UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
ESCOLA DE FARMACIA

LAYSA DUARTE PASSOS RESENDE

A EVOLUCAO DOS METODOS FARMACOPEICOS PARA DETECCAO DE
PIROGENIOS

OURO PRETO
2025



LAYSA DUARTE PASSOS RESENDE

A EVOLUCAO DOS METODOS FARMACOPEICOS PARA DETECCAO DE
PIROGENIOS

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado como
requisito parcial para obtencéo de titulo de Bacharel
em Farmacia pela Universidade Federal de Ouro

Preto.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Jacqueline de Souza

Coorientador: Prof.2 Dr.2 Flavia Dias Marques-

Marinho

OURO PRETO
2025



SISBIN - SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMACAO

R433e Resende, Laysa Duarte Passos.
A evolucédo dos métodos farmacopeicos para deteccao de pirogénios.
[manuscrito] / Laysa Duarte Passos Resende. - 2025.
69 f.

Orientadora: Profa. Dra. Jacqueline de Souza.

Coorientadora: Profa. Dra. Flavia Dias Marques Marinho.

Monografia (Bacharelado). Universidade Federal de Ouro Preto.
Escola de Farmacia. Graduacdo em Farmacia .

1. Pirogénios. 2. Lipopolissacarideos. 3. Monodcitos. 4. Farmacopéia. .

Souza, Jacqueline de. Il. Marinho, Flavia Dias Marques. Ill. Universidade
Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU 615.1

Bibliotecario(a) Responsavel: Soraya Fernanda Ferreira e Souza - SIAPE: 1.763.787




MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
REITORIA
ESCOLA DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

FOLHA DE APROVACAO

Laysa Duarte Passos Resende

A evolugao dos métodos farmacopeicos para detecgdo de pirogénios

Monografia apresentada ao Curso de Farmacia da Universidade Federal
de Ouro Preto como requisito parcial para obtengdo do titulo de Farmacéutico Generalista

Aprovada em 04 de setembro de 2025

Membros da banca

Dra. Jacqueline de Souza - Orientadora (Universidade Federal de Ouro Preto)
Dra. Andrea Grabe Guimardes - (Universidade Federal de Ouro Preto)
Dra. Nayara Nascimento Toledo Silva - (Universidade Federal de Ouro Preto)
Dra. Flavia Dias Marques Marinho - Coorientadora - (Universidade Federal de Ouro Preto)

Profa. Jacqueline de Souza , orientadora do trabalho, aprovou a versao final e autorizou seu depdsito na Biblioteca Digital de Trabalhos de
Conclusdo de Curso da UFOP em 08/09/2025

sell o

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Jacqueline de Souza, PROFESSOR DE MAGISTERIO SUPERIOR, em 08/09/2025, as
17:42, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Referéncia: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo n? 23109.011554/2025-96 SEI n2 0975196

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35402-163
Telefone: (31)3559-1069 - www.ufop.br



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente a todos, que de alguma forma, estiveram presentes nesta

caminhada.

Aos meus familiares, pelo apoio incondicional em todos 0os momentos.
Aos amigos, pela amizade sincera e momentos inesqueciveis.

As pessoas com quem dividi casa, pelos grandes aprendizados.

Aos que ja ndo estdo entre nos, mas que, de alguma maneira, me inspiraram e

continuam vivos em minha memaoria e em minhas conquistas.

A Universidade Federal de Ouro Preto e a Escola de Farmécia, pelo ensino publico

de qualidade.

A minha orientadora e & minha coorientadora, pelo acolhimento e pela disponibilidade

ao longo deste percurso.
Aos funcionarios da EFAR, dos estagios e a banca avaliadora, pelas contribuicdes.

Muito obrigada! Cada um de vocés foi fundamental em minha vida.



“Sé forte e corajoso!
Ndo temas, nem te apavores, porque O
Senhor, teu Deus, estara contigo por onde

quer que vas.”
(Josué 1,9)



RESUMO

Os pirogénios séo substancias capazes de induzir febre e, por isso, representam risco
significativo quando presentes em produtos farmacéuticos administrados por via
parenteral ou que entram em contato direto com o sangue. Diante da necessidade de
garantir a seguranca e qualidade desses produtos, diferentes métodos para detecgao
de pirogénios foram descritos nas farmacopeias ao longo do tempo, em consonéancia
com a evolucao cientifica e regulatéria. Este trabalho teve como objetivo estudar a
atualizacdo dos métodos farmacopeicos para detecgao de pirogénios, com énfase na
Farmacopeia Brasileira, além de realizar comparacbes com as Farmacopeias
Europeia e Americana, destacando suas similaridades e divergéncias. O levantamento
bibliografico evidenciou que a Farmacopeia Brasileira incorporou gradativamente os
novos meétodos, desde a inclusao inicial do teste de pirogénios em coelhos na 32 edi¢cao
(1977), até insercédo do Teste de Endotoxinas Bacterianas (LAL) na 52 edi¢ao (2010)
e, mais recentemente, a introducao do Teste de Ativagdo de Mondécitos (MAT) na 72
edicao (2024). A comparacéao entre as farmacopeias demonstrou avangos importantes
no processo de harmonizagao destas, ainda que persistam diferengas metodoldgicas.
Por fim, foi elaborada diretriz para roteiros de aula pratica utilizando o método | do
MAT, de modo a esclarecer aspectos nao detalhados na farmacopeia e simplificar a
compreensao sobre a sua aplicabilidade. Em conclusdo, a evolugdo dos métodos
reflete 0 compromisso das farmacopeias com a inovacgao cientifica, a ética no uso de

animais e a seguranca dos pacientes.

Palavras-chave: Pirogénios; Endotoxinas Bacterianas; Teste de ativacdo de

monacitos; Farmacopeia Brasileira; Farmacopeia Europeia



ABSTRACT

Pyrogens are substances capable of inducing fever and, thus, pose a significant risk
when present in pharmaceutical products administered parentally or that come into
direct contact with blood. Due to the need to ensure safety and quality of these
products, different methods to detect pyrogens have been described in
pharmacopoeias throughout time, in line with scientific and regulatory evolution. This
work aimed to analyze the updating of pharmacopoeial methods for pyrogen detection,
with emphasis on the Brazilian Pharmacopoeia, as well as comparing it with the
American and European Pharmacopoeias, highlighting their similarities and
divergences. The bibliography survey demonstrated that the Brazilian Pharmacopoeia
gradually incorporated new methods, from the initial inclusion of the pyrogen test in
rabbits in the third edition (1977) to the insertion of the Bacterial Endotoxin Test (LAL)
in the fifth edition (2010) and, more recently, the introduction of the Monocyte Activation
Test (MAT) in the seventh edition (2024). The comparison between the
pharmacopoeias revealed important advances in their harmonization process,
although methodological differences persist. Finally, was developed a guideline for
practical lesson plan using method | of MAT was proposed in order to clarify aspects
not detailed in the pharmacopoeia and simplify the comprehension of its applicability.
In conclusion, the evolution of the methods reflects the commitment of pharmacopoeias

with scientific innovation, ethics in the use of animals and the safety of the patients.

Keywords: Pyrogens; Bacterial Endotoxins; Monocytes Activation Test; Brazilian

Pharmacopoeia, European Pharmacopoeia
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1 INTRODUCAO

Os pirogénios sao todas as substéncias capazes de provocar febre (Pearson,
1985; Schindler et al., 2009 apud Lopes, 2011). Assim, quando em contato com o
organismo do hospedeiro, os pirogénios exdgenos como 0s virus, bactérias e fungos
desencadeiam os pirogénios enddgenos que irdo produzir citocinas responsaveis pela
febre (Pinto, Kaneko Pinto, 2015).

Todos os produtos farmacéuticos e médicos devem ser avaliados para atestar
gue cumprem os requisitos de qualidade por meio de métodos descritos nas
farmacopeias (Du et al., 2011 apud Spoladore et al., 2021) Os produtos administrados
por via parenteral ou que terdo contato com o sangue devem também cumprir com
testes especificos para deteccao de pirogénios (Freitas, 2008 apud Silva, 2015). Os
testes para deteccao de pirogénios sdo descritos em farmacopeias de distintos paises
e continentes podendo ter pequenas alteragbes de acordo com a fonte. O teste
considerado padrao ouro para deteccao de pirogénios in vivo existe ha mais de 50
anos e é fundamentado na presenca ou ndao de febre em coelhos por meio de
experimentos que consistem na injecdo venosa da substancia em analise
(McCLOSKY et al., 1943 apud Pinto, Kaneko Pinto, 2015; Hoffmann et al., 2005 b apud
Lopes, 2011; Farmacopeia Brasileira, 2024). Porém, a implementacao de legislacbes
que priorizam a necessidade de diminuir a utilizagdo de animais para experimentos

laboratoriais, impactou na busca por alternativas mais sustentaveis.

Dessa forma, o primeiro teste in vitro descrito nas farmacopeias foi o teste de
endotoxina bacteriana também chamado de Lisado de Amebdcitos de Limulus (LAL).
Este quantifica ou detecta endotoxinas de bactérias Gram-negativas por uma reacao
enzimatica que resulta em coagulacdo do reagente LAL. Este teste € considerado
limitado em relacédo ao in vivo pois ndo detecta pirogénios nao-endotoxina (NEPSs)
(Farmacopeia Brasileira, 2024). Portanto, apesar de ter diminuido a utilizacao do teste

em coelhos, nao o substituiu por completo.

Com o avango das pesquisas, pdde-se conhecer todo o processo febril do
organismo e, com isso, foi possivel desenvolver um método in vitro baseado nesse

processo. O teste de ativacdo em mondcitos (MAT) tem a capacidade de
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detectar/quantificar as substéancias pirogénicas que ativam as células monociticas e
desencadeiam as citocinas que culminam em febre. Todo o processo é realizado
utilizando o ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA). O MAT é mais um teste
alternativo em relagdo ao in vivo, com a vantagem de determinar NEPs, além de
endotoxinas bacterianas (Farmacopeia Brasileira, 2024; European Phamacopoeia,
2022; Silva et al., 2018; Kim, 2021).

