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INTRODUCCION

Como ya es conocido,la vfé.pérenteral es el medio mids eficaz para
la administracién de agentes tefapéuticos vy para la reposicion de fluidos or-
ganicos, electrolitosynutrientes,yaaue su entrada es directa a la sangre
lo que implica una alta pureza en su prepéracién. El gran uso de estos pro-
ductos en medicina se realiza con seguridad gracias al alto nivel tecnoldgico

y ético alcanzado por la industria farmacéutica,

Pero esto no fue siempre asi. Hasta hace algunos afios la terapia
parenteral iba sequida a menudo de fiebre alta y ctros efectos laterales pe.
ligrosos. El desarrollo de productos parenterales seauros tuvo lugar hace
unos sesenta afos cuando Séitert y col(15)descubrieron la causa del incremen
to de la temperatura posterior a la inyeccibn, y la denominaron respuesta ni.
rogenica y pirdgeno  al agente causante de la misma, asi también desarrolla.
ron un sistema para la deteccidén de pirdgenos, la prueba de respuesta febril
del conejo, que fué la base para el desarroilo de la prueba de oirégenos de

la farmacopea U.S.P,

La prueba de pirogenos en conejo ha sido utilizada con buenos re .
sultados por 40 afos, pero muestra una serie de limitantes y desventajas aue
hacen cue su aplicacién no sea del todo conveniente dentro de las pruebas de

control de calidad a realizar a los medicamenlos parenterales.

Se han estudiado otras pruebas alternativas aue superen de alqun
modo las actuales del conejo, no se ha tenido éxito en estas pruebas por sus
limitantes v poca competitibilidad, sin embargo, ha tenido bastante acepta-

Zion una prueba relativamente nueva, que utiliza un lisado de células del



ulus polyphemus, de la cual se menciona ser mis sensible, simple, especifi

v econdmica, pero a su vez se habla de que no detecta todas las posibles

sas de pirogenicidad.

El objetivo del presente trabajo es estudiar Yy comparar las dos

ebas en productos farmacéuticos

» validando la aplicacién de] lisado de

bocitos del Limulus (L.A.L.) como un substituto de la prueba en conejo,

icado esto a diferentes productos farmacéuticos.



CAPITULO 11
GENERALIDADES.

A) PirSqenos de Origen Bacterliano.

Los pirégéhoé ;eidéfInEn como substancias produc;brés'de fiebre;
piretdgenas. Son substancias protefnicas que se encuentran con frecuencia en
el aqua esterilizada producidas por ciertas bacterias que mueren durante la
esterilizacidn, dejando sus cuernos y productos en el agua y que serfan la

(n
causa de las reaccionesfebriles consecutivas a las inyecciones intravenoses ,

Pirdgeno.. Dicese de toda substancia que eleva la temperatura. Alu
de el término especialmente a ciertas substancias filtrables,probablemente

proteinicas, aisladas en soluciones destinadas a administrarse por via endove

nosa. (Z)

Los pirdgenos bacterianos son toxinas elaboradas por bacterias patd
b) . . P . . .
genas  ;no son los Onicos agentes pirogenéticos producidos por microorganismos

ya aue gérmenes qrampositivos, hongos y virus (3) también producen agentes oi

rogenéticos. (4)

Las toxinas bacterianas se pueden clasificar en dos categorias:

Exotoxinas y Endotoxinas. (4)

Las exotoxinas son proteinas producidas por el metabolis-

mo de las bacterias en desarrollo, son hidrosolubles y se encuen-
tran en solucidn en el! medio en que se desarrollan los microorga-

nismos, pasan a través de filtros bacterioldgicos. (4),(5), (6).

La exotoxina elaborada por cualquier tipo de organismo es especifi.

cz oy difiere de la toxina de otras cspecies. Sin cmbarao, todas las exoloxi




5 tienen determinadés propiedades fundamentales en comin,(lo cual las
stinque de las endotoxinas y de las sustancias qufmicas toxicas ordina -
s), tienen como propiedades ser relativamente inestabTés, solubles,

Itrables, pierden su actividad al estar en reposo O'bor'exndslcién a

nperaturas alrededor de 60?F. (&)

Si esta exotoxina se introduce en el cuerpo de un individuo o
imal que sea susceptible a la misma, reproducird la mayoria de Jos sinto-
y lesiones que caracterizan ala infeccion natural que produce el orga_
mo el cual did origena la toxina. Esta exotoxina no manifestard sus
ctos, sino después de un tiempo de incubacién a partir de su introduc_
n; ademds las exotoxinas tienen la p;opiedad de estimular la formacidon
anticuerpos especificos neutralizantes, denominados antitoxinas. Las
toxinas se convierten a toxoides (no venenosos) por almacenamiento o

r tratamiento con formalina.

Las endotoxinas.. Algunos organismos, particulamente las bacte-
s gramnegativas no elaboran una toxina soluble al estar vivas , pero
s células intactas pueden producir una endotoxina que es liberada cuan-

las células son desinteqradas. (6)

Las endotoxinas bacterianas se distinguen de las exotoxinas por

k5 siquientes propiedades: (5)

a) Son producidas primariamente, si no Gnicamente por bacterias

hmnegativas.

b) Son macromoiéculas. conteniendo lipopolisaciridos.

c) Componen una parte integral de la pared celular bacte



riana y se libera Onicamente si la integridad dela pared celular es per~

turbada.

d) Son relativamente estables a el calor.

e) Son menos potentes, y especificas que la mayor parte de las -

exotoxinas en sus acciones citotdxicas.

f) Su toxicidad parece residir en la fraccidn lipfdica, puesto
que sus determinantes antiqénicos especificos se encuentran ubicados en la

porcién del polisacarido.
q) No Forman toxoides.

h) La dosis letal es muy grande (6) comparativamente con Ja pe -

quera cantidad de exotoxina requerida para producir el mismo efecto,

Los nirdgenos de los gérmenes qramnegativos parecen ser los mds
activos, produciendo entre otras alteraciones trastornos en la reaulacion
térmica, los cuales se pueden manifestar por una hipotermiaen ratas,
cobayos vy ratones, o bien por hipertermiaenel hombre asi como en el co -

nejo, (3)

El hombre, conejo, caballo y gato presentan el mismo umbral de
respuesta aproximadamente; a grandes dosis de endotoxina deSerratia marces
cens , puede ser mds fuerte la respuesta pirogénica y toxica para el hombre

que para el conejo, (7)

~Acciones Farmacoldqicas.
Los pirdgenos tienen varias acciones farmacologicas, entre las

tuales destacan una modificacidn en la cuenta de los qldbulos blancos, ini



jando con una leucopenia pasajera (1)(3)(5), sequida por una leucocitosis,
JS)(l)(Z) colapso vasomotor (8), hiperglucemia, necrosis hemor rdgica

e tumores,  alteran la resistencia a iInfecciones bacterianas (5), inhibl
ion del jadeo térmico en los perros, accidn inhibitoria de la Glcera

3), efecto-sobre la circulacidn periférica, reduccidn de la secrecidn

cida gastrica, fendmeno de Shwartzman (reacciones tisularesala invec
i6n de los mismos) (5)(3), cambios morfoldgicos en corteza suprarrenal,
odificacidn enla carga superficial de los eritrocitos, hipotensién (3);
vando son inyectados en cantidades suficientes, causan dentro de una o

s horas un shock irreversible (5), acompanado habitualmente por una dia-
rea severa, pueden producir la muerte (3)(5). Es frecuente en la autopsia
a pequefa hemorragia en la pared del tracto gastrointestinal , asi como

; lesiones en visceras y piel (5){3); también producen una gran varie-~
d de alteraciones circulatorias(5), alteraciones en la coaaulacion e

inoferrcmia en ratén (3).

