatas +D.P.
* Controle negativo de salina apirogénica

NP = N&o Pirogénica; P = Pirogénica; R = Repeti¢édo

A Figura 17 mostra a curva de liberacdo de citocinas do Zymesarelagcédo a curva
de Endotoxina. Pode ser observado que a dose @eng&@* equivale ao controle positivo de
1 ngmL! (BUEmLY). Foi encontrada uma diferenca estatistica siatifia entre as
concentrages e em relacdo a menor concentrag@d dgmllpara IL-18 e 0,2 ngmt! para
IL-6. O sangue quando estimulado com as mesmagewacdes de endotoxina liberou uma
quantidade maior de IL-6 do que II3:10s resultados desta parte do estudo foram suthwseti

para avaliacdo na revista ALTEX e o manuscrito éisggonivel no ANEXO C.

Figura 17 — Resposta de liberacao de Ig{(h) e IL-6 (b), frente a diferentes concentragiees
Zymosan no sangue criopreservado. A linha reprasepbnto de corte de LPS a 1 ngh(b

UE mL?Y) de E. coli O55: B5, 0 que corresponde ao conpositivo. Média de 3 experimentos
independentes (+ D.P). *estatisticamente diferemerelacdo a menor concentracdo de 0,1
ngmL?! e entre sfp< 0, 05).
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4.5 APLICABILIDADE DO MAT PARA DETECTAR PIROGENIOEM AMOSTRAS DE
AR DE LABORATORIOS E ESCRITORIOS DO INCQS COMPARAND COM A
ANALISE MICROBIOLOGICA DOS MESMOS AMBIENTES.

O MAT também foi testado como uma nova aplicacadetaccéo de pirogénios no ar
ambiente em comparacdo ao método microbioldgicalratnte utilizado para este tipo de
avaliacdo. Para a contagem de fungos, assim comedigao da atividade pirogénica pelo MAT
foram selecionados cinco locais do INCQS, trésesgmtando laboratorios (Lab A, Lab B e

Bt) e dois representando salas administrativasi{&sos A e B).

As concentracfes dos fungos no ambiente interndezn®, assim como, a umidade
relativa do ar e a temperatura nas areas aval&iaapresentadas fabela 1Q Verificou-se
que a concentracgéo de fungos no ar externo vargsini1.530 UFCm em estagdes mais frias
e 673-964 UFCmM em estacdes quentes. Os valores externos forasneeaados no outono e
0os resultados em ambientes internos seguiram a andésnuéncia. Verificou-se que a
concentracgéo de fungos em ambientes internos va@st825 UFCri em estacGes mais frias
e 212-731 UFCmem estacdes quentes. Também pode ser observadagoiagem de fungos

foi menor no ar interior do que no exterior, repreando 21-53% da concentracdo externa.
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Tabela 10— Contagem de unidades formadoras de coloniasiiesseo ar externo e ambientes

internos de acordo com diferentes estacdes do ano.

Primavera Verao Outono Inverno

Locais UFC UR Temp UFC UR Temp UFC UR Temp UFC UR Temp
m=> (%) (C) m* (%) (C) m3 (%) (C) mP (%) (C°)

Externo 873 51,6 26,3 964 73,1 29,7 1530 71 23 1350 62483
LabA 235 63,4 20,2 212 63,8 23,1 660*F2,9 19,3 450 62,122,5
Lab B 390 63,1 23,1 731*743 22,1 825" 70,3 22,6 535** 74,3 20,5
Bt 230 64,6 22,6 424 61,4 20,2 675*77,1 22,8 285 61,221
EscritA  540** 72,1 21,3 376 63,4 21,5 510*5,9 21,7 470 67,220,9
EscritB 520 71,5 22,1 329 60,9 22,2 750*** 75,8 20,2 580** 72,1 215

UFC m?, Umidade relativa (UR, %) e temperatura (Temp,ré@jcionadas ao dia da coleta

** Valores em ambiente interno acima do recomendazla WHO e CEC

*** \/alores em ambiente interno acima do recomemdpéla Anvisa

Quando os resultados foram avaliados e separaddsaporatérios (lab A, B e Bt) e
escritorios (Escrit A e B), podemos observar quemedia dos escritdérios mostrou uma
concentracdo maior de fungos do que os laboraj@xeeto no verdo. Talvez pela localizacéo
no subsolo do prédio.

Devido a falta de dados sobre limites recomendpd@slaboratorios e locais de saude,
foi utilizado o relatorio da CEC, que considerowapexposi¢cdes ndo industriais o valor de 500
UFCni® como limite moderado de exposicéo, que é o mesitwr vecomendado pela OMS
como limite aceitavel para ambiente urbano. O valéximo de contaminag¢&do microbioldgica

também foi o preconizado pela Anvisa (750 UFQmara fungos e uma relacdo de ¥/E,5).

Pode-se observar que, 50% do total das amostrasesmpou a contagem de fungos
acima dos valores recomendado pela OMS e CEC (limB00 UFCn¥) e 10% acima do
recomendado pela Anvisa (limiar = 750 UF&mQuando os resultados foram separados por
estacdes, na primavera 40% das amostras, repreéagrialos dois escritorios, apresentou a
contagem dos fungos acima do recomendado pela GBECe No verdo somente o laboratério
B, apresentou alta contagem de fungos, acima doneadado pela OMS, CEC e Anvisa. A

coleta realizada no outono foi a que apresentoomsantaminacao, ja que todos os pontos de
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coleta obtiveram a contagem de fungos acima damerndado pela OMS e pela CEC, sendo
40%, representado pelo Lab B e escritério B, adimaecomendado pela Anvisa. Para as
amostras coletadas no inverno o laboratério B gcatério B apresentaram valores acima do

recomendado pela OMS e CEC e nenhum local acimaaloses recomendados pela Anvisa.

Além da contagem de fungos, outros parametros eomdade relativa e temperatura,
também foram avaliadosT4bela 10). Os nossos resultados demonstraram que todas as
amostras, independentemente da estacdo possuerademglativa maior do que 60% e 0s
resultados indicaram que, quando a umidade relethguperior a 65% pode estar relacionada
ao aumento da contagem dos fungos. As temperatiasmsireas internas estudadas foram
consideradas satisfatorias permanecendo entre20@.

A relacdo do ar interior/exterior (I/E) para a @gem dos fungos € apresentada na
Tabela 11 Neste estudo todas as amostras apresentararasvd®i/E menor do que 1,5 que
€ valor preconizado pela Re 09/2003 da Anvisa, cetapto, todos os ambientes foram

considerados satisfatorios por este critério.

Tabela 11— Relacao I/E para fungos avaliados no INCQS

Locais Primavera Veréo Outono Inverno
(UR 51,6%- 26,3°C)*| (UR 73,1% - 29,7°C)F (UR 71%°€¥ |(UR 62,6%- 22,3°C)*
lab A 0,34 0,21 0,39 0,43
lab B 0,57 0,77 0,25 0,53
Bt 0,34 0,43 0,21 0,49
escrit A 0,81 0,18 0,34 0,46
escrit B 0,77 0,13 0,42 0,48

*Umidade Relativa (UR%) e temperatura (°C) medidosnomento da coleta
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Para avaliar a atividade pirogénica destes locais utilizado o MAT com sangue
criopreservado e ILfle IL- 6 como parametros de resposta. Inicialmanteleta dos filtros
seguiu o protocolo de Kindinger et al (2005) quawus tempo de coleta de 10, 15 e 20 minutos
para ambientes contaminados constatando que oaabsr15 minutos de amostragem néo é
maior do que ap6s 10 minutos. Isto implica queldemaa forma pode haver uma saturagéo

gue pode estar relacionada ao potencial de condgdondo local.

Foi necessario, portanto, padronizar o tempo detagara ambientes de saude pela
falta de pardmetros anteriores nestas areas. Adad pirogénica foi avaliada no MAT
variando o tempo de amostragem em 10 minutos,2e43 h em apenas uma sala, no caso o
Laboratoério (A) para avaliar a diferenca de respaits filtros através da dosagem depIL1
(Figura 18). Os resultados mostraram que, os valores d lhuinentaram conforme o tempo
de amostragem: 10 minutos, 2 e 4 horas (0,06570¢36,63 UEEm) atingindo unplateau
a partir de 4 horas. Isto pode representar umaagdto de resposta das células sanguineas e,

portanto este tempo foi selecionado para a coleta.
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Figura 18-Liberacdo de IL§ no sangue total humano (Média) induzida em filtros
contaminados artificialmente com LPS e amostraglidMde IL-1p dos filtros contaminados
com LPS (0,25 a 5 UEmK(A, n=3 + D.P.). Média dos filtros coletados no bedt6rio B por

10 min, 2 h, 4 h, 6, e 8 fluxo 1Lmin(B, n=3 + D.P.). *p< 0,05; p **< 0,01 em relagdo ao
controle negativo (0) (Teste de Mann-Whitney).
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Apés a determinagdo do tempo de coleta ideal dieajbaras iniciou—se as coletas dos
filtros dos locais amostrados, as quais foramzadis no mesmo dia da coleta dos fungos. A
atividade pirogénica seguiu a mesma tendéncia mkagem de UFCHino que diz respeito a
atividade externa e interna. Entretanto, apesatigdalade pirogénica do ar interno ter sido
menor do que o ar externo, o ar interno apresanttamaior variabilidade, representando 14
a 89% da concentracao extermalfela 19. Nas estacdes mais quentes, a concentragaoantern
representou 16,6-61% da concentracao externa quapdcametro de leitura foi ILBl e 14-
59,4 para IL-6. Nas esta¢cOes mais frias, estalvbdade foi maior, representado de 17,5-84%
para IL-B e 18-89% para IL-6. Os resultados primeiro foraqressos em UEEM onde a
média de liberacdo de ILBlou IL-6 equivalem a resposta do controle positieoLPS. Os

resultados sdo médias + D.P. de 3 replicatas.



Tabela 12— Atividade pirogénica (UEE®) em amostras coletadas

pontos internos, laboratérios e escritérios.

no ponto externo, e nos
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Locais Primavera Verdo Qutono Iny erno

IL-1p IL -6 IL-1p IL -6 IL-1p IL -6 IL-1p IL -6

UVEEmL?! | VEEmL! | VEEmL!| UVEEmL!| UEEmL! | UEEmL?! | UEEmL?! | UEEmL-
Externo |2.83=001 |3.87=002 [ 412=0.07|432=005|6,15=003 ($41=003 |246=005 [ 3,23=0,06
Labh A 1.03=0.02 | 126002 | 22=022 [221=0022.16=009 | 249=007 | 035001 | 1.L10=001
Lah B 1.04=0.03 124004 | 267025 | 2,670,086 | 5,07= 006 5.7=0,03 148=01 1,71 =003
Bt 0,47=0,03 | 042=009 | 243=002 |245=001)1,65=002 [224=013 [042=003 | 0,539=0.15
Escrit A | 1,40=001 | 1262007 (2572011 |2,57=002 (2,41 =001 (208=138 | 134=0,12 [ 1,70=0,05
Escrit B | 1,05=001 111008 | 246201 |246=004 35172002 | 4682004 [ 171001 | 1,71 =006

Verificou-se que a atividade pirogénica exterioriade 2,46 a 6,15 UEEmiLpara
IL-1B e de 3,23 a 6,41 UEEnilpara IL-6 em estacdes frias; e de 2,83 a 4,12 pdra a IL-
1B e de 3,87 a 4,32 UEE milpara a IL-6 em estacdes quentes. Os resultadas idterior
variaram de 0,16 a 5,17 UEEnpara IL-B; e de 0,49 a 5,7 UEEmipara a IL-6 em estac¢des
frias; e de 1,03 a 2,67 UEEnIpara IL-B; e de 1,1 a 2,67 UEEmipara a IL-6 em estacdes
guentes. Os valores mais elevados foram registnraal@gitono, seguindo a mesma tendéncia
da concentracdo de fungos. Quando se consideralon0;5 UEmL! como controle positivo,
70% das amostras permaneceram acima deste liittoeo Bt e 0 escritorio A na primavera

para IL-13 e IL-6 e o Bt para IL-A em o inverno.

Quando os resultados foram avaliados separadod gdmoratérios (A, B e Bt) e
Escritorios (A e B), podemos observar que a flLriostrou resultados equilibrados entre os
pontos amostrados: primavera 3,93 e 1,22 UEEmkréo 2,44 e 2,58 UEEmniloutono 3,10
e 3,78 UEEmL! e no inverno e 2,81 e 1,32 UEEMlrespectivamente, para labs e escritorios.
Para IL-6, a média nos escritorios foi um poucoesiop nos laboratorios com excecao do
outono: primavera 0,97 e 1,18 UEEML2,44 e 2,58 verdo UEEmMtL outono 3,47 e 3,38
UEEmL? e inverno 0,81 e 1,70 UEEmLrespectivamente, para laboratérios e escritdrios.
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Os resultados também foram transformados pdrdemar para facilitar a comparagéo
com estudos anteriores.FAgura 19 resume a atividade pirogénica com fLellL-6 (UEEm
%) e a contagem de fungos (UFGmApesar da mesma tendéncia, ndo € possivel determ
uma boa correlacdo entre os mesmos. Os resultadgl\d variaram nas faixas de 103-517
UUEM? para IL-B e 110-570 UUEM para IL-6. Quando separados por estacées massefria
quentes, variaram entre 160-517 UEEpara IL-B e 490-570 UEEm para IL-6 em estagdes
frias e 103-267 UEEMpara IL-B e 110-267 UEEmM para IL-6 em estacBes quentes. Se 150
UEEnT® proposta por Bernasconi e cols. (2010) como lirpiea edificios pablicos fosse
utilizado para as amostras, mais de 55% dos Idicaisam acima deste limite para Il3®
65% para o IL-6.

Cabe ressaltar, que esta parte do estudo geroypubhiaacéo intitulada “Avaliacéo
microbiolégica da qualidade do ar de interioregeatos metodoldgicos e legais” na revista
Universitas (ANEXO D) e os dados desta parte dodesserdo submetidos para avaliacdo a

revista Environmental Monitoring and Assessment EXO E).



109

Figura 19 — Comparacéo dos resultados entre a contagemndesy(UFCr¥) e atividade
pirogénica (UEEM) levando-se em consideracio as variaces sazbléisa da liberacéo de
IL-1B no sangue total humano induzida em filtros contahds artificialmente com LPS e

amostras: (a) primavera; (b) verao; (c) outono)enigerno.
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5 DISCUSSAO

Os testes para a deteccdo de pirogénios sédo erdmigeguranca toxicoldgicos
imprescindiveis, tanto nas etapas de producédo guantontrole da qualidade de produtos
injetaveis, garantindo a seguranca do seu usdane efeitos adversos a saude. Nosso estudo
abordou diversos aspectos da utilizagdo do MAT, euelveram pelo menos trés pontos
chaves levantados pelo ICCVAM, os quais levaranAd M n&o ser considerado um substituto
completo do RPT, a saber: i. a falta de dados ¢ag&e a produtos bioldgicos, ii. a falta de
comparacao em paralelo entre os dadosvioein vitro, e iii. a necessidade de novos estudos
comparando os dadds vivo com osin vitro envolvendo pirogénios néo endotoxinas
(ICCVAM, 2008).

Para entender a lacuna de dados na literaturaaj@opelo ICCVAM em relagcédo a
determinadas classes de produtos, foi necessatimarruma avaliagdo das monografias dos
produtos injetaveis que atualmente usam obrigahende o LAL e principalmente o RPT.
Desta forma, foi possivel um diagnostico dos ppais produtos ndo contemplados no processo
de validacéo visando estimular e nortear estudare soaplicabilidade do MAT. Cabe ressaltar,
gue tanto as Leis brasileiras n° 9.605, de 12 deré&ro de 1998 e n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008, quanto a diretiva Europeia 2010/63/UEoefitthemente baseadas no principio dos
3Rs e, desta forma, impdem a substituicdo dosstesteanimais quando existem alternativas
validadas, como no caso dos testes de pirogeneidBRASIL, 1998, BRASIL, 2008,
COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2010).

O resultado do levantamento dos produtos nas mafiagfarmacopeicas, apontouuma
grande variedade de produtos que obrigatoriamesvend ser avaliados para a contaminacao
pirogénica o que se contrapbe ao numero restrifgaiutos validados internacionalmente no
MAT e consequentemente dificultando o seu reconimaio como substituto do RPT. Os
dados demonstram que apenas 1 produto, a ampisditiaa, que apresenta monografia para
o RPT e LAL foi validada no MAT. Os produtos queaim validados internacionalmente no
MAT sdo medicamentos de interesse europeu, e asaiade serem utilizados no Brasil ndo
refletem a demanda especifica dos produtos nasi@oaio no caso dos produtos bioldgicos.

Desta forma, os resultados indicaram de forma @araportancia desta classe de produtos
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como ponto de partida para estudos de aplicabdidbml MAT e consequentemente 0 seu

reconhecimento como método alternativo visanddoatguicdo do RPT

0s soros hiperimunes foram apontados pelo levantane®mo prioridade em relacdo
aos demais produtos, ja que representam quase 08%prddutos biolégicos avaliados
obrigatoriamente pelo RPT. Estes soros sdo comasidsrde grande interesse para o Ministério
da Saude e possuem grande destaque dentro do tooapéemiologico sanitario no Brasil,
principalmente os antiofidicos, ja que tanto adéocia dos acidentes quanto a severidade dos
casos permanecem pouco conhecidas. Além dissoessidiade de espécies de serpentes
venenosas existentes no Brasil e sua ampla digfibugeogréfica, tornam estes soros
altamente especificos e importantes para um trattmnmépido e eficaz (ARAUJO, 2008). O
cenario atual em relacdo ao controle da qualidadprdducédo de soros hiperimunes € bem
diferente do encontrado nas décadas de 1980 e %886, 0s casos de contaminacdo eram
muito comuns nas trés grandes etapgwoducao do plasma, producdo do concentrado de
imunoglobulina éii. envase de ampolas. Um dos pontos de melhoriesodesso foi a alteracéo
dos métodos de esterilizacdo que eram feitos ficactio e passaram a ser realizados por
radiacdo ionizante além do cumprimento das BoaticBs&de Fabricagdo (GUIDOLIN et al,
1988; ARAUJO, 2008). O INCQS, como Laboratério Mael de Controle, avalia um grande
namero de soros hiperimunes, e desta forma, umaeeenhecida a aplicabilidade do MAT
para esta classe de produtos, cerca de 650 aramaidéixariam de ser usados, ratificando os

conceitos éticos e reduzindo o custo e prazo dasas.

Apesar das vantagens e reconhecimento do MAT compatencial substituto do RPT
alguns estudos publicados recentemente apontarasivps restricbes da sua aplicacao
guando se necessita de uma grande quantidade deesg@or ensaio, assim como O
procedimento de coleta do sangue que pode serdenado invasivo e causar desconforto aos
doadores (KORYAKINA; BRUEGGER, 2014, WUNDERLICH; SOMACHER,;
KIETZMANN, 2014). A limitacdo do uso de grandes qgudades de sangue fresco foi
contornada com o processo de criopreservacao duadatal desenvolvido por Schindler e
cols. (2004), sendo seu uso validado posteriormamt@€006. Segundo Megha e cols. (2010),
a utilizacdo dgoool de sangue criopreservado de pelo menos 4 doadares élternativa
viavel, tanto economicamente como experimentalmepiando comparada ao sangue fresco

principalmente quando o uso do sangue € necessarinaiores quantidades.
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Quando o processo de criopreservacgéao foi deseneopor Schindler e cols. (2004) os
autores testaram a reatividade das amostras deesaggcinco dadores individualmente e
combinadas entre gp@ol), sendo neste Ultimo caso, frescas apos a ade&MSEO pool 1)

e criopreservadas apos a descongelamento do sgrogli2). Os resultados demonstraram que
nao houve diferenca na reatividade doslsde sangue para o desfecho avaliado (I),-dssim
como na reacao qmwoldo sangue, o qual foi igual & média da reagéo dadates individuais.
Desta forma, pode-se ter disponibilidade de am®dm sangue total humano para testes
durante pelo menos 4 meses quando criopreservade80°€, e até 1 ano quando
criopreservadas em vapor de nitrogénio liquido (B{LHLER et al, 2004).

Os resultados do nosso estudo corroboraram osteados por Schindler e cols. (2004)
em relacdo a resposta de Ig-ldos doadores individualmente e dmwol apos o
descongelamento, onde nao foi encontrada diferestagistica significativa entre as respostas
apos estimulo por endotoxina. Entretanto, nossedestambém avaliou quinzenalmente a
reatividade das amostras de sangue durante todmoesso de armazenamento a -80°C
demonstrando que até o final do processo (4 messangue criopreservado foi capaz de
responder ao estimulo de endotoxina. Além dissbsdalizada a contagem das células
sanguineas por tipo celular (granuldcitos e agtantols) para avaliar o perfil hematologico
dos doadores e dmool durante o armazenamento do sangue criopreser@sloesultados
mostraram que o percentual de células mononuclesoégu uma pequena elevacao,
demonstrando que, em funcdo da diminuicdo da cemtageral, os linfocitos/mondcitos
permaneceram inalterados, por isso, a variacdo emoeptual. Por outro lado, o % de
granuldcitos foi reduzido durante os dias de camgehto. Segundo Timm e cols. (2008), a
criopreservacdo de granulécitos € um processo difsl, especialmente dos neutrofilos,
provavelmente devido ao seu elevado grau de grggul&o entanto, para se testar possiveis
diferencas estatisticamente significativas ser&essarios um maior nimero de experimentos.
Sreelekshmi e cols. (2013) analisaram a influédaieriopreservacao de leucdcitos isolados do
sangue total de doadores na resposta dg} el PS e ao ALT. Os resultados demonstraram
que as funcdes fisiologicas e a morfologia daslagltoram altamente conservadas apos a
criopreservacdo no periodo avaliado (60 dias),eeapesar da reducéo da viabilidade celular
esta ndo afetou a resposta dos linfécitos aos @ssnpirogénicos. Além disso, os autores
concluiram que a diferen¢a do grupo sanguineo dadaes nao interferiu na resposta de IL-

1B quando utilizado pool de sangue.
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O uso de sangue total criopreservado também tammagiicado em outras areas como
na area de imunofenotipagem como o apresentaddgroes e cols. (2015), onde segundo os
autores, o processo facilitou as comparacOes ah@rtoriais e reduziu a infraestrutura
laboratorial necessaria em comparacdo ao uso dyueanesco. Em uma das etapas as
subpopulacdes de células sanguineas periféricas favaliadas por citometria de fluxo em
amostras criopreservadas por até dois anos, ittereciado pouca variacdo na contagem de
granuldcitos, linfocitos, mondcitos, células T,utés B e células T ativadas, com coeficientes
de variacdo menores do que 15% para todos as asestraté um ano de armazenagem a -80
°C. Estes dados ratificam os encontrados no nagsdce exceto para os granuldcitos onde
nossos resultados mostraram uma redugcdo no nureecéldas. Entretanto, nossos dados,
demonstraram a funcionalidade dos linfécitos e mo® (medicdo de IL{Y), durante os
quatro meses de armazenagem a -80°C, da mesma fguea possiveis variacdes
interindividuais demonstraram néo afetar a respiestanpool a endotoxinaOs dados também
mostraram que o sangue criopreservado libera maantidade de citocinas do que o fresco

conforme também encontrado em estudos anteriorE&SHA et al, 2010).