Diante da evolugdo dos métodos para detecgdo de pirogénios descritos nas
farmacopeias e das diferengas existentes entre os procedimentos adotados por cada
uma delas, o presente trabalho visou revisar, compilar e organizar informagdes sobre
os testes farmacopeicos usualmente utilizados para a identificagdo de pirogénios em
produtos farmacéuticos e médicos, facilitando sua consulta e aplicagdo. Além disso,
buscou produzir material bibliografico acessivel, promovendo a ampliacdo e
equalizacdo do acesso ao conhecimento entre diferentes publicos, contribuindo
também para o aprimoramento do monitoramento da contaminag&o por pirogénios,

uma vez que as informacgdes facilitam a conducao inequivoca das atividades praticas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O que épirogénio e sua presenca em medicamentos

Pirogénio (Pyrogen) € a denominacgao para qualquer substéncia que tenha a
capacidade de induzir aumento da temperatura corporal em animais ou humanos.
Esse termo € derivado do grego no qual pyro significa “fogo” e genesis que significa

“criar ou resultar” (Pearson, 1985; Schindler et al., 2009 apud Lopes, 2011).

Dessa forma, para se manterem vivos, os animais homeotérmicos, como 0s
mamiferos, tém a capacidade de termorregulacao, a qual, por meio da homeostase,
regula a temperatura corporal real em um nivel preestabelecido (set point), cerca de
372 + 0,5°C. O processo de termorregulacéo se da da seguinte forma: o aumento da
temperatura corporal e o estabelecimento de um novo set point com temperaturas
mais altas acarreta a diminuicao do fluxo sanguineo cutaneo (frio) seguida pelo calafrio

(tremor) e pela producgao de calor até se atingir o novo nivel preestabelecido.
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Por sua vez, ao diminuir a temperatura corporal este limite cai novamente e entdo

resulta na sensacgao de calor (suor) (Silbernagl, 2016).

Os pirogénios sao divididos em duas classes: 1) os exdgenos, que se originam
fora do hospedeiro e induzem febre quando entram em contato, por exemplo, com
virus, fungos, bactérias e seus componentes, alguns farmacos, esteroides e fragoes
do plasma; 2) os enddgenos, que sdo produzidos internamente quando o hospedeiro
entra em contato com os pirogénios exogenos, provocando a libera¢do das citocinas,
sendo as principais interleucina-1p (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e prostaglandina E, (PGE2) que produzem febre (Pinto, Kaneko
Pinto, 2015).

Quando ha infec¢do causada pelos pirogénios exdgenos ocorre alteragdo no
ponto de ajuste (set point) que desencadeara alteragdes fisiologicas. Quando entram
no organismo sao opsonizados e fagocitados por macréfagos, como as células de
Kupffer. Estas células, entao, liberam as citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e PGE2 que
causam reacao febril, pelo hipotalamo na area pré-éptica e no 6rgao vascular da
l&mina terminal (OVLT) por meio da PGE:2 (Figura 1) (Silbernagl, 2016).

Figura 1 — Mecanismo da Febre
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2.2 Riscos da contaminacao por pirogénios em produtos farmacéuticos

A presenca de pirogénios em produtos farmacéuticos e médicos pode acarretar
respostas inflamatorias desde o estado febril até mesmo morte por choque. Portanto,
tais produtos sdao submetidos a testes de controle de qualidade presentes nas
farmacopeias, visando garantir a auséncia de pirogénios e assim atestar a seguranga
do uso do medicamento ou dispositivo médico (Du et al., 2011 apud Spoladore et al.,
2021).

As endotoxinas ou lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa
das bactérias Gram-negativas sao complicadores para a industria farmacéutica. As
endotoxinas sao constituidas por uma regidao hidrofila polissacaridica central
covalentemente ligada a cadeia lateral hidrofébica O-especifica e ao lipideo A (Figura
2). Mesmo que todo o processo produtivo esteja de acordo com as boas praticas de
fabricacao (BPF), € de extrema importancia processos de controle para que o produto

final seja apirogénico (Pinto, Kaneko Pinto, 2015).

Figura 2 — Parede celular de bactéria Gram-negativa
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Boa parte dos microrganismos podem ser eliminados por meio da esterilizagao,

por exemplo aplicacao de calor seco em estufas. Porém, os LPS tém caracteristicas

termoestaveis, sendo eliminados somente por despirogenizacao (Hartung et al., 2001,

Hoffmann et al., 2005, Schindler et al., 2009 apud Lopes, 2011). Esta devera ser

realizada de maneira particular para cada produto, podendo ser por inativagdo ou

remogao das endotoxinas. Cada processo, quimico ou fisico, a ser utilizado deve ter

comprovagao de que é eficaz, reprodutivel e possivel de ser validado (Williams, 2004
apud Pinto, Kaneko Pinto, 2015)

2.3 Meétodos para determinar pirogénio

Para garantir a auséncia dos pirogénios nos produtos injetaveis, sao realizados
alguns testes descritos na farmacopeia. Tém-se, atualmente, a descricdo de trés
testes: teste de pirogénios (in vivo), teste de endotoxinas bacterianas (LAL) e teste de
ativacdo de mondcitos (MAT). No entanto, existem distingbes entre as técnicas
descritas nas farmacopeias. Na Farmacopeia Americana (USP) sao descritos os dois
primeiros testes, o MAT nao foi aderido. Em contrapartida, ha 15 anos a Farmacopeia
Europeia (EP) indica a utilizacdo do MAT como teste alternativo ao teste de pirogénios
in vivo. A Farmacopeia Brasileira (FB), por sua vez, introduziu o MAT em sua versao
publicada em 2024, a qual permanece vigente (Silva et al., 2018, Farmacopeia
Brasileira, 2024).

O teste in vivo para detecgao pirogénios, também conhecido como RPT (Rabbit
Pyrogen Test), € considerado padrao ouro e utilizado ha mais de 50 anos. AUSP foi a
pioneira em adotar o teste desde a sua Xll edi¢cdo publicada em 1942, ainda que tenha
passado por atualizagcdes em edicOes posteriores. Esse teste se baseia na reacao
febril que pode ocorrer ou ndo quando € realizada injecao intravenosa da solugao
estéril em analise, na veia da orelha de coelhos. Dentre as trés farmacopeias citadas,
existem algumas variagcdes nas condi¢cOes para realizagdo do teste, tais como: o
numero de animais, as repeticdes, testes preliminares, critérios de exclusdo e
interpretacao dos resultados (McCLOSKY et al., 1943 apud Pinto, Kaneko Pinto, 2015,
Hoffmann et al., 2005 b apud Lopes, 2011, Farmacopeia Brasileira, 2024). Embora

tenha maior abrangéncia em detectar pirogénios, trata-se de um método menos
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sensivel do que o método in vitro. Como ponto negativo pode-se destacar também a
necessidade de utilizagdo de animais de laboratorio (muitos coelhos) (Hartung et al.,
2001; Nakagawa et al., 2002 apud Silva et al., 2016)

O teste de endotoxina bacteriana (LAL) surgiu devido a busca por métodos que
implementassem os 3Rs - Reducdo, Refinamento e Realocagao/substituicdo
(Reduction, Refinement and Replacement) — ou seja, reduzir o numero de animais
utilizados e assim substituir métodos in vivo por in vitro (Balls,2009 apud Lopes, 2011).
O LAL se baseia na deteccao ou quantificagdo de endotoxinas de bactérias Gram-
negativas por meio da reacao (coagulagao) com o reagente LAL (lisado de amebdécitos
de Limulus sp.) (Farmacopeia Brasileira, 2024). Porém, possui limitagées e ndo pode
ser um substituto do teste em coelhos pois ndo detecta pirogénios ndo-endotoxina
(NEPs). Também apresenta como interferentes os altos niveis de proteinas, lipidios e
glicanas quando contidos nos medicamentos analisados (Schindler, 2009, Spreitzer,
2002 apud Kim, 2021).

O MAT comecou a ser desenvolvido no final da década de 1980, baseado em
células mononucleares isoladas do sangue periférico (PBMC) e era reconhecido
incialmente como alternativa para deteccdo de endotoxinas. Em seguida,
desenvolveram o ensaio de sangue total (WB) e entdo foi considerado uma alternativa
segura e sensivel tanto para endotoxinas quanto para NEPs. Sendo, atualmente, o
teste de escolha em produtos de administracao parenteral desde que a adequabilidade
do teste ao produto especifico seja comprovada. O MAT é fundamentado no processo
febril do organismo pois detecta ou quantifica substancias que ativam células
monociticas que, por sua vez, liberam citocinas pro inflamatdrias como: IL-1B, TNF-a
e IL-6 por meio do ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA). A padronizacéo do
método foi possivel por meio do uso do WB humano criopreservado que também
proporcionou reprodutibilidade. Podendo, assim, detectar a presenca de pirogénios
com maior sensibilidade (Schindler et al., 2004; Schindler et al., 2006 apud Silva et al.,
2016). Apesar de muito promissor, esse método apresenta uma certa dificuldade de
implantacdo devido a demanda de WB de humanos. Assim, ja se tem estudos que
buscam alternativas a esse material biolégico (Farmacopeia Brasileira, 2024;
European Phamacopoeia, 2022; Silva et al., 2018; Kim, 2021).

A contaminacado de medicamentos e insumos voltados a saude por pirogénios

trata-se de um problema de satde publica e deve ser sempre prevenida. E de extrema
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importancia que os fabricantes sigam as diretrizes das BPF, sendo também necessario
levar em consideracao a qualidade das matérias-primas, o tempo de manipulacao e a

fase de esterilizacdo do produto uma vez que os LPS sao termoestaveis.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar uma revisao bibliografica dos métodos farmacopeicos de controle de
qualidade empregados na deteccao de Pirogénios em produtos farmacéuticos nas

Farmacopeias Americana, Brasileira e Europeia.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar levantamento bibliografico sobre os capitulos gerais que descrevem os
métodos para detecgao de Pirogénios em produtos farmacéuticos em todas as
edicdes da Farmacopeia Brasileira;

e Comparar os métodos farmacopeicos relativos a determinacao de pirogénios,
disponiveis na Farmacopeia Brasileira com os métodos das Farmacopeias
Americana e Europeia;

e Redigir uma diretriz para aula pratica sobre o teste de ativagcdo de mondcitos

inserido na 72 edicao da Farmacopeia Brasileira.

4 MATERIAL E METODOS

A seguir serao apresentados os métodos para conduzir o trabalho.
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4.1 Levantamento bibliografico sobre deteccdo de pirogénios em produtos
farmacéuticos contido em todas as edi¢des da Farmacopeia Brasileira

Para realizar a consulta foram visitados a biblioteca da Escola de Farmacia da
UFOP e o museu da Farmacia da UFOP (MPhUFOP) e acessada a pagina da
biblioteca digital da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) disponivel em:
(https://bibliotecadigital.anvisa.gov.br/jspui/handle/anvisa/11937). As consultas foram
realizadas utilizando os seguintes termos: “teste de pirogénios, teste de ativacéo de

monocito e teste de endotoxinas bacterianas”.

