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Resumo

Todos os produtos injetaveis de uso humano devem ser livres de pirogénio.
Este contaminante é considerado um grave problema de saude publica, pois pode
causar febre, podendo levar o paciente a um quadro de choque ou até a dbito. O teste
de pirogénio ¢é realizado em coelhos, principalmente no controle de soros, dos pro-
blemas éticos e do alto custo na utilizagdo de animais, o teste em vacinas e hemode-
rivados, embora ensaios de LAL e MAT sejam considerados como alternativas para
determinados produtos. O objetivo deste estudo foi realizar uma revisao da literatu-
ra sobre a evolugio do teste de pirogénio e avaliar a possibilidade de aceitagéo regu-
latéria de métodos alternativos pelos laboratorios oficiais, no controle de produtos
injetaveis. Conclui-se que, apesar da existéncia de métodos alternativos, a caréncia
de novos estudos e a limitagdo da aplicacdo desses métodos, principalmente para
imunobioldgicos, ndo permite a substituicio do teste in vivo a ndo ser nos casos pre-
conizados pelas Farmacopeias. Dessa forma, apesar dos problemas éticos e do alto
custo na utilizagdo de animais, o teste em coelhos continua a ser, até 0 momento, o
teste de escolha para garantir a qualidade de grande parte dos produtos injetaveis,

até que o MAT possa ser validado e reconhecido para uma ampla classe de produtos.
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1 Introducao

Qualquer substancia que tenha a capacidade de induzir febre recebe o nome
de pirogénio, do grego pyro que significa “fogo” e genesis que significa “criar ou
resultar”. Esses contaminantes podem se originar de diversas fontes como bac-
térias, virus, fungos, materiais antigénicos e alguns medicamentos. A endotoxi-
na, também designada como lipopolissacarideo (LPS), proveniente de bactérias
Gram-negativas, é responsavel pela maior parte das contaminagdes e devido a na-
tureza termoestavel desse composto nem sempre é possivel ser eliminada através
dos processos normais de esterilizacio (BROOM, 2007; HARTUNG et al., 2001;
BEUTLER, 2002; HOFFMANN et al., 2005a; SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

Quando um microrganismo invade um hospedeiro e entra na corrente
sanguinea, estimula leucdcitos a sintetizarem e liberarem um grupo de molécu-
las que podem induzir febre, chamadas de citocinas. As mais importantes sdo: a
Interleucina-1f (IL-1p), Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral-¢. (TNF-
-a) e Interferon-y (IFN-y) sendo capazes de atuar no centro termorregulador do
organismo e elevar a temperatura corporal causando febre (BRASIL, 1977; HOFE-
MANN et al., 2005a; SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

A contaminagdo pirogénica pode ser considerada um grave problema de
saude publica, podendo levar o paciente a um quadro de choque que podera cul-
minar em 6bito, por isso o controle da qualidade desses produtos é tdo importante
(BLATTEIS et al., 2000; INCQS, 2005).

Todos os produtos injetaveis de uso humano que se encontram no mercado
devem ser livres de pirogénio (PRESGRAVE, 2003). O Instituto Nacional de Con-
trole de Qualidade em Saude, da Fundacio Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ),
como o laboratorio oficial da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA),
bem como os Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENS), sdo responsa-
veis pelo controle da qualidade desses produtos, seguindo o especificado em cada
registro e de acordo com a PORTARIA 109/1993 (BRASIL, 1977; BRASIL, 1993;
MIRANDA; HENRIQUES, 2005).
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Medicamentos e hemoderivados somente chegam para analise nos laborato-
rios oficiais através de dentincias ou de programas estabelecidos com secretarias mu-
nicipais ou estaduais de satde. No caso especifico de soros e algumas vacinas, as anali-
ses sdo realizadas lote a lote, como parte do Programa Nacional de Imunizagao, como
requisito basico para a efetivagao da compra dos mesmos pela Secretaria de Vigilancia
em Sadde. Além desses, também sofrem andlise todos os dispositivos médicos que

servirdo como instrumento de administragao de fluidos ou solugdes (BRASIL, 1993).

A legislacdo nacional preconiza como testes de seguranca para a detecgdo
de pirogénios o teste in vivo em coelhos e o Teste de Endotoxina Bacteriana, tam-
bém conhecido como Lisado de Amebdcito de Limulus (LAL). (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2003). Dessa forma, segundo essa regulamentacéo, deve ser realiza-
do o teste em coelhos para hemoderivados (BRASIL, 2000), soros hiperimunes e
algumas vacinas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003) sendo que, somente nos
casos de parenterais de grande volume, é facultado o uso de testes em animais ou o
LAL (BRASIL, 1997; FREITAS, 2008).

Baseando-se no Principio dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement
— Substitui¢do, Redu¢do e Refinamento) alguns métodos foram desenvolvidos a
partir do mecanismo da febre e quantificagdo de citocinas em linhagens celulares
e sangue total humano. Recentemente, esses testes foram incorporados a Farma-
copeia Europeia denominados coletivamente de Teste de Ativacdo de Mondcitos,
MAT (Monocyte Activation Test) (ICCVAM, 2008; EUROPEAN PHARMACO-
PEIA, 2006). O objetivo desse trabalho foi revisar a literatura sobre a evolugdo do
teste de pirogénio, analisando criticamente a aplicabilidade dos métodos existentes,
e avaliar a possibilidade de aceitagdo regulatdria de métodos alternativos pelos la-

boratdrios oficiais, no controle de produtos injetaveis sujeitos a Vigilancia Sanitaria.

2 Teste de Pirogénio In Vivo

O ensaio de pirogénio em coelhos foi descrito por Hort e Penfold em 1912.
Na metade dos anos 20, Seibert concluiu que as reagdes febris causadas por injeta-

veis estavam relacionadas com produtos termoestaveis, de origem bacteriana. Na



Universitas: Ciéncias da Saude, Brasilia, v. 8, n. 2, p. 69-95, jul./dez. 2010
Vanessa Cristina Rezende Melandri, Gizeli Costa Faria, Cristiane Caldeira,
Octdvio Augusto Presgrave

72|

década de 40, Co Tui demonstrou que coelhos respondem melhor a auséncia de
pirogénios enquanto que caes sao melhores indicadores da presenca de pirogénios
(PEARSON, 1985).