Recentemente, dois estudos apresentaram a utdizdedoutras fontes de células
mononucleares (WUNDERLICH et al, 2014; KORYAKINA;RBIEGGER, 2014) para
contornar a necessidade de se obter maiores qadesidlie sangue quando necessario, embora
a utilizacdo de sangue total humano criopresertettta minimizado esta questédo. O primeiro
foi um estudo conduzido por Wunderlich e cols. @0bd qual sugere a utilizacdo do sangue
bovino no lugar do sangue humano para o MAT. Segwsdautores, 0 uso do sangue bovino
evitaria possiveis contaminacdes e a influéncigattees relacionados a genética e estilo de
vida dos doadores humanos, ja que os animais podeser livres de patdgenos e mantidos em
ambientes apropriados. Entretanto, os resultadosn&gados demonstraram que o sangue
bovino foi menos reativo e menos sensivel do ggangue humano principalmente para os
NEPs testados (ALT e peptidioglicano). Os autotdizaram Kits de interleucina humana, ja
que, os leucécitos bovinos sdo semelhantes aosnosmentretanto, ressaltaram que a falta de
kits para ELISA para a determinacdo de citocindri@opode ter prejudicado as andlises. Cabe
ressaltar, que existe uma discussdo ética em cebagsi 3Rs ja que 0s animais ndo seriam
agueles usados para abate e, sim, mantidos pa@esa#iém disso, ja existe o modelo usando
sangue humano, validado internacionalmente, ep @osangue de animais por mais proximo
gue seja ao do homem, pode retornar ao probleragtdgolacao de dados entre espécies, que

€ um dos alvos de criticas ao RPT.
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A outra opc¢ao foi proposta por Koryakina e col€11#®) sobre o desenvolvimento de
um processo de criopreservacdo de PBMC originagalttbs leucocitarios que podem
aumentar a disponibilidade de células mononuclgzaes ensaios em escala industrial, além
de evitar o desconforto da coleta do sangue (ftebiat). Segundo os autores a utilizacédo destes
filtros, normalmente tratados como bio-residuoshespitais e centros de doacdo de sangue, €
uma forma de se evitar a manipulacdo de sanguertaufresco nos laboratoérios de nivel de
biosseguranca 2. Outras op¢des poderiam seizagdib dduffy coat(fracdo de uma amostra
de sangue apos centrifugacédo em gradiente de delesique contém a maioria dos glébulos
brancos e plaquetas) de bolsas de sangue e quénasalo tratados como bio-residuos, assim
como outras partes plasticas contendo sanguehiat@no que sdo desprezadas apoés a coleta
(KORYAKINA; BRUEGGER, 2014).

Portanto, o MAT usando pool do sangue criopreservado foi utilizado para as dema
etapas do estudo que incluiram: i. a aplicabilidzm® AT para soros hiperimunes, ii. para o
Zymosan e iii. na deteccdo de pirogénios em ansosigaar. Portanto, o proximo passo foi
avaliar a aplicabilidade do MAT para os soros hipanes analisados na rotina pelo RPT no
INCQS, assim como alguns lotes contaminados aalifitente. Primeiramente foi realizado o
teste de interferentes para o SAB, onde foi obserwvana variabilidade no percentual de
recuperacdo independente do fator de diluicdo, eja, :iem sempre diluicbes maiores
apresentaram percentual de recuperacao maioresfaamde diluicdo menor. Cabe ressaltar
que esta variacao pode ser intrinseca ao tesjagjae espera uma recuperacao de 50 a 200%.
Dados semelhantes foram encontrados por Perdomalddoe cols. (2011) para albumina
sérica humana (HSA), incluindo os valores de reagd® superiores a 200% para IL-6
conforme também encontrado nos soros hiperimunssa Evariabilidade também foi
encontrada pelos autores para o LALc incluindo gr@r@is de recuperacao acima de 100%
dependendo do fator de diluicdo utilizado. Os tedlols do nosso estudo demonstraram
percentuais de recuperacdo de Endotoxina acim@@fe & partir das amostras diluidas 1:10.
Presgrave (2003) avaliou pela primeira vez o usblAd utilizando sangue fresco para soros
hiperimunes (SAB, SAT e SAR) concluindo que o méttmd reprodutivel, desde que diluido
1:10, com a finalidade de eliminar a interferérpzéa morte celular, podendo ser aplicado aos
diversos tipos de produtos injetaveis sujeitos@ aite Vigilancia Sanitaria. Portanto, tanto o
sangue fresco como o criopreservado devem seraatds na MinDV de 1:10 para amostras de

soros hiperimunes. Fingola e cols. (2013) detenmramaesta mesma diluicdo para o LAL pelo
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método cromogénico cinético para o SAB, apesacdlusilos da MDV serem diferentes entre
ambos (LAL e MAT).

Os resultados avaliados em paralelo entre o MATLfLe o RPT demostraram que o
MAT apresentou boa sensibilidade e especificidaddatec¢cédo de pirogénios para os lotes de
soros hiperimunes analisados, e portanto, demansimo bom desempenho na deteccéo da
contaminagcdo em situacdes reais. Qualquer decdd@ €ritérios especificos para niveis
aceitaveis de sensibilidade e especificidade em damdla situacdo envolve a relacdo entre
amostras ndo detectadas (falso negativos) contrelaajclassificadas "erroneamente” como
pirogénicas (falso positivos). Neste caso, ndo daasultados falsos negativos ja que o MAT
apresentou 100% de especificidade. Os resultadotvos no MAT, de alguns ensaios RPT
negativos apos segundo ensaio, mostraram que ofbA@paz de detectar a contaminagao na
dose limite que o coelho ndo pode detectar. Issie ger explicado pela variagcdo bioldgica
intrinseca do modelo animal, que € um dos problelaasmparacéa vivoein vitro. Portanto,
quando o RPT apresentou resultados positivos catimeg (primeiro ensaio), o MAT teve os
mesmos resultados nos dois métodos independente@método utilizado ser o A ou o B.
No entanto, quando o RPT apresentou resultadosrgpeticdo, ou seja, duvidosos, o MAT
apresentou resultados discordantes em alguns ¢és@ge uma diferenca na deteccgéo entre 0s
métodos A e B para duas amostras que passaramoagggundo ensaio do RPT e foram
insatisfatorias apenas no método B. Entéo, algumestdes podem ser levantadas em relacao
ao método B, ou seja, se apesar de ser um ensditativo este método demonstrou ser mais
sensivel detectando a contaminacdo, enquanto qetalvez pelo ajuste da curva, ndo
conseguiu detectar. Ou se o método A, por ser gatv, foi mais preciso classificando as
amostras em relacdo ao RPT com melhor concorddaajae o B. Mesmo quando estes dados
foram reproduzidos artificialmente em 5 lotes deBSA diferenga entre os métodos pode ser
demonstrada em 40 % das amostras pard k1150 sendo observado para IL-6. Cabe ressaltar
que Schindler e cols., (2006) descreveram probleeras relacdo a reprodutibilidade
interlaboratorial de 1 dos 3 laboratérios envolgishm processo de validacdo por captura do
sangue criopreservado para o Método B. Devido algmas de ordem técnica de um dos
laboratorios, das 48 amostras analisadas pelo métogbmente 37 amostras foram analisadas
satisfatoriamente pelo método B. Esta diferencazieda sensibilidade do Método B (90,5%)
em relacdo ao A (96,7%). A diferenca entre os ntstdde B deve ser melhor investigada em
estudos posteriores ampliando a analise de lotdaminados artificialmente com endotoxina.

Também foi encontrado em nosso estudo maior respuasta IL-6 do que para ILBL
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ratificando estudos anteriores que apresentaraamestma tendéncia para amostras de HSA
na presenca de Endotoxina (PERDOMO-MORALES, 2011).

Existem poucos estudos publicados que avaliarampagaielo o MAT e o RPT e que
podem ser usados comparativamente aos dados doesisdo Quadro 7). Entretanto, assim
como 0s nossos resultados do MAT para soros hipess) todas as publicacdes anteriores
indicaram que o MAT € um método alternativo sernse/eque pode substituir o RPT

principalmente para produtos biologicos.

Quadro 7 - Principais publicacdes que utilizaram dados aemnalplo ao RPT, MAT e/ou LAL

Referéncia Produto Estimulo Testes aplicados

Spreitzer e cols. HSA LPS RPT e MAT com sangue

(2002) humano fresco

Schindler e cols. NaCl 0,9% LPS MAT com sangue humano

(2003) ALT fresco e MAT com sangue
de coelho fresco

Perdomo Morales e | HSA LPS RPT, LALc e MAT com

cols. (2011) sangue criopreservado

Fingola e cols. (2013) Soros Hiperimunes LPS RRAlc

O primeiro estudo foi conduzido por Spreitzer esc(@002) onde foram avaliados em
paralelo o RPT e o MAT para HSA. Os resultadosssrados demonstraram a sensibilidade
0 MAT na detecgdo de contaminagdo em 100% das eamodée albumina contaminadas
artificialmente com a dose limite quando comparadasRPT. Schindler e cols. (2003)
compararam o uso do MAT em sangue humano e em satgggoelho para IL-f e IL-8,
sendo que, apenas o0 sangue humano liberofl Hsdim como apresentou maior reatividade do
gue o sangue de coelho para IL-8. Em outro estodduzido por Perdomo-Morales e cols.
(2011) o RPT, o MAT e o LAL foram avaliados parateknte para amostras de HSA, onde,
segundo os autores o0 MAT possui uma alta correlag@o RPT e pode ser utilizado com

seguranca para avaliagdo de preparagfes de HS#os puodutos que contenham proteinas.
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Um estudo apresentado por Fingola e cols. (20b&)parou o LALc e o RPT para SAB, e
concluiu que o método foi considerado valido padet@rminacdo de endotoxina bacteriana
em SAB diluido 1:10, a mesma diluicdo utilizadaMAT. Entretanto, cabe ressaltar, que
apesar da grande importancia do LAL na deteccacerdiotoxinas, estudos anteriores
concluiram que o LAL nao foi adequado para amodiral®gicas como por exemplo para
preparacdes de HSA apesar de ser o método predonieaFA (SPREITZER et al, 2002;
PERDOMO-MORALES et al, 2011). Perdomo-Morales esc¢?2011) identificaram que a
principal fonte de contaminacdo de produtos dedsadb sangue sdo os (1,B}glicanos,
comumente obtidos a partir de filtracdo com memdsate celulose. Essas moléculas também
sdo um dos componentes mais abundantes da parésleedaras. Como a cascata do LAL é
desencadeada por (1/3P-glicanos e polissacarideos, esse teste podseayee resultado
falso positivo quando estas moléculas estivereseptes. Portanto, os autores concluiram que
nem o RPT nem o LAL foram suficientemente confiaveara garantir a seguranca dos
consumidores, apesar do LAL ser preconizado paetgm de analise. Problemas com a
recuperacdo de endotoxina no LAL também foram decwados em estudos anteriores
demonstrando sua ineficacia para produtos biolSgid®@CHSTEIN et al, 1990, JURGENS et
al, 2002, PERDOMO-MORALES et al, 2011). Segundoirgtibr e cols. (2009) o LAL nao
deve ser considerado como um substituto do RPTvemegue negligencia a potencial presenca
de outros pirogénios.

Enquanto o MAT ndao for reconhecido pelos érgaosileegrios como um substituto
completo ao RPT, a reducdo do uso de animais delutsoconceitos dos 3Rs deve ser
considerada. Apesar da grande importancia da redig;&Umero de animais, atualmente a Lei
11.794/2008 nado permite a reutilizacado de aninegdora a FB preconize a reutilizagao dos
coelhos no RPT exceto para os produtos biologidesjdo ao risco de reacdo cruzada
(WILLIAN et al, 2007, FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) A diretiva Europeia
2010/63/UE (artigo 16) permite a reducdo do narderanimais embora baseada no seu sistema
de classificacdo dos testes em leves, moderadasvexos. Desta forma, o sistema de
classificacéo imp0s restricbes ao reuso para limggpesquisas e fazer com que os animais
passem pelo minimo de dor, sofrimento, angusti@lano duradouro e que assim também
possam ser proporcionados resultados mais proxamodjetivo da pesquisa. Por este sistema
0 RPT € considerado um teste de dor leve e porgargutilizacdo é permitida (HARTUNG et

al, 2010). Freitas e cols. (2011) propuseram ag@uwdo numero de animais através da
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reutilizacdo dos coelhos para soros hiperimunesagmquatro vezes por semana, sem
interferéncia na resposta (FREITAS, 2011).

Portanto, os resultados desta etapa do nosso edtmaastraram a aplicabilidade do
MAT no controle da qualidade dos soros hiperimusesdo considerado um teste sensivel e
especifico para ser utilizado com seguranca pafegéio da contaminacao pirogénica destes
produtos. Outros estudos realizados para produiokgitos como albumina humana
indicaram a substituicdo do RPT pelo MAT como tdstal para liberacdo de lotes de
albumina, e provavelmente também para outros posddérivados do sangue e proteinas
terapéuticas.

Uma outra questédo levantada pelo ICCVAM que difauwb reconhecimento do MAT
como um substituto do RPT, foi a aplicabilidadeaitie para NEPs como o Zymosan. Portanto,
amostras contaminadas artificialmente com Zymoseant comparadas no MAT (ILB1e IL-

6) e no RPT e demostraram a capacidade do MAT sponeler a pirogénios ndo endotoxinas,
conforme também encontrado por Lopes (2014) pakaTa Segundo Lopes (2014) a dose
limite que causa febre nos animais foi estabelemil@5.000 ngKg sendo equivalente 50.000
ngmL?!ou 5,41 UEEmL! de ALT no MAT. Além disso, LALcénd poin} n&o foi reativo para

as concentragdes de 100 e 1.000 ng/mL de ALT tesw@a@presentou resultados falso-reativos
a partir de 10.000 ng/mL. Os resultados encontrapdod_opes (2014) em relacdo ao LAL
ratificam os descritos na literatura, na qual fiteko que componentes imuno-estimulatorios
derivados principalmente de bactérias Gram-positevéungos foram negativos no LAL sem
resultar em nenhum tipo de reacdo. Além dissoteenima diferenca na deteccao de diferentes
tipos de endotoxina pelo LAL e a preducéo de egimgénicos causados em células imunes
de origem humana (MORATH et al, 2002, BRANDENBURGile 2009; STODDARD et al.,
2010). No nosso estudo foi detectada a respodsiebde dos coelhos ao Zymosan na dose de
5.000 ngkgt e do MAT em 2.500 ngmldemonstrando maior sensibilidade em relagdo ao RPT
Os dados encontrados no nosso estudo com o Zynsegairam a mesma tendéncia aos
encontrados no ALT por Lopes (2014) onde o MAT destmu ser mais sensivel quando
comparado ao RPT, o que também foi descrito pomtdas cols. (2013). Os fungos, em geral,
provaram ser altamente reativos no MAT, apesaxkdérem diferencas entre cepas. Daneshian
e cols. (2006) utilizaram o MAT para avaliar a @made pirogénica de esporos fungicos a partir
de mais de 44 fungos filamentosos patogénicos epafmgénicos diferentes, assim como,

leveduras. Nesta abordagem, o MAT provou ser utarses adequado para avaliar o potencial
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pirogénico de contaminacbes fungicas, refletindoetdinente a reatividade humana
(DANESHIAN et al, 2006, HASIWA et al, 2013).

Nosso estudo também abordou outras aplicacdes db, My novas areas, como no
controle da qualidade do ar ambiente. Os resultapieessentados demonstraram que o MAT é
capaz de detectar contaminacdo em ambientes de, smdelacdo aos estudos j& descritos na
literatura, onde o MAT foi aplicado em locais coomna fazenda e Edificios publicos. Apesar
da necessidade de estudos com um maior nUmeroadtrame por um maior periodo de tempo
em relacéo as variacfes sazonais, 0s resultadiasaram estudos anteriores onde o outono foi
a estacdo com a maior concentracdo de fungos (BURGE 2000; MENEZES et al, 2004,
GRAUDENZ et al, 2005, ZIHE et al, 2014).

A umidade relativa (UR) do ar € um importante pationde conforto térmico e
consequentemente de avaliagéo da qualidade dosEdados Unidos, a resolugéo n°55/1994,
da ASHRAE (sigla do inglé&merican Society of Heating, Refrigerating and @onditioning
Engineery recomenda a manutencéo da umidade relativa elatia 30 e 60 por cento, e alerta
que acima deste valor, fungos podem se tornar whlgna para a saude humana (WHO,
2009). Pasanen e cols (1991) constataram que @tatafa entre 21-30°C e a umidade relativa
de 75-92% podem induzir um crescimento rapido agde. Portanto, considera-se que o0s
bioaerossois aumentam mais facilmente em areas atioma umido e quente (PONCE-
CABALLERO et al, 2010). A resolucao 09/2003 da Asavestabeleceu que entre 40 e 65% no
veréo e 35 e 65% no inverno como faixa operacioieall.

Os resultados também indicaram que o aumento dotracdes externas de fungos
resultou num aumento correspondente das conceesapiernas na maioria dos locais
conforme também indicado em estudos anteriores (EFORNABALLERO et al 2010, ZIHE et
al, 2014). No Brasil, pela RE 09/2003 quando a;éad/ E € superior a 1,5 um diagndstico das
fontes de poluicédo deve ser feito e as medidastoaas implementadas. No entanto, os valores,
maiores que 1 indicam que as particulas encontramlagerior existem em maior quantidade
do que no ar exterior. Ponce-Caballero e cols (R@dfAsideraram ideal a relagéo I/E para
fungos menor ou igual a 1, ja que este valor indimaquilibrio entre as particulas encontradas
no interior com as encontradas no exterior. Nestiede a relacéo I/E foi menor do que 1 em

todos os pontos avaliados independente da estacaiood

A andlise determinada pela contagem de fungos denoonque 50% do total das
amostras ficou acima do recomendado pela OMS e (CE@Gar = 500 UFCi?) e 10% acima
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do recomendado pela Anvisa (limiar = 750 UF€nPara a atividade pirogénica, 70% das
amostras permaneceram acima do controle posittv&/BmL? deE. coli. Estudos anteriores
utilizaram o mesmo controle positivo usado paradptos injetaveis (0,5 UEmY) para
amostras de ar, ja que a membrana mucosa do ptém&00 M e que sua alta capacidade de
absorcédo das substancias inaladas faz com queedssetausados pela administracao
intravenosa destas mesmas substancias sejam equesa{KINDINGER et al, 2005).

Quando os dados foram avaliados separadamentesiagée, a contagem de fungos
demonstrou uma variabilidade, ficando acima dotémbr exemplo em 20 % das amostras no
verdo e 100% no outono. No MAT, o indice de contagéo, de uma forma geral, foi maior
onde apenas a sala do Biotério na primavera evaoria apresentou baixa contaminacdo em
relac&o ao controle positivo de 0,5 UEMIA falta de valores de referéncia, assim comdta fa
de métodos de amostragem padronizados faz a copépade dados existentes dificil de ser
aplicada, e mais estudos sdo necessarios paralesttvalores de referéncia para os locais de
saude e assim como, a realizacdo de mais amostiaste todo 0 ano e por varios anos para

relacionar estes valores as variacfes sazonais.

Um dos pontos avaliados neste estudo foi a detegédomdo tempo de coleta de ar para
avaliacao da atividade pirogénica. Os resultadd#deacao de IL- atingiram um plateau a
partir de 4 horas, que também foi encontrado eandestanteriores (KINDINGER, et al, 2005,
BERNASCONI et al, 2010). Segundo Kindinger e c¢Z05) isto pode ser resultado da
saturacao dos filtros, das células do sangue, detéacdo no ELISA. Bernasconi e cols. (2010)
utilizaram o MAT para a avaliacédo da atividade géaica em prédios publicos por 4, 6, 8 e 24
horas para avaliar a tendéncia de contaminacaotéualia. Para as coletas pontuais os autores
utilizaram 4 e 8 horas, para os ambientes extermdeeno respectivamente. No ambiente
externo a partir de 4 horas foi observada a satardgs filtros. Estas diferencas devem ser
melhor avaliadas em estudos posteriores para andetgao de uma legislacdo que leve em
consideracdao os diferentes niveis de contaminag&o athbientes assim como nivel de

contaminagéo dependendo da natureza de cada local.

Os resultados do MAT também foram comparados eagdela contagem de fungos.
Apesar de mostrarem a mesma tendéncia ndo fomgbdsiterminar uma correlacao entre eles
conforme também indicado em estudos anterioreB@arasconi e cols. (2010). Os resultados
do MAT variaram nas faixas de 103-517 UUEpara IL-38 e 110-570 UUEmM para IL-6. No

entanto, ndo ha dados de medidas comparaveis dispfa que o MAT até agora foi aplicado
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para investigar atividade bioaerosol em ambient@tongontaminados como criagdes de pato
(7,5 x 10 a 3,8 x 1O UUEN?®) e estabulos (0,1 a 16 x®10UENT®) (KINDINGER et al, 2005,
ZUCKER, SCHARF, KERSTEN, 2006, BERNASCONI et al]12). Os dados mais proximos
séo em edificios publicos onde Bernasconi e ca¥5) demonstraram que em 95% deles, os
niveis de atividade pirogénica ndo excederam 1580t sendo102-104 vezes mais baixo do
gue os locais contaminados citados anteriormenter&anto este limite poderia ser utilizado
para avaliacdo da atividade pirogénica (BERNASC@NhI, 2005). Comparando nossos
resultados da contagem de fungos, nos quais 50%nuastras permaneceram acima do limite
da OMS e CEC, e 10% acima do limite da Anvisa, csmesultados encontrados no MAT
pode ser observado que se o limite de 150 UEHBomse aplicado 55% dos locais ficariam
acima deste limite para ILBle 65% para o IL-6. Isto pode ser esperado umawen MAT

detecta a carga biolégica do ambiente e ndo sdng®$ viaveis.

Os dados do nosso estudo deixaram claro que apeegaminacao fangica no ar ndo
€ suficiente para a avaliacdo completa da qualiddmlear. Alguns fatores devem ser
considerados como a diferenca de poténcia do dstimune dos microrganismos variar de
espécie para espécie, de nem todas as bactésasrem® em placas de agar padrdo, além de
terem tempos de crescimento diferentes o que gignifue a carga biolégica do ambiente
avaliado nas determinacdes por UFC podem ser eegi@dos. Desta forma, o MAT deve ser
indicado para complementar a contagem de fungogeatals e contribuir para uma adequada

avaliacdo da qualidade do ar.