4.2 Comparacdao de meétodos farmacopeicos relativos a determinacdo de
pirogénios, disponiveis na Farmacopeia Brasileira com os métodos das

Farmacopeias Americana e Europeia

Também foram utilizados os capitulos gerais da Farmacopeia Brasileira 7°
edicao, disponivel no site da Anvisa, e das farmacopeias Americana (USP 44) e
Europeia (EP 11.0), sobre os temas em portugués (e em lingua inglesa): “teste de
pirogénios (pyrogens, pyrogen test), teste de endotoxinas bacterianas (bacterial
endotoxins test, bacterial endotoxins) e teste de ativagcdo de mondcito (monocyte-

activation test).

Os métodos farmacopeicos, foram comparados quanto ao conceito, métodos,
aplicacoes, limitagoes, vantagens e desvantagens acerca dos métodos farmacopeicos

descritos.

4.3 Redacdo de uma diretriz para aula pratica sobre o teste de ativacdo de
mondacitos inserido na 72 edicdo da Farmacopeia Brasileira.

Para discorrer sobre o teste de ativacdo de mondcitos foram acessadas a
pagina da biblioteca digital da Anvisa e a farmacopeia Europeia EP 11.0. Também

foram realizadas buscas bibliograficas por artigos cientificos publicados nos ultimos
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14 anos. Em ambos os casos, utilizou-se os seguintes termos “teste de ativagao de

monacito, monocyte-activation test”

Foi elaborada uma diretriz para roteiro de aula pratica sobre o teste de ativagao

de mondcitos, incluido na sétima edi¢cdo da farmacopeia Brasileira (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma da metodologia

Revisdo Literatura

Comparagdo dos métodos

Teste de pirogénios Teste de endotoxina Teste de ativacdo

em coelhos bacteriana (LAL) de monécitos (MAT)

Diretriz para roteiro

de aula pratica

Fonte: Elaboragéo prépria (2025)

5 RESULTADOS

5.1 Levantamento bibliografico sobre deteccdo de pirogénios em produtos

farmacéuticos contido em todas as edi¢cfes da Farmacopeia Brasileira

A historia da Farmacopeia Brasileira iniciou no periodo colonial quando no
Brasil utilizava a Farmacopeia Geral (1794) instituida para o Reino e Dominios de
Portugal. Com a Independéncia, em 1822, e sob outras influéncias culturais adotou-
se a Farmacopeia Francesa como cédigo oficial, do ano de 1851 até 1929. Isto se deu

até que se consolidasse um Cédigo Farmacéutico Brasileiro (Farmacopeia Brasileira,
1977).
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No dia 15 de agosto de 1929, passou a vigorar, em todo territorio nacional, a
Pharmacopeia dos Estados Unidos do Brasil. Foi elaborada durante doze anos pelo

farmacéutico Rodolfo Albino Dias da Silva (Farmacopeia Brasileira, 1977).

A versao da 12 Farmacopeia Brasileira disponivel no Museu de Farmacia da
UFOP é datada de 1943, corresponde ao primeiro suplemento desta com ajustes,
acréscimos e atualizagbes. Apesar de apresentar atualizagdes relevantes para a
pratica farmacéutica, ainda nao era descrito acerca dos métodos para detecgéo de

pirogénios, como se pode observar na Figura 4 (Farmacopeia Brasileira, 1977).

Figura 4 — Fotografia das folhas de rosto e do indice do 12 suplemento da

Pharmacopeia dos Estados Unidos do Brasil (1943)
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Destaque: Ampliagao do indice.

Fonte: SOARES, L M F. MPhUFOP (2025)

Em 1959, foi aprovada a 22 edicao da FB pelo Decreto Federal n? 45.502, que
também estabeleceu revisées periddicas a cada dez anos, incluindo edigbes
intermediarias e suplementos. Para isto, foi formada a primeira comissao de revisao,
para atualizar e ampliar o conteudo técnico. Contudo, essa edi¢do ainda nao descrevia
qualquer método para deteccado de pirogénios. Na Figura 5, estd apresentada uma

imagem desta edicao (Farmacopeia Brasileira, 1977).

Figura 5 — Fotografia da folha de rosto e do indice da 22 Farmacopeia dos Estados
Unidos do Brasil (1959)




23

Destaque: Ampliagao do indice.

Fonte: SOARES, L M F. MPhUFOP (2025)

No decorrer dos anos foram formadas mais comissdoes de revisao, reunindo
profissionais de todo o pais, em resposta as necessidades (Farmacopeia Brasileira,
1977).

A 32 edicdo da FB foi publicada em 1977, ap6s intenso trabalho da comissao
de Revisao da época, com a participacado do Ministro da Saude. Essa edi¢ao promoveu
revisbes minuciosas, incorporou novos métodos, reforcou a importadncia da
uniformizacdo baseada nas Farmacopeias Europeia e Internacional e fortaleceu a
representatividade regional do pais como a flora e recursos locais (Farmacopeia
Brasileira, 1977).

Um marco relevante dessa edicao foi a inclusao, pela primeira vez, de um
método para deteccdo de pirogénios, um avango para o controle de qualidade de
medicamentos injetaveis. O método foi descrito pelo titulo “Pirogénio” como se pode

observar na Figura 6 (Farmacopeia Brasileira, 1977).
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Figura 6 — Fotografia da folha de rosto e do indice da 32 Farmacopeia Brasileira
(1977)
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Fonte: Elaboracao prépria (2025)

A 42 edicdo da FB, publicada em 1988, teve um avango significativo de
atualizacdo e modernizacao. Estes consistiram na subdivisdo do compéndio em duas
partes, além da ampliagdo do numero de monografias. Na parte |, referente aos
métodos gerais e capitulos, manteve e aperfeicoou o0 método para deteccdo de
pirogénios, além de descrever outros métodos e ensaios biologicos. Essa edicao e
posteriores estdo  disponiveis, por completo, no site da Anvisa
(https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/farmacopeia/farmacopeia-brasileira) como

pode ser visto na Figura 7 (Farmacopeia Brasileira,1988).


http://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/farmacopeia/farmacopeia-brasileira)
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Figura 7 — Fotografia da capa, da folha de rosto e do conteudo da 42 Farmacopeia
Brasileira (1988)
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Em 2010, foi publicada a 52 edicdo da FB composta por dois volumes: volume
1 contendo métodos gerais e textos normativos e o volume 2 constando monografias,
formas farmacéuticas e produtos relacionados. Ainda, foi determinado que todos os
insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos sujeitos a vigilancia sanitaria

deverao cumprir com os requisitos da FB (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Nessa edi¢cao, houve uma mudanca significativa no controle de pirogénios e o
teste tradicional realizado em coelhos passou a ser indicado somente quando nao
fosse possivel utilizar métodos alternativos validados. Visto que, juntamente com essa
mudanga, foi adicionado a FB o Teste de Endotoxinas Bacterianas, também chamado
de LAL. Na Figura 8, sdo apresentadas imagens desta edicao (Farmacopeia Brasileira,
2010).
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Figura 8 — Fotografias da capa, da folha de rosto e do sumario da 52 Farmacopeia
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A 62 edicao da FB de 2019 representou uma grande revisdo e modernizagao,

em formato 100% digital de acesso gratuito (Farmacopeia Brasileira, 2019). Uma

imagem desta edicao esta apresentada na Figura 9.
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Figura 9 — Fotografia da capa, da folha de rosto e do sumario da 62 Farmacopeia
Brasileira (2019)
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Fonte: Anvisa (2025)

Tantona FB 62 (2019) e na FB 72 (2024) foram mantidos dois volumes: Volume
1 Métodos Gerais e Capitulos e o volume 2 formado pelos Correlatos, Insumos
Farmacéuticos e Especialidades, Gases Medicinais, Hemocomponentes e
Hemoderivados, Plantas Medicinais, Produtos Biolégicos e Radiofarmacos. Os testes
para deteccao de pirogénios em coelhos e LAL foram mantidos. Na 72 edicdo passou
a constar o Teste de Ativagao de Mondcitos (MAT). Trata-se de um método alternativo
in vitro, que tem ampla capacidade de deteccdo de pirogénios e se alinha aos
principios dos 3Rs (Farmacopeia brasileira 2019; 2024), conforme pode ser visto na

Figura 10.
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Figura 10 — Fotografia da folha de rosto e do sumario da 72 Farmacopeia Brasileira
(2024)

6.5.2.4 SUBSTANCIAS VASOPRESSORAS

5.2.5 HISTAMINA

BSTANCIAS VASODEPRESSORAS

6.5.2.7 TESTES PARA AVALIACAD DE PIROCENIOS
6.6.2.7.1 TESTE DE ATIVACAD DE MONOCITOS
6.5.2.7.2 TESTE DE PIRDGENIOS EM COELHOS

7.3 TESTE DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS
AL MICROBIOLOCICOS

6.5.3.1 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS PARA PRODUTOS NAG MCE.5.3. 100
ESTEREIS
401 CONDICOES CERAIS BACE.5. 41100
5.3, 1.2 CONTAGEM DO KNUMERD TOTAL DE MICRD- MGE.5.3.0.2-01
ORGANISMOS MESOFILICOS
5.5.4.1.3 PESQUISA DE MICRO-ORGANISMOS PATOCENICOS MGS.5.8 L0
6.6.1.14 ADEQUACAD DOS METOOOS EARMACOPEICOS MCA.5.1 L4401

1.5 LIMITES MICROBIANOS S6.8.4 1602
SAIOS MICROBIOLOGICOS PAkA PRODUTCS ESTERELS 3.2-00

g .21 TESTE DE ESTERILIDADE MCS, 2142
5.5.9.9 ENSAID MICROBICLOCICO DE ANTIBIOTICNS PBCE.6.2.3.01

ENSAID MICROBIOLOCICD POR DIFUSAD EM ACAR M.
4.2 ENSAIO MICROBIOLOCICD POR TURBIDIMETRLA MCA.5.2.3.2

m 1 .4 TESTE DE EFICACEA ANTIMICROBLANA b A.4-01
FO r O CO pe I G f .n.:i.n?mm.nm‘,ummus EMPRECADOS EM TESTES E MGE.5.2.5-01
INSAIOS

El

5.5.2.6 ENSALOS MICROBIOLOGICOS DA AGLA PARA LSO MEE.5.3.6-00
I FARMACEUTICO

6.5..65.1 CONTAGEM D0 NOMERD TOTAL DE BACTERIAS PACE. 5.6, 1-00
HETEROTROFICAS

6.5.1.06.2 PESQUISA DE COLIFORMES TOTAIS E FECALS PACE.5.06.2-00
5.5.4.6.3 PESQUISA DE Paeudamons aenopinesa MG5.G.863-01
.6 METODOS IMUNOGQUIMICOS MCS.6-00

6.1 METODOS FEICOS APLICADOS A MATERIAS CIRURCIOOS E BGE. 700
HOGPITALARES

6.7.1 RESISTENCIA A TRACAD MGET.1-00
6.7.2 DIAMETRO DE SUTURAS MGS.7.2-00
5.7.9 RESISTENCIA AD ENCASTOAMENTD DA AGULHA MG
6.7.8 DETERMINACAD BE ABSORCAD MGE7.4-00
6.7.5 DETERMINAGAD DO COMPRIMENTO Dy FIBRA MGS.7.5-00
5.8 METODOS CERAIS APLICADOS A CASES MEDICINAIS BAGE.H-00
.81 DETERMINAGAD DE GASES BAGEE 100

dicao

Fonte: Anvisa (2025)

5.2 Comparacdo de métodos farmacopeicos relativos a determinacdo de
pirogénios, disponiveis na Farmacopeia Brasileira com os métodos das

Farmacopeias Americana e Europeia.