O Comité de Revisao da Farmacopeia Americana autorizou em 1941 o Sub-
comité 3 em Ensaios Bioldgicos a iniciar o primeiro estudo colaborativo para o
Ensaio de Pirogénio sob a dire¢do de Henry Welch. Os resultados desses estudos
foram publicados em 1943. Ainda durante o desenvolvimento desse estudo, o pri-
meiro método oficial para detec¢ao de pirogénio foi incorporado a décima segun-
da edi¢do da Farmacopeia Americana no ano de 1942 sendo utilizado na sua forma
original até recentemente (WILLIAMS, 2007; KIKKERT et al., 2008).

Apenas em 2001, a Farmacopeia Americana (UNITED STATES PHARMA-
COPEIA, 2000), modificou os critérios de avaliagdo do teste, tornando-os mais
rigorosos, considerando como febre a variagdo individual de temperatura (VIT)
igual ou superior a 0,5°C, substituindo o critério anterior de igual ou superior a
0,6°C. Em 2003, a Farmacopeia Brasileira mudou também o seu critério no fasci-
culo 5° da 4¢ edicao (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).

O teste de pirogénio in vivo fundamenta-se na observa¢éo da resposta fe-
bril em coelhos, apos inje¢do intravenosa da solu¢ao em analise, na qual se mede
a temperatura retal dos animais a intervalos de 30 minutos, por um periodo de 3
horas. Um primeiro teste é realizado com trés animais e, caso o resultado seja du-
vidoso, cinco novos coelhos sdo testados para se ter o resultado final. No primeiro
caso, se nenhum coelho apresentar um aumento individual de temperatura de 0,5
°C ou mais, acima da respectiva temperatura de controle, o produto atende aos
requisitos para auséncia de pirogénio. Na repeti¢do, se no maximo trés dos oito
coelhos mostrarem aumentos individuais de temperatura de 0,5 °C ou mais, e se a
soma dos oito aumentos maximos individuais nao exceder 3,3 °C, o produto aten-
de aos requisitos para auséncia de pirogénio (WILLIAMS, 2007). Cabe ressaltar
que coelhos apresentam o mesmo limiar de endotoxina que causa febre no homem,
ou seja, 1 ng/kg ou 5 UE/kg (HOCHSTEIN, 1990).
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3 Métodos alternativos

No século XIX, Jeremy Bentham demonstrou seu interesse em proteger os
animais com a seguinte reflexdo: “a questdo nao é se os animais raciocinam ou
se eles podem falar, mas se eles sofrem.” Ainda no mesmo século, Marshall Hall
propds o primeiro cddigo de ética na experimentagdo animal, que sugeria a subs-
tituicdo de grandes animais por animais inferiores na escala zooldgica, a reducao
de repeti¢des desnecessarias de ensaios com animais e a preocupagdo com a di-
minui¢do da dor imposta aos animais. No ano de 1842, foi inaugurada a primeira
sociedade protetora dos animais, a “British Society for the Prevention of Cruelty to
Animals”, posteriormente denominada “Royal Society for the Prevention of Cruelty
to Animals” (PRESGRAVE, 2003).

A partir de 1959, com a publicagdo do livro “The principles of humane ex-
perimental technique” foi introduzido o conceito dos 3Rs (reduction, refinement
and replacement) no meio cientifico que consiste na redugdo do niimero de ani-
mais, refinamento das técnicas experimentais, minimizando o sofrimento do ani-
mal e preservando o seu bem estar e, quando possivel, a substituicdo dos testes
realizados in vivo por testes in vitro. Esse conceito evoluiu como uma tendéncia
mundial, iniciando uma forte pressdo com implicagdes éticas quanto a nio uti-
lizagao de animais em pesquisas cientificas e a mobilizagdo de vdrias entidades
e 6rgdos regulatérios no arduo trabalho da validagdo de métodos alternativos na
area de toxicologia (RUSSEL; BURCH, 1959; BALLS et al., 1995).

Desde a década de 60, um grande esforco vem sendo realizado na busca
por métodos alternativos ao teste de pirogénio in vivo. Em 1964, Levin e Bang
verificaram que preparagdes de endotoxina termoestaveis isoladas de Escherichia
coli e um Vibrio marinho induziam a coagulagdo extracelular da hemolinfa (san-
gue) do caranguejo-ferradura (Limulus poliphemus) (PEARSON, 1985). Posterior-
mente, Levin e colaboradores desenvolveram um ensaio sensivel para endotoxina
em plasma humano usando material lisado dos amebdcitos de endotoxina. Como
método de detec¢io de endotoxinas bacterianas, o ensaio de LAL foi pela primeira
vez introduzido na Farmacopeia Americana em 1980. No Brasil, foi incluido na 42.
edi¢ao da Farmacopeia em 1996 (PINTO et al., 2003).
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Apesar de incontestavelmente apropriado para determinados produtos,
como radiofarmacos, sua ineficiéncia em detectar outros tipos de pirogénios que
ndo sejam de origem Gram-negativa, impede uma completa substituicdo do teste
de pirogénio em coelhos (HARTUNG et al,, 2001; POOLE et al., 2002; HOFF-
MANN et al., 2005b). Outro problema reside na capacidade da endotoxina de se
ligar as proteinas plasmaticas e ndo ser normalmente detectada no LAL, ja que
este somente quantifica endotoxina livre limitando o seu uso para determinados
produtos principalmente imunobioldgicos (PARK et al., 2005; SCHINDLER et al.,
2009). Segundo Brandenburg e colaboradores (2009), ha sérias restrigées em rela-
¢do a utilizagdo do LAL na terapia antibacteriana. Segundo os autores, alguns en-
saios clinicos, como a presenca de bacteremia, ndo foram correlacionados ao LAL
em casos de contaminac¢do por bacterias Gram-negativas. Também se constatou
que a atividade do LAL nio apresentou correlagido com a expressao das citocinas

(TNF-q, IL-1p e II-6) em células mononucleares.