El término pirdgeno fué utilizado para describir a estos contamj_
antes porque el efecto de induccidn febril de las endotoxinas fue la pri-

era actividad bioldqica reconocida. (9)

Segin indican diversos investigadores, el efecto pirogénico, tam
ién se va a producir cuando la inyeccidn se aplica por via intramuscular

intratecal, (10)

Se ha demostrado en conejos y perros que la aplicacidn de endoto
ira en los espacios intratecales fue al menos mil veces mis potente en la

'czuccion de respuesta febril con respecto a la ruta intravenosa, siendo
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nformcidn laprimera evidencia clinica del incremento de potencia

adninistracién intratecal de endotoxinas bacterianas. (10)

Por otra parte se realizd un estudio comparativo del efecto de
icacion de un preparado pirogénico de Pseudomona aeruginosa por via

enosa e intramuscular,

Se observd dentro de determinados 1imites una relacidén lineal

el aumento de temperatua vs el logaritmo de la dosis. (11)

Inicialmente existe un paralelismo entre las curvas, posteriormen
curva de inyeccidn intramuscular va a lleqar mds rdnido a una meseta;
andose por lo tanto que en la inyeccidn intravenosa se va a obtener

vor incremento en temperatura.(11) (Fiq. No. 1)

1.81
.
emento de 1 Of Endovenosa
eratura, 147
c. 1.2¢

Intramuscular

Logaritmo (Dosis X 1000)
Fig. No. |



Mediante la aplicacidn intravenosa la fiebre va a comenzar entre

30 y 45 min, después de la administracién del material pirogénico, al-
zando su midximo efecto en el intervalo entre la seqgunda y terceras ho-
, lesapareciendo pricticamente entre la cuarta y sexta horas, sin gue

teriormente se observen efettos secundarios; en el caso que el material

se altamente pirogénico se podria producir una segunda respuesta.
p ( p (

La aplicacién intramuscular niroqénica va a producir el midximo
ril en el intervalo de las 5 6 6 horas posteriores a la administracién;
} ésto es mds notorio en los medicamentos aceitosos, los cuales no se
edan aplicar por via endovenosa, para los cuales puede ser v8lido su con
I por via intramuscular, siempre y cuando las tomas de temperatura se

olonguen lo suficiente para observar la respuesta febril.

canismo de Accion

£s relativamente facil obtener agentes pirogénicos, a partir de

s leucocitos.

La accidn pirogenética de las endotoxinas se va a ver aumentada
se mezclan con suero normal humano o de conejo a baja temperatura
r algunas horas, sin embarqo se van a inactivar si son incubadas a 37°C

r algunas horas, en combinacién con suero o plasma.

Las endotoxinas van a interactuar con lipoproteinas séricas vy

ug o< globulina al grado de ser inactivadas. (3)

La respuesta al pirdgeno bacteriano, pesterior a una administra.
fC- intravenosa, va a dar su mdximo valor entre 30 y 50 min, ahora bien,

i zmisma dosis del pirdgeno se coloca en 200 ml de sangre e incuba por
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oras, y se inyecta, e perfodo de tiempo en el cual aparece la respuesta

menor; lo cyal dig

a pensar en la posibilidad de que una subs

fa de origen enddgeno, producida por los glébulos blancos lesionados por

irdgeno bacteriano fuese la que actuase a nivel de los centros termo -

ladores en el hipotdlamo, produciendo con Su interaccidn la reaccidn
il » para esto se administrd el piréggno de los leucocitos (pirégeno

geno) directamente en g Zona prebptica del

hipotdlamo anterior, con lo

se produjo el incremento de la temperatura en pocos minutos., Con obje-
hacer comparacién se inyectd en otro lugar; pero para obtener una res-

ta similar se necesitaron mayores dosis, asl como un periodo de laten -
s largo

» debido a que se diluye en el recorrido de la corriente

fnea. En contraste los pirégenos bacterianos, los cuales al inyectarse

alquier lugar deben promover la produccién del Pirégeno endégeno pro _

do el aumento de 13 temperatura,. Por lo tanto, aunque el tiempo de la_
ia es mayor,

su efiectividad siempre va a ser Ia misma, (3)

Los pirdgenos bacterianos se diferencian de los endogenos
ue los segundos son destruidos por el calor a 90°C en 30 minu
actdan directa y rapidamente sobre los centros termorrequla-

s del cerebro y no crean tolerancia, ademis no son dializable

sten la accidn de 1a tripsina,

quimotripsina, ribonucleasa y

ds no se afecta por cambios de pH desde 2 4 10.5, (tas endo-

nas administradas a un mismo receptor, de una manera repeti-

‘provocan que éste se vuclva tolerante, por lo tanto sus res-

las endotoxinas provenientes de cualquier microorganis-
€ /an a ver disminuidas; ceste estado es reversible después de

iz170 de recuperacidn) .,




ctividad Pirogénica,

Se admite la naturaleza lipopolisacdrida de los piregenos, alqu-
ns autores mencionan polisacdridos y polipéptidos, pero es muy notable la

Fiferencia enla respuesta febril a los pirdgenos de los diferentes microor=

jini smos.

Se determind que la respuesta febril es mds fuerte cuando es
roducida por microorganismos gramnegativos primordialmente bacterias coli,
iocianica v Salmonelas. Producen pirdgenos con fuerte actividad los
hicroorganismos del grupo de los aerobios esporulados como bacterias pseudo
pisthracis, mesentericus, subtilis, y esfericus. Estos microorganismos
bsporulados abundan en el medio ambiente, inclusive en el de los laborato-

[ios, pudiendo contaminar a las soluciones, aparatos, equipo, etc. (3)

En la seccion de determinacién de pirégenos nor conejos se ober

kard mejor lo mencionado en los Gltimos parrafos.

Es importante tener conocimiento de la naturaleza ubicua de las

Tndotoxinas. Sino se tiene un extremo cuidado para eliminar cantidades tan
Fequedas, del orden de pg/ml de endotoxina en preparaciones de substancias
materiales a ser probados, se pueden obtener respuestas positivas a nirg_

cenos en las pruebas correspondientes. (11)

Determinacion de Pirégenos

La determinacion de la presencia de pirdgenos en las formas far-
Hmacéuticas parenterales, ha sido una necesidad dela industria farmacéutica,

indispensable para asequrar la calidad del producto y corroborar que se




Vicaron buenas prdcticas en su manufactura.

Con la finalidad de determinar los pirdgenos en dichas formas,
nan realizado investigaciones de distintas técnicas para su deteccion,

tre las cuales destacan las siguientes:

a) Basadoen la leucopenia que produce la administracién de pird-
nos en los conejos, se realizé un intento para demostrar que un recuento
leucocitos en conejo, podia ser un método mis rapido y sensible que el

e aconsejaron las farmacopeas (reaccidn febril en conejo).