Os resultados do nosso estudo indicam o MAT coma alternativa para o RPT,
detectando endotoxina, outros pirogénios e mist{lmasressoéis e poeira). O uso do sangue
total humano € um modelo de deteccgéo precoce aecap&nto da febre humana e reflete as
reacOes do sistema imune inato melhor do que ossodibis métodos (RPT e LAL) e, portanto,
permite uma previsao mais real da contaminacagémioa. O modelo do MAT ja usa substrato
humano, portanto, o uso de sangue humano diminuargacdes na comparacao e fidelidade
ao mecanismo de acao, j4 que, ndo necessita @p@sizdo entre espécies. Os resultados do
MAT utilizando sangue de coelho (SCHINDLER et &03) e bovino (WUNDERLICH et al,
2014) considerados inferiores e menos sensiveioge®saio com uso do sangue humano
ratificam este fato. Portanto, este estudo demmmsne, embora o MAT né&o permita qualquer
conclusao sobre o tipo de contaminante presentanmustra (assim como 0s demais ensaios

para deteccdo de pirogénios), ele pode refletirorand que 0 organismo reagiria ao
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contaminante contribuindo para uma maior segurawacdiberacdo dos lotes avaliados no
controle da qualidade dos produtos sujeitos aangih sanitaria.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que ogt@sdoioldgicos sdo a principal
classe de medicamentos injetaveis que requereestdst pirogenicidade principalmente o
RPT, e que portanto, devem ter sua aplicabilidadl®dMAT testada. Os soros hiperimunes
devido a sua importancia no contexto sanitarioepidlogico e por representarem 70% dos
produtos biolégicos que passam exclusivamenteRBID foram selecionados como ponto de
partida para o estudo.

Foi demonstrado que o0 processo de criopreservaé@o afeta a contagem de
linfécitos/mondcitos e que a reducao apods seterdiantagem geral de células brancas esta
relacionada a diminuicdo dos granulécitos. Da mefemmaa, o uso d@ool ndo interferiu na
resposta do sangue ao LPS nas condi¢Oes avalradasyizando variagdes interindividuais
entre os doadores.

Foi constatado que o MAT pode ser aplicado paretecdéo de Endotoxina nos soros
hiperimunes apresentando sensibilidade e espdeifieiadequadas em relagdo ao RPT, tanto
nas amostras de rotina quanto nas contaminadasiarente. Da mesma forma, o MAT foi
mais sensivel do que o RPT na deteccdo de amagirdaminadas artificialmente com
Zymosam.

O MAT também pode ser utilizado em novas areasresaptou bons resultados na
deteccdo de pirogénios em amostras de ar ambientmcdis com baixo potencial de
contaminagdo, entretanto, outros estudos devemeabrados para avaliar a relagdo entre
valores de referéncia de contaminantes no ar eiveissefeitos a salude, assim como o
mecanismo de acdo dos pirogénios no tecido pulm@@agualquer forma, o MAT pode ser
utilizado como um método complementar ao microlgigid contribuindo para uma melhor
avaliacao QAI.

Este estudo pode contribuir inicialmente para isé@tu do MAT na Farmacopeia
Brasileira para a avaliacdo de pirogenicidade dessoiperimunes e servir de base para que 0
BraCVAM e outras instituicdes internacionais possadica-lo aos orgaos reguladores como

um substituto completo ao RPT.
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Aplicabilidade do Teste de Ativagdo de Mondcitos (M AT) no Brasil: importancia
da sua utilizacdo como teste para deteccdo de pirog  énios no controle da

qualidade de produtos injetaveis

Applicability of the Monocyte Activation Test (MAT) in Brazil: the importance of
its use as a test for detection of the pyrogens in the quality control of injectable

products
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RESUMO

O MAT (sigla do inglés Monocyte Activation Test) € considerado um potencial
substituto do Teste de Pirogénios, entretanto: i. ndo foi avaliado para um ndamero
suficiente de produtos; ii. faltam dados que possam garantir sua capacidade em
detectar pirogénios ndo endotoxinas; e iii. deve ser realizada a validacdo do método
para cada classe de produtos. O objetivo foi identificar as monografias que requerem
testes de pirogenicidade e propor os produtos que tém por base somente o teste de
pirogénios como um ponto de partida para futuros estudos. As monografias
especificas nas Farmacopeias Americana, Europeia e Brasileira que recomendam o
Teste de Pirogénios ou Teste de Endotoxina Bacteriana ou LAL (sigla do inglés
Limulus Amebocyte Lysate) foram: Teste de Pirogénios: 20 monografias na

Americana, 37 na Europeia e 28 na Brasileira. LAL: 619 monografias na Americana,
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157 na Europeia e 41 na Brasileira. Somente 4 produtos requerem testes de
pirogenicidade nas trés farmacopeias analisadas. O Teste de Pirogénios e LAL sao
recomendados em 6 monografias na Brasileira e 15 na Europeia. Na Brasileira, a
maior parte dessas monografias sao referentes a produtos biologicos, sugerindo
assim que estes devam ser 0s primeiros a ser testados, uma vez que sao ensaiados

em animais.

Palavras-chave: Teste da Ativacdo de Mondocitos — Teste de Pirogénios —

Farmacopeias — Produtos Biol6gicos
ABSTRACT

Monocyte Activation Test (MAT) is thought to be a good replacement for Rabbit
Pyrogen Test (RPT), however: | — MAT was not adequately evaluated in a sufficient
number of products; Il — there is no sufficient data that support the ability to detect Non-
Endotoxin Pyrogens; and Ill — MAT was used subject to validation for each specific
product. The aim of this study was to identify in main Pharmacopoeias which
monoghraphs require pyrogenicity tests and propose that products for which only the
Rabbit Pyrogen test is required to be used as a kick-off study for future studies.
Products monographs in United States, European and Brazilian Pharmacopoeias that
are recommended for RPT or BET were as following: RPT: 20 Monographs in
American, 37 in European and 28 in Brazilian Pharmacopoeias. BET: 619 Monographs
in American, 157 in European and 41 in Brazilian. Four products require pyrogenicity
in the 3 Pharmacopoeias. RPT and BET are recommended by 6 Monographs in
Brazilian and 15 in European Pharmacopoeias. In Brazilian Pharmacopoeia most are
biologicals, so, these products should be the first ones to be tested for the applicability
to MAT since they are tested mainly by RPT.
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INTRODUCAO

Todos os produtos injetaveis de uso humano devem ser livres de pirogénios,
uma vez que este tipo de contaminacéo pode ser considerado um grave problema de
saude publica podendo causar desde alteracdes vasculares até um quadro de choque
e morte. Portanto, os testes para a deteccdo de pirogénios sao ensaios de seguranca
toxicoldgicos imprescindiveis tanto nas etapas de producdo quanto no controle da
qualidade de produtos injetaveis, garantindo a seguranca do seu uso e evitando
efeitos adversos a salde!2. Existem trés métodos utilizados para detectar a presenca
de pirogénios: o Teste de Pirogénios realizado em coelhos, o Teste de Endotoxina
Bacteriana, também conhecido como LAL (sigla do inglés, Limulus Amebocyte Lysate)

e o Teste de Ativacado de Mondcitos (MAT, sigla do inglés Monocyte Activation Test)
2

O Teste de Pirogénios foi primeiramente descrito por Hort e Penfold em 1911 e
foi introduzido na Farmacopeia dos Estados Unidos da América (FA) como método
oficial em 19423, Este teste fundamenta-se na observacdo da resposta febril em
coelhos, apods injecdo intravenosa da solucdo em analise, na qual se mede a
temperatura retal dos animais a intervalos de 30 minutos, por um periodo de 3 horas.
Cabe ressaltar, que a relacédo dose-resposta é similar entre o homem e coelho, onde
1 ng/kg (5 UE/kg) é a dose minima que causa febre em ambas as espécies 2. O Teste
de Pirogénios, apesar de ser um ensaio seguro por detectar um amplo espectro de
substéancias e ser aplicavel a um grande numero de produtos, ndo pode ser utilizado
para algumas classes de medicamentos, como qualquer um que interfira na resposta
imune e no mecanismo da febre, como por exemplo, medicamentos analgésicos,
antitérmicos e anti-inflamatorios. Além disso, os coelhos s&o susceptiveis a
interferéncia de fatores relacionados ao ambiente externo como temperatura, ruidos,

umidade e ventilagdo. Fatores relacionados ao animal como diferengas de resposta
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entre racas, sexo e a variabilidade biologica também contribuem para possiveis
resultados falso-positivos e falso-negativos?®.

A partir de 1959, com a publicacdo do livro “The principles of humane
experimental technique” foi introduzido no meio cientifico o conceito dos 3Rs (do
inglés Reduction, Refinement and Replacement), que consiste na reducdo do numero
de animais, refinamento das técnicas experimentais, minimizando o sofrimento do
animal e melhorando o seu bem-estar e, quando possivel, a substituicdo dos testes
realizados in vivo por testes in vitro?. Desde entdo, um grande esforco vem sendo
realizado na busca por métodos alternativos ao Teste de Pirogénios. Em 1964, Levin
e Bang descreveram a reacao de coagulacdo da hemolinfa do caranguejo-ferradura
(Limulus polyphemus) apés contato com a endotoxina. Durante a década de 1970,
muitos estudos foram realizados com a proposta de utilizar a formag¢ao do gel como
uma forma de controle para parenterais e o LAL foi incluido como monografia oficial
da FA em 19802°,

O LAL durante muito tempo foi considerado como um potencial método substitutivo
para o Teste de Pirogénios além de ser muito utilizado no controle da producdo de
agua de hemodialise e diluentes de vacinas. Entretanto, grande parte dos produtos
biolégicos ndo pode ser testada neste modelo in vitro devido a capacidade da
endotoxina de se ligar a proteinas plasmaticas, como por exemplo no caso de
produtos biolégicos, e ndo ser detectada, ja que o LAL quantifica endotoxina livre,
podendo levar a resultados falsos negativos. Além disso, o LAL ndo pode ser
considerado um substituto completo do Teste em Pirogénios por ser um metodo
somente para endotoxina, ndo sendo capaz de detectar outros pirogénios®’. Segundo
Schindler et al (2009) em contrapartida ao fato da endotoxina ter sido muito
investigada nos ultimos 50 anos e o LAL amplamente utilizado, as contaminac¢des por
Gram-positivas e fungos foram negligenciadas, apesar destas compreenderem a
maioria dos formadores de esporos, o que representa um diferencial na contaminacao

pirogénica’.

Em 2005, cinco métodos baseados na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
por mondcitos humanos foram validados internacionalmente para medicamentos
injetaveis®19, sendo introduzidos como monografia oficial na Farmacopeia Europeial?

com o nome de Teste de Ativacdo de Mondcitos. Estes métodos séo: (a) sangue total
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humano/Interleucina (IL) 18; (b) sangue total humano/IL-13 com aplicacdo do sangue
criopreservado, (c) sangue total humano/IL-6, (d) células mononucleares do sangue
periférico/IL-6 e (e) linhagem celular Mono Mac 6 (MM6)/IL-6. O uso do MAT foi
validado para os seguintes produtos: Cloreto de Sédio 0,9 %, Glicose 5%, Etanol 13%,
Ocitocina, Metoclopramida, Ampicilina, Maleato de Dimetindeno, Ranitidina e
Tartarato de Metoprolol©.

Devido a recomendacao do Comité Organizador Inter-Agéncias para Validacao
de Meétodos Alternativos (ICCVAM, sigla do inglés Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods) sobre a inconsisténcia de dados
em relacdo a resposta do MAT para pirogénios nao-endotoxinas e a necessidade de
validacéo caso a caso, para cada classe de produtos, tais como bioldgicos e artigos
de saude, a monografia do MAT preconiza seu uso apenas como um terceiro teste
para deteccdo de pirogéniol®. Portanto, atualmente as Farmacopeias Americana e
Brasileira preconizam o Teste de Pirogénios e o LAL, e, a Farmacopeia Europeia
recomenda além destes o MAT. Uma complexa revisdo sobre o MAT e sua
capacidade em detectar pirogénios ndo-endotoxinas foi recentemente apresentada'?.
Apesar dos avancgos, fica evidente a necessidade de se demonstrar a aplicabilidade
do MAT para qualquer produto que nédo foi objeto do estudo de validacdo. Cabe
ressaltar que a legislacdo brasileira sobre Métodos alternativos, a Lei 9.605/1998
contra crimes ambientais e a Lei 11.794/2008 que regulamenta o0 uso de animais na
experimentacdo e no ensino no Brasil, partilha entre si o reconhecimento de que
quando existe método alternativo ndo é permitido usar animais'®*4. Portanto, o Teste
de Pirogénios se contrapfe a tendéncia mundial da substituicdo do uso de animais

por métodos alternativos.

Apesar de todos os esforcos pela busca de alternativas ao uso de animais na
experimentacdo e devido a falta de informacao sobre a plena aplicabilidade da MAT,
o Teste de Pirogénios ainda é amplamente utilizado e preconizado para a maioria dos
produtos biolégicos?. Portanto, frente ao grande nimero de monografias que
requerem testes de pirogenicidade e o numero restrito de produtos validados para o
MAT houve a necessidade de se ter um diagndéstico dos principais produtos de
interesse nacional, principalmente os produtos preconizados exclusivamente pelo
Teste de Pirogénios. Com o intuito de incentivar o reconhecimento do MAT como

meétodo substitutivo, o objetivo deste estudo foi identificar nas monografias das
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farmacopeias Brasileira, Americana e Europeia 0s produtos injetaveis que requerem
0 Teste de Pirogénios e/ou o LAL e assim propor os produtos que tém por base
somente o teste em coelhos como um ponto de partida para estudos que irdo avaliar
a aplicabilidade do MAT.

METODOLOGIA

Foi realizado levantamento de todas as monografias de produtos injetaveis da
Farmacopeia Europeia (FE) de 2010 (7° edicdo)!!, Farmacopeia Americana (FA) de
2009 (32/NF27)'5 e Farmacopeia Brasileira (FB) de 2010 (5° edi¢cdo)*® que requerem
os Testes de Pirogénios e LAL. Foi construida uma planilha no MS-Excel® com todos
0os produtos e substancias classificados pelo tipo de teste preconizado (Teste de

Pirogénios e/ou LAL) para cada farmacopeia.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo do MAT como método substitutivo possui a vantagem de associar
a deteccao do amplo espectro de pirogénios do teste in vivo com a sensibilidade do
LAL, podendo também ser utilizado para amostras ambientais como ar e poeiral’.
Além disso, é baseado no mesmo principio do Teste de Pirogénios, ou seja, no
mecanismo da febre, sé que usando substrato de origem humana, facilitando

possiveis correlacdes in vivo e in vitro®.

A avaliacdo das monografias dos produtos injetaveis que atualmente usam
obrigatoriamente o LAL e principalmente o Teste de Pirogénios, torna-se importante
para estimular e nortear estudos sobre a aplicabilidade do MAT para produtos nao
contemplados no processo de validacéo, contribuindo para suprir a lacuna de dados
na literatura, apontada pelo ICCVAM como um dos problemas para a ndo aceitacao
imediata do MAT como substituto do teste em coelhos.

Os resultados indicaram que somente quatro produtos sao preconizados nas 3
farmacopeias simultaneamente quanto a exigéncia de se testar a contaminacéo
pirogénica (Tabela 1). Cabe ressaltar que destes, apenas a Ampicilina Sédica foi um

dos produtos validados no MAT.
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Tabela 1. Monografias que possuem testes para a deteccao de pirogénios nas

trés farmacopeias.

Produto FB FA FE
Invivo | Invitro | Invivo | Invitro| Invivo| In vitro
Agua - Injetaveis | --------- LAL | ------- LAL | ------- LAL
Ampicilina Sédica P LAL | --—---- LAL | ------- LALUMAT
Cefoxitina Sédica |  --------- LAL | - LAL - LAL
Heparina Sodica LAL | - LAL | ------- AL

Farmacopeia Brasileira (FB) 2010 (5° ed), Farmacopeia Americana (FA) 2009 (32/NF27) e Farmacopeia
Europeia (FE) 2010 (7° ed.). P (Teste de Pirogénios), LAL (Lisado de Amebdcitos do Limulus) e MAT

(Teste de Ativacdo de Mondcitos)

Quando o total de monografias dos produtos injetaveis foi contabilizado por
farmacopeia, observou-se que os testes de Pirogénios e LAL sao preconizados para
639 produtos na FA, 194 na FE e 69 na FB. Quando as monografias sdo separadas
por testes pode ser observado que o LAL é mais utilizado do que o Teste de
Pirogénios, sendo o primeiro preconizado em 619 monografias da FA, 157 da FE e 41
na FB. Apesar de menos utilizado do que o LAL, o Teste de Pirogénios é preconizado
em todas as farmacopeias, sendo 20 monografias na FA, 37 na FE e 28 na FB (Figura
1). A grande diferenca no quantitativo de monografias entre Estados Unidos e demais
paises se deve - em grande parte - aos medicamentos que, no caso do Brasil e
Europa, passam unicamente por teste de esterilidade. Cabe ressaltar que cada pais
tem sua legislacdo e necessidades especificas, portanto, nem todos os produtos
figuram nas 3 farmacopeias o que leva, também, ha uma diferenca no niumero de

testes preconizados.
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Figura 1 — Numero de monografias de produtos injetaveis na Farmacopeia Brasileira
(FB) 2010 (5° ed), Farmacopeia Americana (FA) 2009 (32/NF27) e Farmacopeia
Europeia (FE) 2010 (7° ed.) que requerem o Teste de Pirogénios e LAL.

Buscando identificar as principais classes de produtos que passam
exclusivamente pelo Teste de Pirogénios e que sejam de interesse nacional, 0s
resultados também foram avaliados em relacéo as classes de produtos preconizados
nas monografias para cada teste descrito na FB. Foi observado que dos 69 produtos
injetaveis que passam por testes de pirogenicidade, 41 fazem exclusivamente o LAL
e 28 o Teste de Pirogénios. No primeiro caso, dos 41 produtos injetaveis 39 séo
medicamentos e apenas dois sdo produtos biologicos (vacinas febre amarela e anti-
poliomielite 1, 2, 3 inativada). Isso demonstra que o LAL, no caso da FB, € preconizado
apenas para 5% dos produtos bioldgicos. No caso das 28 monografias preconizadas
para o Teste de Pirogénios, 9 sdo medicamentos, sendo que destes somente 3 fazem
exclusivamente o Teste de Pirogénios representando 33% destes produtos
(Arteméter, Cloridrato de Metoclopramida e Flunitrazepam). Os 21 restantes sao
produtos bioldgicos (hemoderivados, vacinas e soros hiperimunes) sendo que destes,
19 passam exclusivamente pelo Teste de Pirogénios, representando 90,4% destes
produtos (Tabela 2). Destes 19 produtos biolégicos, os soros hiperimunes,

representam 68%, um valor extremamente significativo.



142

Tabela 2 — Monografias da Farmacopeia Brasileira: produtos injetdveis que requerem

0 Teste de Pirogénios e LAL.

Produtos

Classificacéo

Ampicilina

Ampicilina Sédica

Ampicilina Sédica (P6)
Ampicilina Tri-Hidratada
Arteméter

Cloridrato de Metoclopramida
Flunitrazepam

Glicose

Sulfato de Morfina

Medicamento
Medicamento
Medicamento
Medicamento
Medicamento
Medicamento
Medicamento
Medicamento
Medicamento

Fator VIl humano Biologico
Fator VIII humano Biolbgico
Fator IX humano Biologico
Fibrinogénio humano Bioldgico
Plasma humano Bioldgico
Soro Anti-botropico crotalico laquético Biologico
Soro Anti-botrépico crotalico Biolbgico
Soro Anti-botropico laquético Biologico
Soro Anti-botrépico Biologico
Soro Anti-botulinico Biolbgico
Soro Anti-crotalico Biologico
Soro Anti-difitérico Biolbgico
Soro Anti-elapidico Biolbgico
Soro Anti-escorpi6nico Biologico
Soro Anti-londmico Biolbgico
Soro Anti-loxoscélico Biologico
Soro Anti-rdbico Biologico
Soro Anti- tetanico Biolbgico
Vacina Anti-rabica inativada Biologico
Vacina Anti-poliomielite 1,2 3 inativada Bioldgico
Vacina Febre amarela Biolégico

Cabe ressaltar, que os soros hiperimunes sédo produtos largamente utilizados

no tratamento de acidentes com animais pe¢conhentos, assim como no tratamento de

infeccdes bacterianas e virais, sendo considerados de grande interesse pelo Ministério

da Saude (MS). Um dos pontos a ser destacado, € que o Brasil possui, o Programa

Nacional de Imunizac¢6es (PNI) para o qual o INCQS faz andlises lote-a-lote de soros

e vacinas, antes da distribuicAo dos mesmos para as Secretarias Estaduais e

Municipais. Estas analises correspondem a cerca de 90% dos produtos analisados no

Teste de Pirogénios pelo INCQS. Portanto, uma vez reconhecida a aplicabilidade do

MAT para soros e vacinas, o numero de coelhos pode ser drasticamente reduzido com

a substituicdo do uso desses animais, ratificando os conceitos éticos e reduzindo o

custo das analises.
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Portanto, este estudo também indica a necessidade da avaliagcdo em paralelo
in vivo e in vitro para cada produto especifico de forma a contemplar a recomendacao
do ICCVAM em relacdo ao MAT na deteccao de pirogénios em diferentes produtos
destinados a saude. Cabe ressaltar, que os produtos bioldgicos, além do interesse
nacional, também podem ser exportados e, desta forma, é importante ratificar o papel
do Centro Brasileiro de Métodos Alternativos (BraCVAM) em estimular a conducéo
destes estudos, pois, em termos internacionais, refletira a credibilidade do pais no
processo de producao e exportacdo destes produtos biolégicos analisados dentro de

padrdes éticos e de qualidade.

Apesar das vantagens e o reconhecimento do MAT como um potencial
substituto do Teste de Pirogénios, alguns estudos publicados recentemente
apontaram possiveis restricbes da sua aplicagdo quando se necessita de uma grande
guantidade de sangue por ensaio, assim como o0 procedimento de coleta do sangue
que pode ser considerado invasivo e causar desconforto aos doadores?! 2% 23, A
limitacdo do uso de grandes quantidades de sangue fresco foi contornada com o
processo de criopreservacao do sangue total desenvolvido por Schindler et al. (2004),
sendo seu uso validado posteriormente em 2006. A utilizacdo do sangue
criopreservado de pelo menos 4 doadores é uma alternativa viavel, tanto
economicamente como experimentalmente, quando comparada ao sangue fresco
principalmente quando o uso do sangue é necessario em maiores quantidades?425,

Recentemente, alguns estudos apresentaram a utilizacdo de outras fontes de
células mononucleares?!: 2> 23 para contornar a necessidade de se obter maiores
guantidades de sangue quando necessario. O primeiro foi um estudo conduzido por
Waunderlich et al (2014), o qual sugere a utilizagdo do sangue bovino no lugar do
sangue humano para o MAT. Segundo o0s autores, 0 uso do sangue bovino evitaria
possiveis contaminacdes e a influéncia de fatores relacionados a genética e estilo de
vida dos doadores humanos, ja que os animais poderiam ser livres de patdgenos e
mantidos em ambientes apropriados. Entretanto, os resultados encontrados
demonstraram que o sangue bovino foi menos reativo e menos sensivel do que o
sangue humano principalmente para pirogénios ndo endotoxinas (&cido lipoteicdico e
peptidioglicano)?!. Cabe ressaltar, que o uso do sangue do bovino por mais préximo

qgue seja ao do homem, pode retornar ao problema de extrapolacdo de dados entre
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espécies, que € um dos alvos de criticas do Teste de Pirogénios que é realizado em
coelhos.