Existem diversos métodos de LAL, entretanto, os mais utilizados sdo o de
gelificagdo e cromogénico. No primeiro caso, volumes iguais do reagente LAL e da
solugdo a ser analisada sao homogeneizados e incubados em banho-maria a 37°C
por uma hora (FUKUMORI, 2008). A presenca do gel que se mantém sélido du-
rante a inversdo é considerada positiva para endotoxinas. Nesse método, obtém-se,
somente, uma medida semiquantitativa, uma vez que o resultado é expresso em
faixas (PRESGRAVE, 2003).

No LAL cromogénico, um substrato cromdéforo é incorporado ao complexo
endotoxina-LAL resultando em reag¢do de cor, diretamente proporcional a quanti-
dade de endotoxina (FUKUMORI, 2008). Esse método permite uma quantificagdo
precisa da quantidade de endotoxina presente na soluc¢do testada. Existem outros
métodos descritos na Farmacopeia que também proporcionam informagdes acerca
da concentrac¢do de endotoxina nas amostras, entre eles, turbimétrico quantitativo,
colorimétrico de proteina e nefelométrico (WILLIAMS, 2007; FUKUMORYI, 2008).

Seguindo a tendéncia mundial na busca por métodos alternativos ao uso de
animais, o teste de liberagdo de citocinas, utilizando linhagens celulares ou sangue

humano foi desenvolvido no final da década de 1980 e inicio dos anos 1990, toman-
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do por base o principio do mecanismo da febre, quantificando mediadores inflama-
torios (IL-1B, IL-6, TNF-0) envolvidos neste processo (POOLE et al., 1988; HAR-
TUNG; WENDEL, 1995; HARTUNG; WENDEL, 1996; NETEA et al., 2000; HAR-
TUNG, 2001; SCHINDLER et al., 2004, CALDEIRA, 2005; PRESGRAVE, 2009a).

A primeira demonstra¢do da aplicagdo da libera¢do de citocinas in vitro
foi através do “teste do mondcito’, em comparagdo com os ensaios em coelho e
LAL. Nesse método, uma linhagem celular monocitica humana denominada MO-
NOMAC-6 (MM6) foi submetida a presenca de endotoxinas de diversas origens
e as citocinas (IL-1 e TNF) foram dosadas demonstrando uma boa relagdo dose-
-resposta (POOLE et al., 1988; ZIEGLER-HEITBROCK et al., 1988).

A partir dessa publicagio, alguns outros trabalhos foram desenvolvidos no
sentido de melhor estudar a liberagdo de citocinas em diferentes cultivos de mond-
citos e sua relacio com os ensaios em coelhos e LAL (PRESGRAVE, 2003).

A utilizagdo de células mononucleares isoladas de sangue periférico
(PBMC) foi demonstrada por Hansen e Christensen (1990), como um indicador
sensivel de contaminagdo por endotoxina. Resultados promissores indicaram que,
além de sensivel, o método com PBMC para IL-1, era capaz de detectar endoto-
xinas e bactérias Gram positivas (S. aureus) sendo considerado como um modelo
substitutivo quando comparado ao LAL e o teste in vivo. Posteriormente, outro
estudo concluiu que a liberagdo de IL-6 a partir de PBMC em solu¢des de he-
moglobina também era um modelo sensivel quando comparado ao teste in vivo.
(HANSEN; CHRISTENSEN, 1990).

Em 1991, Taktak e colaboradores apresentaram um estudo que resume o
desenvolvimento de um teste de pirogénio in vitro baseado na liberacdo de IL-6 a
partir da linhagem celular Mono Mac 6. Os autores sugerem que o método MM6/
IL-6 representa uma alternativa importante e pode ser uma forma mais adequada
para testar a contaminagdo do produto final em produtos parenterais, como a al-
bumina de soro humano (HSA), que ndo pode ser detectado no LAL e no teste in

vivo nas condi¢es experimentais avaliadas (ICVAM, 2008).
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Em outro estudo, Hartung e Wendel (1996) concluiram que, apds estimula-
¢do do sangue total (WB) com endotoxina, bactérias Gram-positivas (S. aureus) ou
componentes desses organismos (muropeptidios, LTA, enterotoxinas e estreptoli-
sina O) liberavam IL-1p de forma dependente a concentracdo do estimulo. Com
base nesses resultados, os autores sugeriram a utilizagdo do método de ensaio WB/

IL-1P como uma alternativa para o teste in vivo (ICVAM, 2008).

Eperon e colaboradores desenvolveram um sistema de teste in vitro para
a medicao de substancias pirogénicas usando dois subclones derivados de célu-
las MM6 (MM6-2H8 e MM6-4B5) e um de uma linhagem celular THP-1 (THP-
-1G3). Esses clones sdo relatados por serem fenotipicamente mais estaveis ao longo
do tempo em relagdo a sua capacidade de resposta a endotoxina que as linhagens
de origem. Os autores sugerem que esses métodos baseados em clones de células
monociticas in vitro sdo alternativas validas para a detec¢do de endotoxina em
preparagdes comerciais e produzem resultados comparaveis ao LAL e o teste in
vivo. (EPERON et al., 1996; EPERON et al., 1997). Ainda na década de 90, novos
estudos surgiram, como o desenvolvido por Moesby e colaboradores, n os quais os
autores sugerem que o teste utilizando células MM6 seria um complemento util
para o LAL para a detecgdo de microrganismos Gram-negativos e bactérias gram-
-positivas (MOESBY et al., 1999; ICVAM, 2008).

Em 2001, Hartung e colaboradores apresentaram um relatério de um
workshop, patrocinado pelo Centro Europeu de Valida¢ao de Métodos Alterna-
tivos (ECVAM), para examinar a situagdo dos testes de pirogenicidade, rever as
capacidades dos novos testes e apresentar recomendagdes para o seu desenvol-
vimento. A necessidade de alternativas ao teste em coelhos foi discutida, e suas
respectivas limitacoes foram destacadas. O workshop comparou a utilidade dos
diversos métodos para testar uma variedade de materiais pirogénicos. As conclu-
s6es do workshop indicaram a necessidade de métodos de ensaio alternativos para
enfrentar as limitagdes do teste pirogénio in vivo, mas destacou a necessidade de

validacéo adequada de qualquer novo método.

