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Tema: Pirogénio e Endotoxina

Introducéo

A qualidade microbiologica de medicamentos deve ser avaliada de forma a
garantir sua eficacia e seguranca, de acordo com sua via de administragdo. Do ponto de
vista da qualidade microbiol6gica, os medicamentos podem ser classificados como
estéreis e ndo estéreis. Os medicamentos injetaveis devem, além de apresentar a
caracteristica de esterilidade, atender aos limites quanto a presenca de substancias
pirogénicas, principalmente as endotoxinas bacterianas.

Pirogénios sdo substancias capazes de induzir elevacdes térmicas, em resposta a
injecdo, em animais e humanos, e sdo classificados em enddgeno ou exdgeno. O pirogénio
enddgeno € produzido pelo proprio organismo em resposta ao pirogénio exdgeno. Os
pirogénios exdgenos sdo provenientes de bactérias, fungos e virus, sendo as endotoxinas
bacterianas a principal fonte de preocupacéo para a industria farmacéutica.

As endotoxinas bacterianas sdo complexos de alto peso molecular associados a
membrana externa de bactérias Gram-negativas. Quimicamente, as endotoxinas
bacterianas sdo lipopolissacarideos (LPS), constituidas por lipideo A, cadeia fundamental
e cadeia O-especifica. O lipideo A € responsavel pela atividade pirogénica das
endotoxinas bacterianas. O mecanismo de inducdo da febre envolve a fagocitose do
lipideo A, o que induz a producdo de pirogénio enddgeno. Por sua vez, o pirogénio
enddgeno atua no centro termorregulador do hipotdlamo, promovendo febre.

A despirogenizacdo pode ser obtida por inativacdo (hidrélise acida/alcalina,
oxidacdo/alquilacdo ou calor seco) ou remocdo das endotoxinas bacterianas (destilacao,
ultrafiltracdo, osmose reversa, atracdo eletrostatica e atracdo por membrana hidréfoba).
A inativacdo consiste em tratamento quimico que proporcione a quebra de ligacGes da
molécula de LPS ou blogueie 0s sitios necessarios para a atividade pirogénica. A remogao
de endotoxinas ocorre por diferentes métodos, baseados nas caracteristicas do LPS, como
tamanho, peso molecular, carga eletrostatica ou afinidade do LPS com diferentes
superficies.

A deteccao/quantificacdo de endotoxinas bacterianas em produtos farmacéuticos

e bioldgicos pode ser realizada empregando-se métodos in vivo ou in vitro.



Teste de pirogénio pelo método in vivo

O teste de pirogénio foi delineado para limitar a um nivel aceitavel os riscos de
reacao febril no paciente apos a administracdo intravenosa (ou intratecal) do produto
farmacéutico. O teste envolve a medicdo do aumento da temperatura de coelhos ap6s a
injecéo intravenosa de uma solucéo de teste.

Dentre os diferentes mamiferos experimentados como reagente biologico para a
deteccdo de substancias pirogénicas, o coelho foi 0 modelo animal escolhido por
apresentam sistema termorregulador com caracteristicas semelhantes ao do ser humano,
além de permitir melhor constatacdo de elevacdo de temperatura diante da presenca de
substancias pirogénicas.

E importante que os animais sejam submetidos a uma triagem quanto a resposta
febril, mediante inoculagdo de substancias pirogénicas. A triagem dos animais é etapa
fundamental para minimizar o risco de respostas falso-negativas.

Por outro lado, existe preocupacdo quanto as respostas falso-positivas.
Usualmente, a endotoxina bacteriana promove pico maximo de elevacdo de temperatura
entre 60 e 90 minutos apo6s a injetavel, enquanto que o perfil de elevacéo de temperatura
em casos de resultados falso-positivos ocorre apds 3 horas ou mais. Esta diferenca no
perfil de elevacdo de temperatura é importante para diferenciar uma resposta devido a
presenca de endotoxina bacteriana de um resultado falso-positivo.

Todo material empregado durante a realizagdo do teste, tais como vidrarias
empregadas na preparacao das amostras, seringas e agulhas utilizadas para a inje¢ao das
amostras, devem ser previamente despirogenizados. Usualmente, recomenda-se o uso de
processos térmicos de despirogenizacao.