Em concordéancia com o fato de cada Farmacopeia trazer abordagens préprias,
salvo algumas harmonizacoes, torna-se relevante comparar os métodos acerca de
deteccdo de pirogénios descritos nas Farmacopeias Brasileira (FB 72 ed.), Europeia
(EP 11.0) e Americana (USP 44).

Em 1989, foi formado o Grupo de Discussao Farmacopeica (PDG) com o intuito
de harmonizar os padroes farmacopeicos em trés grandes regides do mundo, sendo
composto inicialmente pelas farmacopeias da Europa, Estados Unidos e Japao. Essa
harmonizacao pode ser completa, capitulo todo, ou por parte, onde somente parte do
capitulo € harmonizado. Com isso, a harmonizagéo torna o processo mais simples
para os fabricantes por ndo haver muita variacdo entre regides (Pharmacopeial

Discussion Group).
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5.2.1 Conceito

Teste de pirogénios

O teste de pirogénios, de acordo com os capitulos gerais da Farmacopeia
Brasileira (FB 7° ed), é fundamentado na resposta febril indicada pelo aumento da
temperatura corporal dos coelhos ap6s receberem uma injecdo intravenosa da
solucdo estéril em analise. Visando, assim, verificar a presenca de substancias
pirogénicas que comprometam a seguranca do produto (Farmacopeia Brasileira,
2024).

De forma semelhante, na Farmacopeia Europeia (EP 11.0) também é definido
que o teste de pirogénios consiste em mensurar a elevac¢ao da temperatura corporal
provocada em coelhos apos injecao intravenosa da substéncia em analise, igualmente
com o propésito de detectar pirogénios que possam induzir reagao febril (European

Pharmacopoeia, 2022).

Ja na Farmacopeia Americana (USP 44), embora adote o0 mesmo principio
experimental, destaca que o teste é projetado para limitar, a um nivel aceitavel, os
riscos das reacoes febris em pacientes humanos, causadas pela inje¢ao intravenosa
do produto em questao. Ou seja, o foco esta tanto na detecgdo quanto na minimizagao
de riscos clinicos, mantendo o mesmo procedimento de observacdo da resposta

térmica em coelhos (United States Pharmacopeia, 2021).

Assim, as trés farmacopeias mantém fundamento técnico semelhante, com
énfase na observacao da reacao febril em coelhos como indicador da presenca de
pirogenios, diferenciando-se apenas na forma de apresentacdo e nos enfoques

regulatorios e clinicos.

Teste de endotoxinas bacterianas

Segundo a Farmacopeia Brasileira (FB 7° ed.), o teste de endotoxina bacteriana

tem como objetivo detectar ou quantificar endotoxinas de bactérias gram-negativas
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presentes em amostras para quais o teste € recomendado. O método utiliza o reagente
de lisado de amebacitos de Limulus sp. (LAL) e apresenta duas técnicas descritas nos
capitulos gerais com diferente sensibilidade para este teste: método de coagulagéo
em gel e métodos fotométricos, que se subdividem em turbidimétrico e cromogénico.
Ainda, ressalta que se pode realizar qualquer um destes procedimentos, salvo quando

indicado um ou outro na monografia do produto (Farmacopeia Brasileira, 2024).

De acordo com a Farmacopeia Europeia (EP 11.0) o procedimento intitulado
“Bacterial endotoxins test”, abreviado como BET, também é utilizado para detectar ou
quantificar endotoxinas provenientes de bactérias gram-negativas, fazendo uso do
lisado de amebdcitos do Limulus polyphemus (popularmente denominado caranguejo-
ferradura) ou do Tachypleus tridentatus. No texto da EP, sdo descritas trés técnicas
para realiza-lo: técnica do coagulo em gel, técnica turbidimétrica e técnica
cromogeénica e seis métodos, de A a F, em que, pode-se utilizar qualquer um destes.

Em caso duvida, o método A sera o de escolha (European Pharmacopoeia, 2022).

Ja a Farmacopeia Americana (USP 44), por estar harmonizada com a EP, adota
0S mesmos principios e técnicas descritas pela EP 11.0. Na USP também estao
reconhecidas as trés abordagens metodologicas (coagulo em gel, turbidimétrica e
cromogénica) e reforgca que, em caso de duvida ou controvérsia, a decisdo deve se
basear no teste de limite com coagulo em gel, salvo indicag&do contraria na monografia

do produto em teste (United States Pharmacopeia, 2021).

Assim, com o intuito de evitar a contaminagcdo por endotoxinas em produtos
farmacéuticos, observa-se uma convergéncia entre os capitulos das farmacopeias
internacionalmente reconhecidas EP e USP. Por outro lado na FB 72 ed. tem-se um
alinhamento parcial onde sao utilizados os mesmos principios, mas com variagcao na
terminologia e numero de procedimentos para determinacgao dos resultados (European

Pharmacopoeia, 2022).
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Teste de ativacao de mondcitos - MAT

O teste de ativacao de monadcitos (MAT), conforme descrito na FB tem como
objetivo determinar a quantidade pirogénios do tipo endotoxina bacteriana e nao-
endotoxina (NEPs) em produtos de administragdo parenteral. Essa detecg&o ocorre
por meio de mediadores enddégenos, como as citocinas, que sao liberadas por
monaocitos humanos ou linhagens celulares monociticas em resposta a contato com
pirogénios. A aplicagdo do teste requer a adequacgao produto-especifica, que é
demonstrada seguindo as etapas descritas para este fim contidas nos capitulos gerais

das farmacopeias (Farmacopeia Brasileira, 2024).

Na EP, de forma semelhante, é descrito que o método visa detectar ou
guantificar substancias capazes de ativar monécitos humanos ou células monociticas,
resultando na liberagdo mediadores enddgenos, como citocinas pro-inflamatoérias
como TNF-q, IL-1B e IL-6, o0 que permite inferir a presencga de pirogénios na amostra.
Também, deve ser realizada a validagcdo especifica para o produto. Além disso,
amostras contendo pirogénios do tipo n&o-endotoxina devem ser testadas em
dilui¢des variadas, incluindo a diluicdo minima, para garantir a sensibilidade (European

Pharmacopoeia, 2022).

Por outro lado, o MAT nao esta descrito nos capitulos gerais da USP, apesar de
serem reconhecidos métodos alternativos in vitro em contextos especificos. O uso do
MAT ainda ndo estd formalmente incorporado como método oficial nos textos

principais da USP (United States Pharmacopeia, 2021).

Portanto, observa-se que tanto na FB quanto na EP é reconhecido e
regulamentado o uso do MAT como método valido para a deteccao de pirogénios em
produtos injetaveis, com énfase na validagao produto-especifica e na capacidade do

método de detectar NEPs.

A seguir a Tabela 1 apresenta um resumo dos métodos, aplicacées, limitacoes,
vantagens e desvantagens dos testes para determinacao de pirogénio descritos nas

Farmacopeias Brasileira, Europeia e americana.
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Tabela 1 —Resumo dos testes para determinacao de pirogénios descritos nas farmacopeias Brasileira, Europeia e Americana

(Continua)
] . o Vantagens (V) e
Teste Farm_aco Métodos (5.2.2) Aplicacoes Limitacoes Desvantagens (D)
-peias (5.2.3) (5.2.4) (5.2.5)
B Produtos injetaveis bem
tolerados pelos animais. | Uso de animais V=Deteccio
N Substancias estéreis de Vivos, oA ¢ .
Injecéo intravenosa (1V) o - , - pirogénios totais e
. . EP administracao inadequacao para o
Pirogénios em coelhos com parenteral determinadas padronizagao
monitoramento da — D= Uso de animais
Para produtos injetaveis amostras e . .
temperatura di " 2 di iilidad vivos, complexidade
USP e dispositivos médicos, sensibilidade operacional
bem tolerados pelos limitada.
Sao descritos 2 métodos:
Semi-quantitativo e
FB Com a(r:Ia ao com lote Exige
P adequabilidade
_ . — roduto- V= Deteccao de
Sao descritos 3 métodos: Produtos de P u L. ¢ .
o .. ~ especifica, pirogénios totais
L A) Quantitativo administracao . .
Ativacéo de ~ probabilidade totalmente in vitro.
¥ (comparacgao com curva- parenteral, com e
Monaocitos - . o~ sofrer D= validacao rigorosa
MAT padrao de endotoxina), validacao produto- . a .
( ) : . e interferéncias e alto custo
EP B) Semi-quantitavivo especifica. .
~ entre outras operacional.
(comparacao com limitades
concentragoes criticas), técnicas

C) Comparacao com lote
referéncia.

USP




(Continuacao)

Métodos (5.2.2)

Aplicagdes
(5.2.3)

Limitagcdes
(5.2.4)

Vantagens (V) e
Desvantagens (D)
(5.2.5)

Sao descritas 2 técnicas:
Coagulagcdo emgel e
Fotométricas, que se

subdivide em:
turbidimétrica e
cromogénica.

Produtos parenterais, e
produtos que
necessitam
comprovagao do limite
de endotoxina.