A partir de entdo, novos trabalhos foram publicados com destaque para

o desenvolvido por Nakagawa e colaboradores (2002) que descreveram um sis-
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tema baseado na liberagao de citocinas a partir de um subclone de células MM6
(MM6-CA8) e compararam essa resposta ao sangue total e ao teste em coelhos. Os
autores sugerem que as células MM6-CAS sdo capazes de detectar uma variedade
de pirogénios usando IL-6 como marcador, e que essas respostas sdo altamente

relevantes para a previsdo das reagdes em humanos.

Andrade et. al. (2003) avaliaram a utilizacio de PBMCs humanos e WB
diluido quando comparados ao LAL e ao teste em coelhos para produtos farma-
céuticos e bioldgicos. Os autores concluiram que ambos os métodos de PBMC e
WB foram comparaveis ao LAL e ao Teste in vivo na sua capacidade de detectar e
quantificar a presenga de endotoxina. Além disso, o0 método de teste WB foi capaz
de detectar IL-6 independente da concentragdo de endotoxina e dos outros pirogé-
nios. Ainda em 2003, Poole e colaboradores descreveram um rapido e nico teste
in vitro para a presenca de substancias pirogénicas baseada na ativagdo de mond-
citos (MMB6) e liberagdo de IL-6 (ICVAM, 2008).

Entretanto, devido a necessidade de superar algumas limita¢des relaciona-
das ao uso do sangue fresco, Schindler e colaboradores (2004) apresentaram um
método de criopreservacdo no qual o sangue poderia ser usado imediatamente
ap0s o descongelamento, sem etapas de lavagem. A criopreservagio torna o ensaio
mais seguro em relagdo as questdes de biosseguranga, ja que possibilita em tem-
po habil testar possiveis contaminagdes de agentes infecciosos consequentemente
aumentando a confiabilidade da resposta dos mondcitos, além de facilitar o trans-
porte e armazenamento das amostras (SCHINDLER et al., 2004)

Hoffmann e colaboradores (2005b) publicaram um estudo de validagdo
usando 13 drogas e seis testes in vitro realizados em dez laboratérios. Os testes
validados foram: PBMC/IL-6; WB/IL-1p, WB/IL-6, MM6 IL-6, THP-Neo/TNFa
e THP/TNFa. Comparado com o teste em coelhos, 0os novos testes sdo mais sen-
siveis, bem como de menor custo e prazo. Em contraste com LAL, todos os testes

foram capazes de detectar pirogénios de origem Gram-positiva.

O processo de validagao mostrou que pelo menos quatro dos seis testes,

com excecdo da linhagem THP, atendem aos critérios de qualidade para detecgdo
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de pirogénio. Segundo os autores, os resultados sugerem que a experimentagio
animal pode ser totalmente substituida por esses testes in vitro, destacando seu
potencial na seguranca e controle da qualidade de produtos injetaveis. O processo
de validagdo formal, ou seja, a avaliagdo da confiabilidade e da relevancia desses
métodos foi desenvolvida pelo Centro Europeu de Validagao de Métodos Alterna-
tivos, ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) e possui
aceite internacional (HOFFMANN et al., 2005b).

Apés o processo de valida¢ao do sangue fresco em 2005, o uso do teste para
sangue criopreservado foi validado por meio de um método simples de congela-
mento do sangue humano para a dosagem de IL-1 (SCHINDLER et al., 2006). Nes-
se processo, o sangue fresco é misturado a uma solugao contendo DMSO e Tam-
péo Sorensen e congelado a uma temperatura de -70°C (SCHINDLER et al., 2006;
PRESGRAVE et al., 2007; SPREITZER et al., 2002; DANESHIAN, 2009; HALDER,
2009; MONTAG et al., 2009; SCHINDLER et al., 2009; SILVA et al., 2009).

Em 2005, Kindinger e colaboradores apresentaram uma adaptagao do MAT
para avaliacdo do potencial inflamatério de contaminantes em amostras do ar am-
biente de dreas potencialmente contaminadas como criagdo de animais (estdbu-
los e chiqueiros). Recentemente, dois estudos, Liebers e colaboradores (2009) e
Bernasconi e colaboradores (2010), também utilizaram a liberacdo de citocinas
no sangue total para avaliar a atividade pirogénica em bioaerossois e poeira de
ambientes ocupacionais e ndo ocupacionais como edificios pablicos. Apesar dos
resultados promissores, os autores deixam clara a necessidade de novos estudos
contemplando outros ambientes como institui¢des de saude e a necessidade do
estabelecimento de valores de referéncia (KINDIGER et al., 2005).

Schindler e colaboradores (2009) apresentaram novos campos que o MAT
tem sido aplicado, como na avaliagdo da contaminagdo de células utilizadas na
terapéutica celular., a partir da observagdo de que os mondcitos sdo as primeiras
células a chegarem a um local de implante de placas metdlicas e ligas de titanio
utilizadas em proteses ortopédicas. O teste também tem sido utilizado em estudos
de biocompatibilidade devido a sua preferéncia especifica para superficies rugo-

sas e hidrofdbicas.
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Estudos recentes também demonstraram a alta sensibilidade do teste in vitro
com sangue humano na dosagem de IL-1{3 em solugdes de dialise e componentes (DA-
NESHIAN et al., 2009). Em outro estudo recente, a liberagio de IL-6 e TNFa do sangue
total humano e de PBMCs foram utilizados para estimar a atividade do LPS purificado
e das vesiculas de membrana externa, que sdo empregadas como antigeno para a pro-
dugio da vacina de diferentes cepas de Neisseria meningitidis do grupo B. Os autores
destacaram alta sensibilidade do sangue total em relagdo ao LAL, e a relevancia do uso
de sistemas humanos para predizer a toxicidade sugerindo que esse ensaio pode ser

promissor para a avaliagdo de seguranca de vacinas (STODDARD et al,, 2010).