Enestainvestigacion se trabajo con Pseudomona aerunqinosa, nrepa-
ndo una solucidén pirogénica, e inyectando 10 ml por Ka de peso. Se ob-
rvo en todas las pruebas leuconenia alrededor de los 30 minutos después

aplicada la inyeccion, con un aumento simultanco en la temperatura; pos-
riormente existia un incremento en la cantidad de leucocitons la cual su
a a niveles mads altos, de los normales, alcanzando su miximo alrededor
las 12 horas posteriores de la aplicacidn, finalmente regresaba a los

veles normales €n un lapso de 20 a 22 horas después de la aplicacion.(3)

b) Un método de pruebas bacterioldgicas aplicable a los medi-
mentos en frasco vial 6 ampolleta y antes de someterlos a esteriliza-
6n se basa en la observacidn del ndmero de microorganismos por m! presen
? en productos terminados; tomando en cuenta e! nimero de microorganismncs pro

rctores de pir6genos de fuerte actividad (1000 unidades), presentes en un

1

¢ solucién, que producen un incremento de temperatura de 0.6°C y colo -

¥

ndc un Iimite de contaminacién 100 veces menor al antes sedalado, se ob-

ve 35T un nimero maximo de microorqanismos contaminantes por mi. En ds-

-irsestigacidn se observd que losmicroorganismos -habituales. nrodu
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cen pirénenos de poca actividad  asi como contaminantes que no producen pi-
roaenos, to cual incrementa mas aln el margen de seguridad; (13); algu -
nos otros investigadores son partidarios de dicho método, el cual sefalan
que es facil de realizar y podrfa reemplaza[Sin inconvenientes a

la prueba con conejos. -

c) Tgmpféngfuéf?géfizadé una prueba en perros, se cita que los
perros tienen untéistéﬁ&‘térmorfegulador el cual es mucho mas estable que
el del conejo, y ademds es menos sensible a los pirdgenos, (3), pero ofrece-
otro cuadro de fespuestas adicional como es diarrea y vomitos, ademds de

la leucopenia aue al iqual que los conejos presentan.

Las caracteristicas de los animales de prueba son: Un peso apro-
ximado de 15 Kq., temperatura no mayor de 39°C y el nimero de leucocitos
no mavor de 20 000 por mm3. Una vez que se aplica el medicamento se deter -
mina la temperatura cada 30 minutos por un lapso de 3 horas; determinando
se adends a los 45 minutos el nimero de leucocitos; la interpretacidon de
los resultados fue de la siquiente manera: Una disminucidn en el conteo
de leucocitos de 5 000 o mids y un aumento en la temperatura arriba de 5°C

son los siqnos positivos de la presencia de pirdgenos. (3)

d) Existe un bioensavo con medicion de la respuesta hipoférremi -

ca en ratén a las 12 horas después de la inveccién de endotoxina. (8)

e) Otro estudio compara bioensayos de endotoxina por letalidad
de embriones de pollo LD50 a 2l horas) y pirogenicidad para conejos

y en Este se encontrd una gran correlacidn entre los dos métodos de prueba

(8),




13
f) Se han descrito otros sistemas de prueba usando agentes
icos para aumentar la susceptibilidad de los animales de experimenta-

a las endotoxinas. (8)

g) Un nimero de pruebas invitro han sido propuestas para la de -
i6n de contaminacién pirogénica.Se han sugerido algunas pruebas quf
sy colorimétricas, pero estas pruebas no son especificas para endoto-

s bacterianas, y sus sensibilidades no han sido establecidas. {9} .

h) Las farmacopeas indican determinar la presencia de pirbgenos
s soluciones por la respuesta febril que van a producir a los conejos,

ués de su administracion.

i) Un método in vitro relativamente nuevo, realizado con un lisa
e amebocitos de Limulus polyphemus (LAL), esta fundado en los trabajos

. Levin y colaboradores,(8)

En las siguientes paginas se hablard mis a fondo sobre estos dos
os métodos, ya que el presente trabajo consiste en evaluar si el méto
e LAL puede utilizarse como substituto del método de respuesta febril

onejo para los productos a validar,




Determinacidn de Pirdgenos en Conejo.

rigen:
La induccidn de fiebre por adminisﬁraclén'Intraven?sa y su rela_
n con microorganismos se comenzd a esclare.cer ‘en.l-91V2.i;‘,lrc"j’u;a:t.1do los inves
adores inqleses Hort, E.C. y Penfold, W, J. (14)'ésfhéfafon el oriaen
a naturaleza de dicha respuesta. Mas tarde Florence'éeibert (14) demos
el orinen microbioldgico de los pirdgenos y la caracteristica de ser
trables, asi como la necesidad de agua de alta calidad (para la fabri-
ion de inyectableﬁ; 8stos trabajos junto con otros, impulsaron el uso
la respuesta febril en conejos como una prueba Gtil para la deteccion-

pirogénos en parenterales.

Aunque el conocimiento de los pirdgenos ain  era incompleto, la
Hustria de los parenterales prosperd disminuyendola incidencia de reac -
bnes pirogénicas por medio de una excesivo y estricto seguimiento a medi-
E profilacticas y por aplicacién efectiva de la prueba de pirdgenos en

e jo.
Estudios para establecer la prueba:

El criterio de la prueba de pirdgenos U.S.P., que fué adoptado en
f2, estuvo basado en los resultados de un estudio colaborativo entre in -
Ltrias v qobierno {14), (el cual fue inauaurado por el Subcomité No. 3
;sayos Bioldqicos) del Comité de Revisién de la U.S.P. en Junio de

;1). En este estudio la respyesta fué determinada midiendo la tempera-

s rectal, ésta fué medida posteriormentea la administracidn intrave -

T T

sa Je una solucion de endotoxina preparada a partir de un cultivo de
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Pscudomonas aeruginosa, removiéndolo de la superficie del agar, filtrandolo
para climinar el agar v posteriormente lisando la suspension del microorga-
nismo por accidon mecanica en un agitador con cuentas de vidrio por un lap-
so de 5 horas, incubando después a 37°C por 6 dias y centrifugando de 30 a
50 minutos a 4 000 r.p.m., haciendo isoténica la solucidn con cloruro de
sodio, este filtrado constituye la solucidn pirogénica “stock para traba -

jar con ella (15).