A outra opcéo foi proposta por Koryakina et al (2014) sobre o desenvolvimento
de um processo de criopreservacao de células mononucleares do sangue periférico
originadas de filtros leucocitarios que podem aumentar a disponibilidade deste tipo
celular para ensaios em escala industrial, além de evitar o desconforto da coleta do
sangue (flebotomia). Ainda, segundo os autores a utilizacdo destes filtros,
normalmente tratados como bio-residuos em hospitais e centros de doacdo de
sangue, € uma forma de se evitar a manipulacdo de sangue humano fresco nos
laboratérios de nivel de biosseguranca 223

Também é importante destacar que varios trabalhos tém demonstrado a
aplicabilidade do MAT para produtos biolégicos, 0 que representa uma grande
vantagem sobre o LAL mesmo no caso onde este pode ser aplicado, como no caso
da avaliagcéo de seguranca de vacinas. Para a producéo da vacina de diferentes cepas
de Neisseria meningitidis do grupo B, foi utilizada a liberacdo de IL-6 e TNF-a do
sangue total humano e de células mononucleares do sangue periférico durante todo
0 processo, demonstrando que o MAT foi altamente sensivel na detec¢do de
pirogénios'®. Outro estudo realizado por Perdomo-Morales et al?° (2011) concluiu que
seus resultados associados a estudos anteriores suportam a substituicdo do Teste de
Pirogénio pelo MAT para Albumina Sérica Humana e para outros hemoderivados que
contenham proteinas de uso terapéutico. Além disso, os autores indicam que, no caso
da Albumina sérica humana, apesar do LAL ser o método preconizado este
apresentou problemas no percentual de recuperacdo da endotoxina nas condi¢cdes

experimentais avaliadas?®.

E importante destacar que alguns estudos também apresentam bons
resultados com relacdo a aplicabilidade do MAT na avaliagdo da contaminacédo de
células utilizadas na terapia celular, como as células tronco, assim como na
biocompatibilidade de proteses, além de demonstrar alta sensibilidade para solugfes
de didlise*®.

Portanto, com base nos resultados do levantamento das monografias dos
produtos que passam pelo Teste de Pirogénios e na importancia do controle da
qualidade destes no Brasil, fica evidente a necessidade de se estabelecer os produtos

biolégicos como ponto de partida para estudos de aplicabilidade do MAT e
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consequentemente o seu reconhecimento como método alternativo ao uso de animais
na deteccéo de pirogénios. Estes resultados n&o significam que outros produtos nao
devam ser analisados, apenas, sugerem uma priorizacdo daqueles em que a

substituicdo do uso de animais podera se dar de forma imediata.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que os produtos bioldgicos sao a
principal classe de medicamentos injetaveis que requerem testes de pirogenicidade,
principalmente o Teste de Pirogénios. Este dado reflete na avaliacdo do controle da
qualidade destes produtos que representam mais de 90% dos Testes de Pirogénios
realizados no INCQS. Portanto, devido a importancia desta classe de produtos no
contexto epidemioldgico sanitario brasileiro, principalmente em relacdo aos soros
hiperimunes, estes devem ser o0s primeiros a ser testados para demonstrar
aplicabilidade do MAT.
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Abstract

Pyrogen tests are safety assays performed in thimeocof quality control of injectable
products by regulatory agencies. Currently, theectlhree available testing possibilities: the
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Rabbit Pyrogen Test (RPT), the Bacterial Endot@east(BET) and test systems using human
whole blood or human monocytes, called Monocytevation Tests (MAT). Although BET is
often considered as a replacement of the animilités not able to detect pyrogens other than
endotoxin. The MAT is based on the human fevertr@a@nd thus most closely reflects the
human response. The aim of this study was to @arra parallel comparison of RPT and MAT
for hyperimmune sera batches analyzed in the rewfrthe quality control laboratory. MAT
was performed in the same forty three batches pétijmnmune sera previously tested in RPT.
Results showed that MAT has presented a 100% Bsatysiand about 85% specificity
compared to RPT, i.e. no false-negative resultewedtained. Only few suspicious samples
which were negative in the RPT after retesting vggrang divergent positive results suggesting
a lower limit of detection of the MAT. MAT is thuable to detect contaminants in biological

products such as hyperimmune sera batches.

Keywords: Rabbit Pyrogen Test, Hyperimmune serdptxin, Monocyte Activation Test

1 — Introduction

Pyrogens are chemically heterogeneous group of fiedeicing compounds derived
from microorganisms especially bacteria, virused amgi. This kind of contamination is
considered a great public health problem and caisecaymptoms ranging from vascular
alterations to shock and death (Hoffmann et alQ520Pyrogenic tests are safety assays
performed in the routine of quality control of injable products by regulatory agencies as well
as during the manufacturing process (Daneshianl.e2@09). Currently, there are three
available testing possibilities: the Rabbit PyroJesst (RPT), the Bacterial Endotoxin Test
(BET), also known akimulusAmebocyte Lysate test (LAL) and the Monocyte Aation Test
(MAT) (Hartung et al, 2001; Melandri et al, 201@&rBomo-Morales et al., 2011, Hasiwa et al.
2013).

Some countries in the world introduced laws thgulate the use of animals used in
experimentation and education and these laws amgyfbased on the principle of the Three
Rs, to replace, reduce and refine the use of asirBxlamples of these laws are the European
Directive 2010/63/EU (replacing Directive 86/609EFEand the Brazilian Law 11,794/2008.

The scope of this legislation is wider and includée development, validation and
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implementation of alternative methods (Hartung 2(E0ropean Comission, 2010) and this

idea can be applied to pyrogen tests.

RPT, considered as the gold standard, covers @éroange of substances and it is able
to detect endotoxin and non-endotoxin pyrogens (NfiPit is less sensitive tham vitro tests
and it is consuming animals (Hartung et al., 200dkagawa et al., 2002). The LAL test is used
widely as a simple and highly sensitineritro method for the detection of endotoxin, however,
this test has some inherent limitations and itrinatsbeen able to fully replace the rabbit test.
This test fails to recognize NEP, which have beegdly neglected and represent an important
source of pyrogens. Moreover, certain products #rattested in rabbits, such as various
biologicals and vaccines, cannot be tested usiad &L (Schindler et al., 2009), since they
can induce false-positive results. It was found glaHuman Serum Albumin (HSA) batches
were contaminated with (1,B)}glucans, which interfere with the conventional L&erdomo-
Morales et al., 2011).

The studies on the development of a method foaoepy RPT was based on isolated
peripheral blood mononuclear cells and their cytekielease inducible by pyrogens and they
began in the 1980s (Poole et al, 1988). After tihis,whole blood (WB) assay was developed,
showing its effectiveness in detecting exogenousgsns other than endotoxin (Hartung and
Wendel, 1995; Hartung and Wendel 1996; Fennrieh. £1999; Hartung et al., 2001; Schindler
et al., 2009, Hasiwa et al., 2013).

Five test systems using human whole blood or humanocytes, called Monocyte
Activation Test (MAT), have been internationallylidated and can be a potential replacement
for the RPT (Hoffmann et al., 2005). This test @ used to detect cytokines release by
activated human monocytes or monocytic cells ssahtarleukin-1beta (IL{1), interleukin-6
(IL-6) and tumor necrosis factor alpha (T&yF which have an important role in fever
pathogenesis. With the use of cryopreserved whaleam blood by the introduction of a
standardized freezing procedure using DMSO as @pcoyective agent, MAT became more
standardized and more widely available and dematestrthat it can be used as a tool to study
details of the fever reaction pathway in the infaienan immune response (Schindler et al.,
2004; Schindler et al., 2006).

However, in spite of the fact that it can be usadaf wide variety of products and its
capability to detect pyrogenicity mediated by NE#re are insufficient data to support this
broader application. The ESAC Statement On TheditglOf In-Vitro Pyrogen Tests of 2006
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(ECVAM, 2006) endorsed MAT that were in 2010 in@ddn the European Pharmacopoeia
(EDQM, 2010), as a third method to detect endotorimamination in human parenteral drugs
on a case-by-case basis, subject to validationedmh specific product to demonstrate
equivalence to RPT (ICCVAM, 2008). For the majormitybiological products, the Brazilian
Pharmacopoeia still recommends the RPT as a magydatacological assay within quality
control (Presgrave, 2003; Melandri et al., 2010).

Some reports about biological products indicated afthough they have passed in RPT
and LAL they have caused pyrogenic episodes irepts]j indicating that these tests do not
always provide sufficient safety support (Perdomorddes et al., 2011; Hasiwa et al., 2013).
Therefore, the development of MAT using human bjgodvided a convenient and validated
in vitro alternative for biological products. The US Inggacy Coordinating Committee for
the Validation of Alternative Test Methods (ICCVAMeclared that “the MAT is suitable after
a product-specific validation as a replacementlierrabbit pyrogen test” (ICCVAM, 2008),

therefore, is necessary to compare the MAT and ®RPBiological products.

Hyperimmune sera (HS) are an important class dbgical products subject to health
surveillance. Many of them, like anti-venom sera,@sed on a large scale for the treatment for
poisoning by snakebite, scorpions, spiders andpeses. Other kinds of HS include those used
in the treatment of patients with diseases caugedibroorganisms (bacteria or viruses), such
as anti-tetanus and anti-rabies sera. All HS preduc Brazil were analyzed in the National
Institute of Quality Control in Health (INCQS) beédbeing distributed to Vaccination Centers
as part of the National Immunization Program. ThdSeanalyzed are mainly: anti-bothropic
(ABS), anti-rabies (ARS), anti-crotalic (ACS) andtigtetanic (ATS) and those represented
more than 90% of the products performed by the RIA€.aim of this study was to carry out a
parallel comparison of RPT and MAT for HS batchealgzed in the routine of the quality

control laboratory.

2 — Animals, Materials and Methods
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Samples

Forty three batches of HS were selected from saiptted in the routine of the quality
control. All 18 samples that needed to be repeatzd used for this study and 25 non pyrogenic
samples for RPT were randomly selected. The HS/aedlfrom two important manufacturers
(A and B) included: Anti-Bothropic Serum (ABS), AfBothropic-LacheticSerum (ABLS),
Anti-Crotalic Serum (ACS), Anti-Tetanic Serum (AT3nti-Elapidic Serum (AELS), AES
(Anti-Escorpionic Serum) and Anti-Rabies Serum (ARSAT was performed on the same
batches of the HS previously tested in the RPT.

Rabbit Pyrogen Test

No animal was used solely for the purpose of thisl\s since they were used in the
routine assay for detection of pyrogenic contannmabf injectable products. For this study,
data from samples represent the results of 165itsalpbpovided by Laboratory Animals
Breeding Center (Cecal) from Oswaldo Cruz Foundaffdocruz) and used for analyses by the
INCQS. The RPT was performed in healthy male Newlated white rabbits weighing not less
than 1.5 kg. All animal experimentations were @ariout in accordance with approved
Institutional protocols by Ethics Committee on AminmJse (CEUA) from Fiocruz and the
recommendations outlined in the Brazilian Pharmaeapthat follows the same directions of
the United States Pharmacopeia. Animals were keptdividual cages, in ventilated racks,
room temperature 20+2°C, 50-70% humidity and resigutoclaved hay as environmental
enrichment. HS samples were injected (1 mL/kg afybaeight)into a marginal ear vein of
each of three rabbits. After the injection, thetabtemperatures of the animals were recorded
with a PyroMon® system (Ellab, Hillrod, Denmark)ema 3 hours period. When none of the
rabbits showed a temperature increase@$°C over its basal temperature, the sample tested
was classified as Non-Pyrogenic (NP). When onlyratbit showed a temperature increase of
>0.5 °C, the test was Repeated (R) using five differabbits. If no more than three of the eight
rabbits tested showed an individual temperatureecase 0f>0.5 °C and if the sum of the
temperature increases for the eight rabbits did exakeed 3.3 °C, the sample tested was
classified as NP. Otherwise, if these criteria hagebeen satisfied the sample was classified

as Pyrogenic (P)
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Monocyte Activation Test

Immune Stimuli

The standard endotoxin stock solution was prepfoed Lipopolysaccharide (LPS) of
Escherichia colO55:B5 (Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany) diluite@yrogenic-free 0.9%
sodium chloride solution (Halex Istar, Goiania, Bba We used Endotoxin Equivalents Units
(EEU) as values for the contaminant concentrat®mead off the standard endotoxin dose-
response curve range from 0.125 to 5 EU/mL (MetApar estimated by comparison with
responses to standard endotoxin solution (Method&)the both methods Endotoxin limit of
5 EU/ml was used as pass/fail criterion for MAT gthis the LPS limit concentration taken as

the lowest dose that produce fever in rabbits amddns (Hochstein et al., 1990).

Determination of the MVD

The Maximum Valid Dilution (MVD) was calculated foABS multiplying the
Endotoxin Limit Concentration (ELC) by the concetitbn of test solution (C) and divided by
the limit of detection (LOD). The ELC was calcukhtas K/M, where K is the threshold
pyrogenic dose of endotoxin per kilogram of bodysmper day (5EU/kg/24 h) and M is the
daily maximum recommended bolus dose of produckgé&ody mass. Maximum dose of ABS
is 120 ml/70kg/24 h. The ELC for ABS was found &02h9 EU/mL.

Determination of the LOD

The limit of detection (LOD) was determined usihg endotoxin standard curve (0.125
to 5 EU/mL) determining the concentration of enaatacorresponding to the cut-off value.
The cut-off value was expressed as optic densiB) @nd it was calculated using the mean of
the 4 replicates for the responses to the blank thicee times the standard deviation (SD) of

the 4 replicates of the responses to the blank.
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Test for interferences

Three batches of pyrogenic-free ABS (manufacturdBrazil) were used. The test was
conducted by incubating diluted whole blood witloigeetric sample dilutions spiked with 0.5
EU/ml and assayed in parallel with the correspogdimspiked dilution. Dilutions with
endotoxin recovery within the 50-200% range wenesatered interference-free and the first
was defined as minimum valid dilution (MinVD). Tliata are expressed by mean = SD of 4

replicates.

Blood samples

Heparinized blood samples were collected from 4thydonors. Differential blood cell
counts were routinely performed with a Cell Counidemogram 60 BioClin) to exclude
donors with acute infection. Under sterile condifoendotoxin-free Sorénsen’s phosphate
buffer (Acila GMNmbh, Moérfelden-Walldorf, Germanwas mixed with 20% v/v endotoxin-
free Dimetil sulfoxide (DMSO, Wak Chemie Medical Bhh Steinbach, Germany) and this
solution was mixed with fresh blood (1:2) as ddsenli by Schindler et al. (2006). The blood
from the four volunteers was aliquoted in pre-cdoleryotubes (Eppendorf, Hamburg,
Germany) and directly frozen at —80°C. Thawed btowdre pooled at the time of testing. The

same pooled cryo-preserved blood was used foxp#ranents.

Whole blood incubation

Human whole blood incubations were performed asrde=d previously in European
Pharmacopoeia (2010). Thawed heparinized cryo-predevhole blood was diluted with 900
pL saline and stimulated with 1QQ. of LPS in polypropylene vials (Eppendorf, Hamhurg
Germany). After incubation for 16 h at 37°C in artdified atmosphere with 5% GCthe vials

were closed and stored at -20°C until cytokine mesament.
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Cytokine measurement

Commercially available Interleukinl and Interleukin-6 kit (R&D Systems,
Wiesbaden, Germany) with a sensitivity range fraént8 250 pg/ml for IL-f and 3, 12 - 300
pg/mL for IL-6 were used. The data are mean + SEN replicates.

Statistics

The results obtained in this study were analyzeddrjormance comparisons between
thein vitro (MAT) and thein vivo (Pyrogen Rabbit Test), derived from the contingetable.
The following parameters were calculated: sensytifthe ratio ofin vivo pyrogenic classified
in vitro as pyrogenic); specificity (the ratio of vivo non-pyrogenic classifieith vitro as non-
pyrogenic); accuracy (the ratio of product clasg®gogenic and non-pyrogenic] correctly

classifiedin vitro); false-positives and false-negatives.

3- Results

The interference test for ABS in WB-MAT was condetin clean samples of three
different batches. As the quantification range iAT™was up to 0.125 EU/mI LPS, and the
spikes were 0.5 EU/ml. For ABS it was possible tamgify IL-1 and Il-6 recovery to LPS
between 50-200% in almost all diluted samples extép(table 1). Therefore, we chose for
this study the MinVD 1:10.

Table 1: Endotoxin recoveries (%) obtained in titerference test with Anti-Bothropic
Serum in WB-MAT using IL-B and IL-6 as readouts.

Readout Batches Dilutions
0 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/1601/320
IL-18 A 36 47 199 132 112 105 111 74
B 5 56 103 149 100 152 161 147
C 6 115 119 115 134 105 110 146
D 20 51 181 110 129 176 111 113
IL-6 A 10 60 100 170 137 78 149 178
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B 8 78 167 >200 130 90 159 184
C 1 65 99 >200 >200 169 134 176
D 1 59 132 >200 137 179 149 178

Recovery was calculated using the mean value dfteroh equivalent concentrations (EEU/m) of the
spiked sampleABS at 0.5 EU/ml (S) and the un-spiked samples (&Sjollows: % Recovery = ((S-US)/0.5)
x100.

Table 2 summarizes the relationship between thes&tBples (1:10 diluted) results
performed in RPT and MAT with ILflreadout. Batches 1 to 25 passed the RPT, 26 to 40
passed the RPT after the retest and batches 43 faoldd the RPT according to the Brazilian
Pharmacopoeia guidelines, showing pyrogenic comiation. When the results of RPT were
compared to the MAT, we observed that batches 3@ tearly failed MAT in both methods,

i.e these batches showed pyrogenic contaminatiomeMer, two batches 34 and 35 failed
MAT only in Method B, although in the Method A tbeadotoxin equivalent concentration was
very close to the limit dose. Probably this diffece between both methods is due to the
adjustment of the dose-response curve in the Meffjaghich involves a comparison of the
batches being examined with a standard of endotinge-response curve. This way, depending

on the slope, the endotoxin equivalent concentnatam be modified.

Table 2: Comparative results of pyrogen evaluatibHS by MAT and RPT

RPT
Individual =
Temperature | Animals* | AT)** MAT MAT
Manufacturef Batches Samples| Variation >=0.5°C| (°C) | (UEE/mI@ | ©®
A 1 ATS 0.20; 0.20; 0.00 0 0¥ [0.31+0.18"| NP
A 2 ABS 0.30; 0.00; 0.00 0 0 |0.16+0.08°| NP
A 3 ABS 0.00; 0.20; 0.20 0 0.4° 10.16+0.12°| NP
A 4 ABS 0.00; 0.10; 0.00 0 0.4 | 0.18+0.04°| NP
A 5 ABS 0.30; 0.20; 0.20 0 O |043+02% | NP
A 6 ABS 0.00; 0.20;0.20 0 0% |0.82+0.01"| NP
B 7 ABS 0.00; 0.10; 0.20 0 0 |2.85+0.10"| NP
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B 8 ABS 0.10; 0.00; 0.00 0 0MN" 10.16 £0.80"| NP

B 9 ABS 0.20; 0.20; 0.00 0 0M 10.31+0.08°| NP

B 10 ABS 0.10.0.10.0.20 0 0.47 10.18+0.02° | NP

B 11 ABS 0.00; 0.00; 0.00 0 &" 10.82+0.01"*| NP

A 12 ABS 0.40; 0.20; 0.20 0 0/ 10.25+0.0N*| NP

B 13 ABS 0.10; 0.10; 0.20 0 0M 10.02+0.08""| NP

A 14 ABS 0.00 0.00; 0.00 0 ° |0.82+0.0"| NP

B 15 ABS 0.00; 0.00; 0.10 0 04" | 0.8+0.00" | NP

B 16 ABS 0.00; 0.00; 0.00 0 % |0.05+0.0%7| NP

A 17 ABS 0.00; 0.00; 0.20 0 0¥ |0.8510.01%7| NP

B 18 ABS 0.00; 0.40; 0.00 0 0M 10.15+0.08°| NP

B 19 ARS 0.20; 0.00; 0.00 0 02 | 0.55+0.047| NP

B 20 ABS 0.00; 0.10; 0.00 0 O |0.49+0.0| NP

B 21 ACS 0.00; 0.10; 0.10 0 02 | 0.05+0.02° | NP

B 22 ABLS 0.00; 0.30; 0.10 0 O™ | 0.64+0.00°| NP

B 23 ABS 0.00; 0.20; 0.20 0 0" | 0.12+0.02"7 | NP

B 24 ARS 0.00; 0.00; 0.00 0 oM | 0.15+0.02° | NP

B 25 ARS 0.10; 0.00; 0.00 0 oM | 0.55+0.437 | NP
0.50; 0.10; 0.00; 0.20;

B 26 ACS 0.00; 0.20; 0.00; 0.14 1 1/MVP 1 0.18+0.08°| NP
0.60; 0.30; 0.30; 0.10;

B 27 ABS 0.40; 0.60; 0.20; 0.0( 2 2P 1 0.59+0.08°| NP
0.60; 0.20; 0.40; 0.50;

B 28 ABLS | 0.50; 0.30; 0.20; 0.3( 3 NP 10.19+0.08°| NP
0.50; 0.30; 0.40; 0.10;

B 29 ARS 0.10; 0.20; 0.20; 0.3( 1 2R/NP | 2.34 £0.087 | NP
0.20; 0.10; 0.60; 0.10;

B 30 ABLS | 0.10; 0.20; 0.30; 0.4 2RNP 1 2.34+0.08°| NP
0.30; 0.20; 0.60; 0.00;

B 31 ABLS | 0.10; 0.20; 0.30; 0.3( 1 NP1 3.08+0.08° | NP
0.50; 0.20; 0.10; 0.10;

A 32 AELS | 0.10; 0.30; 0.00; 0.1 1 R | 2.66+0.02° | NP

0.00; 0.60 ; 0.00;

0.20; 0.40; 0.10; 0.20;

A 33 ABS 0.20 1 1.RNP | 0.12+0.08° | NP
0.30; 0.50; 0.10; 0.20;

B 34 ABLS | 0.50; 0.30; 0.30; 0.5( 3 2%NP | 4.65 + 0.37 P
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0.40; 0.40; 0.50; 0.0Q;

B 35 ABS 0.10; 0.00; 0.10; 0.0( 1 17 1 453 +0.20° P
0.80; 0.10; 0.50; 0.30;

B 36 ATS 0.00; 0.10; 0.20; 0.6( 3 2" | 5.47+0.32 P
0.10; 0.50; 0.10; 0.10;

B 37 ABS 0.10; 0; 0; 0.40 1 18V | 592 +0.5% P
0.30;0.10; 0.60; 0.10;

A 38 ARS 0.15; 0.00; 0.10; 0.0 1 1.38%| 53+0.08 P
0.35; 0.00; 0.50; 0.20;

A 39 AES 0.45; 0.05; 0.10; 0.2 1 1.88""| 58+0.32 P
0.35; 0.00; 0.50; 0.20;

A 40 AES 0.45; 0.05; 0.10; 0.3 1 1.88%| 54+0.2% P
0.30; 0.40; 0.70; 0.50;

A 41 ABLS 0.50; 0.40; 0.50;0.60 6 3.9RP | 6.22+0.46 P
0.30; 0.70; 0.50; 0.30;

A 42 ABLS 0.50; 0.60; 0.40;0.40 4 3.7R" 1 6.08+0.44 P
0.75; 0.30; 1.05; 0.30;

A 43 ARS 0.40; 0.30; 0.40; 0.65 3 4.15RP | 7.2+0.95 P

NP = non-pyrogenic, R/NP = Repeat/Non Pyrogeni®, RRepeat / Pyrogenic. * Pharmacopeia CriterigHer
number of animals3 (NP),> 4 (P). ** Pharmacopoeia criteria: Sufy)(Individual Variation of temperature
(VIT) <3.3°C (NP); > 3,3°C (PJMethod A. Values are means of three replicates stahdard deviation (SD).
Method B. It was considered 5 EU/mL as a positieetm| endotoxin. ATS (anti-tetanic serum), AntitBoopic
Serum (ABS), Anti-Bothropic-Lachetic Serum (ABL@ti-Crotalic Serum (ACS), Anti-Tetanic Serum (ATS)
Anti-Elapidic Serum (AELS), AES (Anti-Escorpioni@&im) and Anti-Rabies Serum (ARS).