O ECVAM apresentou ao Comité Organizador Interagéncias, para Valida-
¢do de Métodos Alternativos, o ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on
the Validation of Alternative Methods), a avaliagdo do status de valida¢do de cin-
co métodos alternativos in vitro (ICCVAM, 2008; SCHINDLER et al., 2009). Os
métodos avaliados foram: Sangue total humano (WB)/Interleucina IL-1p; Sangue
total humano WB/IL-1p: com aplicagdo do sangue criopreservado, Sangue total
humano WB/Interleucina (IL)-6, células Mononucleares do sangue periférico
(PBMC)/IL-6 e a linhagem celular Mono Mac 6 (MM6)/IL-6 (ICCVAM, 2008).

O ICCVAM recomendou que, embora nenhum desses métodos possa ser
considerado um substituto completo para o teste in vivo, podem ser utilizados para
detectar endotoxinas. Além disso, permite o seu uso para cada produto especifico
desde que fique demonstrada a equivaléncia ao teste in vivo em conformidade com
a regulamentagao aplicavel (ICCVAM, 2008, SCHINDLER et al., 2009). Seguindo
essas recomendacdes, 0 MAT foi incorporado a Farmacopeia Europeia (ICCVAM,
2008, EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2006).

Devido as limitagoes do LAL e as recomendagdes em relagdo ao uso do
MAT, a redugdo do nimero de animais no teste de pirogénio in vivo pode ser uma

alternativa para contornar o grande nimero de coelhos utilizados.

Estima-se que, no mundo, que um grande nimero de coelhos seja utilizado
para todos os fins de investigagdo e analise e, embora o nimero de animais usados

especificamente para o teste in vivo ndo tenha sido relatado, é provavel que esse
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numero seja significativamente alto, incluindo dados reportados no Canada e no
Reino Unido (ICCVAM, 2008). Segundo dados do relatério do ICCVAM (2008),
em 2002, um total de 243.838 mil coelhos foram utilizados nos Estados Unidos
para todos os fins de investigagdo e andlise. O mesmo relatério aponta que, em
2005, cerca de 313.000 coelhos foram utilizados na Unido Europeia (UE), sendo
que, desses, cerca de 276.000 animais foram utilizados para produtos farmacéuti-
cos e dispositivos médicos (investigacdo e desenvolvimento, producdo e controle

de qualidade, ou outras avaliagdes toxicoldgicas e de seguranga).

No Brasil, dos laboratérios oficiais, somente o Instituto Octavio Magalhées
(IOM), o Instituto Adolfo Lutz (IAL) e o Instituto Nacional de Controle da Qua-
lidade em Satde (INCQS) realizam teste de pirogénio. Este tltimo utiliza, anual-
mente, cerca de 1.200 coelhos nos ensaios de pirogénio para a analise em soros,

vacinas, hemoderivados, dispositivos médicos e parenterais de grande volume.

As Farmacopeias preconizam, como forma de redugio, a reutilizacao de
animais para o teste de pirogénio in vivo. Dessa forma, quando um ensaio é consi-
derado negativo, os animais podem ser reutilizados, respeitando intersticio de 48
horas. No caso de teste positivo, deve-se obedecer a um intervalo de 14 dias para
que eles tornem a ser usados em novo ensaio (UNITED STATES PHARMACO-
PEIA, 2000; EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2006).

A Farmacopeia Brasileira, na sua ultima edi¢do, ndo recomenda a reuti-
lizagao de coelhos para produtos biologicos devido a falta de estudos anteriores,
porém mantém as condi¢des de reutilizagdo de animais para os demais produtos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003; SCHINDLER et al., 2009).

Apesar da caréncia de trabalhos cientificos nessa area, foram encontrados
alguns estudos com modelos de reducédo de animais através da reutilizagdo de coe-
lhos para o teste de Pirogénio in vivo. O primeiro, apresentado durante a “Primeira
Oficina de Ensaios Biolégicos” em Cuba, onde foi comprovada a possibilidade de
reutilizagdo dos animais para a vacina anti-hepatite B até trés ou quatro vezes em
um periodo de uma semana, reduzindo em até um ter¢o o niimero de animais

(BOURG, 1997). Recentemente, outro estudo utilizando o modelo de redugéo foi
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efetuado no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em saude (INCQS/FIO-
CRUZ), demonstrando que coelhos administrados com soros hiperimunes (An-
tibotrdpico, Antirrabico e Anticrotdlico), uma vez que se tenha obtido resultados
negativos, podem ser reutilizados até quatro vezes no periodo de uma semana.
Esse fato proporciona uma redugédo de até 70% no numero de animais utilizados,
bem como no custo do ensaio (FREITAS, 2008).

4 Comparacao entre os Métodos In Vivo e In Vitro

O teste de pirogénio in vivo é considerado um ensaio seguro por detectar
um amplo espectro de substancias e ser aplicavel a um grande numero de pro-
dutos embora alguns medicamentos ndo possam ser avaliados por esse teste. Um
importante fato reside na relacio dose-resposta similar entre o0 homem e coelho,
demonstrando que 1 ng/kg (5 UE/kg) ¢ a dose minima que causa febre (HOCHS-
TEIN et al., 1990). Entretanto, é susceptivel a interferéncia de fatores relacionados
ao ambiente externo como temperatura, ruidos, umidade e ventilacdo. Fatores re-
lacionados ao animal como diferencas de resposta entre ragas, sexo e a variabilida-
de bioldgica também contribuem para possiveis resultados falso-positivos e falso-
-negativos. Outro aspecto a ser considerado é o controle da qualidade dos animais
desde o seu fornecimento (WILLIAMS, 2007). Dessa forma, além de realizar os
controles sanitarios, genéticos e fisico-quimicos do ambiente, que podem reduzir
ou eliminar esses interferentes, é imprescindivel inserir no controle da qualidade
do ensaio um instrumento que garanta a sensibilidade do animal. Um exemplo é a
realizacdo de uma curva dose-resposta frente a um estimulo pirogénico a partir de
um padréo internacional (HARTUNG et al., 2001; FREITAS, 2008).