Sao descritos 6 métodos:
A) Coagulacado em gel:
teste limite,

B) Coagulacdo em gel:
teste quantitativo,

C) Turbidimétrico cinético,
D) Cromogénico cinético,
E) Cromogénico de ponto
final,

F) Turbidimétrico de ponto
final.

Produtos parenterais
(biol6gicos,dispositivos
médicos, vacinas).

Teste Farm_aco-
-peias
FB
Endotoxinas
Bacterianas
EP
USP

Sao descritos 3 métodos:
Coagulacao em gel,
Turbidimétrico e
cromogénico

Produtos parenterais
(antibioticos, bioldgicos,
dispositivos médicos).

Nao detecta
NEPs, alta
probabilidade de
sofrer
interferéncias.

V= Alta sensibilidade,
variedade de
métodos.

D= validacao rigorosa,
reagente bioldgico.

Fonte: Autor (2025)
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5.2.2 Meétodos

Teste de pirogénios

Na FB, esta descrito que para realizar o teste de pirogénios deve-se:

e Selecionar coelhos do mesmo sexo, adultos, 21,5 kg;

e Condiciona-los em gaiolas individuais, com temperatura entre 20-23 °C,
livre de perturbagdes, em até 7 dias;

e Utilizar termdmetro clinico calibrado com precisdo de + 0,1 2C, com
profundidade de inser¢édo de 6 cm;

e N&o os alimentar nas 2 horas anteriores, agua é permitida podendo ser
restringida durante o teste;

e Determinar a temperatura controle por 2 leituras, com 30 min intervalo,

pelo menos 40 minutos antes;

e Injetar pela veia marginal da orelha de 0,5 a 10 mL/kg (ou conforme
monografia) aquecido a 37 = 2 °C, em até 10 minutos;

e Registrar as temperaturas a cada 30 minutos, durante 3 horas.

Coelhos que tiverem variacéo 20,5 °C no condicionamento, que apresentem
temperatura inicial maior 39,8 2C e/ou que variem, de um para o outro, mais 1,0 °C

deverao ser excluidos.

Para realizar o teste, proceder conforme a Tabela 2:
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Tabela 2 — Etapas do Teste de pirogénios descritas na Farmacopeia Brasileira

Teste

NUmero de

coelhos

Temperatura (°C)

Resultado

10

Nenhum coelho
com aumento
individual = 0,5 °C

Pelo menos 1
coelho com
aumento individual
>0,5°C

Produto Aprovado

Repetir o teste

20

+5 (total = 8)

No maximo 3
coelhos com
aumento individual
>0,5°C e/ou
somatorio < 3,3 °C

Produto Aprovado

Mais de 3 coelhos
com aumento
individual 20,5 °C
e/ou somatorio >
3,3°C

Produto
Reprovado

Fonte: Elaboracao prépria (2025)

Na EP, apresenta semelhangas com a FB, como temperatura controle e volume

a ser injetado, e diferengas no procedimento do teste:

e Inserir dispositivo de medi¢cdo com profundidade de 5 cm.

¢ Nao os alimentar na noite anterior até o fim do teste

e Nao dar agua durante o teste.

E, ainda, exige realizacao de pré-teste, como descrito abaixo:

e |njetar 10 mL/kg salina apirogénica, aquecida a ~38,5 °C;

e Excluir animal se a variacao > 0,6 °C:

e Ainjecao deve ser realizada em até 4 minutos ou conforme monografia;

e Registrar temperaturas, a cada 30 minutos, em até 3 horas apos e

comecar 90 minutos antes do teste.

Os coelhos selecionados nao podem ter sido utilizados em teste com

substancia pirogénica nas ultimas 3 semanas e nem utilizados ha 3 dias. Condicionar

pelo menos 18 horas antes.
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Coelhos que tiverem variagao > 0,2 2C em 2 leituras sucessivas e temperatura
inicial superior a 39,82C ou inferior a 38,0°C deverao ser excluidos (European

Pharmacopoeia, 2022).
O teste deve ser realizado, conforme a Tabela 3:

Tabela 3 — Etapas do Teste de pirogénios - Farmacopeia Europeia

Numero de Faixa de
Teste Resultado
coelhos temperatura (°C)
<1,15°C Produto Aprovado
>1,15e 2,65 Repetir o teste
1° 3
Produto
>2,65°C
Reprovado
<2,80°C Produto Aprovado
>2,80e<4,30 Repetir o teste
20 +3
Produto
> 4,30
Reprovado
<445 Produto Aprovado
>445e<5,95 Repetir o teste
3° +3
Produto
> 5,95
’ Reprovado
<6,60 Produto Aprovado
+3 (total =12
40 Produto
animais) > 6,60
Reprovado

Fonte: Adaptado de EP (2023)

Na USP, por sua vez, o texto assemelha-se mais com a FB quanto a selecao
dos animais, condicionamento, preparo, variagao de temperatura durante o teste e

interpretacao dos resultados. No entanto, difere em:

e Inserir o dispositivo de medicao de temperatura até 7,5 cm;

e Medir a controle (temperatura basal) em até 30 minutos anteriores ao
teste;

e Injetar 10 mL/ kg (ou conforme monografia)
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e Registrar temperatura em intervalos de 30 minutos de 1 a 3 horas apos
injecéao.
Se for a primeira vez que coelho € utilizado, é necessario condiciona-lo com

teste simulado (exceto a inje¢do) por 7 dias anteriores;

Coelhos utilizados com frequéncia superior a 1x a cada 48 horas e/ou que
tiverem aumento de = 0,6 °C ou recebido amostra pirogénica em menos de 2 semanas,

devem ser excluidos do teste (United States Pharmacopeia, 2021).

Teste de endotoxinas bacterianas

Na FB, ha duas técnicas para este teste:
e Técnicade coagulacdo em gel

E baseado na formacdo de um coagulo visivel (gel firme) quando o reagente
LAL reage com endotoxinas. Ocorre por meio da ativacdo da cascata enzimatica do
lisado dos amebacitos. Esse teste objetiva identificar e quantificar endotoxina por meio

de diluicdes (semi-quantitativo), pela formacgao de gel em cada uma.

Assim, é necessario garantir a precisdo e validacdo do teste, mediante a
confirmacao da sensibilidade do LAL e a realizacdo do teste de interferéncias pelo
método de coagulacdo em gel (Inibicado/Potencializagao). Ambos, devem apresentar

resultados entre 2 0,5 1 e < 2 4, para serem validos.

O teste limite por coagulacdo em gel visa determinar se a amostra contém

endotoxinas abaixo do limite especificado, quando indicado na monografia.

o As técnicas fotométricas quantitativas para determinacdo do
coagulo sao:

o) Turbidimétrica: Quando o reagente LAL entra em contato com a
endotoxina, ocasiona a formacao de particulas coaguladas que aumentam a turbidez.
Dessa forma, quanto mais turvo estiver maior a quantidade de endotoxina.

o) Cromogénica: Quando o reagente LAL é ativado pela endotoxina, gera
a liberagao de um croméforo (mudanga de cor).
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As formas de leitura podem ser subdividas em:

o Ponto final (endpoint) em que a absorbancia € medida ao final da
reacgao e;
o Cinética na qual a absorbancia é medida durante o desenvolvimento da

turbidez ou cor, baseada no tempo de reag&o ou na velocidade de formacg&o.

Contudo, devem ser realizados os testes preparatorios: Critérios para curva
padrao que devera resultar no coeficiente de correlagéo linear = 0,98 e o teste para
fatores de interferéncia para as técnicas fotométricas, cujo resultado, devera estar na

faixa entre 50% e 200% de recuperacéo (Farmacopeia Brasileira, 2024).

Na EP, sdo descritos os mesmos principios gerais, diferenciando os métodos
deAaF:

A) Coagulacédo em gel (Gel-clot): teste limite, baseada na formacgao de gel,

visa verificar se amostra esta abaixo ou acima do limite permitido de endotoxina;

B) Coagulacdo em gel (Gel-clot): teste quantitativo, seguindo o mesmo
principio e diferentemente do anterior, serve para estimar a concentracdo de

endotoxinas na amostra;

C) Turbidimétrico cinético, mede a turbidez por leitura fotométrica,

ocasionada pela reacao entre a endotoxina e o LAL durante o teste;

D) Cromogénico cinético, mede o tempo necessario para a mistura da reagao

atingir a taxa de desenvolvimento de cor;

E) Cromogénico de ponto final, € baseado na relagdo quantitativa entre a

concentracao de endotoxina e a quantidade de cromoforo liberado no final;

F) Turbidimétrico de ponto final, também mede a turbidez por leitura

fotométrica, porém, diferentemente do cinético é realizada apds finalizar do teste.

Assim, como na FB, para realizar os testes acima sao necessarios teste
preliminares para confirmar a sensibilidade e verificar a existéncia de interferentes na

amostra, com mesmas exigéncias (European Pharmacopoeia, 2022).

Na USP, sdo apresentados 3 métodos (coagulacdo em gel, turbidimétrico e

cromogénico), sendo realizados todos os testes descritos na EP. Isto ocorre por que
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seguem O mesmo principio técnico e cientifico devido a harmonizagdo das
farmacopeias Europeia e Americana. (European Pharmacopoeia, 2022; United States

Pharmacopeia, 2021).

Os textos das farmacopeias descritas sao muito semelhantes. No mais, utilizam
o método de coagulagdo em gel como método referéncia ou decisivo, em caso de

duvida.

Teste de ativacdo de mondcitos - MAT

Na FB, sdo apresentados dois métodos:

o Método | — Teste semi-quantitativo, € utilizada uma curva dose-
resposta do padrao de endotoxina de referéncia para verificar se a amostra esta de
acordo (abaixo ou acima do padrao).

o Método Il — Teste por comparagcdo com lote controle*, é realizado por
comparacao da amostra com um lote controle, previamente validado.

* “Caracteriza-se como lote controle aquele que se mostrou seguro e eficaz por
meio de estudo clinico ou um lote representativo desse, previamente aprovado em
todos os testes de liberagcdao” BRASIL (2024, p. 536).

De forma simplificada, seguem as etapas do procedimento geral:

o Preparar a fonte de mondcitos;

o Preparar as solugdes da amostra e os controles;

o Inocular;

o Realizar as leituras e analisa-las de acordo com o método | ou Il

No entanto, antes de aplicar o método de escolha deve-se realizar testes
preparatérios (descritos para cada) visando garantir a adequabilidade produto-

especifica (Farmacopeia Brasileira, 2024).
Na EP (2022), sdo descritos os 3 métodos abaixo:

A. Quantitativo, envolve comparacao da preparacdo de amostra examinada
com uma curva dose-resposta de endotoxina padrdo. Tem intuito de saber quanta

endotoxina ha na amostra.
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B. Semi-quantitavivo, é utilizado para comparar a amostra com a endotoxina

padrao.