In order to understand the differences found betwtee Methods A and B for HS
routine, 5 batches of ABS were artificially spiketh endotoxin in the limit dose (5EU/mL)
and analyzed for the Method A and B for IB-dnd IL-6 as readouts (Table 3). When the results
were evaluated with IL{1readout, batches A and E passed the MAT using ddieghand fail
using Method B ratifying the results summarizedTable 1. For IL-6 readout only batch A
passed the MAT using method A and fail using MettBdThis comparison between the
methods should be further investigated in futuselisis since there are few data in the literature

comparing the two methods for the same lots ofiaj@gtable products.

Table 3: Comparative results of pyrogen evaluabbHS by MAT in the Method A and B
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Batch IL1B IL-6
Method A Method B Method A Method B
UEEm? UEEm?
A 4.136+ 0,28 P 4.904 + 0,03% P
B 5.373+ 0,25 P 5.934 + 0,07 P
C 5.264+ 0,16 P 5.254 + 0,127 P
D 5.423+0,3% P 5.654+ 0,043 P
E 4.956+ 0,1%8° P 5.823 + 0,021 P

Method A. The values are the means of 3 replicatdsS.D. Method B. It had been considered as pasitontrol
5UEmL? of endotoxim’® Non pyrogenic. Pyrogenic

Predictive abilities

Table 4 and 5 show the concordance and discordeggpgency observations between
in vivo andin vitro assays. We observed differences between the twloooe (A and B) with
regard to the number of false negatives, i.e., ctelclassified as non pyrogenmncvivo and
pyrogenicin vitro. Among the 43 products, only 5 were consideredefgdositives for the
Method A and 7 for the Method B. This result campbesent due the higher sensitivity for MAT
than RPT to detect pyrogen contamination. The idiffees between method A and B can be
due to adjusting the endotoxin standard curve (btEtA) determining the concentration of
endotoxin corresponding to the OD while Method B iges-or-no type, it means, if sample
response is below the positive control responss, dbnsidered non pyrogenic and when the

sample response is equal or higher than the pesitmtrol, it is considered as pyrogenic.

Table 4: Contingency table using the Method A WB TWalues.

In vivo a =
. the
Classification
Pyrogenic Non-Pyrogenic
In vitro Pyrogenic 3(a) 5 (b)
classification
Non-Pyrogenic 0 (c) 35 (d)

number of samples for which the RPT and MAT aratpes(true positive), b= the number of samplesvidiich
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the RPT is negative and the MAT is positive (fgdssitive), ¢ = The number of samples which the RRJositive
and MAT is negative (false negative), d = the numifesamples which the RPT and MAT are negativee(tr
negative).

Table 5: Contingency table using the Method B WB ™WAalues

In vivo a =
Classification the
Pyrogenic Non-Pyrogenic
In vitro Pyrogenic 3(a) 7 (b)
classification
Non-Pyrogenic 0 (c) 33 (d)

number of samples for which the RPT and MAT ardtpes(true positive), b= the number of samplesvdrich
the RPT is negative and the MAT is positive (fgdssitive), ¢ = The number of samples which the RRJositive
and MAT is negative (false negative), d = the numifesamples which the RPT and MAT are negativee(tr
negative).

We found 100% of sensitivity for both the A and Btivod (Table 6). Therefore, MAT
was able to detect all cases of products consideysxfjenic in the RPT. Due the differences
observed between the method A and B about falsghmoeesults we found 87,5% and 82,5%
of specificity, respectively. We also analyzed #eEuracy, which refers to the degree of
agreement between the results from the diagnastamnder study and those from a reference
test. The concordance between the MAT and the R&€ 88,3 % and 83,7 % for A and B,

respectively.
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Table 6: Predictability of the MAT for 43 produdiased on method A and B

Parameter MAT Values (%)
Method A Method B
Sensitivity 100 100
Specificity 87,5 82,5
Accuracy 88,3 83,7
False Negatives 0 0
False Positives 11,6 16,3

4- Discussion

Biologicals are an important class of products e&@d in the routine of the quality
control laboratory and responsible for the use gfeat number of animals in RPT. Directive
2010/63/EU is firmly based on the principle of theree Rs and enforces the replacement of
animal tests when validated alternatives exist§gean Commission, 2010). The RPT has to
be evaluated with regard to the Three Rs, sinceHf®r none of the alternatives methods is
considered as a full substitute of the rabbitsid&ss it is not recommended to re-use animals
due to the possibility of cross reaction (Willian2907). In this case, Freitas et al. (2011)
proposed the reduction of the number of rabbitsl usdRPT by the re-use up to four times in
one week, without interfering in the reaction, weftthe RPT has to be considered as a mild pain
test. Directive 2010/63/EU (article 16), imposestnietions on re-use, which were considered
to limit research because the least pain, suffedmgiress or lasting harm and which are most
likely to provide satisfactory results shall beestéd. Although the RPT can be considered as
a mild pain test and the re-use contributes taddaction of the use of animals in RPT for HS

quality control, quite a number of rabbits continade used.

When evaluating the used of LAL in the HS qualibntrol, Fingola et al. (2013)
proposed to use the kinetic chromogenic LAL (C-LAlspay for the determination of bacterial
endotoxin in samples of ABS. However, the LAL Tisshot considered a substitute for RPT

since it is not able to detect other kinds of pyiogy Perdomo-Morales et al. (2011) indicated
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that despite the LAL assay is implemented for pgrotesting of some biological products,
they encountered problems with endotoxin recoverthe interference test with C-LAL that
invalidate the use of LAL as an end-product endotaest for HSA. Failure to recover
endotoxin from biological products with LAL has lpe€ocumented in previous studies
(Hochstein et al., 1979; Jurgens et al., 2002; ¢treadMorales et al., 2011)

The MAT was established as a true alternative yoogen testing, detecting LPS, NEP,
and mixtures and can be considered a differentoggprin pyrogen testing. This test mimicks
the human fever reaction and reflects the reactbitise human innate immune system better
than the other two methods (RPT and LAL) and thigsva a more realistic prediction of the
pyrogenic activity. Our results showed that MATealdy demonstrated its effectiveness and
sensitive in detecting pyrogens for HS batchesyaedlin the quality control routine providing

a real-life picture of the performance of MAT.

Any decision regarding specific criteria for acadpe levels of sensitivity and
specificity in a given situation involves weighirtge consequences of leaving samples
undetected (false negatives) against “erroneousgsifying satisfactory samples as pyrogenic
(false positives). In that case, there were ncefalsgative results. The positive findings for
some negative RPT assays shows MAT is capabldéctdmme limit endotoxin concentration

that rabbit cannot detect due to biological vamiati

One of the problems in order to compamevivo andin vitro tests was related to
biological intrinsic variation of temperature ofettanimals. When de RPT had positive or
negatives results, MAT had the same results. Horwyevieen the RPT had suspicious results
and it was necessary to repeat the test, MAT caw shscordant results probably due to the
biological variation of rabbits. Perdomo-Moralesakt(2011) have supported the replacement
of RPT with MAT as final release test for pyrogeém$iSA, and probably also in other blood-
derived products and therapeutic proteins. In tuohsthe results showed that MAT has good
sensitivity and specificity and is able to detemitaminants in biological products such as HS
batches.

Recently, some authors have suggested that MA®tisvidely used due to the need of
large amount of blood to be used, even if it isoprgserved. Koryakina et al. (2014) have
developed and qualified a procedure to preparetifumad monocytes as cryopreserved human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) fromléhekocyte filters. These filters are used

in the separation of blood in blood donation cesxterd are normally treated as biological waste.
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Solati et al. (2015) also used the MAT using fropenled human mononuclear cells (MNC)
showed that it is a highly sensitive, specific aagroducible pyrogen test, able to detect and

quantify endotoxin and non-endotoxin pyrogenic eamnhations in parenteral pharmaceuticals.

Another study suggests the use of bovine whole dbl@&'underlich et al., 2014;
Waunderlich et al, 2015). The authors proposed tiete®f endotoxin and non-endotoxin
pyrogens using a bovine whole blood assay, buly #igo stated that “further efforts are
indispensable to improve the method’s functionatiigtection limits and robustness as well as
to verify whether it can detect further pyrogendunling lipopeptides”. It should be taken into
account that the use of bovine blood goes agaies8Rs concept. Animal experimentation is
criticized not only for ethical reasons, but, alscause animal model may not correspond
exactly to human response. The use of bovine bioag be a step backwards in terms of the
3Rs concept of animal replacement. If there is thotethat uses human cells, like MAT does,
it means that it produces the same response amgishrdt back the problem of extrapolation of

data between species.

The results of this study are very important siweedemonstrated the applicability of
MAT to hyperimmune sera, which were not objecttefvalidation. This fact can allow MAT
to replace rabbits since in contrary of what wasught, since the official acceptance of the
MAT, the number of animals used for pyrogen testiragnot fall but increased by about 10,000
to 170,000 (Hartung, T, 2015). Brazil does not hameofficial number of animals used yet,
but, as an example, the Brazilian National Institoft Quality Control in Health (INCQS) uses
about 600 rabbits per year only for the routineoggns testing, whereas HS represents about
90% of samples tested (Caldeira, 2015).

5 - Conclusions

This study showed that MAT presented the sametseaslRPT when RPT was clearly
negative or positive. In cases where RPT result suspicious (need of second test with 5
different rabbits), MAT could present a differeasult, but, it never occurred a false negative
in MAT results. This finding shows that MAT is mosensitive than RPT and may detect
pyrogenicity earlier than RPT. Taking into accotirg safety for users, false positive is better
than false negative. Besides, in this case, MAT n@ybe understood as giving false positive
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response, since rabbits already have shown thed tis@s an amount of pyrogenic substance
that led to repeat the test, but, that was noi@efit to be detected as fever response, maybe
due to biological variation. These results showt MAT may replace rabbits in pyrogen test

of hyperimmune sera, filling a lack of informationthe literature for this specific product.
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Summary

The pyrogen tests are safety assays performedeirraiitine of quality control of
injectable products by regulatory agencies. Culyerthere are three available testing
possibilities: the Rabbit Pyrogen Test (RPT), lthulus Amebocyte Lysate test (LAL, also
known as BET - Bacterial Endotoxin Test) and tgsteans using human whole blood or human
monocytes, called Monocyte Activation Test (MAT)though LAL may be considered as a
replacement of the animal test, it is not abledtedt pyrogens other than endotoxin. The MAT
is based on the human fever reaction and thus ohastly reflects the human situation. The
aim of this study was to compare the sensitivitiMeen the responses of RPT and MAT
induced by Zymosan to provide data, which may douated to the MAT to be considered as a
full replacement of RPT. In the current study, eliént Zymosan concentrations were assayed
for MAT in parallel with RPT. Results showed thaAWl was more sensitive than RPT and
these findings demonstrated that MAT presented @ gesponse to Zymosan and may be
considered to replace RPT.

Keywords: pyrogen, parenteral drugs, Zymosan, emdof monocyte activation test
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1 - Introduction

Contaminations of parenteral drugs with pyrogesmse considered a great health
problem since these contaminants can induce inflaiom reactions, including a rise in body
temperature, but also more severe adverse reacsiods as septic shock and even death may
occur (Dinarello, 2004; Schindler et al., 2009)rd@yens are usually detected in the Rabbit
Pyrogen Test (RPT) or alternatively by thenulus Amoebocyte Lysate assay (LAL, also
known as Bacterial Endotoxin Test, BET), both wsfhecific advantages and disadvantages
(Hartung et al., 2000a; Schindler et al., 2009).

The rabbit test is considered as the gold standaxgrs a broader range of substances,
and it is able to detect endotoxin and non-endat@yrogens (NEPSs) but it is less sensitive
thanin vitro tests and it is animal consuming (Hartung et28lQ0b Nakagawa et al., 2002).
The LAL test has not been able to fully replacertimbit test, since it is defined not as a pyrogen
test, but as an endotoxin test (Hasiwa et al., RGABther, it induces false positive results with
glucan-like structures and many herbal medicinem@3hian et al., 2006). Indeed, since these
tests are based on the recognition of endotoxindsy human systems, they are unlikely to
mimic exactly the human response to the same mielectiherefore, as the LAL test is limited
to endotoxins, the RPT must be used for the deteaif NEPs (Nakagawa et al., 2002). It
should be emphasized that in some casesn tigo test remains negative in response to NEPs

that induce pyrogenic adverse reactions in humidasiyva et al., 2013).

The ESAC Statement On The Validity Of In-Vitro Bgen Tests endorsed five cell-
basedin vitro pyrogen tests that were included in the Europeharmacopoeia, named
Monocyte Activation Test (MAT) as a third method f®tection of pyrogen (ICCVAM, 2008;
European Pharmacopoeia, 2010; Perdomo-Morales @04all). Despite the potential to detect
all types of pyrogens, one identified limitationtbé MAT is the lack of data to determine their
responses and suitability for pyrogens other thato®xins that are currently detected by the
RPT. Nevertheless, according to the Interagencydioating Committee on the Validation of
Alternative Methods (ICCVAM), MAT cannot be considd a complete replacement of the
RPT, due mainly to the lack of comparative dataveen the two methods. However, it can be

employed as a substitute for detecting Gram-neg@&ndotoxin in parenteral drugs on a case-
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by-case basis (ICCVAM, 2008, Perdomo-Morales et24l11). The same position has been
adopted by the US Food and Drug Administration (FFDA, 2009; Perdomo-Morales et al.,
2011)

MAT is based on the proinflammatory cytokines rete@n response to any pyrogen
presented in a concentration-dependent manner landLt13 produced is measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Hartand Wendel, 1996; Hoffmann et al.,
2005). Human whole blood containing monocytes wagsen as an accessible source of
primary human immune cells (Daneshian et al., 20Ib¢ advantage is that all the immune
cell types and serum components are present im tiaural composition and sources of
contamination or preactivation of the cells areuastl as no isolation procedures are required
(Poole et al., 1988; Taktak et al., 1991; Eperash &ungi, 1996; Hartung and Wendel, 1996;
Hoffmann et al., 2005). Further, development arich@enent of MAT by the introduction of a
standardized freezing procedure using DMSO as aponyective agent, allowed it became

more standardized and more widely available (Sdairet al., 2006).

The best-known fever-inducing contaminant is a congnt of the cell wall of Gram-
negative bacteria, i.e. endotoxin or lipopolysaciciea(LPS). Pyrogenic components of other
sources are also important and include Gram-pesibacteria and its components like
Lipoteicoic Acid (LTA), viruses and fungal compongiiHasiwa et al., 2007; Schindler et al.,
2009, Perdomo-Morales et al., 2011). Two classesmderved surface structures of fungi have
been proposed to be immune-stimulating non-endosoxglycans e.gf (1-3) andp (1-6)
glucans such as zymosan, laminarin, lichenan, ardlan and structures containing fatty acids
(Hasiwa et al., 2013). Zymosan is a kind of pyrogkemived from the cell wall of yeast
Saccharomyces cerevisia®md induces immune responses associated with Ifumigation.
Consists of protein-carbohydrate complexes contgitiO~57% 1-3-B-glucan (Underhill,
2003; Punsmann et al., 2013), which is an importamtaminant for the some biological
products like Human Serum Albumin (HSA) (Perdomo+Mes et al., 2011). The-13-3-
glucan is a polymer of D-glucose, which comprisaaor structural component of fungal cell
walls and have been identified as a major reticehalothelial-stimulating component in
Zymosan. It binds to Toll-Like Receptor 2 (TLR 2)the surface of monocytes and thereby
induces the expression of proinflammatory cytokitiks Interleukin-B and Interleukin-6
(Young et al., 2001).
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The aim of this study was to compare the sengithitween the responses of RPT and
MAT induced by Zymosan to provide data which magtdbuted to the MAT to be considered

as a replacement of RPT.

2 - Materials and methods

Immune Stimuli

Lipopolysaccharide (LPS) frofascherichia coliO55:B5 (Sigma—Aldrich, Steinheim,
Germany) and Zymosan A fro®accharomyces cerevisig8igma, Deisenhofe, Germany)
were used. All of them were diluted in non pyroge®i9% sodium chloride solution (Halex
Istar, Goiania, Brazil). We compared 1,000 to 5,000n! of Zymosan in RPT and MAT. Since
usually the nature of the Zymosan in a preparabeing examined is unknown, the level of
contamination is expressed in endotoxin-equivalenits, derived by comparison with

responses to standard endotoxin dose-response@@2% a 1 ng/mL (or 0,125 to 5 UE/mL).

Blood samples

Heparinized blood samples were collected from 4thygdonors. Differential blood cell
counts were routinely performed with a Cell Coundemogram 60 BioClin) to exclude
donors with acute infections. Under sterile comlisi the blood was supplemented with 10%
(v/v) Dimethylsulfoxide (Wak Chemie Medical GmbHiethbach, Germany) and Soérensen
Buffer (Acila AG, Morfelden Walldorf, Germany) agstribed by Schindler et al. (2006). The
pool of blood from the four volunteers was aliqubiae pre-cooled cryotubes (Eppendorf,
Hamburg, Germany) and directly frozen at —80°C sTgooled cryo-preserved blood was used

for all experiments.

Whole blood incubation

Human whole blood incubations were performed asride=] previously in European
Pharmacopoeia. Heparinized cryo-preserved wholedbhas diluted with 900 pL to saline and

stimulated with 1007 1L of LPS or Zymosan in polypropylene vials (Epperidélamburg,
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Germany). After incubation for 16 h at 37°C in arhdified atmosphere with 5% CO2, the

vials were closed and stored at -20°C until cytelkimeasurement.

Cytokine determination

Commercially available InterleukinBland Interleukin-6 ELISA kits (R&D Systems,
Wiesbaden, Germany) with a sensitivity range fraént8 250 pg/ml for IL- and 3.12 to 300
pg/mL for IL-6, were used. The data are mean + SEM replicatesThe limit of detection
(LOD) was determined using the endotoxin standandvec (0,125 to 5 EU/mL) and the
concentration of endotoxin should correspond to dheoff value. The cut-off value was
expressed in optic density (OD) and it was caledatsing the mean of the 4 replicates for the
responses to the blank plus three times the stdrdtaration (sd) of the 4 replicates of the

responses to the blank.

Rabbit Pyrogen Test

Twenty-two healthy male New Zealand white rabbigsghiing not less than 1.5 kg were
used. Animals were kept at individual cages, intlated racks, with 12/12 hours light-dark
cycle, 20£2°C, 50-70% humidity, receiving autocldvey as environmental enrichment. For
RPT, animals were selected and acclimatized invitofichloride cages, placed in climate-
controlled room. The animals were obtained from drabory Animals Breeding Center
(Cecall/Fiocruz). All animal experimentations weegeried out in accordance with approved
institutional protocols. by Ethics Committee on #all Use (CEUA) from Fiocruz and the

recommendations outlined in the Brazilian Pharmaop

The RPT was conducted with the same Zymosan camtems used in the MAT.
Animals received each selected Zymosan concentrétimlL/kg of body weight) injected into
a marginal ear vein of each of three rabbits. Affiterinjection, the rectal temperatures of the
animals were recorded with a PyroMon® System (EKibrod, Denmark) over a 3-h period.
For each rabbit, the response was defined as ffexatice between the basal temperature
(obtained prior to injection) and the maximum tenapere recorded after Zymosan injection.
When none of the rabbits showed a temperatureaser®.5°C over its basal temperature, the
Zymosan concentration tested was classified aspyoogenic (NP). When only one rabbit

showed a temperature increa$e5°C, the test was repeated (R) using five differabbits. If
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not more than three of the eight rabbits testedveldan individual temperature increafe5°C
and if the sum of the temperature increases inetgkt rabbits did not exceed 3.3°C, the
Zymosan concentration tested was classified asOtfierwise, the Zymosan concentration was

classified as pyrogenic (P).

It is important to notice that complete RPT wadqened only once, since following
the test Pharmacopeial Monograph it is enough teraene pyrogenicity and in order to avoid

the unnecessary use of animals.
Statistics

Mann-Whitney test (p valug 0.05) was used to compare the means from different
concentrations of Zymosan in the MAT. It was udesldtatistical software Prisma Pro version
6.0.

3- Results

According to the Brazilian Pharmacopoeia guidelinis findings in the RPT showed
that the 1,000 ng/mL/kg Zymosan concentration wassiclered non pyrogenic after the first
test where none of animals showed temperaturetiaria 0.5°C. On the other hand, when the
rabbits received 2,500 ng/mL of Zymosan, results e@nsidered sFAicious, since one of the
animals showed temperature variation equal or higfen 0.5 °C and it was necessary the
retest, presenting the final result as non-pyrage@nly the 5,000 ng/mL/kg failed the RPT
(see the resumed comparative study in tab. 1), thés concentration showed pyrogenic
response for both criteria, since 4 animals showatperatures 0.5°C (0.6°C; 0.7°C; 0.7°C
and 0.5° C) and the sum of eight animal was3 ° §_ = 3.8 °C).