Os sistemas in vitro possuem varias vantagens em relacio ao teste in vivo por
serem de baixo custo, quando se leva em consideracdo o gasto gerado na criagdo
e manutencdo de animais de laboratério (HARTUNG et al.,, 2001; HOFFMANN
et al., 2005). Além disso, sdo rapidos e de facil execucdo, significando um maior
numero de amostras analisadas em menor tempo (Tabela 1). Esses testes possuem
uma relagdo dose-resposta sendo quantitativos e mais sensiveis detectando endo-

toxinas na faixa de picogramas por mililitro independente da monografia de cada
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Tabela 1: Comparagdo entre os diferentes métodos in vivo e in vitro utilizados para a
detec¢do de pirogénios.

JESINES
|[COELHO [LAL [MAT
PRINCIPIO
Mecanismo da Defezsa do Mecanismo da febre
febre artrépodo
AGENTES
Bactéria Gram+- |Sim Nao Sim
Bactéria Gram - |Sim Nao Sim
Fungos Sim Nao Sim
Virus Sim Nao Sim
AMOSTRAS
Medicamentos Parcialmente [Sim Sim
Dispositivos . . .
Meédicos Sim Sim Sim
PFOd,ut.OS Sim Parcialmente ®  |Sim
Bioldgicos
Ar e poeira Nio Parcialmente ®  |Sim
VANTAGENS
Detecta vdrios
tipos de Répido Répido
pirogénios
Facil execu¢ao Facil execucio
Baixa infra- o
Baixa infra-estrutura
estrutura
Baixo custo Baixo custo
Reducdo de custos |Redugio de custos e
e prazo de analises |[prazo de andlises
Detecta varios tipos de
pirogénios
Aplicavel a todos os
produtos
DESVANTAGENS
Variabilidade S6 detecta origem
biolégica Gram - Necessidade de
~ .y Nao aplicavel a .
Nao aplicavel a validagdo para produtos
alguns produtos <
todos os produtos biologi nao contemplados
ioldgicos .
Alto custo de na publicagdo da
manutengio de Farmacopéia
animais
Questdes éticas

(1) Exceto medicamentos que interfiram diretamente no mecanismo da febre (p. ex.:
analgésicos, anti-inflamatorios etc.); (2) Produtos bioldgicos contendo proteinas plasmaticas
podem interferir no resultado do LAL; (3) Exceto amostras solidas. Além disso, outros
contaminantes (fungos, dcaros etc) mascaram o resultado no LAL.
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produto. O uso do MAT em relagdo ao LAL possui a vantagem em detectar um am-
plo espectro de pirogénios e ser aplicavel a produtos bioldgicos e amostras ambien-
tais como ar e poeira (KINDINGER et al., 2005; SCHINDLER et al., 2009). Além
disso, é baseado no mesmo principio do teste in vivo, ou seja, no mecanismo da
tebre, facilitando possiveis correla¢des in vivo e in vitro (HOFFMANN et al., 2001).
A desvantagem do uso do sangue fresco no MAT foi contornada com o processo de
criopreservagao, tornando o ensaio mais seguro e de facil execugdo (HOFFMANN
et al., 2005; SCHINDLER et al., 2006; ICCVAM, 2008; SCHINDLER et al., 2009).

5 Discussao

Os testes de pirogenicidade sdo usados principalmente por parte das au-
toridades reguladoras para o produto final de uso humano como medicamentos
parenterais, produtos biologicos e dispositivos médicos. Os resultados desses en-
saios sdo utilizados para limitar, a um nivel aceitavel, os riscos de rea¢éo febril em
pacientes expostos ao produto de interesse (ICCVAM, 2008; UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2000; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003; EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2006).

Apesar de amplamente aceito, por ser capaz de detectar varios tipos de pi-
rogénios e ser aplicavel a diversos produtos, o método in vivo ainda é bastante
questionavel em vérios pontos. Um aspecto importante ¢ a necessidade de extra-
polagdo entre as espécies de coelhos para os seres humanos apesar do limiar de
febre semelhante entre humanos e coelhos. As questdes éticas envolvendo o uso
de animais em experimentacdo também pode ser alvo de criticas tendo em vista
a variabilidade bioldgica dos animais e as interferéncias que podem levar a uma
resposta falso-positiva ou falso-negativa. Como exemplo, podemos citar a eleva-
¢do de temperatura por estresse causado por um ruido na sala de experimentagio,
as diferencas de resposta entre racas de coelhos e a influéncia de fatores ligados
ao sexo. A postura que o animal adota na gaiola de contengdo, entre outros fa-
tores, pode resultar numa resposta negativa, sem contar com fatores ambientais
que devem ser bem controlados (HARTUNG et al., 2001; PRESGRAVE, 2003;
WILLIAMS, 2007).
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Determinadas drogas também podem influenciar na resposta dos animais
aumentando, diminuindo ou cessando a resposta febril. Um exemplo de subs-
tancias que cessam a febre sdo acetanilida, acetofenetidim, o 4cido acetilsalicilico
(AAS) e antitérmicos como paracetamol e dipirona. Drogas que mascaram e dimi-
nuem a febre sdo os derivados de fenotiazina, hipnoéticos, anestésicos locais (pro-
caina) e estrofantim. Algumas substancias como esteroides e antibiéticos podem
provocar febre em mamiferos. Portanto, é extremamente importante entender o
efeito farmacologico das solucdes testadas antes de submeter a amostra ao teste de
pirogénio em coelhos (WILLIAMS, 2007).