C. Comparacao com lote referéncia, € realizado por comparagao da amostra

com um lote de referéncia validado.

Na USP, o MAT néo esta descrito em seus capitulos gerais (United States

Pharmacopeia, 2021).

5.2.3 Aplicagbes

Teste de pirogénios

Na FB, o teste de pirogénios pode ser realizado para produtos injetaveis bem
tolerados pelos animais, no qual a substituicdo por métodos in vitro ndo seja viavel.
Para produtos que exijam condi¢des especiais, deve-se seguir o que esta especificado

nas respectivas monografias (Farmacopeia Brasileira, 2024).

O teste de pirogénios é citado com mais frequéncia em monografias de produtos
gue constam no volume Il, se¢cdes de Hemocomponentes e Hemoderivados (n= 10);
Insumos Farmacéuticos e Especialidades (n= 7) e Produtos Biolégicos (n= 7). Em
alguns casos, na monografia esta definido o volume da amostra utilizada no teste. Por
exemplo, na monografia da solugdo injetavel de cloranfenicol, o teste em coelhos é
permitido com a injecao de 2,5 mL/kg utilizando uma solugdo a 2 mg/mL (Farmacopeia
Brasileira, 2024).

Por outro lado, ndo ha mencao direta ao teste nas monografias de produtos
contidos na secao de Dispositivos Médicos. No entanto, segundo Freitas, além dos
injetaveis, dispositivos médicos utilizados em procedimentos como seringas, agulhas
e bolsas de sangue também devem ser analisados quanto a presenca de pirogénios
(Freitas, 2008 apud Silva, 2015).

Na EP esta estabelecido que o teste € aplicavel a substancias estéreis de
administracao parenteral, também restringe como ultima escolha de teste (European

Pharmacopoeia, 2022).
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Em coeréncia com as demais, na USP, o método é aplicavel em produtos
injetaveis, com boa tolerabilidade pelos animais. Especificamente no caso de
antibidticos e produtos bioldgicos, o uso do método deve ser realizado de forma
complementar, conforme os regulamentos federais aplicaveis (United States

Pharmacopeia, 2021).

Um diferencial da USP em relagdo a FB e a EP € a inclusdo explicita de
dispositivos médicos e conjuntos de injecdo entre os produtos testaveis. Para esses
casos, a testagem deve ser feita por meio da analise de agua de lavagens ou de
enxagues das superficies do dispositivo que estardo em contato com solugoes

parenterais ou tecidos internos (United States Pharmacopeia, 2021).

Em suma, as trés farmacopeias reconhecem o teste de pirogénios como método
valido, mas adotam enfoques distintos quanto a sua aplicagdo. Na FB apresenta uma
abordagem mais objetiva e, em casos especificos, admite o uso de farmacopeias
estrangeiras. No entanto, ndo é detalha a aplicacao do teste em dispositivos médicos,
sendo necessario recorrer a literatura complementar (Freitas, 2008 apud Silva, 2015).
Ja na EP, tem-se enfoque na parte técnica do teste. O texto da USP é mais
abrangente, combinando rigor técnico com orienta¢des sobre a aplicacdo do teste,

incluindo produtos injetaveis, bioldgicos, antibioticos e dispositivos médicos.

Teste de endotoxinas bacterianas

De acordo com os métodos gerais da FB, o teste de endotoxinas bacterianas
pode substituir o teste de pirogénios, desde que haja comprovacao da auséncia de
NEPs e validacao produto-especifica. Ou seja, € indicado para avaliagado da presenca
de endotoxinas (LPS) em qualquer produto de administracao parenteral (Farmacopeia
Brasileira, 2024).

O teste de endotoxinas bacterianas € citado com mais frequéncia em
monografias de produtos que constam no volume Il, se¢des de Insumos

Farmacéuticos e Especialidades (n= 67); Produtos Biolégicos (n= 25) e
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Radiofarmacos (n=6). Em alguns casos, na monografia esta definido o volume da

amostra utilizada no teste (Farmacopeia Brasileira, 2024).

Na EP, o BET é indicado para substancias administradas por via parenteral para
evitar contaminacdo por endotoxinas, incluindo produtos bioldgicos, vacinas,
dispositivos médicos e produtos derivados de sangue, sempre que as monografias
estabelecam limites especificos. Também, incentiva o uso de reagentes
recombinantes, como o Fator C (rFC) como alternativa ao LAL, visando a redugao do
impacto ambiental e a adesédo aos principios dos 3Rs (European Pharmacopoeia,
2022).

Por sua vez, na USP, também esta descrito que o teste de endotoxinas
bacterianas é aplicavel em produtos injetaveis, incluindo antibiéticos, solugdes
intravenosas, produtos biolégicos, hemoderivados e dispositivos médicos. A aplicacao
do teste esta condicionada a sua indicagdo na monografia e deve ser acompanhada
de validacao da auséncia de interferentes e verificagdo da sensibilidade do sistema
(United States Pharmacopeia, 2021).

Em sintese, nos capitulos gerais das trés farmacopeias sdo descritos os
procedimentos a serem utilizados. No caso de duvida ou disputa, o procedimento de

coagulacao em gel sera o método de escolha.

Teste de ativacdo de mondcitos - MAT

O teste de ativacdo de mondcitos (MAT) é descrito na FB como método
alternativo e oficial para deteccao de pirogénios totais em produtos de administracao
parenteral. Sendo reconhecido como substituto ao teste de pirogénios, desde que
devidamente validado, aplicavel a produtos farmacéuticos administrados por via

parenteral (Farmacopeia Brasileira, 2024).

Na EP, € igualmente reconhecido como substituto oficial ao teste de pirogénios,
sendo aplicavel a todos os produtos farmacéuticos de uso parenteral. Além disso,
recomenda que seja considerado o método de escolha para novos produtos

parenterais (European Pharmacopoeia, 2022).

Ja na USP (2021)., o MAT ainda n&o foi incorporado em seus capitulos oficiais,
0 que limita sua aplicabilidade. No entanto, segundo o método é reconhecido pela
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Food and Drug Administration (FDA) como método alternativo ao teste de pirogénios
desde que seja validado conforme o produto, o que permite sua aplicagdo pratica
(European Pharmacopoeia, 2022; FDA, 2012 apud Spoladore, 2021).

Em suma, a FB e a EP ja incorporaram o teste de ativagcdo de mondcitos como
meétodo oficial, apresentando variagcbes em relagcdo a metodologia de aplicagao.
Embora a USP adote posi¢ao mais conservadora, ha uma brecha regulatéria devido

ao reconhecimento do teste pela FDA.

5.2.4 Limitagdes

Teste de pirogénios

O teste de pirogénios em todas as farmacopeias (FB, EP e USP) apresenta
consideraveis limitagoes técnicas e metodoldgicas que restringem sua aplicacao. Pelo
uso de animais vivos, sabe-se que ha variabilidade biolégica e, mesmo com controles
rigorosos, coelhos diferentes podem reagir de forma distinta a mesma amostra, que

compromete a reprodutibilidade (Williams, 2007 apud Silva, 2018).

Outra limitacdo estd na inadequacdo para testar algumas classes de
medicamentos como anti-inflamatorios, analgésicos e antitérmicos que podem
mascarar a resposta febril e resultar falso-negativo (Williams, 2007 apud Silva, 2018).
Além disso, a sensibilidade também é limitada no teste uma vez que, quantidades
muito pequenas de pirogénios podem nao provocar aumento de temperatura suficiente
para deteccao (Farmacopeia Brasileira, 2024; European Pharmacopoeia, 2022; United

States Pharmacopeia, 2021).

Por fim, as farmacopeias desatacam que o método nao deve ser utilizado
guando existirem alternativas validadas, como LAL ou MAT. Com isso, tem-se noticia
que a EP removera o teste de pirogénios de suas monografias, visando reduzir o uso
de animais em testes farmacopeicos (Eckford, 2024). No mais, a FB também
recomenda a substituicdo, sempre que possivel e a USP, por sua vez, recomenda a
substituicdo do teste pelos in vitro desde que também sejam validados (Farmacopeia
Brasileira, 2024; United States Pharmacopeia, 2021).
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Teste de endotoxinas bacterianas

A principal limitacdo do teste de endotoxinas bacterianas, em todas as
farmacopeias, € em relagdo a sua capacidade, restrita a endotoxinas bacterianas
Gram-negativas, ou seja, ndo detecta outros tipos de pirogénios (Gram-positivas,
virus, fungos, ou componentes celulares) (Farmacopeia Brasileira, 2024; European
Pharmacopoeia, 2022; United States Pharmacopeia, 2021). Com isso, pode ocasionar

a aprovacgao de um produto contaminado com NEPs.

Outra limitagcao, é a possibilidade de interferéncia causada pelo processo de
fabricacdo e pelos componentes do produto testado (solventes, sais, excipientes)
(Spoladore, 2021). Visto que podem apresentar caracteristicas que tém interagdo com
o reagente ou método, prejudicando a eficacia do teste e gerar falsos negativos (inibe
a reacao) ou falsos positivos (ativacdo nao especifica) (Schindler, 2009; Spreitzer,
2002 apud Kim, 2021).

Teste de ativacdao de monodcitos - MAT

Na FB, sdo descritas limitagcbes para aplicacdo do teste de ativagdo de
monaocitos (MAT). Entre elas, destaca-se a necessidade de validagdo produto-
especifica, ou seja, 0 método deve ser demonstrado como adequado para cada tipo
de produto a ser testado. Além disso, a presenca de fatores interferentes pode
comprometer resultados, exigindo avaliagao criteriosa. Um aspecto relevante € a
inadequacao do método para produtos que ativam monacitos, por si proprios, e para
certos produtos, devido a limitagcdes técnicas de compatibilidade com o ensaio.
Também, descreve sobre a necessidade de diluicbes especificas, para garantir a

sensibilidade em relagcdo aos NEPs (Farmacopeia Brasileira, 2024).