For the MAT, the current study evaluated levelstdrleukin (IL)-13 and IL-6. First
we determined the cut-off and LOD for Il3-5nd IL-6. The values were 0.238 and 0.233
for cut-off (OD) and 0.045 and 0.042 EU/mL for LOG8spectively for the 11 and II-6.
The linear quantification range for LPS (O55:B5)den our assay conditions was also
determined. A linear relationship was found fron26.to 5 EU/ml from IL-B and 0.0625
to 5 EU/ml from IL-6. The correlation coefficierm) for both curves was greater than 0.95
(plots not shown).
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Results of Zymosam concentrations were compard®iPFfm and MAT with IL-B
and II-6 readouts (Table 1). It can be observetdft#®0 ng/mL showed non pyrogenic result
in both assays but 2,500 ng/mL was considered yiogn MAT while that RPT showed

non pyrogenic result in the retest. The 5,000 hgghowed pyrogenic results in both assays.

((insert table 1 here))

These results can be strongly confirmed when coegpar relation to standard endotoxin
dose-response curve (figure 1). Cytokine releasgedndicates that MAT is more sensitive

in detecting Zymosan pyrogenicity, since it caredethe contamination earlier than rabbits.

((insert figure 1 here))

4 — Discussion

Results obtained in this study are fully encompagsome ICCVAM'’s directions when
itis stated that “The RPT amlvitro pyrogen test results can be compared if the sabstance
is tested using both the vivo RPT andn vitro methods (i.e., parallel testing data). However,
because no RPT data were generated with the sanhesamples used in the vitro test
methods, the accuracy of timevitro test results could not be compared directly whtt bf the
RPT” (ICCVAM, 2008). In this study, both RPT and NlTAvere performed using the same
solutions, as well as they were performed in pakall the same time. This could reduce some
interference and it allowed the comparison of nssogtween both assays.

ICCVAM (2008) also states that “one identified ltation of thein vitro test methods
is the lack of data to determine their responsesnd suitability for, pyrogens other than
endotoxins that are currently detected by the RMPT’fact, few data may be found in the
literature and, when it is found it is mentionethgsMAT but not RPT (Hasiwa et al., 2007)
whereas only one article present solely RPT datar(iret al., 2008).
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These results support previous studies as thatucted by Perdomo-Morales et al.
(2011) that aimed to carry out a parallel comparisbRPT, LAL, and MAT as end-product
pyrogen test for Human Serum Albumin (HSA) pregdarat. They evaluated the main source
of contamination in blood-derived products, the3)1;3-glucans commonly used for
clarification in cellulose membranes and one of thest component of yeasts. The LAL
cascade is triggered by (1,B}d-glucan and polysaccharides. Therefore, the asitencluded
that neither the RPT nor the LAL is sufficientlyliable to guarantee consumer safety.
Therefore, MAT is qualified to ensure consumer tsafehen it comes to pyrogenic
contaminations other than LPS (Perdomo-Moralek,&2@l1; Hasiwa et al., 2013). In addition,
according to Hasiwa et al. (2013) both, RPT and Mafiowed 3-4 log-order differences in
potency of different LPS samples. Notably, no stifference in potency was observed for the

LAL, which differed by a maximum of one log-ordétgsiwa et al., 2013)

Fungi in general proved to be highly active in wWieole blood test, though differences
between distinct strains exist. Daneshian et 8062 used the MAT to evaluate the pyrogenic
activity of fungal spores from more than 44 diffgrepathogenic and non-pathogenic
filamentous fungi and yeasts. In this approach Mgdved to be an adequate system for
evaluating the pyrogenic potential of fungal stimdirectly reflecting the human reactivity
(Daneshian et al., 2006; Hasiwa et al., 2013).H&ydame way, our results showed that MAT
is able to detect Zymosan, a non-endotoxin pyrogenyell as it was detected by RPT. The
difference of concentration detection is due tddgwal variation of rabbits and may also be
explained by a higher sensitivity of MAT. By toxlogical point of view, this higher sensitivity

test can be seen as a safer tool to protect comsume

5- Conclusions

Results showed that MAT was more sensitive than &Rilthese findings demonstrated

that MAT has a good response to pyrogens otherghdntoxins, like Zymosan.

Since MAT has been already demonstrated to be tefée¢o detect pyrogenic
contaminations in some products and we have demabdedtthat it is able to detect other
pyrogen than endotoxin, MAT can be used for repigcabbits with the advantage that it is
derived from human tissues, which avoids potenitieertainty associated with cross-species

extrapolation.
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Table 1 — Comparative results of pyrogen evalunaticZymosan by Monocyte Activation Test

(IL-1 and IL-6) and Rabbit Pyrogen Test. ResultsMAT are expressed in Endotoxin

Equivalent Units (EEU)/mL. NP — Non Pyrogenic; Pwogenic; R — Retest. The values of
MAT are the means of three replicates with stan@aror of the mean (SEM).

Zymosam ng/mL RPT (°C) RPT(AT) (°C) MAT (IL-1p) (EEU/mIY MAT (IL-6) (EEU/mI)®
Saline* 0,0;0,0;0,1 0,1\ 0,045+ 0,02° 0,042 +0,0"
1000 0,40; 0,30; 0,30 1.00"" 3.73+1,55" 3.96 + 1,47
2500 0.30; 0.40; 0.50; 0.30; 0.40; 0.40; 0.00; 0.30  2.60~\F 5.46 + 2,27 6.01 1,87

5000 0,60; 0,30; 0,70; 0,30; 0,70; 0,30; 0,40; 0,50  3.80%" 9.74 + 2,97 11.72 + 2,07

2The values are the means of three replicates S#t¥.

* Negative control
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Figure 1: Response to the release of B.(4) and II-6 (b) by different concentrations of
Zymosan in cryopreserved blood. The line represdetsut off 1 ng/mL (5EXML) from LPS
E. coli O55: B5, which correspond to the positive cont&ftiatistics were calculated using

Mann-Whitney test *p valug 0,05, data from three independent experiments.
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ANEXO D -ARTIGO PUBLICADO

Avaliacao microbioldgica da
qgualidade do ar de
interiores: aspectos
metodolégicos e legais*

Microbiological evaluation of indoor air
quality: legal and methodological aspects

Resumo

A contaminagdo microbioldgica do ar de interiores é um grave
problema de salude publica por estar associada a alergias e a doengas
respiratdrias. O objetivo desta revisdao foi apresentar e discutir os
métodos utilizados na avaliacdo microbioldgica da Qualidade do Ar de
Interiores (QAI) e os aspectos legais em relagao aos Valores Maximos
Recomendaveis (VMR). A amostragem ativa por impactacdo em meio
solido tem sido o método mais utilizado, entretanto, diferencas
metodoldgicas contribuem para a difi culdade de padronizacdo dos
VMR. Os testes in vitro sdo considerados uma nova ferramenta para
esse tipo de avaliacdo, entretanto, faltam estudos que utilizem tais
métodos para todos os tipos de ambientes. As limitagdes da Resolu¢do
RE n? 9/2003 indicam a necessidade de uma nova legislacdo

principalmente para servicos de saude.

Palavras-chave: Poluicdo do ar de interiores. Monitoramento

ambiental. Bioaressdis. Vigilancia Sanitaria.

Abstract

Th e microbial indoor air contamination is a serious public
health problem since it is associated with allergies and respiratory
diseases. This review aimed to present and discuss diff erent methods
used to evaluate the microbiological indoor air quality (IAQ) and the
legal aspects related to maximum acceptable levels (MAL). Active air
sampling by impactor sampler on a solid medium has been the most
widely used method, however, diff erences between methods and
diffi culties in recovery of microorganisms contribute to the diffi culty

of standardizing MAL. Th e in vitro tests are considered a new tool for
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this type of evaluation, however, there are few studies that use these methods for all types of
environments. Th e limitations of the Act n2 9/2003 indicate the need for new legislation mainly for
health.

Keywords: Indoor air pollution. Environmental monitoring.  Bioaerosol.  Sanitary

Surveillance.Introducdo

Problemas relacionados a qualidade do ar de interiores (QAI) sdo mundialmente reconhecidos
como um fator de risco para a saude humana e uma importante questdo de Saude Publica (NUNES et
al., 2005; QUADROS et al., 2009). Recentemente, a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) apontou a
poluicdo do ar de interiores como responsdvel por 2,7% dos casos de doengas respiratdrias e alérgicas

no mundo, causadas principalmente pela presenca de bioaressdis no ambiente (WHO, 2009).

Essas particulas sdo numerosas e diversifi cadas, compreendendo virus, bactérias, esporos
flngicos, poeiras organicas, componentes da parede celular das bactérias Gram-negativas
(endotoxinas) e Gram-positivas (acido lipoteicoico), pelos de animais, pdlen e poeira do acaro
doméstico (PANTOJA et al., 2007). Como consequéncia da presenca dessas substancias nas vias aéreas
e circulacdo sanguinea, macréfagos e mondcitos que expressam CD14 podem ser ativados iniciando
uma cascata de transducdo de sinal com liberagdo de uma variedade de mediadores infl amatdrios,
especialmente IL-1 B, TNF-a e IL-6 (BERNASCONI et al., 2010; BONETTA et al., 2010).

Quando a exposicdo a esses agentes ocorre em areas hospitalares, principalmente dreas criticas
onde os pacientes possam estar imunossuprimidos, as consequéncias podem ser mais complexas
levando ao agravamento da doenca e em alguns casos ao dbito (NUNES et al., 2005; PEREIRA et al.,
2005; ORTIZ et al., 2009; QUADROS et al., 2009). Da mesma forma, areas laboratoriais que necessitem
de ambientes estéreis devem ter um controle adequado para evitar a contaminacdo do ambiente e
garantir a qualidade das andlises (PASQUARELLA et al., 2000).

Ao contrdrio dos riscos quimicos ou fisicos, a avaliacdo da exposi¢dao aos riscos bioldgicos ndo
possui metodologias e padrdes referenciais adequados (NUNES et al., 2005; BERNASCONI et al., 2010).
O procedimento de amostragem é realizado por coleta de ar e poeira de forma passiva e ativa, e muitos
métodos diferentes podem ser usados na quantifi cacdo e na identifi cacdo desses microrganismos
(PASQUARELLA et al., 2000). Essas diferencas contribuem para a difi culdade na compara¢do dos
resultados e, consequentemente, para a padronizag¢do de Valores Maximos Recomendaveis (VMR),
limites que separam as condi¢cGes de auséncia e presenca do risco de agressdo a saude humana (NUNES
et al.,, 2005). Recentemente, em estudos foram utilizados testes in vitro como a dosagem de
mediadores infl amatdrios no sangue total humano e linhagens celulares que respondem a todos os
contaminantes bioldgicos presentes nas amostras de ar ou poeira, assim como métodos de dosagem
de endotoxinas (KINDINGER et al., 2005; DANESHIAN; von AULOCK; HARTUNG, 2009; LIEBERS et al.,
2009; SCHINDLER et al., 2009).

A concentracdo de microrganismos vidveis e cultivdveis, principalmente fungos totais e

bactérias, é utilizada como padrao referencial microbioldgico para avaliacdo da QA Esse padrdo é um
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parametro utilizado como sentinela para determinar a necessidade da busca das fontes poluentes ou
das intervengbes ambientais (BRASIL, 2003a; WHO, 2009). Um grande problema na determinac¢do dos
critérios de avaliacdo desses microrganismos, de forma a serem universalmente vélidos, é a difi
culdade de medi¢gdo de uma resposta proporcional do corpo humano a contaminagdo externa. A
concentracdo de microrganismos vivos e cultivdveis pode ndo representar o potencial risco biolégico
do ambiente devido a presenca de outros contaminantes ndo mensuraveis pelos métodos disponiveis
(SCHINDLER et al., 2009). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou,
por meio da Resolugdo RE n2 9, de 16 de janeiro de 2003, as orientagOes técnicas para os “Padrées
Referenciais da Qualidade do Ar de Interiores em ambientes climatizados artifi cialmente de uso
publico e coletivo”. Nessa Resolugdo foi defi nido em termos de contaminacdo biolégica apenas o VMR
para fungos totais (BRASIL, 2003a; QUADROS et al., 2009). Devido a falta de legislacdo adequada,
alguns estudos estabeleceram por meio de analises em areas residenciais, ocupacionais e hospitalares,
valores aceitaveis para a contaminag¢do microbioldgica que, juntamente aos valores estabelecidos por
orgdos internacionais, servem para fi ns comparativos (DUTDIEWICZ, 1997; PASQUARELLA; PITZURRA;
SAVINO, 2000; BOUILLARD et al.,

2005). O objetivo desta revisdo foi apresentar e discutir os diferentes métodos utilizados na avaliagao

microbiolégica da QAl e os aspectos legais em relacdo aos VMR atualmente utilizados.

1 Amostragem e avaliacao de bioaressois

O monitoramento de bioaerossois inclui a medi¢cdo de microrganismos viaveis (cultivaveis e ndo
cultivaveis) e componentes ou partes desses microrganismos por coleta passiva e ativa. Entretanto, a
maioria dos métodos empregados representa apenas aproximag¢oes da concentra¢do de fungos ou
bactérias em ambientes reconhecidamente contaminados (PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000;
KINDINGER et al., 2005).

O método de coleta passivo ou método gravitacional é realizado por sedimentacdo de
microrganismos dispersos no ar em placas de Petri com meio de cultura especifi co e posterior
contagem de UFC por superficie ou por tempo de amostragem (UFC/dm2 e UFC/h). E considerado um
método limitado devido principalmente a falta de padronizacdo do tempo de exposi¢do, o que limita
a quantifi cacdo desses microrganismos (PANTOJA; COUTO; PAIXAO; 2007). Além disso, a coleta
passiva possui baixa sensibilidade para pequenas particulas como esporos que ndo se depositam
somente pela a¢do da gravidade e pode sofrer infl uéncia direta da movimentacdo do ar no ambiente
avaliado (NUNES et al., 2005). Entretanto, devido a sua simplicidade, baixo custo e o fornecimento de
informacgdes qualitativas sobre a exposicdo, ainda é utilizado principalmente para monitorar salas
limpas e ambientes controlados (PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000).

Na amostragem ativa sdo utilizados equipamentos que coletam um volume conhecido de ar
direcionado em um meio nutriente por diferentes técnicas, quantifi cando os padr&es referenciais a
partir da contagem de UFC/ m3. Os processos mais utilizados sdo por impactacdo em meio sélido por

amostradores do tipo linear de 1, 2 ou 6 estagios, que podem simular o trato respiratério humano em
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fungdo do tamanho das particulas retidas (PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000; NUNES et al.,
2005). Apesar da vantagem de se determinar o nimero de particulas respiraveis e, portanto, seu
potencial em causar infec¢bes, os impactadores de multiplos estagios sdo menos precisos, possuem

um maior custo e sdao mais dificeis de serem manuseados do que os de um estagio (NUNES et al., 2005).

Outras técnicas por amostragem ativa podem ser utilizadas como a impactagdo em meio liquido
e por centrifugacado, fi ltracdo (através de um fi ltro de membrana) e precipitacdo eletrostatica (Tabela
1). A determinacdo da estimativa de poeira no ar por métodos gravimétricos também tem sido
utilizado; entretanto, somente a quantidade de poeira ndo fornece nenhuma indicagao de atividade

bioldgica dos componentes presentes na amostra (NUNES et al., 2005; QUADROS et al., 2009).

O emprego de diferentes tipos de amostragem, técnicas e equipamentos podem infl uenciar a
quantifi cacdo dos microrganismos presentes no ambiente, gerando problemas na avaliacdo dos
resultados em fung¢do dos diferentes niveis de efi ciéncia e custo. A difi culdade de comparacdo de
resultados dependendo do método de amostragem foi apresentada em avaliagGes de salas cirdrgicas
demonstrando que o nimero de UFC/m3 de espécies patogénicas obtidos com o método de

sedimentacdo foi em média inferior aos encontrados por impactac¢do (FLEISCHER et al., 2006).

Universitas:CiénciasdaSaude,Brasilia,v.10,n.1,p.51-60,jan./jun.2012
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A identificacdo dos microrganismos presentes no ambiente também é uma tarefa dificil e extremamente
trabalhosa. Podem ser utilizados métodos morfoldgicos e de coloragdo por microscopia classica e dosagens
de componentes quimicos como ATP, enzimas e DNA por metro cubico de ar (ACGIH, 1989; PASQUARELLA,;
PITZURRA; SAVINO, 2000). A utilizacdo da microscopia eletronica ou por varredura, fl uorescéncia e técnicas
de biologia molecular ou imunoquimica como citometria de fl uxo, reacdo em cadeia da polimerase em
tempo-real, andlise do polimorfi smo de fragmentos de restricdo enzimatica e ensaios imuno-enzimaticos
também sdo ferramentas importantes na identifi cacdo tanto dos microrganismos vivos como partes ou
constituintes desses contaminantes. Certas espécies de microrganismos de crescimento lento podem ser
demasiadamente exigentes para crescer em cultura de laboratério sendo dificeis de serem identifi cadas
(PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000; LIEBERS et al., 2009). Métodos de cultura tradicionais provaram
ser de uso limitado para avaliagdo da exposi¢do, fornecendo dados quantitativos de pouca reprodutibilidade,
selecionando determinadas espécies em fun¢do do método de amostragem e meios de cultura especifi cos
(WHO, 2009). Além disso, os métodos existentes nem sempre permitem a coleta ideal de microrganismos,
bem como partes deles, que sdo reconhecidamente importantes na contaminagao do ar ambiente e que se
relacionam com efeitos a saide humana, por exemplo, as endotoxinas (SCHINDLER et al., 2009).

Tabela 1 Comparagdo entre as coletas de ar por amostragem ativa e passiva

AMOSTRAGEM PASSIVA ATIVA
-Qualitativa; -Quantitativa;
-Microrganismos -Permite a deteccdo de microrganismos vidveis e cultivaveis e

vidveis e cultivaveis. partes desses microrganismos;

ANALISES -Possibilidade do uso de métodos in vitro: *LAL: solugdo apds
lavagem do fi ltro amostrado para detec¢do de endotoxinas

-*TAM: contato direto do fi ltro amostrado com sangue total
humano fresco ou cultura de linhagens monociticas. Dosagem de
citocinas para contaminantes biolégicos em geral.

-Baixo custo; -Preconizada por diretrizes ofi ciais;
-Maior
disponibilidade de -Mais sensivel;
uso;
VANTAGENS -Maior numero de
analises em menor-Mais efi ciente;
tempo.

-Permite avaliacdo de particulas de varios tamanhos incluindo as
alveolares.

-Difi culdade na

-Variedade de equipamentos difi culta comparacao e a reprodutibilidade
deteccdo de particulas

dos resultados;
pequenas como

DESVANTAGENS esporos fungicos;

-Infl uéncia do tempo -Necessidade de constante calibracdao do equipamento.
de amostragem que
nao é defi nido.

*LAL- Lisado dos Amebdcitos de Limulus; TAM — Teste de Ativagdao de Mondcitos.
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A contagem de fungos totais, apesar de ser um padrao referencial que melhor representa o nivel
de ocupacio do ambiente e recomendado pela Resolugdo RE 09/2003, pode nio ser o mais adequado
para os hospitalares, por exemplo, nos quais, bactérias sdo responsaveis por grande nimero de
infeccBes (BRASIL, 2003a; NUNES et al., 2005; QUADROS et al., 2009). Alguns estudos demonstraram
que quantidades signifi cativas de bactérias e leveduras podem crescer em meios especifi cos para
fungos, necessitando ser esclarecido se a contagem deve ser somente de fungos fi lamentosos ou se
as leveduras devem ser incluidas (QUADROS et al., 2009; DASCALAKI, 2009). Recentemente, novos
estudos comprovam a importancia do uso de métodos toxicoldgicos in vitro que avaliem a atividade
bioldgica e tornem possivel a quantifi cacdo de todos os contaminantes bioldgicos presentes no ar
ambiente (LIEBERS et al., 2009; SCHINDLER et al., 2009; BERNASCONI et al., 2010) e sua relagdo com
doengas respiratérias (CASTRO et al., 2005). Dentro desse contexto, no qual a amostragem e a analise
da qualidade do ar sdo os primeiros passos para determinar se o ambiente apresenta uma ameaca
potencial para as pessoas expostas, os modelos in vitro contribuem como uma importante ferramenta
nas amostragens de medicao (KINDINGER et al., 2005; BLAAUBOER; 2008; BERNASCO-NI et al., 2010).

As metodologias empregadas sdo adaptagdes de métodos utilizados para a avaliagdo de
contaminantes bioldgicos em produtos injetdveis de uso humano e recentemente incorporados na
Farmacopeia Europeia especifi camente para esses produtos (BERNASCONI et al., 2010). A
amostragem do ar é realizada por coleta ativa com o uso de bombas individuais com fl uxo defi nido e
sistemas coletores formados por cassetes e fi ltros especifi cos (DANESHIAN; von AULOCK; HARTUNG,
2009).

Atualmente, dois métodos in vitro tém sido utilizados: o Teste de Endotoxina Bacteriana e o
Teste de Ativacdo de Mondcitos (KINDINGER et al., 2009). O Ensaio de Endotoxina Bacteriana é
baseado na reagdo do lisado de amebécitos do caranguejo-ferradura (Limulus polyphemus) com a
endotoxina e por isso também conhecido como Lisado de Amebdcitos do Limulus (LAL). Para a analise
deve ser realizada a lavagem dos fi Itros, cujo extrato é centrifugado e usado para dosar especifi
camente endotoxinas por uso de kits comerciais, sendo sua poténcia expressa em unidades de
endotoxina (UE)/m3 de ar ou UE/mg de poeira. O resultado deve ser sempre comparado ao segundo
padrdo internacional de endotoxina (Escherichia colsorotipo 0113: H10). Assim, esse ensaio refl ete
apenas uma pequena parte do todo espectro de microrganismos transportados por via aérea. Além
disso, como a endotoxina é medida apenas na forma livre, complexos formados com proteinas e outras
particulas contidas nos bioaressdis como fungos, glicanos e DNA sdo interferentes nesse ensaio, que
tem também como limitacdo o fato de ndo poder ser usado diretamente em amostras sélidas como
poeiras e particulados e nem amostras que possuam alguma coloragdo (SCHINDLER et al., 2009). Além
disso, estudos em ambientes domésticos indicam que a atividade bioldgica encontrada em extratos de
poeira ndo é mediada apenas por endotoxina, e sim por bactérias Gram-positivas e outros

contaminantes que nao sdo detectados por LAL (LIEBERS et al., 2009).