O LAL é apropriado na substitui¢do do teste de pirogénio para determinados
produtos, como agua para inje¢do e medicamentos que ndo podem ser aplicados
em animais (INCQS, 2005). Possui a vantagem de utilizar hemolinfa de animal in-
vertebrado, além de avaliar a contaminagéo frente a um padrio de endotoxina que
permite uma medi¢ao semiquantitativa, no caso do método de gelificagdo ou quan-
titativa, quando se trata do LAL cromogénico. Essa diferenga ocorre, uma vez que o
teste de gelificagdo apresenta como resultado uma faixa informando a concentragao
de endotoxina. No caso do LAL cromogénico, a concentragdo ¢ obtida através da
interpolagdo de valores que se encontram dentro da curva, construida com diversas

concentragdes do padrao e analisada por regressdo e correlacdo lineares.

A limitagdo do uso do LAL em relagdo a sua ineficiéncia em detectar outros
tipos de pirogénios que ndo sejam de origem Gram-negativa impede uma completa
substituicdo do teste de pirogénio em coelhos (HUSZAR et al., 2002; PARK et al.,
2005; SCHINDLER et al., 2004; SCHINDLER, 2009). Outra limitagdo é em relagdo
as interferéncias de produtos bioldgicos, tais como soros hiperimunes, vacinas, he-
moderivados e amostras ambientais s6lidas (SCHINDLER, 2009). Existem poucos
trabalhos relacionando o LAL e a detec¢ao de endotoxinas nesses produtos. Alguns
artificios sdo descritos na literatura buscando minimizar os efeitos no teste dos
interferentes ou inibidores presentes (SILVEIRA et al., 2004; REINHARDT, 2008).

Um dos principais problemas descritos reside na capacidade da endotoxi-
na de se ligar a proteinas plasmaticas e nao ser detectada no LAL ja que este s6

quantifica endotoxina livre. Segundo Park e colaboradores (2005), no caso de va-
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cinas como a Hepatite B, além dos componentes proteicos, existe a interferéncia
do hidréxido de aluminio (AI(OH),) no teste (PARK et al., 2005). Neste estudo foi
comparado o LAL cromogénico e gelificagdo ao Teste in vivo e apds varias diluigoes
da amostra e processos de filtragdo para a retirada do Al (OH), foi possivel detectar
apenas a endotoxina pelo teste de gelificacdo, sugerindo apenas neste caso o LAL
como alternativa ao coelho (SILVEIRA et al., 2004).

No caso de soros hiperimunes ndo ha trabalhos publicados nesse sentido,
ratificando a importéincia do teste in vivo para esses produtos. A mesma situagdo
pode ser estendida para os hemoderivados. Estudos com imunoglobulinas mos-
traram que o LAL por gelificagiao pode ser aplicado apenas quando utilizado com
inibidor apropriado (SILVEIRA et al., 2004).

Cabe ressaltar que, com a validagdo e inclusio do LAL nas farmacopeias
como uma alternativa ao uso do teste de pirogénio em coelhos, houve uma redugdo
de aproximadamente 80% dos testes in vivo. Além disso, essa inclusdo permite que
o LAL, assim como o teste em coelhos, também possa ser usado como referéncia
para estabelecer uma correlagdo, no processo de valida¢ao de novos ensaios in vitro
(SCHINDLER et al., 2004).

Devido as recomendagdes e limitacdes do teste em coelhos e do LAL, foi
desenvolvido um novo método baseado na ativagdo in vitro de células monociticas
humanas em resposta a pirogénios. Esse método surgiu como uma proposta de
substitui¢ao ao teste in vivo e combina a sensibilidade do LAL com o grande espec-
tro de substincias detectaveis pelo teste em coelhos. Além disso, 0 novo método,
por utilizar células de origem humana, reflete melhor a resposta fisiologica possi-
bilitando uma melhor compreensdo dos mecanismos bioldgicos responsaveis pela
reagdo de febre em humanos (POOLE et al., 1988; HANSEN; CHRISTENSEN,
1990; TAKTAK et al,, 1991; HARTUNG; WENDEL, 1996, EPERON et al., 1996;
EPERON et al., 1997; MOESBY et al., 1999; HARTUNG, 2001, NAKAGAWA et al.,
2002; ANDRADE et al., 2003, SCHINDLER et al., 2004).

Os testes de ativagao de mondcitos também apresentam outras vantagens

em relagao aos empregados atualmente, como a redugéo de custos e prazo de ana-
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lises, principalmente com o uso do sangue criopreservado. Entretanto, um estudo
recente mostrou que pode existir diferenca significativa entre a utilizacdo do san-
gue fresco e criopreservado em relagdo aos niveis de expressdo do gene de TNF-a
apos estimulagdo com LPS. Segundo os autores, a diminui¢ao da viabilidade celu-
lar devido a criopreservagio e a deplecido dos niveis de citocinas podem ser atri-
buidos a baixa expressdo de TNF-a no sangue congelado. Os resultados sugerem
fortemente que o sangue total fresco é a melhor escolha para estudos de estimu-

lagao in vitro na determinac¢do de mediadores inflamatorios (CHEN et al., 2010).

Apesar do esfor¢o da comunidade cientifica e o grande niimero de publica-
¢oes, 0 MAT foi regulamentado pela Farmacopeia Européia apenas como um tercei-
ro teste, sem substituir os ja existentes. Alguns pontos criticos podem ser destaca-
dos, principalmente pelo fato de o processo de validagdao demonstrar apenas a capa-
cidade de detec¢éo para endotoxina. Os dados apresentados na literatura, segundo
o préprio relatorio do ICCVAM, sdo insuficientes para comprovar a capacidade em
detectar pirogénios que néo sejam de origem Gram-negativa e sua utilizacdo para
produtos bioldgicos. Além disso, os métodos validados nao foram adequadamente
avaliados na sua capacidade em detectar endotoxinas quando comparados ao LAL e
ao Teste in vivo, dificultando sua utilizagdo como um substituto completo ao testes
ja existentes (HARTUNG; WENDEL, 1996; HOFFMANN et al., 2005a; NAKAGA-
WA et al., 2002; SCHINDLER et al., 2006; ICCVAM, 2008; SCHINDLER, 2009).