Mediante el método anterior se obtiene una solucién de una con -
centracién no cstandarizada de la substancia pirogénica, por lo cual era
deseable determinar algln parametro que se pudiese utilizar como un Tndice-
de potencia, para lo cual se escoqio el contenido total de nitrdgeno como
indicador. Se realizaron pruebas a 9 grupos de soluciones obtenidas por
el mismo método observandose valores dentro de un ranqgo de 125 a 145 mg/lOOnl
de nitrégeno total y un promedio de 138 mg /100 ml Posteriormente
se repitio la prueba con 6 grupos mis y se obtuvieron resultados simila -
res. Mediante pruebas en animales sc¢ concluyd quescluciones pirogénicas de
aproximadamente iqual potencia podian ser preparadas consistentemente por
2sta técnica, lo cual no era indicativo de que la potencia de la substancia
pirogénica estuviese asociada con el contenido total de nitrégeno; sin em -
barqo se utilizé el método como un indicador del poder de la solucidn niro-
génica. Se realizaron pruecbas en series de conejos inyectando diferentes
concentraciones del pirdgeno basadas en la  determinacidn del nitrégeno to-
-al; encontrando que una solucidn conteniendo 5 ma de nitrégeno por 100

L1

1, ¢ inyectada a concjos de 1.5 a 3.0 Kq., invariablemente producia una

““nica respuesta pirogénica.
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En un estudio colaborativo (16) la solucidn pirogénica que se
utilizd era la que contenfa 5 mg de nitrdgeno total por cada 100 c.c. de
fluido. Las normas sequidas ylo que del estudio se desprendid se enumera

a continuacldn:

Se utilizaron 1o-c§n¢j85 péfé.tFébajaf'ei material pirogénico y
5 con una solucidn de NaCl iSOtéhicé. Las temneraturas de control de los -
animales se tomaron preferentemente en juevég y viernés de la semana pre -
via a la prueba dicha prueba era realizada en lunes o martds de la si-
guiente semana. En el dfa de la prueba se tomaban 2 lecturas; a los 15 mj
nutos de la segunda lectura 10 de los animales eran inyectados con la solu
cién piroqénica y 5 con la solucion salina, se segufa el procedimiento es-
tablecido para la prueba del cual se hablard mas adelante. En juev%s o -
viernds de esa misma semana, el mismo procedimiento era repetido exactamen
e ate

te para volver a someter a prueba el lunes o martes; se realizaron pruebas
por 5 semanas consecutivas, utilizando los mismos animales; se permitid
después un descanso de 3 semanas y los mismos animales fueron inyectados
en la primera parte de la novena semana con las mismas soluciones que ha -
bian recibido. Enla Gltima parte de la novena semana, la prueba fué inver
tida y Jos animales que habfan recibido solucion salina isotdénica recibie-
ron solucidn pirogénica y viceversa, en todos los casos llevando un regis-

tro de las temperaturas en controles,

Los animales de prueba eran conejos sanos de 1.5 a 3.0 Kg., ali-
mentados con una dieta uniforme por lo menos por una semana y sin que hu--

biesen tenido disminucidn en su peso.

° % referirse a las tablas T y 2.
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Antes de utilizarlos en la prucha, se tomaban 4 temperaturas rec
s a intervalos de 2 horas en los 2 dias previos, con el Fin de acostum
los al procedimiento experimental y descartar a aquellos ﬂuevafiarén su
eratura mids de 1.2°C. Se insertaba el terménetroimé; aljé\dél ésflnter-
rno, se mantenia por al menos 2 minutos, leyendose la temperatura. En
fa de la prueba se tomaban dos tcmpcratufés rectaiéé’én un'ber?odo de
hora, y el promedio de ambas se COﬂSldelO como Ia temperatura inicial;
atiraba el alimento una hora prcv:a a ]a prueba y durante todo el tiem-
ue duraba la prueba, se permitfa libre acceso a el aqua y se controla -

3 temperatura y hunedad del medid,(f_Sfo;‘;ur

la dosis de la solucidn plroqenlca fue dc 3 ml por Kg. de peso,
ual era aplicada a 37° C e lnyectada en la vena malqlnal de la ore|a en
x. 15 minutos; se determinaron las tenperaturas lecta1es cada hora

nte las siqguicntes cinco horasg'i-"

No menos de 5 coneJos podlan ser utlllzados para cada prueba,

tres o mas mostraban un incremento Tndiyidug]t e O,8°Cgofjmés la prueba
consideraba positiva; si unicamente 1:6‘2‘deflds*5”énimales mostraba
respuesta positiva, !a prueba podia lepetlrse con un chundo grupo de

nirales, con9|dcrando<e positivo si 2 animales del segundo grupo de 5

bales mostraba un incremento de temperatura de 0.8°C o mayor.

Siguiendo los lineamientos antes seialados se procedid a el estu

)

i.en el cual intervinieron 16 laboratorios, analizando el resultado de

de :1los se delined 1a prucba a sequir con las conclusiones a los resul

os btenidos; los resultados aue obtuvicron son los siquientes:
s
>
;
5
'\
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Se realizaron un total de 3300 pruebas en 253 conejos de la mane-
‘quientc: 500 pruebas de control durante las cuales los animales fue
dantados a el procedimiento, 1782 pruebas con el material pirogénico,

7 pruebas con solucién salina fisioldgica no pirogénica.

Las variaciones maximas de temperaturas en los dfas de control
eron mayores a 0.8°C en el 97% de 253 observaciones y no mayor que

en 87% de las observaciones.

En el intervalo de 38.7°C a 39.9°C se encontraban 83% de las lec
5, un 152 de los conejos presentaron en uno o mas de los dfas de con -

una temperatura superior a 39.8°C.

En la determinacién de la temperatura inicial se tomaban 2 lectu -

de las 5648 observaciones realizadas, la variacién mixima entre ésas

iras en un mismo animal en un 98% de los casos no fué mayor a 0.5°C y
i

pyor @ 0.2°C en 85% de las observaciones; de lo anterior observando la
ivariacion, se argumentd que con una sola determinacidn de temperatura,

fa a la inyeccion, era suficiente para tomarse como referencia. Las

¥

raturas maximas iniciales en los dias de prueba mostraban una distri-
N que no variaba significativamente de la normal , de 2824 observacio-

;n 12.96% dicron una lectura de 39.2°C; 85% de las lecturas estuvieron

38.8°Cy 39.7°C; de los 253 conecjos, 66 o sca el 26% tuvo una tem-

3

fura de  control maxima mayor a 39.8°C. En la opinién de alqunos de
;nvestigadorcs se considerd que una temperatura de 39.8°C o mayor podia
ébnsidcrada como anormal, apareciendo una restriccion en la USP XI|

?Q cual se podian descartar loa animales con una temperatura vya sea

3

;0 bien mayor o los 39.8 grados centigrados, los animales que pre-
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sentaron ésta temperatura de control (39.8°C) y que fueron utilizados en
el estudio no mostraron una diferencia significativa respecto a los otros

animales en su respuesta a los pirdgenos,

El reporte de resultados se observa en las siguientes tablas

No. 1y No. 2.
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sentaron ésta temperatura de control (39.8°C) y que fueron utilizados en

el estudio no mostraron una diferencia signifiéatlva‘respecto a los otros

animales en su respuesta a los pirégenos. !

El reporte de resultados se observa en las‘siguiéntéS»tablas

No. 1 y No. 2.



Laboratorio
No.

pY-1941-1
PY-1941-2
pY-1941-3
PY-1941-4
PY-1941-5
PY-1941-7
pY-1941-9
PY-1941+10
pY-1941-11
PY-1941-12
PY-1941-13
PY-1941-14
PY-1941-15
PY-1941-16A
PY-1941-16B
PY-1941_17

PROMED |10

—_

- popmPEPNEE NN

Pirogénica.

. semana 2a.

.28
.80
g2
.21
A7
.85
A7
.90
.18
A7

.06
.52
.02
91
.5k

.85

—'\OC\IOU\—‘WLDO\\I—‘NOO\.H:
W o SN S OO O 0o g

Ju— —“"N—‘N—"—‘N—“—"‘NN"—‘—‘

O
~J

° % referirse a pagina 16.