Devido as limitagdes do LAL, foi desenvolvido o Teste de Ativacdo de Mondcitos que detecta

todos os tipos de contaminantes bioldgicos por meio da dosagem de mediadores infl amatdrios em
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sangue total humano (TNF-a; IL1- e IL-6) e culturas de células monociticas, principalmente a
MonoMac 6, apds contato direto do sangue humano com o fi Itro amostrado. Os resultados sdo
expressos em unidades equivalentes de endotoxina (UEE)/m3 de ar sempre comparado ao padrio
internacional de endotoxina da OMS (RIECHELMANN et al.,, 2007, BERNASCONI et al.,, 2010). A
vantagem dessa metodologia reside no fato de refl etir a carga bioldgica presente no ambiente
independentemente da sua origem, incluindo microrganismos vidveis cultivaveis e nado cultivaveis e
substancias potencialmente alergénicas (DANESHIAN; von AULOCK; HARTUNG et al., 2009; KINDINGER
et al., 2009; SCHINDLER et al., 2009; LIEBERS et al., 2009; BERNASCONI et al., 2010). Algumas criticas
dizem respeito ao perfi | individual de liberagdo de citocinas dos doadores, ja que essa resposta pode
ser infl uenciada por fatores como ritmo circadiano, polimorfi smo genético do receptor TLR4, além da
difi culdade de obtencdo de quantidades signifi cativas de sangue de apenas um doador. Entretanto,
segundo Schindler et al. (2009), a utilizacdo do pool de sangue de 3 a 5 doadores, assim como a
criopreservacgao do sangue podem contornar esse problema diminuindo as diferencas interindividuais

entre os doadores.

A dosagem de mediadores infl amatdrios no sangue total humano de trabalhadores expostos a
Silica foi utilizada por Castro et al. (2005) como indicador de predi¢do para a fi brose pulmonar. Nesse
estudo, foi encontrada uma diferenca estatisticamente signifi cativa nas médias de IL-1 B, TNF-a e IL-
6 entre o grupo exposto e o ndo exposto, apontando a possibilidade do uso dos niveis de citocinas

como um biomarcador da gravidade da fi brose pulmonar causada pela exposig¢ao a Silica.

2 Normas, diretrizes e aspectos legais sobre a QAI

Devido ao grande numero de contaminantes e poluentes existentes no ar de interiores e seus
efeitos adversos, varias normas e diretrizes foram elaboradas por uma variedade de agéncias ndo

havendo tanto consenso mundial quanto harmonizacdo de metodologias (QUADROS et al., 2009).

Grande parte dos parametros defi nidos para QAl no Brasil sdo extrapolacdes dos limites
estabelecidos por 6rgdos internacionais e normalmente relacionados a ambientes ocupacionais para
parametros fisicos e quimicos (BRICKUS; AQUINO NETO, 1999). Para tal, sdo utilizados: os limites para
ambientes urbanos defi nidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental
Protection Agency - EPA) e OMS; os valores de referéncia do Instituto Nacional de Seguranga e Salde
Ocupacional dos Estados Unidos (National Institute for Occupational Safety and Health - NIOSH) e os
limites de exposicdo ocupacional (Occupacional Exposure Level - OEL) adotados pela Administracédo de
Seguranca e Saude Ocupacional dos Estados Unidos (Occupational Safety and Health Administration -
OSHA) (QUADROS et al., 2009). No caso da avaliagdo dos riscos bioldgicos, as normas e diretrizes

variam entre os orgdos e agéncias regulatorias assim como VMR (tabela 2).
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Tabela 2 Normas e diretrizes de d6rgdos governamentais, agéncias regulatdrias e estudos cientifi cos para avaliagdo de
bioaressois

AGENCIAS E ORGAOS REGULATORIOS

REFERENCIA AMBIENTE PADRAO REFERENCIAL VAL
OR
ACGIH Ocupacional OEL Fungos 250
UFC/m?
NIOSH Ocupacional OEL Microrganismos totais 1000
UFC/m3
oMS Limites para ambientes urbanos Fungos 500
UFC/m3
ANVISA Ambientes coletivos VMR Fungos totais 750
UFC/m?
Populagdo ndo exposta Fungos totais 150
UFC/m?
NRCC -
VR Fungos anemofi los 100
UFC/m3

ARTIGOS CIENTIFICOS

DUTKIEWICZ, 1997
DACARRO et al.(2000)

Ocupacional - OEL Microrganismos totais ~ 10* UFC/m3

1000 GIMC/m3
Alto risco 25 UFC/h

Ambientes coletivos GIMC Microrganismos totais

PASQUARELLA et al. (2000) Hospital-IMA Microrganismos totais Médio risco 5 UFC/h
Baixo risco 750 UFC/h
Fungos 5 x 103 UFC/m?3
Ocupacional Bactéria 100 x 103 UFC/m?

(poeira organica)

GORNY e OFL

DUTKIEWICZ (2002)

Endotoxina(LAL) 2000 UE/m3

Populagdo ndo exposta
RLV

Fungos

5x 103 UFC/m3

Bactéria

5x10% UFC/m3

Endotoxinas (LAL)

50 UE/m3

Aves Contaminantes bioldgicos
_ & 7,5 x 10% 3,8 x 10° UEE
Criadouro de (TAM)
KINDINGER et al. (2005) o . ——
animais Contaminantes bioldgicos 6 3
, 0,1 a 16x10° UEE/m
Estdbulos  (TAM)

Contaminantes bioldgicos
(TAM)

ACGIH - Conferéncia Americana de Higienistas Industriais e Governamentais; NIOSH - Instituto Nacional de Segurancga e Saude
Ocupacional dos Estados Unidos; OMS — Organizagdo Mundial da Satude; ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria;
NRCC - Conselho Nacional de Pesquisas Canadense; OEL- Limite de Exposicdo Ocupacional; GIMC — indice Global de

Contaminacdo Microbiana; IMA - indice de Contaminac3o Aérea Microbiana; RLV - Valores Limites Residenciais; LAL — Lisado
dos Amebacitos de Limulus; TAM- Teste de Ativagdo de Mondcitos.

BERNASCONI et al. (2010) Populagdo ndo exposta 150 UEE/m3
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Alguns 6rgaos definiram padrdes para niveis de fun- a populacdo permanece em ambientes
fechados o ano todo gos no ar em populacdo ndo exposta, principalmente onde em decorréncia das
condicdes climaticas. No caso de exposi¢Oes ocupacionais a bioaerossois, ndo existem valores de OEL
ou Limites de Tolerdncia (Th reshold Limit Values - TLV) reconhecidos por drgdos regulatdrios
(PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000). O NIOSH preconiza até 1000 UFC/m3 como valor maximo
recomendavel (ROOS et al., 2004). Os valores de OEL de 104 UFC/m3, citados por Dutkiewicz et al. (1997)
para os microrganismos totais estabelecidos em ambientes com grandes quantidades de poeira organica
como na agricultura, tém sido utilizados para fi ns comparativos em alguns estudos. Algumas
recomendacdes foram estabelecidas pelo Comité sobre bioaerossol da Conferéncia Americana de
Higienistas Industriais Governamentais (American Conference of Governamental Industrial Hygienists -
ACGIH), a qual, baseada em estudos anteriores, estabeleceu que a concentracdo de fungos anemoéfi los
em ambientes externos “rotineiramente excede 1000 UFC/m3 e podem alcancar em média 10.000
UFC/m:3 nos meses de verdo”. Esse mesmo Comité estabeleceu como OEL o limite de 250 UFC/m3 para
ambientes fechados. A ACGIH também adverte que concentra¢des menores que 100 UFC/m3 podem ser
consideradas insalubres em ambientes que atendam individuos imunossuprimidos (BOUILLARD et al.,
2005). Portanto, a concentracdo de microrganismos presente no ambiente ndo deve apenas ser quantifi
cada, mas avaliada também sobre seu potencial toxigénico, levando-se em considera¢do que a baixa
concentragdo de microrganismos no ar, por si s6, ndo indica um ambiente limpo e saudavel (ACGIH,
1989).

Contudo, esse regulamento causou muita discussdo e discordancia entre os membros do grupo
técnico e sem conclusGes consensuais sobre VMR (BRASIL, 1998; GIODA e NETTO, 2003).

As principais resolu¢Ges partiram da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que
publicou, a partir dessa portaria governamental, a Resolu¢do RE n2 176 de 24 de outubro de 2000 com
algumas orientacGes técnicas sobre “Padrbes Referenciais da Qualidade do Ar de Interiores em
ambientes climatizados artifi cialmente de uso publico e coletivo”. Tal Resolugdo foi pioneira nessa
area porque foram defi nidas as principais fontes de contaminagdo bioldgica de ar de interiores
(bactérias, fungos, protozoarios, virus, algas pdlen e artropodes). Também foi defi nido em termos de
contaminacdo biolégica o VMR para contaminagdo microbiolédgica de fungos, a qual deve ser menor
do que 750 UFC/m3, sendo inaceitavel a presenca de fungos patogénicos (QUADROS et al., 2009).
Segundo Nunes (2005), esse limite foi alvo de criticas em relagdo a sua origem sem base cientifi ca ja

que foi obtido a partir da quantidade de esporos inalados de Penicillium sp, capaz de induzir um surto
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asmatico quando inalado em 7 x 105/10 m3 de ar por um individuo adulto sem estudos e critérios
cientifi cos que o correlacionem a potenciais efeitos a saide humana. Além disso, também foi
estabelecida nessa Resolucdo a relacdo I/E a qual deve ser menor ou igual a 1,5, em que | é a
quantidade de fungos no ambiente interior e E é a quantidade de fungos no ambiente exterior.
Também s3do determinados nessa Resolugdo valores de umidade relativa do ar, temperatura e
contaminacgdo quimica (BRASIL, 2000).

A Resolugdo RE n? 176/90 foi atualizada para a Resolucdo RE n2 9, de 16 de janeiro de 2003 que
estd em vigor atualmente, sem alteragdes nos valores para contaminantes biolégicos (BRASIL, 20033;
GIODA e NETTO, 2003). Esta Resolu¢do apresentou o nimero minimo de pontos de amostragem em
funcdo do espaco fisico, o que gerou grande nimero de criticas em fun¢do do nimero reduzido de
pontos exigidos por metro quadrado, por exemplo, em uma area de até 1.000 m? deve-se coletar

apenas 1(um) ponto amostral (NUNES et al., 2005).

Existem ressalvas ndo contempladas na Resolucdo RE n2 09/03 que foram incluidas na consulta
publica n? 109, de 11 de dezembro de 2003, a qual foi encerrada sem um consenso por parte dos
pesquisadores e sociedade. Essa consulta intitulada “Orientagdo Técnica referente aos indicadores de
qualidade do ar interior em ambientes de servicos de salde” seria uma proposta para atualizar
parametros bioldgicos, quimicos e fisicos, identifi cacdo das possiveis fontes poluentes e métodos
analiticos. A proposta também reconhecia a falta de uniformidade de instalagGes de sistemas de
climatizacdo em servigos de saude no Brasil por sua extensdo territorial e diferencas econdémicas e
tecnoldgicas. Outro ponto a ser destacado é a delimitacdo de areas de risco de ocorréncia de infecgdes,
classifi cadas em nivel O (zero) (area onde o risco ndo excede aquele encontrado em ambientes de uso
publico e coletivo); nivel 1 (area onde ndo foi constatado o risco relacionado a efeitos adversos, porém
algumas autoridades, organizagdes ou investigadores sugerem que o risco deva ser considerado); nivel
2 (area onde existem fortes evidéncias de risco de ocorréncia de eventos adversos relacionados a
qualidade do ar de seus ocupantes ou de pacientes que utilizardo produtos manipulados nestas areas,
baseadas em estudos experimentais, clinicos ou epidemiolégicos bem delineados); e nivel 3 (area onde
existem fortes evidéncias de alto risco de eventos adversos de seus ocupantes ou de pacientes que
utilizam produtos manipulados nestas areas, baseados em estudos experimentais, clinicos ou
epidemioldgicos bem delineados). De acordo com esses niveis, foram estabelecidas contagens
maximas de UFC cujo indicador de qualidade de ar ambiental interior é a contagem total de bactérias
e fungos: a. nivel zero £ 750 UFC/m3; nivel 1 = 500 UFC/m3, nivel 2 = 200 UFC/ m3 e nivel 3 =50 UFC/m
. Esses valores foram baseados na norma da ABNT NBR 7256 sobre o tratamento de ar em
estabelecimentos assistenciais de salde (EAS) e consequentemente nos tipos de fi ltros estabelecidos
na norma (BRASIL, 2003b; PEREIRA et al., 2005). Apesar da necessidade de manutencdo rigorosa do
sistema de ar condicionado em clinicas e hospitais, essa consulta deveria ser adaptada a realidade
dessas unidades de forma que um nimero maior desses estabelecimentos pudesse ser contemplado.
Uma nova discussdo sobre uma legislacdo especifi ca para os servicos de saide demonstraria a
necessidade do estabelecimento de parametros para ambientes hospitalares, que deveriam ser

enquadrados em uma categoria especial para a qualidade do ar de interiores pela importancia da
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participacdao do meio ambiente na transmissao de processos infecciosos em fun¢do de usuarios mais

susceptiveis.

3 Estudos cientificos na adoc¢do de valores limites para bioaerossois

A necessidade de um maior nimero de estudos para o estabelecimento de valores limites para
bioaerossdis, tanto em exposi¢des ocupacionais quanto da populacdo em geral, fez com que desde a
década de 1980 surgissem propostas a partir de analises em diversos tipos de ambientes. Para
ambientes considerados especiais ou criticos, como os servicos de saude, foram padronizados limites
maximos de UFC por amostragem passiva. Esses limites foram classifi cados em 6timos, aceitaveis e
inaceitaveis para: i) enfermarias (0 a 450; 451 a 750 e acima de 750 UFC/dmz?/h); ii) farmacia (0 a 100;
101 a 180 e acima de 180 UFC/dm?/h); iii) sala asséptica (0 a 50; 51 a 90 e acima de 90 UFC/dm?/h);
iv) sala cirurgica em repouso (0 a 4; 5 a 8 e acima de 8); e v) sala cirurgica em atividade (0 a 60; 61 a 90
e acima de 90 UFC/dm?/h). Esse trabalho foi usado como base por Pasquarella et al. (2000) para
estabelecer por meio de um modelo matematico, valores limitrofes de acordo com o risco ambiental
para areas hospitalares com o uso do indice de Contaminacdo Aérea Microbiana (Index of Microbial
Air contamination IMA), calculado pela contagem das unidades formadoras de col6nia. Segundo os
mesmos autores, o risco pode ser classifi cado como: muito alto IMA até 5 UFC/h (salas ultralimpas,
isolamento reverso, sala cirtrgica para prétese articular, sala para producgdo de solugdes injetaveis);
alto IMA até 25 UFC/h (salas limpas, centro cirdrgico, UTI, unidade de dialise); médio IMA até 50 UFC/h
(enfermarias); e baixo IMA até 75 UFC/h (demais setores) (QUADROS et al., 2009).

Dacarro et al. (2003) estabeleceram um indice global de contaminagdo microbiana por metro
clbico de ar (Global Index of Microbial ContaminationGIMC/m3) de 1.000 GIMC/m3 apds avaliagdo
da qualidade do ar em edificios com base nos resultados obtidos a partir de 226 escritérios. Esse indice,
considerado um valor limite sauddvel para QAl em edificios publicos, tem sido criticado por alguns
autores que encontraram em 95,5% dos escritdrios avaliados, valores de GIMC/m3 abaixo desse indice
(BERNASCONI et al., 2010).

Uma importante proposta foi apresentada por Gérny e Dutkiewicz (2002), na qual foram
estabelecidos valores de OEL em ambientes industriais e valores limites residenciais (Residential Limit
Values- RLV) em edificios. Esses indices foram determinados para componentes de bioaerossois
mediante vdrias medidas de fracGes inalaveis por métodos de impactagcdo para a quantifi cacdao de
fungos e bactérias e o teste de LAL para endotoxinas. Para os RLV de bactérias mesofilicas totais e
fungos, foi proposto o valor de 5 x 103 UFC/m3 e, para endotoxinas, 50 UE/m3. Para os ambientes
industriais contaminados por poeira organica, foram determinados os valores de 100 x 103 UFC/m3
para bactérias mesofilicas totais, 50 x 103 UFC/m3, para fungos, 20 x 103 UFC/m3, para bactérias Gram-
negativas e actinomicetos termofilicos e 2.000 UE/m3 para endotoxinas. Além disso, foi destacada a
presenga no ar interior de Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis, @#a burnetii,

microrganismos estabelecidos pela Diretiva 2000/54/CE da Comunidade Europeia como de risco 3 e 4,
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e, portanto, independentemente da concentragdo, devem sempre ser inadmissiveis e resultar em
acGes preventivas (BRASIL, 2000).

Em outro estudo, Bouillard et al. (2005) apresentaram resultados de contamina¢do em edificios
publicos comparando o método de contaminagdo bacteriana coletada por amostragem ativa (428-
2,511 CFU/m3) e os niveis de endotoxina na poeira pelo LAL (4,6-116,2 UE/mg). Os mesmos autores
comparam seus dados a estudos anteriores, mas sO para ambientes domésticos onde foram
encontradas concentra¢des médias de 17,8 UE/mg na poeira de colchdes e 18,6 UE/mg de p6 de pisos
e discute a falta de valores de OEL e TLV para avaliar o ambiente onde esses profi ssionais estdo
expostos. Em outro estudo, foi relatada uma média geométrica de 79,0 UE/mg em poeira residencial

localizada em Boston, nos Estados Unidos.

Bernasconi et al. (2010) utilizaram o Teste de Ativagdo de Mondcitos para avaliar salas de
edificios publicos comparando com a concentragdo no ar de fungos e bactérias por métodos
microbioldgicos classicos. Os niveis de contaminantes em 95% dos escritdrios ndo excederam 150
UEE/m3. Entretanto, os autores ressaltam que ndo ha dados disponiveis a partir de locais de medic¢do
comparaveis, porque essa metodologia sé foi aplicada para investigar a atividade dos bioaerosséis em
criadouros de aves (7,5 x 103 UEE/m-a 3,8 x 105 UEE/m-3) e em estabulos (0,1 a 16 x 10¢
UEE/m-=) (KINDINGER et al., 2009; BERNASCONI et al., 2010). Apesar de os autores concluirem que a
capacidade infl amatadria foi muito menor nos escritérios do que na criagdo de animais, faltam estudos
gue comprovem qual nivel de contaminagao pode ser relacionada a agravos a saude, além de estudos
em outros tipos de ambientes (BERNASCONI et al., 2010).

4 Consideracoes finais

Para garantir a confi abilidade dos métodos de medicdo a bioaerossol, torna-se necessario unifi
car a metodologia, recomendando em primeiro lugar o uso de métodos quantitativos que devem
permitir a avaliacdo de todos os tipos de contaminantes bioldgicos. As limitacdes da Resolugdo RE
n29/2003 indicam a necessidade de uma nova legislacdo principalmente para servicos de saude
incluindo uma discussdo sobre a aplicabilidade dos testes in vitro, assim como a necessidade de
estudos com enfoque epidemiolédgico que contribuiriam para a revisdo e estabelecimento de novos
VMR.
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ABSTRACT

In many human activities, the presence of bioatesspresent an important risk factor
to human health. In recent years, the evaluatidhebioaressols in places at risk as healthcare
facilities is considered a basic step toward prawanThe aim of our study was to investigate
indoor air quality (IAQ) by comparing pyrogen cont@tion and microbiological
contamination in laboratory areas areas using tAd lsls tool to access the IAQ. Air samples
were collected during cold and warm seasons incautdnd indoor health places that included
3 Labs and 2 offices located in INCQS. The MAT (lgk-and IL-6) and fungi measured
pyrogens by classical microbiology. It was foundttbutdoor fungal concentrations ranged
from 673 to 1530 UFC/gand indoor ranged from 212 to 825 UF€nit can be observed that
50% of the total of samples showed CFJ wmalues above recommended by the WHO and
CEC (Threshold = 500 UFCR)-and 10% above recommended by the ANVISA (threskol
750 UFCmY). It was found that outdoor pyrogenic activity gad from 2,46 to 6,15 EUUmML
! for IL-18 and from 3,23 to 6,41 EUUmMLfor IL- 6. The indoor results ranged from 0,16 to
5,17 EUUmML! for IL-1p and from 0,49 to 5,7 EUUmfor IL-6. Higher values were recorded
in fall following the same tendency of the fungncentration. When we considered the value
0,5 UE/mL as positive control, 70% of the sampksained over this limit. The differences
between the methodologies can be explained byatttetliat the immune stimulatory potency

is neglected in the CFU determinations. The MATaisapid, reliable tool for measuring
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pyrogens that could be used as an indicator of IARQIs is the first study on pyrogenic
compound detection in laboratories using MAT, whaolld serve for developing future indoor

air guidelines.

Keywords: monocyte activation test, indoor air,aadfungi, interleukin-f and 6, pyrogen.
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INTRODUCTION

In many human activities like hospitals, industmydaagriculture, the presence of
bioaressols represent an important risk factorutmdn health and even an increase in human
mortality. These included living and death micrangms, components of the cell wall of
Gram-negative bacteria (e.g. endotoxin, lipopolghacide), of Gram-positive bacteria (e.g.
lipoteichoic acid), organic dusts or fungal spaed contribute for airway diseases and health
effects (Kindinger et al, 2005; Liebers et al, 2008

In recent years, the evaluation of the bioaregagi$aces at risk as healthcare facilities
is considered a basic step toward prevention (Rastia et al, 2007, Ortiz et al, 2009) and
therefore measurement of bioaerosol exposure [dyhigcommended (WHO 2009; Cabral et
al, 2010). However, there are still problems ragtito methodology, monitoring, data
interpretation and maximum acceptable levels ofammmation (Pantoja, 2007, Pasquarella et
al, 2007).

Many different sampling methods in use are baseigaction or filtration of air and
the identification of live microorganisms by cuing. However, this method underestimates
the total number of microbes in the air, sinceallotpecies grow on standard media. Moreover,
the other problem was related to culturing timéedand overgrowth of slow growing species.
One major problem in this field is the lack of arstardized relevant methodology measuring
total inflammatory burden and the lack of accepltedshold values (Kindinger et al, 2005).
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In according to the Commission of European Comnes)({CEC) report, exposures of
non industrialndoor environmental were categorized into five level§:tio 25 0 CFU/ very
low; ii. 25 to 100 CFU/rfy low; iii. 100 to 500 CFU/rf) moderate; iv.500 to 2000 CFUIm
high; and v. more than 2000 CFUinvery high (CEC, 1994). World Health Organization
(WHO) defined 500 UFC/fas acceptable limits for urban environmental (WR009). In
Brazil many parameters defined for IAQ are extrapohs established by international
organizations. Due the limitations of the Act n2®J3 regulated by National Health
Surveillance Agency (ANVISA), which establish tedal guidelines for the "References
Standards of Interior Air Quality in artificiallyonditioned environments for public and
collective use" indicate the need for new legiskatnainly for health. For that, maximum value
for microbiological contamination is 750 colony4fming units per cubic meter (UFC#for
fungi and a relation of I/O (I is the quantify airfgi in door and O on the outdoor) that must be
less than 1,5 and nonpathogenic or toxigenic fangiallowed (ANVISA, 2003; Caldeira et al,
2012).