No que tange a reutilizagdo de animais, a Lei 11.794/2008, que regulamenta
a utilizacdo de animais na experimentac¢io e ensino no Brasil, através do seu Arti-
go 14, paragrafo 8°, preconiza que “[...] é vedada a reutilizacdo do mesmo animal
depois de alcancado o objetivo principal do projeto de pesquisa” (BRASIL, 2008).
Cabe ressaltar que a Unido Europeia esta revisando a Diretiva que trata do uso
cientifico de animais, em que a questdo da reutilizaciao também estd sendo deba-
tida, discutindo-se a possibilidade de se reutilizar ou ndo os animais em funcio
da classificagao geral do experimento, se leve, moderado ou substancial (EMBO,
2005; EUROHORC:S, 2009; EUROPABIO, 2010).

Recente levantamento mostrou que cerca de 60% dos trabalhos cientificos

publicados se referem a modelos de redugéo, cabendo cerca de 30% aos métodos
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de substitui¢ao e 10% visando o refinamento (REINHARDT, 2008). Esses niime-
ros refletem de forma significativa a dificuldade atual de se encontrarem alterna-
tivas que substituam o uso de animais nas diversas dreas da experimentacéo e de-
monstram a importancia da questdo de redu¢ao do numero de animais dentro do
conceito dos trés Rs. Talvez, o motivo principal da dificuldade de se estabelecer
alternativas de substitui¢do resida na necessidade de uma validagdo formal dos
métodos, de forma a demonstrar a sua confiabilidade e relevincia para o propdsito
particular (OECD, 2005; PRESGRAVE, 2009b).

O teste de pirogénio nao oferece grandes problemas quando o resultado é
negativo, entretanto, quando ocorre a resposta pirogénica, o animal pode sofrer
algum desconforto em decorréncia da elevagdo da temperatura, a semelhanga do
que acontece com seres humanos. Dessa forma, até que os Testes de Ativacdo de
Mondcitos possam substituir o uso de coelhos completamente, os estudos sobre a
reutilizagdo desses animais na determinagdo da contaminag¢do pirogénica de pro-
dutos bioldgicos contribui sobremaneira para a redu¢do do nimero de animais
utilizados, uma vez que, no caso desse tipo de produto, os animais sdo usados uma

Unica vez e submetidos a eutandsia.

Em face do acima exposto, ficam claras as vantagens dos métodos in vitro
em relagdo ao in vivo, principalmente do MAT, que deve ser o método de escolha
para a futura substituicdo do teste em coelhos e do LAL. Além disso, é necessa-
rio ressaltar a importincia da utilizagdo do MAT com sangue criopreservado na
seguranca e agilidade das analises. Entretanto, até que isso seja possivel devido a
necessidade de mais estudos, principalmente que correlacionem os resultados in
vivo e in vitro, a redu¢do do numero de animais por meio da reutilizagdo é uma
alternativa segura e pode ser aplicada em curto prazo no controle da qualidade de

produtos injetaveis.

6 Conclusao

Apesar de ainda ser amplamente utilizado, principalmente em paises em

desenvolvimento, o teste de pirogénio em coelhos tende a ser substituido por novas
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metodologias que quantificam a libera¢do de mediadores inflamatorios envolvidos
no processo da febre. Com isso, a tendéncia mundial de substituir os animais fica

bastante evidente.

O uso de métodos alternativos reduz de forma significativa os custos dos
ensaios, quando comparado com os gastos necessarios para a manutengio de ani-
mais de laboratério, podendo representar uma diminui¢do de até 70% do valor do
teste in vivo. Dessa forma, o uso de um método alternativo como o MAT pode faci-
litar para que mais laboratorios possam executar o teste de pirogénio, aumentando
a capacidade analitica da Rede Nacional de Laboratérios Oficiais de Controle de
Qualidade em Saude (RNLOCQS), proporcionando uma maior agio por parte da

Vigiladncia Sanitaria.

Os recentes estudos de validacdo e a incorpora¢io do MAT na Farmaco-
peia Europeia mostram que o teste de pirogénio em coelhos pode, em um futuro
proximo, ser completamente substituido, tanto para fins regulatérios quanto pe-
las industrias. Entretanto, cabe ressaltar, até que esse método possa ser validado
e incorporado a Farmacopéia Brasileira, o teste in vivo continua ser o de escolha,
principalmente para produtos bioldgicos na detecgdo de substincias pirogénicas.
Nesse aspecto, a reutilizagdo é uma alternativa importante na redu¢io do numero
de animais e, portanto, deve ser implementada em curto prazo pelo menos nos

produtos ja estudados.

A utilizagao do MAT apenas para as treze drogas usadas no estudo colabo-
rativo reforca a necessidade de novos processos de valida¢ao visando contemplar
produtos de importéncia nacional como os imunobioldgicos. Também ¢ impres-
cindivel que sejam incluidos nos processos de validagdo de cada produto, a com-
paragdo com os resultados obtidos no teste in vivo e no LAL, de forma que possam
servir de base para o reconhecimento do MAT pelas Farmacopeias como um subs-

tituto completo dos métodos atualmente existentes.
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Use of alternative methods for determining pyrogenic contamination
in the control of injectable products subject to sanitary surveillance

Abstract

All injected product for human use must be pyrogen-free. This contamina-
tion is considered a serious problem for public health, since they may cause fever
and lead patients to shock or even, death. Pyrogen test is performed in rabbits,
mainly for controlling hyperimmune sera, although LAL and MAT have being
considered as alternatives for certain products. The aim of this study is to make
a review about the evolution of pyrogen test and evaluate the possible regulatory
acceptance of alternative methods by official laboratories in the control of injecta-
ble products. We concluded that, despite of the existence of alternatives, the lack
of new studies and the limitation of the application of these methods, mainly for
biological, it does not allow the replacement of the in vivo test unless in cases re-
commended by Pharmacopoeia. This way, despite of the ethical problems and the
high cost of the use of animals, the assay using rabbits continues to be the choice to
guarantee the quality of great part of the injectable products up to now, until that

MAT can be validated and recognized for a wide class of products.

Keywords: Pyrogen. Alternative methods. Cytokine release. Pharmacopoeia.
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