— —‘NNO'—‘—‘—‘N—"—‘—‘—‘—‘—'—‘—‘

. semana

(]

.27
.5h
.56
.75
.65
.60
b2
.70
.04
.25
.15
.93
.89
.05
.04
.33

.57

1.27
1.58
1.51
1.57
1.27
1.21
1.50
1.66
1-77
1.52
1.10
1.72
1.27
1.86
1.75
1.50

1.50

o\ooo.x,—oo.r:-\.o\no«\l\o.—-\n.t:-—- )
LOJ-‘\D—'—‘G)\I\J'IJ:"\-AJOJ-‘—‘\IWJ:-
e et N e s b b b —
- T I I I
—_ _4._.N_.n_._._.-_.._4_.._._-_.—-..n_a

— —_.N_.N—_A_a_._._._nN_n_._.
« .

o
o

. semana

.26
.53
.61
A2
A2
49
.88
.45
.00
.64
.50
.9k
.63
.09
.90
.61

.5h

9a. Sol.

1.73 -0.09
1.95 0.05
1.55 0.29
1.90 0.16
1.72 0.18
1.92 0.08
1.96 -0.18
1.83  0.18
2.08 0.19
1.70  0.37
1.57 -0.11
1.68 0.09
1.71 0,24
2.39 0.2
1.8 0.07
1.82 0.03
1.83 0.10
Tabla No. 1

02



Cambio de temperatura mdximo promedio posterior a la inyeccidn
Salina.

de Sol.

semana Ja. semana ha, semana 5a. semana 9a,

2da.

semana

ira.

o
|
o]
]
T
Y
o]
0
T
-

Sol.,

sem,

No,

AN M — O NN OO — N —
NOALNT O e — N0 — OO — O

---------------

---------------

...............

0
0
0
0
0
-0
-0
0
0
0
-0
0
0
-0
0

38
09
50
17
09
01

96
0,17 0.22

...............

---------------

— e e e T o e e r— o o v

9.09 0.15 1.88

0.15

0.16 0,05

0,22 0.18 0.16

0,23

PROMED |0

Tabla No., 2

* referirse a pdgina 16,

-]

21

o s e T




22

Los resultados sugirieron que los animales se pueden tornar re -
stentes o tolerantes a la accidn termogénica de los nirdgenos en la solu
on invectada, esto se observa conforme el experimento progresa. Por
ra fuente {13) se habla demostrado que la substancia responsable de la

accién febril no era antigénica.

De las 1587 observaciones realizadas con la solucidn nirogénica
encontrd que el 86.8 % de los incrementos miximos de temperatura ocu -
ian en un lapso de 3 horas posteriores a la inyeccion, por lo cual no se
nsideraba necesarioobservar a los animales por un periodo mayorcomo el

5 horas que fué utilizado,

Durante las 3 primeras horas después de la administracion de la
ucion pirogénica el maximo incremento en temperatura en un 70 % de los
sos fue entre 1 y 2°C; en 1,7 % de los casos los maximos incrementos
eron de 0.5°C o menos{habiendo observado anteriormente que la variacidn
rmal de temperatura de los conejos en un 87 % de los casos es menor a
6°C, se considerd a este valor (0.6°) como indicativo de la presencia de

régenos en una solucidn después de su inyeccién).

Para los animales que fueron utilizadosenla inyeccidn de solu -
6n salina libre de pirogénos se sigui6 la prueba en forma idéntica., Los
sultados que se reportan en latabla mostraron que la inyeccidn del flui-
, por si misma no fué responsable de la reaccidn febril., Ademés, en

92 % de las 1017 observaciones el incremento miximo de temperatura fué
ot a 0.6°C lo cual sirvié como soporte al Ifmite arbitrario estableci -

)y cue diferenciara a una respuesta positiva de una negativa; {en un 78 %
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de las observaciones el madximo incremento de temperatura fue menor a 0.4°C)
observando con estoqueexistid aproximadamente un 8 % de probabilidad de
obtener falsos positivos, se recomends el uso de un ntmero suficiente de

animales no menor a 5.

De la evaluacion de datos obtenidos en los 2 dfés de control se
concluyd que por no existir grandes variaciones que fuesen siqnificativas,
con un dia de control era suficiente., Del mismo modo la determinacién de
dos temperaturas para obtener la temperatura inicial no arrojd resulta-
dos que justifgicasen dicha medida, por lo tanto se recomend§ el tomar una

sola temperatura el dfa de la prueba y considerarla como basal,

De la informacion y conclusiones obtenidas del estudio se deli-
nes la rrueba oficial de piréqenos que apareci6é en la U.S.P. XIl, pero ain
quedaban algunos puntos a estudiar para mejorar la prueba, como eran detei
minar la menor concentracién de pirdEFnos aue npodian dar una respuesta po-
sitiva, la determinacion de la sensibilidad de los animales de prueba com--
parados con el humano, determinar el perTodo de descanso de los animales

entre dos pruebas, etc.

Una vez delineado la prueba no ha sufrido grandes modificaciones
a través del tiempo, observando la informacién del estudio colaborativo y
la actual prueba de pirdgenos de la U.S.P. XXlse puede percatar que perma-
nece practicamente invariable: sin embargo las diferentes farmacopeas no
tienen establecido un protocolo igual a sequir eh su prueba, existiendo di-
ferentes variaciones en su desarrollo  condiciones de trabajo e interpreta -

cign de resul tados.
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omparacion de las diferentes técnicas Farmacopeicas:

Esta comparacidn se realiza entre la farmacopea Macional de los
‘ados Unidos Mexicanos (F.N.E.U.M.) ba, Ed.; United States Pharmacopoeia
S.P) XX Ed.: BritishPha rmacopoeia (B.P.) 1980; Pharmacope€ Francaise
F.) 1975, European Pharmacopoeia{E.P.) 1971 y Pharmacopea Helvética
H.) 1971, las tecnicas de laB.P., P.F. y E.P. son practicamente iquales,

lo cual se puede considerar la B.P.como representativa de 'as 3 farma -

En la siquiente tabla se muestran las caracterTsticas principa -
de las técnicas y condiciones sefialadas en cada farmacopea, observando

asl sus nrincipales diferencias y buntos comunes: son los aue se muestran

la tabla No. 3.
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- Estudios publicados de la respuesta febril a diferentes concentraciones

de endotoxinas.

Se han realizado estudios para disefar una prueba cuantitativa en
conejos con la respuesta Febril, asf como también para determinar la sensi-
bilidad de las colonias de conejos a di ferentes endotoxinas, con la finali-
dad de evaluar la prueba y tener un mavor margen de sequridéd en los resul-

tados.