Nowadaysjn vitro methods are be using to detect the presence afdsiols in the air
(Kindinger, 2005, Liebers et al, 2009, Bernasceaniail, 2010). The Limulus amoebocyte lysate
(LAL) assay specifically measures endotoxins ofrsreegative bacteria; however, it reflects
only a small part of the whole spectrum of air-lomicro-organisms. Also, fungal glucans and

DNA interfere with endotoxin detection in the LAksay (Kindinger et al, 2005).

Since 1995 was described, a method, for the detedt pyrogenic (fever-inducing)
based on recognition these contaminants by immelheinitiates the release of many signaling
molecules, such as cytokines and eicosanoidselbltiod, monocytes are the main producers
of the proinflammatory signal molecule interleuldip(IL-1p), interleukin (IL-6) and tumour
necrosis factor (TNF), which can be analyzed by ELISA (Hartung and We&n#i996). This
method known as Monocyte Activation Test (MAT) dmatl been incorporated in European
Pharmacopoeia since 2010. Kindinger et al (200&ptad this method to the measurement of
air-borne pyrogens, however, until now; there is lo@ing reliable data about the LPS limit
concentration related to the action of pyrogerrafiigalation exposure (Bernasconi et al, 2010).

Another aspect to be considered, MAT is used toluat@ highly contaminated
environments as animal housing or buildings (Kigeéinet al, 2005; Bernasconi et al, 2010)
and missing data to evaluate the applicabilityhef MAT in areas with low contamination.
Laboratories should be considered clean environmhesince that the presence of

microorganism, spores and others pyrogens canrtaromate surface and analyses, and the
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indoor air quality (IAQ) is considered a basic si@pard prevention. The aim of this study was
to investigate indoor air quality (IAQ) by compagimpyrogen concentration and fungi

contamination in laboratory areas using the MAToas to access the 1AQ.

MATERIALS AND METHODS
2.1. Air sampling

Air was sampled between December 2013 and Octdlibt h National Institute of
Quality Control in Health (INCQS). Samples was ecléd in december, march, August and
September and included: i. laboratories (Lab, ABhdl. laboratory animal house room (LAH)
and iii. offices (A and B), all of them in the waramd cold seasons. All collections has been
done in locations where there is little circulatmfipeople. Lab A was considered with the less
possible chance of contamination than Lab B byitbek character. LAH room is the location
for preparation of samples can be used in pyrogsts.tit shoul be stressed that offices A and
B are located in the basement of Institute. Measargs of temperature and relative humidity
(RH) with a Thermometer-Hygrometer (Instrutherm)®@ve been carried out in each location

before the collection of dates.

Sampling airborne moulds analysis

Airborne moulds was impacted with an impactor amplers (MAS 100— MERCK®)
operating at a flow rate of on potato-dextrose ggates (PDA, Difco). The air sampling
volume was 283 1/10 min and PDA plate was incubaed5°C for 7 days. The resultant
colonies were counted. Microbial counts were exggdsas colony-forming units per cubic
metre (CFU/ ) of sampled air. The microbial counts was usedébculated Indoor/Outdoor
(I/O) ratios. If I/O ratio of up to 1,5 the air ditg was considered contaminated ( ANVISA,
2003).

Air sampling and pyrogens detection by the MAT

Air was sampled with Personal Air Sampling Pumpsod&l HFS-513 A, Gilian
Sensidyne Switzerland) adjusted at flow rate ofndint* /4h in three replicate for spot. Air
monitor cassettes of styreneacrylnitrile with anagier of 37 mm with polytetrafluoroethylene
filters (PALL Life Science) were used for collectioln our experiments, each whole blood

incubation reaction included (i) a serial dilutiof endotoxin controls performed in clean
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reaction cassettes 0,025 a 1 ng/mL (or 0,125 tdebrill), (ii) a negative control with 0,9%
sodium chloride solution (Halex Istar, Goiania, Bhgand (iii) samples. Instead of the WHO
reference standard from E. coli O113:H10, we u$edltPS from E. coli O55:B5 (Sigma—
Aldrich, Steinheim, Germany), already calibratedaingt the WHO reference standard
(Daneshian et al. 2009). Pyrogenic activity ofvaars expressed as endotoxin equivalent unit
(EEU), where EEU means the I13-&nd 1I-6 released by blood cells equivalent te ginaduced

in response to the reference LPS (0,5 EU/mL). Vhlae was considered reference since that
5 EU/10mL of endotoxin which is the LPS limit cont&tion taken as the lowest dose that

produce fever in rabbit and human (Hochstein, 1990)

2.2. Monocyte Activation Test

Blood samples

Heparinized blood samples were collected from 4thygdonors. Differential blood cell
counts were routinely performed with a Cell Coundemogram 60 BioClin) to exclude
donors with acute infections. Under sterile comdtisi the blood was supplemented with 10%
(v/v) Dimethylsulfoxide (Wak Chemie Medical GmbHietbach, Germany) and Sérensen
Buffer (Acila AG, Mérfelden Walldorf, Germany) agstribed by Schindler et al. (2006). The
blood from the four volunteers was aliquoted in-poeled cryotubes (Eppendorf, Hamburg,

Germany) and directly frozen at —80°C.

Whole blood incubation

Whole blood incubations in air monitor cassettesewgarried out in a total volume of
3600 uL, being that from this total, 600 pl of qoyeserved human whole blood, 2700 pL of
non pyrogenic 0.9% sodium chloride solution as mediHalex Istar, Goiania, Brazil) and 300
ul for samples and spike samples. The [kahd IL-6 response to the filters contaminated with
air samples was compared with the response to a&eotmation—-response curve to
lipopolysaccharide (LPS) and clean filters. Aftecubation for 16h at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO2, the vials were closed atoded at -20°C until cytokine

measurement.
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Cytokine determination

Commercially available Interleukinl and Interleukin-6 kit (R&D Systems,
Wiesbaden, Germany) with a sensitivity range fratntd 250 pg/ml for IL-f and 3,12 - 300

pg/mL for IL-6 were used. The data are mean + SB i@plicates.

LOD determination

The limit of detection (LOD) was determined usihg endotoxin standard curve (0,125
to 5 EU/mL) and the concentration of endotoxin dtiaorrespond to the cut-off value. The
cut-off value was expressed in optic density (OB & was calculated using the mean of the
4 replicates for the responses to the blank pleettimes the standard deviation (sd) of the 4
replicates of the responses to the blank.

RESULTS

The concentrations of fungi in the indoor and ootdenvironment for the samples of
health places studied was be shown in Table lastfeund that outdoor fungal concentrations
ranged from 1350 to 1530 UFCirin cold seasons and from 673 to 964 UFCimwarm
seasons. Higher values were recorded in fall amthitioor results following the same tendency.
It was found that indoor fungal concentrations ehffom 285 to 825 UFCrhin cold seasons
and from 212 to 731 UFChin warm seasons. These results ratify previoudiessuwhereas
the fall is the season with the highest concemtnadif fungi (Burge et al, 2000; Menezes et al,
2004, Graudenz et al, 2005, Zihe et al, 2014).

When the results were evaluated separated by Labi@s (Lab A, B and LAH) and
offices (A and B) we can be observed that the ayeedd the offices showed fungi load higher

than Labs, except on summer.

Due a lack of dates about recommended limits foordatories and health places, we
used of the CEC report, which considered that fposures of non-industrial indoor
environmental 500 UFCrh-as limit for moderate exposed, which is the sanatuev
recommended for the WHO as acceptable limits foanrenvironmental. Maximum value for
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microbiological contamination also was recommenilgdNVISA as 750 UFCni-for fungi

and a relation of I/0O were used.

It can be observed that 50% of the total of samplesved CFU m values above
recommended by the WHO and CEC (Threshold = 500r#)aind 10% above recommended
by the ANVISA (threshold = 750 UFC#. When the results were separate by seasonkgon t
spring 40% of the samples represented by the téioesf showed CFU rfivalues above
recommended by the WHO and CEC . On the summerainlg, showed high count of fungi,
which was, considered over the WHO, CEC and ANVIB#ts. The collected carried out in
fall can be worse, whereas all of the samples sidweagi count above the recommended by
WHO and CEC and 40% represented by Lab B and OBitsy ANVISA. For the samples

collected in winter, only laboratory B showed higliues.

In addition to maximum fungi contamination otheasgmeters as humidity and indoor

temperature were evaluated for good air qualitiylétd.).

Table 1: Fungi in indoor and outdoor environmental.

Spring Summer Fall Winter
Locations| CFU | RH Temp | CFU | RH Temp | CFU | RH Temp | CFU | RH | Temp
m-=> (%) | (C) |mP (%) | (C) |md (%) |(C) |mP | (%) |(C)
Outdoor | 873 516 | 26,3 | 964 73,1 29,77 1530 71 23 13562,6 | 22,3
LabA 235 63,4 | 20,2 | 212 63,8 23,1 660/72,9 | 19,3 | 450 62,1 22,5
LabB 390 63,1 | 23,1 | 731 74,3 | 22,1 | 825** 70,3 | 22,6 | 535*| 74,3| 20,5
LAH 230 64,6 | 22,6 | 424 61,4 20,2 67577,1 | 22,8 | 285 61,2 21
Office A | 540** | 72,1 | 21,3 | 376 63,4 21,5 5107*75,9 | 21,7 | 470 67,2 20,9
Office B | 520** | 71,5 | 22,1 | 329 60,9 22,2| 750*** 75,8 | 20,2 | 580* 72,1| 21,5
CFU m?, Relative Humidity (RH, %) and Temperature (Tefi), relating to the spot sample in day of collattio

** Indoor values over the recommended by the WHO

*** Indoor values over the recommended by the WH@ &NVISA

The Relative Humidity (RH) of the air is just aspamtant parameter. In the United
States, the Act n°55/1994 of the American SocietyHeating, Refrigerating and Air-
Conditioning Engineers (ASHRAE) recommends keeflegelative humidity between 30 and
60 percent. Above 60 percent, fungi start to becampblem for human health (WHO, 2008).
Pasanen et al. (1991) found that temperature @@1>-and relative humidity of 75-92% could
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induce a rapid fungal germination and growth. Tfeees it is considered that bioaerosols are

much easier to grow in areas with humid and warmatke (Ponce-Caballero et al, 2010). The
Act 09/2003 of the ANVISA established from 40 t&6®n the summer and 35 to 65% on the

winter as operational range. Our results demomsirtitat all samples independently of the

season showed HR over than 60% and the resulcatedi that when the RH is over 65% can

be related with high count fungi. The indoor tengperes were satisfactory remaining from 20

to 23 °C.

Moreover, our results suggested that the increbeatdoor concentrations resulted in

a corresponding increase of indoor concentrationsast locations. In all the places health

under investigation, the fungi load were lower iodthan outdoors, representing 21-53% of

the outdoor concentration. The indoor/outdoor saflfO) for fungi are shown in Table 2.

Table 2: Indoor/Outdoor ratios for fungi calculatedNCQS

Places Spring Summer Fall Winter
(UR 51,6%- 26,3° C) (UR 73,1% - 29,7° C) (UR 71%°23 | (UR 62,6%- 22,3° C)
lab A 0,34 0,21 0,39 0,43
lab B 0,57 0,77 0,25 0,53
laboratory animal house 0,34 0,43 0,21 0,49
office A 0,8 0,18 0,34 0,46
office B 0,77 0,13 0,42 0,48

In Brazil when 1/O is higher than 1,5 a diagnosfithe pollution sources has to be made

and correctives measures implemented. Howevergsahther than 1 indicated that particles

found inside have the highest quantity those fooundide. Caballero et al (2010) considered

the I/O ratios for fungal less than 1 (one). Thatue indicated a balance between the particles

found inside with those found outside. In this gtall of samples showed values for I/O ratios

less than 1.

However, only airborne fungal contaminations isuifisient for the full assessment of

the pyrogenic activity. The fact that the immunienstatory potency of the different germs
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varies from species to species, that not all bectgow on standard agar plates, and that the
presence of non-living inflammatory material is leeted in the CFU determinations.

The Pyrogenic activity of indoor bioaerosols wexkeein in MAT varying the sampling time at
ten minutes and 2,4, 6 and 8 h in one office (Afeluating the pyrogen concentration, using
IL1B as readout, and to avoid cell blood responseaatar(figure 1). The results show that,
IL-1B values increased in the samples (average valué&® fmin, 2 and 4 h, respectively: 0,065;
0,367; and 0,63 EUUM) as the sampling time increased as expected. nerérom 4 hours,
the pyrogenic activity reach a plateau that co@ddpresent a cell blood response saturation.
Kindinger et al, (2005) showed that value aftemiis of sampling is not higher than after 10
min in contaminated environmental, like a places ifarm. This implies that some form of
saturation does eventually take place. This mayltré®m saturation of the filters, saturation
of the blood cells or saturation of the ELISA. Basooni et al (2010) collected air was sampled
in modern buildings with no sign of damp. Triplieaamples were taken at 4, 8 and 24 h in
one office per building, to evaluate the pyrogencamtration diurnal trend, which the outdoor
samples were taken for 4 h to avoid cell bloodwasp saturation. These limitations of the test
will need to be defined more closely in further esments to set guidelines for the

measurement in different environments.

Mean

1,5

* *
* *
0,5
* i
1 ,

0 =
0 025 05
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Fig 1. Release of ILfLin human whole blood induced by defined LPS cotret¢ions

on PTFE membranes in air sampling monitors (n=B¢eft half) or contaminated in an Office
A (n=3 £S.D, right half) by collecting 10 min and 2, 6 and 8 hours at 1 I/mitpb0.05;

**pp0.01 vs. Control

In line with microbiological results, in all thegades under investigation, the pyrogenic activity

of the air were lower in the indoors than outdo@presenting 14-89% of the outdoor

concentration (table 3). In the warm seasons,rttledr concentrations represented on average
16,6 -61% of the outdoor concentration for fland 14 — 59,4% for IL-6. In the same way, in
the cold seasons the indoor concentration repreddm,5 — 84% for IL-1 and 18— 89% for IL-

6. The dates related to results of filters colldate the same locations and day of the fungi

plates. Results are expressed in EEUmivhere EEU means the IL-1b and 1I-6 released by

blood cells equivalent to that produced in respdodee reference LPS. The data are mean +

SD of 3 samples/room, of 3 replicates.

Table 3: Potential inflammatory capacity (EEU®min samples collected in the

investigated laboratory rooms.

Places Spring Summer Fall Winter

IL-1p IL -6 IL-1p [IL-6 IL-1p IL -6 IL-1p [IL-6

EEUmML? | EEUmL? | EEU/mL | EEUmL'| EEUmL? | EEUmL? | EEUmL| EEUmML?
Outdoor | 2,83+0,01 | 3.87+0,02 4,12+0,04,32+0,5 | 6,15+0,03 6,41 +0,03| 2,46 + 0,0 3,23 + 0,06
Lab A 1,03£0,02 | 1,26+0,02| 2,2+0,22 2,2+0,2 2,16 £ 009492 0,07| 0,5+0,0{ 1,10+0,01
Lab B 1,04+0,05 | 1,24+0,04| 2,67+0,22,67+0,06 5,07 £ 0,06 5,7+0,05 | 1,48+0.11,71 £0,03
LAH 0,47+0,03 | 0,42+0,09| 2,45+0,02,45+0,01 1,65+ 0,02| 2,24+0,13 @4 0,0] 0,59 +0,15
Office A | 1, 40+0,01 | 1,26+0,07| 2,57+0,1»,57+0,024 2,4+0,01 | 2,08+1,38 ,34+0,1 1,70+ 0,05
Office B | 1,05+0,01 | 1,1+0,08 2,46+0,1 2,46+0,08,17 £0,02| 4,68 +0,04 ,11+0,0[ 1,71 £ 0,06

It was found that outdoor pyrogenic activity randeain 2,46 to 6,15 EUUNL for IL-18 and
from 3,23 to 6,41 EUUmLfor IL- 6 in cold seasons and from 2,83 to 4,12nfidr IL-1B and
from 3,87 to 4,32 EUU mit for IL- 6 in warm seasons. The indoor results ezhfyom 0,16 to
5,17 EUUmL! for IL-1B and from 0,49 to 5,7 EUUmkfor IL-6 in cold seasons and from 1,03
to 2,67 EUUmML? for IL-1p and from 1,1 to 2,67 EUUmtfor IL-6 in warm seasons. Higher

values were recorded in fall following the samedtarcy of the fungi concentration. When we
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considered the value 0,5 UE/mL as positive conit6fo of the samples remained over this
limit, except the LAH and office A in the springrfi.-18 and IL-6 and the LAH for IL-f in

the winter.

When the results were evaluated separated by aadvas (A,B and LAH) and Offices
(A and B) we can be observed that for 113-the results were balanced: spring 3,93 and 1,22
UEEmL?, summer 2,44 and 2,58 UEEnhifall 3,10 and 3,78 UEEmt.and winter 2,81 and
1,32 UEEmL! respectively for Labs and offices. For IL-6, tve@ge of the office were higher
than labs: spring 0,97 and 1,18 UEEfkummer 2,44 and 2,58 UEEmhLfall 3,47 and 3,38
UEEmL? and winter 0,81 and 1,70 UEEnkespectively for Labs and offices.

Another usual way of presenting the results isadransformed in EEUm Figure 2
summarize the inflammatory potential with [B-and 11-6 UEEN? to correlate with the CFU
counts. We can observed the same trend betwee@RbeT® and UEE ¥ and the highest
signals for IL-6. However, despite this resulisinot possible to determine a good correlation
between them. Our results ranged from 160 to 510 for IL-1p and from 490 to 570
EUUm? for IL-6 in cold seasons and from 103 to 267 EUUior IL-18 and from 110 to 267
EUUmM? for IL-6 in warm seasons. If the 150 UEEmroposed to Bernasconi et al (2005) to
be used as limit, more than 55% of the places tiyated were over for IL{Land 65% for IL-

6 thresholds.
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Figure 2. Air-sampling s. Air-sampling was carriegt in air monitor cassettes in 3-fold
values for each time point at different seasonsfajng; (b) summer (c) fall (winter).
Sampling volume was 1 I/min. Colony forming unitere determined by counting colony

growth after sampling air.
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DISCUSSION

Sampling and analysis of air quality is therefdre first step to determine whether the
environment poses a potential threat to exposegl@pewhich was indispensable for health
environmental. Microbial contamination thresholdues and occupational exposure limit
values in indoor environments have yet to be estadd, and the lack of standardized air
sampling methods makes the comparison of existatg difficult to perform. Further studies
are required to establish references values fdtthpkaces and more samples should be taken

all the year round to ascribe this difference tassmal variations.

Concerning moulds, 50% of the total of samples shtbWFU m? values above
recommended by the WHO and CEC (Threshold = 500ra#ind 10% above recommended
by the ANVISA (threshold = 750 UFC#). For pyrogenic activity we 70% of the samples
remained over the 0,5 EUmlof theE. coli. The differences between the methodologies can
be explained by the fact that the immune stimulatpotency is neglected in the CFU
determinations. Moreover, the lack about acceptdibiés for pyrogens in air samples,
difficulty any comparison between methodologieseviius studies used the same positive
control for injectable products (0,5 EUn)for air samples, since the highly effective upgtak
of inhaled substances by the 100 @fimucous membrane in the lung results in effsictslar
to injection of these substances (Kindinger e2@05).

Generally, outdoor air is the dominant source dbor fungi. The fungal spores enter
through the air conditioning system, through d@od windows and by means of contaminated
materials and contents. The HR also is an impofteor can be related with high-count fungi
and our results showed in all of samples HR highan recommended for the ASHRED. It
should be stressed that 1/0O ratio remained stahté lawer the 1,5 showed the fungi
contamination remain within the acceptable limiteaw considered the relation outdoor indoor.
In all the health places under investigation, athples were depended on sampled environment,
whereas fungi load and the pyrogenic activity af dir were lower indoor than outdoors,
representing 21-53% of the outdoor concentratiahlah89% respectively. Also, in a general
way, the average of fungi contamination and pyragantivity of the IL-6 were higher in the
offices than labs. IL-B showed balanced results between offices and labs.

When comparing microbiological results and datatlo@ pyrogenic activity of air
samples, EEUm and CFUn? values, mainly showed a similar trend. The regaltgjed from



211

103 to 517 EUUM for IL-1p and from 110 to 570 EUU¥for IL-6. However, no data from
comparable measuring sites are available, as th& Nes so far been applied to investigate
bioaerosol activity in duck-fattening units (7,36 to 3,8 x 16 EEU n®) and in calf stables
(0,1 to 16 x 1BEEU m®) and offices (Kindinger et al. 2005; Zucker et26106, Bernasconi et
al, 2010). For the offices evaluates by Bernasebal (2005) 95% of them, the pyrogen content
did not exceed 150 EEUfrand was 102-104 fold lower than the places of fi@arnasconi

et al, 2005). Comparatively, our results are closaffices than contaminated places.

Used of the MAT for IAQ is very important, sinceoprded response to the main
biological contaminants in indoor air. Their owriedmal mechanism of action support their
used. Whereas, during respiration, airways areeirmpnent contact with pyrogens fever-
inducing substances. Therefore, macrophages awod Ibhmnocytes expressing CD14 may be
activated and a signal transduction cascade izgislleading to the release of a variety of
inflammatory mediators, particularly ILBITNF-a and IL-6. Although it is, clear that exposure
to pyrogens can cause acute and chronic symptooggsllike headache, fatigue, eye or throat
irritation and wheezing, their effects on humanlthmeare under enquiry. Some studies have
been conducted to investigate the association leetvweicrobial growth or pyrogens and
possible health outcomes at working places, howeswveery difficult to compare these results
and define threshold values because none of theaaketfor measuring exposure and health

outcomes has been standardized.

Despite the difficulties discuss before, MAT has #iilvantage that response to pyrogenic
contaminants and thus mimics the human immunolbgésponse. Although it does not allow
any conclusion on the type of contaminant presetite sample, it reflects the way human body
could react to the contaminant and may inform @nitifiammatory potential of bioareosol in

humans.

CONCLUSIONS

Use a standardized MAT could as a rapid, reliabdd to describe human exposure to
bioaerosol in Health place. The results of thislgtare the first must be followed in laboratories
and indicated that MAT can be used as complememrtaaiuation for fungi counts for Health
Units.However, it is important to stressed the necesditiie more extensive studies covering

all seasons are needed to propose EEU threshalds/fir IAQ in Health Places.
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