No teste de pirogénio em coelhos, cada grupo de animais recebe injecéo
intravenosa da amostra e é observado durante um periodo de 3 horas. Durante este
periodo, 0s animais usualmente permanecem em contengdo cervical, em posi¢do
confortavel. A monitoragdo da temperatura durante o teste é realizada pela insercao retal
de termdmetro ou termopar, a uma profundidade de 6 a 7,5 cm.

Recomenda-se que, anteriormente a realizagdo do teste, seja realizado
condicionamento dos animais e avaliacdo do controle da temperatura fisiologica, com a

finalidade de reduzir o risco de resultados falso-positivos. Evidentemente, teste de



pirogénio em coelhos ndo ¢ aplicavel a produtos que contém farmacos antitérmicos, pois
podem fornecer resultado falso-negativo.

A amostra ser& aprovada se nenhum coelho apresentar elevacdo de temperatura
corporal superior ou igual a 0,5°C. Se esta condi¢do nédo for atendida, a amostra deve ser
retestada empregando-se mais cinco coelhos. Neste caso, ndo mais que trés coelhos
podem apresentar elevacdo da temperatura corporal maior ou igual a 0,5°C e a somatdria
da elevagdo térmica para os oito coelhos ndo deve exceder 3,3°C para que a amostra seja

aprovada.

Determinacéo de endotoxinas bacterianas por método in vitro

No fim do século XIX, observou-se a ocorréncia de coagulacdo em gel sélido do
sangue do caranguejo em forma de ferradura Limulus polyphemus. Estudos revelaram que
0s amebdcitos estavam envolvidos com este fendmeno de coagulacdo, ocasionada por
bactérias marinhas Gram-negativas. A partir destes estudos, demonstrou-se que o nivel
de gelificacdo dos lisados de amebdcitos do caranguejo Limulus polyphemus (LAL) esta
diretamente relacionado a concentracdo de endotoxinas de bactérias Gram-negativas.

O processo de coagulacdo é comparavel a uma cascata de coagulacdo sanguinea
em mamiferos, sendo que a formacdo do gel mediada pela ativacdo sequencial de trés
proteases: fator B, fator C e proenzima de coagulacdo. A reacdo enzimatica é dependente
da ativacdo de enzima de alto peso molecular pela endotoxina, que por sua vez gelifica
proteinas coagulaveis de baixo peso molecular. Esta reacéo € critica na defini¢cdo do ponto
final no teste LAL.

O lisado dos amebdcitos do Limulus polyphemus (LAL) é preparado a partir da
sangria dos caranguejos. Usualmente é empregado N-etilmaleimida 0,125% em solucéo
de 3% de cloreto de s6dio como anticoagulante. A mistura é centrifugada e o sobrenadante
contendo hemocianina é desprezado. Os amebdcitos sao lavados com cloreto de s6dio 3%
para remocdo do anticoagulante e submetidos a choque osmotico pela adigdo de agua
destilada apirogénica. O produto obtido € liofilizado e padronizado quanto a sua
sensibilidade () frente a endotoxinas bacterianas provenientes de Escherichia coli.

A endotoxina ativa uma cascata enzimatica presente no LAL que promove a
formacéo de gel. O método mais simples e amplamente usado baseia-se na gelificacdo de
ponto final. O teste LAL de gelificacdo de ponto final usualmente é empregado como um



ensaio limite, que indica se a quantidade de endotoxina presente esta acima ou abaixo da
sensibilidade do LAL.

VVolumes iguais de reagente LAL e solucdo teste (0,1 mL de cada) s&o transferidos
para tubos (10 x 75 mm) de ensaios apirogénicos. A mistura € suavemente
homogeneizada e incubada por 60 minutos a 37°C em banho de &gua. A leitura do
resultado é realizada invertendo-se cuidadosamente cada tubo a180° para verificacdo ou
ndo de formacéo de gel. A formagéo de gel que se mantem firma durante a inversdo do
tubo indica presenta de endotoxina acima do limite de sensibilidade do LAL. Por outro
lado, a ndo formacao de gel indica a que a quantidade de endotoxina esta abaixo do limite
de sensibilidade do LAL. Recomenda-se o empregado de controle positivos e negativos
para confirmar a validade dos resultados obtido com o teste LAL.