Un estudio realizado en 1948 (17) describe un método cuantitativo
para determinacidn de pirGSaenos, basado en la relacién directa del loaarit-
mo de la dosis pirogénica v el promedio del incremento de temperatura mgxi-

ma alcanzada después de la inyeccion en los cone jos.,

Para los propésitos de la prueba, se establece "‘una unidad
piroaénica, como la piroUQnicidad nresente en 0,1 mg de un estindar piro -
qenico seco . este estdndar fue nreparado a partir de una vacuna de Pscudo-
monas _ tal unidad mé escoqida asi debido a aue la inyeccidn intravenosa
de dicha cantidad de material por Kq de peso, produce una respuesta prome.
dio en incremento de temperaturas de 1,0°C por coneio; para narantizar cs -
ta respuesta se procediS periddicamente a nrobar la colonia de conejos y
aouellos animales que repetidamente manifestaron respuestas menores a
0.6°C y mayores a 1.7°C a uma unidad pirngénica fueron retirados de la co -

tonia,

La relacién lineal obtenida esper imentalmente nor Ia curva dosic

“espuesta fuery = 1,00 + 0,78 X i en donde:

y = Maximo incremento promedio en  °C,
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100 = a,mdximo incremento promedio en °(C.

Para la unidad pirogenica por Ka. (esto es cuando X = 0).
0.78 = b, pendiente de 1a curva (ésto es un incremento de 0,78
en la respuesta por aumento de 10 veces la dosis pirogénica),

X = Log de la dosis por Kg en unidades pirogénicas.

El valor de 0,78 de 1a pendiente de la recta fus obtenido de 3 de
5> experimentos en los que se comnard animales de diferentes pesos y di fe-
rentes sensibilidades, siendo valido para nejos de alrededor de 2 Kg.,
teniendo temperaturas de contro!l abajo de 39°( y con la sensibilidad de

anroximadamente 1°C g una unidad pirogenica,

Entre otras Caracterfsticas se observg una relacion inversa en

tre el peso corporal y la temperatura de contrel. Fig. No. 2.

I 736 pruebas x
9t I1 1076 pruebas '
" 333 ITL 1187 s
L v 1317 . 0
c
0
Q
- 39.0 ¢
3
v
0 O
L o
-
2% 385t
2
W
o
E
¢
- N " 1

Peso corporal en Kg.
Fig. No. 2
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Dicha relacidn aparentemente termina cuando el peso oscila entre
2 a b Kq. Durante los 12 meses en que alrededor del 96% de los animales
se mantuvieron en un rango de peso de 2 a 4 Kq. la temperatura promedio de

control estuvo uniforme cerca de 38.5°C,

La precision de este ensayo es relativamente baja comparada a
otros ensayos biol6gicos, sin embarao, una manera directa de incrementar
la precision del ensayo es aumentar el nimero de animales de prueba; ya
que el error estdndar de la pirogenicidad es inversamente proporcional a

la raiz cuadrada de el nimero de animales usado en el ensayo.

s x 230.3
b x N

Para este ensayo, s = 0.4°C, el error estindar calculado para 4

cenejos es aproximadamente de un 60 % vy 84.35% para 3 conejos.

En estudios realizados para conocer diferentes substancias piro -
génijcas, determinando su potencia y la sensibilidad de los conejos a éstas,
se prepararon pruebas conextractos derivados de Aerobacter aerogenes y

Kleibsiella pneumoniae entre otros.

Para Aerobacter aerogenes se comprobd una mayor potencia compara
do con Pscudomona aeruginosa, de alrededor de 20 veces la concentracidn en
mcg/ml para obtener la respuesta pirogenica (0.7°C) v 100 veces mayor esta
bilidad térmica {en mq/m!) despugs de 40 minutos a 120°C, determinada por-

su respuesta después de ser inyectada a los conejos. (18)

Para Kleibsiella nneumoniac (ATCC 12833) se determing {19) la do

sis a la cual produce la respuesta pirogenica (0.6°C seqin U.S.P.) v la
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esto realizado en grupos de ocho conejos y llevado a cabo en 12

labg
ios; la dosis con la cual se produjo ]a>respuesta pirogénica fue de
/Ka. (obtenido de Ia curva)

Fig. No. 3 que comparado con Aerobacter
2nes =10 mcg/ml. (18) es adn mds reactiva que ésta. De lamisma mane
DE

50 fué de 0.5 ng/Kg (obtenido de la curva) Fig, No. 4:

» reportando
for de acuerdo a la U.S.p.

la DE50 de 1,0 ng/Kg.

CURVA DOSIS RESPUESTA PARA EXTRACTO DE Kleibsiella pneumoniae
(ATCC 12 833)

T

0.0005 0.001 0.0025 0.005

vosis meg/Kg. (escala logaritmica)

Fig. No. 3
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CURVA DOSIS RESPUESTA PARA EXTRALTO DE Aerobacter aerogenes
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— Sensibilidad:

La prueba de pirdgenos en cwnejo, (actualmente) tiene como una
base la presuncién de que la dosis umbral de la endotoxina, para provocar
una reaccién pirogenica es iqual en el hombre que en el conejo. No exis-
te evidencia de 1a capacidad de la prueba con los conejos para establecer
niveles umbrales en reacciones pirogenicas debidas a particulas en general o

de naturaleza quimica. (27)

La sensibilidad de los conejos a diferentes endotoxinas purifica
das ha sido determinada: la inyeccidn intravenosa de endotoxina de E, colj
a cuatro diferentes dosis en un rango de 0.005 3 0.04 mcaq/ka reportd los

sigs. resultados. (8):

Dosis Respuesta Pir096nica
meg/Kq 0.5°C o mas
0.005 1/5
0.01 2/5
0.02 L/s5
0.04 : 575
Tabla No. 4

Se calculé la dosis pirogenica 50 (DPSO) , la cual fué de 0.011

’

(0.006 _ 0.02) mcg/Kq.

Similarmente se trabajé con Kleibsiella 5p a 4 diferentes dosis, con

un rango de 0.6 a 4.8 pg/Kq obteniendo los sigs. resultados. (8),
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Dosis pg/Kn, Respuesta piroagénica
0,5°C o mds,
0.5 0/3
1.2 “ 1/3
2.4 1/3
4.8 - 33
. fabla,No.igﬂ

La DRy fue de 2.1.(0.7 . 6. 6

ua] se observa aue
a endotoxina de Kleibsiela es aproxxmadamente 5 veces mas potente que la

e E. coli en su induccion febril (8)‘

Otros reportes de diferentes autores muestran 1os siguientes resulta

0s ca DP50 en ng/Kg,

Endotoxina Mil]s{27) Castoglq) Rudbac&27)van Noordwij&zo)
E. woli, 0.55 0.86 0.5
K. pneumoniae 3.5 1,0 5.0
S. typhimurium 0.74
S.  entiritidis 1.6
S, abortus equi 1.35
S. Flexneri 0.9
S. marcescens 1.4
S minnesota 1.4 Tabla No. 6
Tres estudios con endotoxina purificada derivada de E. coli, in

lican aue la DP 50 es aprox. de 1 37 a 2.2 ng/Ka. Tabla No. 7).



33

Endotoxina DPSO ng/kg. Intervalo de confianza
055. B5 1,57 0.98 o mayor (21)
127 B8 2.2 1.06 _ 2.42 (27)
EC _ 2 1.37 10k 1,79 (22)

Tabla No. 7

La endotoxina

de E. coli Ef - 2 es la endotoxina estandar de re-

ncia utilizada para la use XX: s actividad piroge€nica en conejos se

rva en la figura Mo, § ,(22),

1.50C 9
1.180
%) 0.860 -
[*]
o
o}
-
1]
©  0.540
Q.
E
]
}_
0.220 |
-0.10

In Dosis (ng/Kq)

Fig, No. 5
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La endotoxina EC.5 es la nueva endotoxina oficial. que substituye a

£C-2 v es aprox. el doble de potente. (45).