Na EP, também sao abordadas limitacbes do MAT sendo a validacao produto-
especifica um dos principais requisitos, sendo requisito indispensavel para a aplicacao
do método. Ainda, discorre acerca da nao indicacdo do teste para produtos que

intrinsicamente estimulam a liberacao de citocina ou estdo contaminados com ela. A



45

EP também reconhece a possibilidade de interferéncia na resposta devido a
variabilidade de doadores, o que justifica a exigéncia do teste de comparagao com o
lote referéncia. Semelhante a FB, apresenta a limitacdo das linhagens celulares
continuas, especialmente para detecgao de NEPs, além de ressaltar a importancia de
empregar diferentes diluicbes da amostra para garantir a detecgdo precisa desses

contaminantes (European Pharmacopoeia, 2022).

Na USP, o MAT né&o esta descrito em seus capitulos gerais (United States

Pharmacopeia, 2021).

5.2.5 Vantagens e desvantagens

Teste de pirogénios

Nas trés farmacopeias, tém-se a confirmacao de que o teste de pirogénios &
vantajoso principalmente por sua capacidade de detectar todos os tipos de pirogénios,
incluindo NEPs. Com isso, € aplicavel a produtos que ndo podem ser avaliados por
métodos in vitro (Farmacopeia Brasileira, 2024; European Pharmacopoeia, 2022;
United States Pharmacopeia, 2021; Kim, 2021).

No mais, a longa historia de confiabilidade e padronizacdo do método, também
sdo destaques. Além disso, na USP descreve que pode ser aplicado em lavagens de
dispositivos médicos e formulagdes com particulas ou radionuclideo (United States

Pharmacopeia, 2021).

Em contrapartida, desvantagens significativas sao destacadas sendo, a
principal, em relagdo ao uso de animais (in vivo). Isto, impacta diretamente em
questdes éticas e regulatérias (principio dos 3Rs) visto que o processo envolve
administracao intravenosa, jejum, monitoramento retal por 3 horas (Hartung, et al,
2001; Presgrave, 2003 apud Silva, 2015; Farmacopeia Brasileira, 2024).

Além disso, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2024) a complexidade
operacional, pode ser uma desvantagem significativa. Visto que exige instalacdes
especificas, controle ambiental, profissionais preparados com o manejo dos animais e

sistema de afericao de temperatura preciso. Com isso, o0 método tem uma logistica
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complexa, cara e demorada. Ainda que, seja um método amplamente utilizado as
desvantagens e inclusdo de novos métodos o tornam menos atratrivo e justificam sua
substituicdo (Farmacopeia Brasileira, 2024; European Pharmacopoeia, 2022; United

States Pharmacopeia).

Teste de endotoxinas bacterianas

Nas trés farmacopeias, as principais vantagens reconhecidas sdo: a alta
sensibilidade e a especificidade em detectar LPS de bactérias Gram-negativas. Além
disso, a possibilidade de escolha dentre os diferentes métodos que podem ser
aplicados e por nao ter uso de animais de forma direta, € um avanco em questdes
éticas (Farmacopeia Brasileira, 2024; European Pharmacopoeia, 2022; United States

Pharmacopeia, 2021).

O método também apresenta desvantagens significativas como a necessidade
de validacao rigorosa do método para cada produto testado, incluindo testes de
sensibilidade do reagente LAL, curva-padrado, verificagcdo de fatores interferentes,
calculo da maxima diluicao valida (MDV) e adequabilidade. Isso torna o processo mais
oneroso, demorado e complexo (Hartung et al., 2001; Shindler et al, 2009 apud Lopes
2011). Além disso, o teste depende de um reagente de origem bioldgica, o LAL, cuja
extragdo impacta ambientalmente e trata-se de uma limitacdo de sustentabilidade e
disponibilidade a longo prazo (Hoffmann et al., 2005 a; Schindler et al., 2009; Bachinski
et al., 2010 apud Lopes, 2011).

Teste de ativacdo de monodcitos - MAT

A principal vantagem do MAT, reconhecida tanto pela FB quanto pela EP, é a
capacidade de deteccao de pirogénios totais, ou seja, 0 método in vitro pode substituir
totalmente o teste de pirogénios, eliminando o uso de animais. Inclusive, é
recomendado que o MAT seja teste de escolha sempre que possivel e com validagao
produto-especifica. Ainda, por simular a resposta fisiolégica da febre, tem maior
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similaridade com a resposta humana (Farmacopeia Brasileira, 2024; European

Pharmacopoeia, 2022).

Por outro lado, a complexidade da validagdo do método, custos operacionais,
possivel variabilidade de resposta (sangue fresco), sdo desvantagens reconhecidas
pelas farmacopeias (Farmacopeia Brasileira, 2024; European Pharmacopoeia, 2022;
Silva, 2015).

5.3 Redacado de uma diretriz para aula pratica sobre o teste de ativacdo de
mondcitos inserido na 72 edicdo da Farmacopeia Brasileira.

O conceito sobre o teste de ativagao de mondcitos foi apresentado no item 4.2.1
e com base nas informacgdes contidas nos capitulos gerais de Farmacopeia Brasileira

7° edicao foi proposta diretriz para roteiro para aula pratica empregando o MAT.

5.3.1 Diretriz para aula Pratica

Teste de ativacao de Mondcitos ( MAT) - Farmacopeia Brasileira (FB) 72
edicao

Objetivo: determinar a quantidade de pirogénios do tipo endotoxina bacteriana e nao-

endotoxina (NEPs).

Aplicacdo: produtos de administragcdo parenteral (vacinas, soros hiperimunes,
medicamentos e outras solucdes injetaveis, além de solugdes para conservagao de

orgaos, dialise peritoneal, dispositivos médicos, produtos veterinarios, entre outros).

Fundamentacdo: essa deteccao se baseia na liberacao de mediadores enddgenos,
como as citocinas pro-inflamatérias — especificamente, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1pB) e interleucina-6 (IL-6).

Reagente bioldgico (RB): mondcitos humanos

Fonte RB: sangue total*, células mononucleares do sangue periférico (PBMC)*,

linhagem monociticas.



Métodos:
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* Qualificacdo de doadores — Os doadores de sangue devem satisfazer
critérios de qualificacao, e outros requisitos em vigor que se relacionem com
consentimento, saude e seguranca e consideracdes éticas, devendo os
responsaveis pela utilizacdo do referido método cumprirem todos os
requisitos estabelecidos pela autoridade regulatéria responsavel pelo tema.
BRASIL (2024, p. 532) e no caso de excedentes transfusionais atender a
NOTA TECNICA N2 10/2025-CGSH/DAET/SAES/MS

o | - Teste semiquantitativo;

DefinicOes: Tabela A

- Teste por comparagédo com lote controle.
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Tabela A — Definicdes adaptadas da Farmacopeia Brasileira

Teste Sigla Conceito Formula
CLC =k
M
Maior concentracao de Onde,
A . M = maxima dose do
B pirogénios permitida em um
Concentragao produto por kg de
imite de produto, expressa como o
_ CLC | equivalente de endotoxina (EE) pesoem 11,
por mg ou mL ou Unidade.
humana de
endotoxina por kg de
massa corporal
(Tabela B).
Valor de corte = x +
3s
o . Onde,
Sensibilidade do Menor concentragcao de
. ] X = média das 4
teste A endotoxina detectavel,
réplicas do branco;
expressa em EE/mL.
s = desvio padrao
das 4 réplicas.
- Se a CLC expressa
em EE/mL:
Maior diluicdo da amostra que -
Maxima diluico , ¢ _ q MDV = gﬁg
ainda permite detectar
valida MDV - Se expressa em
endotoxinas dentro do limite
EE/mg ou
aceitavel.
EE/Unidade:
MDV = CLC xC

Yl

Fonte: Adaptado de FB (2024)



Tabela B — Valores de K por via de administragao

Via de administracéo

Valor de K

Intravenosa, intramuscular e

subcutanea

5,0 EE por kg de massa corporal

Intravenosa para radiofarmacos

2,5 EE por kg de massa corporal

Intratecal

0,2 EE por kg de massa corporal

Formulagées parenterais
administradas por metro quadrado da

superficie corporal

100 EE/m?

Fonte: Adaptado de FB 72 ed. (2024)

Testes preparatorios: Tabela C
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Tabela C—

Testes Preparatorios para MAT
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Teste

Finalidade

Método

Critério

Adequabilidade
para a curva padréo

Verificar a capacidade da
endotoxina em ativar o receptor
TLR4 das células monociticas e

Curva padrao:

- Linear = 4 concentragbes (pontos);
- Nao linear 4PL = 5 pontos e 5PL >
6 pontos.

-r2> 0,975 + andlise de residuos;
- Coeficientes = 0;
Grafico de residuos;

de endotoxina garantir boa relagdo dose- | _ Cada ponto = 4 réplicas - Nivel de significancia de 0,05
resposta.
Teste de fatores | Demostrar que a amostra nao DiIuir, a amostra  em series ~
interferentes interfere  na _ deteccio  de geomeétricas e realizar o teste (com e | Recuperacao entre 50-200%
endotoxina & sem adicdo de endotoxina), 4
réplicas
Interferéncia no . ~ S . ~
. Garantir que a amostra nao | Diluicbes em série do padrao do A .
sistema de | . . ~ . Concordéancia entre leituras (com e
deteccio |nterf|ra na dgtecgao dos | mediador de escpllja~ (cpm e sem | amostra) + 20%
mediadores enddgenos. (ex.: | amostra em sua diluicdo 6tima) -
ELISA)
Teste de -zol?ﬁ/cuperagao > 1 NEP entre 50-
. , (o]
capacujade de Demonstrgr que o ’metodo Testar resposta celular a =2 NEPs e | - Detectar TLR4 + > 2 outros ligantes
deteccdo de | detecta pirogénios além das

contaminantes nao
endotoxina (NEPS)

endotoxinas bacterianas

construir curvas dose-resposta

- Reprovar lotes contaminados
- Sinergismo: recuperacao média >
50%

Fonte: Adaptado de FB 72 ed (2024)
Nota: PL = Parametros Logisticos.
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Materiais e Equipamentos:

. Agua apirogénica

. Anticorpo conjugado (ex.: anti-IL-1B3-HRP)

. Banho-maria

. Cabine de segurancga biologica

. Fonte de mondcitos humanos

. Leitor de ELISA

. Freezer - 80°C

. Meio de cultura celular

. Padrao de Endotoxina

. Padrao do anticorpo para o mediador endogeno de escolha (ex.: TNF-a, IL-
1B e IL-6)

. Pipetas ajustaveis

. Placa de 96 pogos
. Placa de cultura celular (96 pocos)
. Placas de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para o mediador enddégeno de

escolha (ex.: anti-IL-1B)

. Pontas para pipetas apirogénicas

. Reagentes de cor A e B, que juntos formam um substrato cromogénico
. Solugao para finalizar a reacéo (solugcao de acido sulfurico diluido)

. Solugao salina apirogénica

. Tampao de lavagem do kit

. Tampodes de incubacgao do kit

. Tubos de vidro apirogénicos

. Vortex

Procedimento:
Preparo da fonte de monécitos

Células frescas: usar em até quatro horas apés coleta (Figura 11).
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Figura 11 - Fontes de reagentes biolégicos: Sangue total, PBMC, linhagens monociticas

Linhagens
mnociticas

Fonte: Autor (2025)

Sangue (total, PBMC) criopreservado: usar imediatamente ap6s descongelamento
(Figura 12)

Figura 12 - Sangue criopreservado

&
Ny
\

1 2 3 456 7 8 910112
A

Fonte: Autor (2025)

Preparo das curva-padrdo de endotoxina

e Realizar diluicbes de endotoxina em meio (ex.: solugdo salina), conforme
indicado pelo kit (Figura 13)

e Utilizar o ponto médio para comparagao.