Substancias presentes na amostra podem inibir ou exacerbar a reacao de formacéo
de gel, o que pode levar a um resultado false negativo ou falso positivo, respectivamente.
Por este motivo, o potencial de interferéncia da amostra no teste LAL deve ser avaliado
como parte da validacdo do teste. Caso a amostra interfira no teste LAL, é possivel diluir
a amostra para reduzir a interferéncia, desde que seja respeitada a maxima diluicao valida.
A méaxima diluicdo valida (MDV) é calculada em funcdo da concentracdo do principio
ativo na amostra (mg/mL.), do limite de endotoxina para o principio ativo (EU/mg) e da
sensibilidade (1) do LAL (EU/mL). Quando o produto é diluido além da MDV, é possivel
que o reagente LAL néo detecte a presenca de endotoxinas bacterianas por estar em
concentracdo abaixo de sua sensibilidade. Neste caso, ndo é possivel garantir que a
amostra atenda ao limite de endotoxina, o que invalida o teste LAL.

A interferéncia da amostra também pode ser eliminada com aquecimento
(degradacdo da substancia interferente, sem que haja degradacdo de endotoxina
bacteriana), ajuste de pH (amostras com pH muito &cido ou alcalino podem inativar as
enzimas que constituem o reagente LAL) ou adicdo de sustancia que neutralize a
interferéncia da amostra (por exemplo a adicdo de EDTA pode quelar metais bivalentes

que potencializam a formagéo do gel).
Quantificacdo de endotoxinas bacterianas por métodos in vitro
Embora o teste de LAL de gelificacdo de ponto final seja 0 mais comumente

utilizado, outros metodos para a quantificacdo de endotoxina baseados na ativacgdo da

cascata enzimatica do LAL podem ser empregados.



O ensaio turbidimétrico € um método de quantificacdo de endotoxina baseado no
aumento da turbidez em razdo da precipitagdo de coagulogénio no lisado. O ensaia
cromogénico baseia-se na clivagem de substrato cromogénico em funcéo da agédo amidase
da enzima de coagulacao ativada. A clivagem do substrato cromogénico leva a formagéo
de p-nitroanilina, substancia de coloracdo amarela, proporcionalmente a concentracédo de
endotoxina bacteriana.

Ambos 0s ensaios turbidimétricos e cronogénicos podem ser realizados com
leitura de ponto final (a turbidez ou coloracdo da mistura € determinada por
espectrofotometria apds periodo de incubacdo) ou cinética (a turbidez ou coloracédo da
mistura é determinada ao longo de todo periodo de incubacéo, em intervalor de tempo
preestabelecidos).

Outros métodos para analise de endotoxinas bacterianas

A analise de endotoxinas bacterianas em aguas para fins de saude (por exemplo,
agua para hemodialise) constitui aspecto importante, as unidades de satde usualmente
ndo possuem estrutura que permita a ado¢do do teste LAL convencional. Por outro lado,
0 transporte de &gua para os laboratérios analiticos demanda o controle de temperatura
para que as caracteristicas da amostra sdo mantidas de forma a ndo comprometer a
confiabilidade dos resultados do teste LAL. Considerando-se este contexto, foi
desenvolvido equipamento portéatil para quantificacdo de endotoxina, o Portable Test
System (PTS). O PTS constitui-se de um equipamento ao qual € afixado um cartucho
acrilico contendo reagente LAL liofilizado. Em contato com a amostra liquida ocorre
reacao cromogénica proporcional a quantidade de endotoxina bacteriana. O resultado da
reacdo cromogeénica é comparado com curva de calibracdo arquivada na memoria do
equipamento. O resultado do teste é obtido em cerca de 15 minutos. A principal vantagem
do PTS esté na possibilidade de analisar as amostras de agua no ponto da coleta. Estudos
recentes demostraram a aplicabilidade do PTS para deteccdo de endotoxinas bacterianas

em radiofarmacos.