La refacion entre la respuesta febril en ééhejbbcombafada con el
re ha sido estudiada, obteniendo una equivalenciaven?base'a la dosis
¥g de neso a niveles de induccidn de la respuesta febril, sin embargo,
Forme la dosis es incrementada el hombre responde mds vigorosamente que

conejos (7} (8).

El estudio fuerealizado con diferentes endotoxinas, obteniendose

‘nformacion gue se muestra en la tabla No. 8.

ACION ENTRE LA RESPUESTA FEBRIL EN EL CONEJO CONTRA LA DEL HOMBRE

T T G LK U A
Pseudomonas sp o \ 50_70 50.70 -

E. coli 1.0 1.0

Sal. typhosa 1-1.4 0.1.1.4 5.0 50.0

Sal. abortus equi 2.0 5.0

Tabla No. 8
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REACTIVIDAD A ENDOTOX INAS BACTERIANAS

S.typhosa E.coli Pseudomonas
Conejo  Hombre Conejo  Hombre Cone jo Hombre

10 |14
ng/|

0.110.14
ng/Ke

0.1
ng/

—_— Mo O — N
i 1

roww O

o —

PO o

T Al

1234 123456 1234 123456 1234 123456

koras
Fig. Ho. 6

Con la informacicon anterior se puede observar porque todo esfuer
nor hacer la prueba en conejo de manera cuantitativa ha fracasado, nara
pdsitos prdcticos los lipopolisalaridos de los Gram (=) son infinitamen
neterogéneos (Si bien un producto puede contener predominantemente un
anismo) v el reauerimento primario de un bioensayo comparativo no
de ser llevado a cabo. Ademds los microorganismosmos fram () son hab]
tes normales de los intestinos de los animales, y por toda su vida los
ejos estdn continuamente expuestos a ellos, nor ingestién, inhalacién y
ravés de la piel; por lo tanto dependiendo de la exposicidn previa se
de modi ficar la respuesta a la endotoxina nor estar inmunizado a una va

‘dad indeterminada de bacterias Gram {-) (23),

Finalmente se tenia la idea de aque la respuesta febril, era dew
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diente de la concentracién de piréqeno enla solucién por ml. y no de la
tidad total de pir6genc inyectado por Kg. de peso; se demostré lo contra
inyectando 2 ng de endotoxina de £, coli. (Difco, 0127:B8) por Kq de

oen diferentes volimenes obteniendo la informacién (22) de la tabla No.

Respuesta de conejos a dosis constante de endotoxina en

diferentes vol@menes,

Dosis Incremento de temperatura(°C) Promedio (°C)

2 ng de endotoxina  0.070.7-0,7-0.2-1.0

por K de peso en 1.1-0.6-0.3-0.4-1.0 0.60
1 m) de solucién,

2 ng de endotoxina 1.2-0,7-0.9-0.4-0.9

por Kg de peso en 5 ) 4 5.0 4-0.0.0.2 0.56
ml de solucion.,

2 ng de endotoxina 0,9-0,f-0,5-0,2-0,6

nor Kq de peso en 0.59
10 mide solucion,  1-0-0.5-0.6-1.1-0.4 ,

Tabla No. 9

Ventajas, desventajas y limitaciones,

Por alrededor de 30 afos, la prueba para determinacién de pirdge
5 en conejo ha sido el Gnico procedimiento digno de confianza descrito
todos los métodos internacionales, En general ha funcionado bien. Sin
bargo en adicién a lo elaborado, alto costo y dificultad en ejecucion,
orueba en conejos sufre de la variabilidad quees caracteristica en to -

s los sistemas biolsgicos. (24)

Todas las pruebas oficiales para nirégenos en conejo utilizan un
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nivel seleccionado arbitrariamente de respuesta febril como punto de refe_
rencia para aceptar o rechazar el material de prueba. En este punto de re-
ferencia, se puede esperar que la mitad de las soluciones marginalmente pi_
rogenicas puedan pasar la prueba. A continuaci6n se muestra la tabla
No. 10 con resultados que indican que hay una relacién entre dosis y res-
puesta a endotoxina, sin embargo, la desviacidn estdndar v coeficiente de
variacién sugieren una variacion grande enlarespuestade los conejos relati_

va al valor medio de dichas respuestas,a la concentraci6n y & las dosis

bajo consideracion.

Resul tados en pruebas con ocho conejos invectando solucidnsalina con
endotoxina E, coli 055:B5

usp
E. coli Vol umen Incremento incremnto Desviacidn Coeficinte
Concentracion invectado total de TemperaturaEstandar de
de endotoxina de solucidn temperatura medio Variacién
(ng/m1) (ml /kg) (°c ) (°c) c ) (%)
3,125 1.0 7.80 0.975 0.246 25.2
1,56 1.0 4,75 0.594 6.218 36,7
1.00 10 3,70 0.462 0.158 34,2
0.78 1.0 1 40 0. 1hy 0.208 1444
0,39 1.0 1.00 0.088 0.187 212.5
0,195 1.0 1,20 0.150 0.065 43,3
Tabla No. 10.
En la tabla No. 11 se muestran los resultados de 7 pruebas con 8

conejos seqln la U.S.P. que no pasan la prueba siguiendo el criterio de la
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los incrementos de temperatura, encontrandose estos resultados
| punto marqinal para aceptar o rechazar el material de prueba(2h).

e la diferente respuesta a una misma dosis de endotoxina.

os de siete pruebas U.S.P. con ocho conejos  las cuales no fueron

torias siguiendo el criterio de la suma de incrementos individua-

S PRUEBA
A B c D E F 6

.25 .35 .20 .40 .30 .35 10

.35 .35 .20 Lo .30 Jho .35

.35 4o .30 Jho .50 Jho )

4o Jho ho .50 55 A5 .55

A5 b5 .60 .50 .60 .50 160

.55 .50 .60 .60 .65 .50 .65

.65 .65 1,10 .65 .70 .55 .85

.70 .70 1,15 .70 .85 .60 .90

3.70 3.80 i 55 4,15 h.bs 3.75 )

o 0. 46 0.48 0.57 0.52  0.56 0.47 0.55

Tabla No. 11

Con esta informacién se puede construir la TablaNo. 12 con las
5 cambinaciones de tres conejos, las cuales de haber sido probadas
moco hubiesen pasado la prueba sin problema alquno; existen 56 posi-

mbinaciones en los 8 conejos, lo cual serfa el 100% de los casos. Se

“ rd e . ol [ o
- c.e cuando mds préximo estd el valor de la suma de .dncrementos a 3.8°C e

r ~robabilidad de que pase el producto a probar,



Porciento de todas las posibles combinaciones de respuesta de los conejos, que aprobarian lapmeba en

grupos de 3.
Prueba tncremento
total

A 3.70°C
B8 3.80°C
c L 55°¢
D L15°C
E L hs°c
F 3.75°C
G h4.hoec

(56 posititidades).