Figura 13 - Preparo curva-padréo de endotoxina

mT N NN NN

E1 E2 E3 E4 ES

’hdﬂo e * > X*
N40tox X* mL X* mL X*mL X* mL mL
Salina Salina Salina Salina Salina

*
Y* UE/mL Y*/2 Y*/4 Y*/8 Y*/16 Y*/32

UE/mL UE/mL UE/mL UE/mL UE/mL

Fonte: Autor (2025)
Y*: concentracao informada do kit do fabricante

Incubagdo com a fonte de monocitos
Em microplaca 96 pocgos:

e Adicionar X* uL do meio de cultura em cada poco (Figura 14)

Figura 14 - Meio de cultura

00
O

£
= .

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.

e Adicionar X* pL da fonte de mondcitos (Figura 15)
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Figura 155 - Fonte de mondcitos

Reagente
Biolégico

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.

e Adicionar X* pL de cada diluicdes amostra em cada poc¢o para os respectivos
pocos da placa (Tabela D) (Figura 16)

Figura 16 - Amostra

. A (3 . A c . A <
l X+l l X'yl l POTe

X &

1 2 34567 89101112
A CN(A (B )€ /AEBE (CE (k1) E2)(Es (B0 (ES
8 CN%;}QA_E ,BEG? E1 @*@@
cEN %)B%c 5@&"
DCN A ) B C VAE(BE (cE
jooceseees
PP

Yatatetod

100000000006
<P <

PEOROEEGBHR

1%3 ) 6 7 8 9 10 1112
ACN(A -i‘,’c_,u':‘ss_.% )
B CN,:A i ‘a_jén_s BE __cz. E1
CCN) A arc,_t\z,@'.u

0EN A ) B! cVAE(BE(CE

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.
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e Adicionar X* pL de diferentes concentragdes de endotoxina para os respectivos
pocos da placa (Tabela D) (Figura 17)

Figura 177 - Concentragdes de endotoxina

-
<&
o

19.99,
1999,
1)

I GO M m OoOnNn o >

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.

e Incubar a placa 37°C, 5% CO2por Z* horas (ex.: 24h) (Figura 18)

Figura 18 - Incubacao

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.
Z*: Tempo informado pelo fabricante.



Tabela D — Preparo de amostras para Método | do MAT

Solugao Fator de Adicdo de NUumero de Finalidade
diluicdo Endotoxina Réplicas
A f - 4 Amostra com
menor
diluicdo
valida
B fl - 4 Amostra com
diluicdo
intermediaria
C f2 - 4 Amostra com
maior
diluicdo
valida
AE f Mesma 4 Testar
concentracao do recuperacao
ponto médio da de
curva endotoxina
naA
BE fl Mesma 4 Testar
concentracao do recuperacao
ponto médio da de
curva endotoxina
na B
CE f2 Mesma 4 Testar
concentracao do recuperacao
ponto médio da de
curva endotoxina
naC
CN - - 4 Verificar
auséncia de
ativagcao sem
estimulo
CURVA - Minimo 4 4 paracada | Curva-dose
PADRAO concentragoes concentragao | previamente
(regressao linear) construida

Fonte: Adaptado de Farmacopeia Brasileira 72 edicao.

Notas: A, B e C= amostras com respectivos fatores de dilui¢ao:

f = Menor fator de diluicdo da amostra definida no Teste de fatores interferentes

f2 = Entre f e f2, por exemplo 0,5 x MDV

f3= diluicdo maxima permitida, por exemplo 1 x MDV
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AE, BE, CE= mesmas amostras A, B e C com adi¢ao de uma quantidade conhecida de endotoxina
(utilizada para teste de recuperagao)

CN (Controle Negativo) = meio ou agua para injetaveis (API), sem endotoxina, para verificar resposta

basal.
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Deteccao de interleucina por ELISA

o Pipetar X* uL do conteudo de cada pogo da microplaca para a placa
ELISA (Figura 19)

Figura 19 - Transferéncia do sobrenadante para placa ELISA

EE)
>

B ES
e

*@

<
o

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.

o Manter por Z* horas em temperatura ambiente

o Aspirar o conteudo de cada pocgo da placa (Figura 20)

Figura 20 - Remocéao do conteudo de cada pogo

—

3 4 5 6 7 8 9 30 11 12

OEDDDE
DD

DPOEEDDEE)
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Fonte: Autor (2025)
Z*: Tempo informado pelo fabricante.
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o Lavar a placa W* vezes com X* uL de tampao de lavagem (incolor)

(Figura 21)

Tampo de
lavagem

Fonte: Autor (2025)

Figura 21 - Lavagem da placa

T " MmMmOoONn o >

X*: Volume informado pelo fabricante.

W*: numero de repeti¢cdes informada

o Adicionar X* uL de anticorpo conjugado em cada poco (Figura 22)

Figura

Fonte: Autor (2025)

pelo fabricante.

22 - Adigao do anticorpo conjugado

R 0000

Q)

 PEHDOOEEEEE
DO OOOOES R
&Y N
IPOOEOOEHR;

X*: Volume informado pelo fabricante.
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o Manter por Z* horas em temperatura ambiente

o Aspirar o conteudo de cada pocgo da placa (Figura 23)

Figura 23 - Remogéao do conteudo de cada pogo

Fonte: Autor (2025)
Y*: Tempo informado pelo fabricante.

o Adicionar X* uL dos reagentes de cor conforme Kit utilizado
o Incubar por Z* minutos em local sem luz e temperatura ambiente (Figura
24)

Figura 24 - Adicao do substrato cromogénico e incubacgéo (protegida da luz) em temperatura

|

ambiente

1 293 4 5 6 7 8 9 10112
AENfafs) »c)’ﬁkls&s AE:}_;_Z)??!’_H{{S?
» DO YEEEEEEEE

3
Sesssceses
SODE

o
cremogémics. ¥

)00 0000

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante.
Z*: Tempo informado pelo fabricante.
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o Adicionar X* pL de solugao para finalizar a reacao (ex.: solugao de acido

sulfurico diluido) (Figura 25)

Figura 25 - Adicdo da solugédo para finalizar a reagao (STOP)

Y S 4 5 6 7 EV 9716717;:7
A (ENIA (B (C fhe)Be e 12 5 (e (55)
» €9 KB X(c XABEE)CEYEN(ER) ) Ea &)
c ien)(A (B (c ine)BE e (12 (E3 (Ea)es

oen) A ) s (c ae(BE)ce E1YE2 ) E3 (e E5)

Solugdo
stop

Fonte: Autor (2025)
X*: Volume informado pelo fabricante

Leitura e andlise

e Selecionar comprimento de onda adequado (conforme especificagao do kit)

Ler os resultados em até Z* minutos (Figura 26)

Figura 26 - Realizacao da leitura de placa

[ﬂ

1234567891000

A (N (B ((c fAE(BE (ce (E1) E2)(E3 (B4 E5)

8 Ny ;}’B\l"élii BE &15-1 E‘i a.s_ﬂis
CUARE XCMEGERELENE)IENE)

clenfa )8 (c (ae(BE(ce (E1)E2)(E3 (E4 ) E5)

D iﬁ\.\s’. {c YRe(BE (Ce YE1VE2 ) E3 VEa 5

10989600608

2

of

LHLAA XK

Fonte: Autor (2025)
Z*: Tempo informado pelo fabricante.

Construir curva-padrao (Figura 27)
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Figura 27 - Construcao da curva-padrao

/ EFPEER

Fonte: Autor (2025)

o Determinar a concentragcao de endotoxinas usando Software ou planilha
de analise.

Interpretacao

o Analisar e interpolar os dados obtidos com a curva-padéao (Tabela E).

Tabela E — Critérios de aprovacao do MAT

Situacdo da Amostra Condicéo Classificacao

Aprovada Concentragao calculada | Amostra sem presenca
< CLC (Concentracao significativa de
Limite de contaminantes

Contaminantes). pirogénicos
Reprovada Concentracao calculada Amostra apresenta
>CLC contaminantes
pirogénicos acima do

limite permitido

Fonte: Autor (2025)
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6 CONCLUSAO

O levantamento historico realizado nas sete edicdes da FB, possibilitou
compreender e acompanhar a evolugéo, atualizagées e aprimoramentos dos métodos
destinados a detecgdo de pirogénios. Assim, o primeiro método denominado
“Pirogénio” foi descrito na 32 edi¢gao, 1977. Apds alguns anos, em 2010, foi incorporado
a farmacopeia o Teste de Endotoxinas Bacterianas (LAL), como método alternativo de
escolha frente ao uso de animais. Em 2024, foi incluido na FB o Teste de Ativacao de
Mondécitos (MAT), como método mais alinhado aos principios éticos e sustentaveis.
Com isso, observa-se o esfor¢o continuo em garantir maior seguranga nos processos

de controle de qualidade junto as demandas regulatorias.

A comparagdo entre os meétodos descritos nas Farmacopeias Brasileira,
Europeia e Americana permitiu identificar semelhancas e diferengas quanto aos

procedimentos descritos.

Por fim, foi proposta diretriz para roteiro de aula pratica utilizando o MAT. O
texto buscou ser objetivo e didatico, esclarecendo pontos que nao estdo detalhados
na FB. Para isso, foram consultadas outras referéncias bibliograficas, buscando
complementar as lacunas e fornecer com clareza, tanto os conceitos quanto os

procedimentos do método.
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