Combinaciones de 3 conejos que pasan la prueba

3,5)(1,3,6)(2,3,4) (2,3,5) (2,3,5)
1,3,6)(2,3,4)(2,3,5) (2,3,6)

(1,2,3)(1,2,4)(1,3,4) (2,3,4)
(1,2,3,) (1,2, (1,2,5)(1,3,4) (1,3,5) (2,3,4) (2,3,5)

(1,2,3)(1,2,4) (1,3,4) (2,3,4)

(1,2,3)(1,2,4)(1,2,5) (1,2,6) (1,2,7) (1,3,4) (1,3,5) (1,3,6) (1,3,7)
(2,3,4)(2,3,5) (2,3,6)(2,3,7) (2,4,5) (2,4,6) (3,4,5) (3,4,6)
(1,2,3)(1,2,8)(1,3,4) (2,3,4)

Tabla No, 12

o

26,78

28.57
7.14
12.50

7.14

30.36
7.14

6t
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En estas mismas prucbas una dosis de endotoxina, aue incialmente

paso la prueba en ocho conejos, reinyectandola misma dosis en ocho co
bjos diferentes, pero de la misma colonia, definitivamente pasé la prue
(24) . Diferentes referencias confirman que los conejos desarrollan to

rancia a las endotoxinas y que es posible que alqunas colonias puedan

Iverse refractarias despues de inyecciones repetidas de dosis menores

las umbrales durante las pruebas rutinarias. {24)

Recientemente se ha demostrado que los radiofarmacos inyecta-
s intratecalmenteen el fluido cerebroesninal pueden producir reaccio-
s pirogénicas a dosis mucho mds bajas que las detectables por los cone
s al ser inyectadas intravenosamente (24); seqn otros investicadores
endotoxina es al menos 1000 veces mis tdxica intratecalmente que in-

avenosamente, (25)

Otra fuente reporta que una hormona , para el desarrollo humano
ede no pasar la prueba a 5 mq/kg de conejo, pero a 0.5 mglkg pasa sin
ngin efecto adverso observado en ninos, &Cudl es la base o cr

rio para seleccionar la dosis adecuada?. (23)

El protocolo oficial de prueba de pirdgenos es inaplicable para
aminar algunos farmacos, debido al efecto farmacol6gico que éstos
oducen en los conejos. Por ejemplo: epinefrina, azul de metileno, an-
tericina B son inherentemente pirogénicos. EIl i6n fosfato, libre de pi
génos, puede inducir una respuesta febril cuando es inyectado en canti-
des suficientes. Inversamente, gluconado de calcio, alaunos sedativos,

estesicos, corticosteroides, derivados de fenotiazinas y fdrmacos anti
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ticos pueden bajar 1a temperatura v enmascarar el potencial pirogéni

[

la solucién a probar (8), estos son solo alqunos ejemplos de far-

s con tales caractertsticas.

La respuesta obtenida en una prueba depende dela hora a aue los

jos son inyectados; por ejemplo: si se inyecta a los conejos a las

0 hrs se puede obtener una respuesta inferior que si el material es-

ctado a las 14:00 hs, Pudiendo existir grandes diferencias como una

ba satisfactoria o un resultado muy préximo al punto de rechazo; por

ual se recomienda que la hora de inyeccidn es un factor que se debe

r en cuenta. (23)

Se ha demostrado que la respuesta febril no es la misma en las

rentes estaciones del afio, una dosis de 3.5 ng/kg, dada en verano,

ucen un aumento muy pequefio enla respuesta térmica el cuyl no recha -

fa a un producto.

En cambio, la misma cantidad dada en invierno,

duce un aumento tan significativo que conduciria al rechazo del pro -

to. (3)

Otro estudio confirmd que los materiales a probar que no ocasiq -

on la respuesta febril en conejo , es extremadamente improbable que

sen la reaccidén en el hombre, En todos los casos donde el paciente

O una reaccion severa, se obtuve también una reaccian muy severa en co

os. (23)
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Se tiene noticia que por bloqueo del sistema Reticulo Endote
! se puede incrementar la sensibilidad a los pirdqenos, pero esto pue
acarrear una serie de problemas con los animales si es utilizado de
manera rutinaria, esto se ha aplicado en los casos de existir tole-

cia a los pirdgenos . (23)

La prueba para pirdgenos descritaenla F.N.E.U.M, y USP XX tiene
desventaja de que al obtener una respuesta positiva se impide el uso
los mismos conejos por 2 semanas (sequn la B.P. 80 esto debe ser por

emanas), pudiendo utilizar hasta 8 conejos (12 seqgin B.P. 80).

Diferentes investigadores hacen varias recomendaciones nara obte

me jores resultados, entre las cuales destacan:

os conejos no deben colocarse en aparatos de contencién durante las
iciones de temperatura, para evitarles el enfriamiento debido a la

ovilidad. (3)

La insercién del termémetro mds alld del esfinter interno no es preci.
, debiendo ser ai menos de 5.5 cm. ya que cuanto mas profunda es mavor

temperatura, (3)

Tratdndose de solucién de cloruro de sodio, glucosa, etc., no es indis
nsable calentarlas a 37, basta que tengan la temperatura delmedio am_

ente. (3) (2:20°C)

£s conveniente que se determine la sensibilidad a pirégenos de los co -
jos nuevos antes de ser utilizados por primera vez (3» se admite que
uma colonia de relativa importancia es normal nue haya un 2% de cone -

s hipersensibles, 27% de hiposensibles y 71% normales,(3)
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El envejecimiento de los conejos puede ser causa de error dando los

m§s viejos enla colonia,valores mads bajos que los nuevos, (3)

Es dificil establecer que relacidn hay entre dosis y tolerancia.
Tanto dosis grandes como pequeiias provocan tolerancia; la frecuencia de-
la dosis tiene poca incidencia sobre el desarrollo de la tolerancia, es=
ta es provocada por una sola dosis y esta es progresiva durante los 7

siquientes dias; si se aplican mds dosis, muchas veces se demora la re-

cuperacidn.

El restablecimiento comienza al noveno dia de la Gltima inveccidn de
pirbgeno.

Se afirma que el tiempo promedio de recuperacion es de 21 dfas en los
casos en que la variacidén fue grande, hubo casos en los cuales se recu-
peraron a los 14 dfas, y otro que a los 21 dfas estaban lejos de recupe -

rarse. (3)

Ninguno de los métodos en vivo u otros bioensayos son mas sensi -

tivos y/o més rdpidos que el ensayo en conejos. (8)
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C) Determinaci6n de endotoxinas por el método de Lisado de Amebocitos de
Limulus ( L.A.L. )

—Origen: En 1902 Loeb fué quien did a cono.cr'er‘ por primera vez la coagu-
lacion intravenosa en el Limulus pélypheﬁdsr En 1956 Bang llevd a cabo
un estudio profundo sobre una enfermedad del Limulus la cual finalizaba
con la coagulacién intravascular y la muerte de el apimal, En 1964 Levin
v Bang demostraron que la etiologia de esta enfermedad era debida a una
endotoxina. En41968 Levin y Banq observaronque el lisado de células pre
parado a partir de los amebocitos de Limulus polyphemus provenientes de
la sangre circulante podia formar un gel en presencia de pequedas can-
tidades de endotoxina (pirdageno);ellos utilizaron la prueba para detec-
tar endotoxemia clinica, En busca de una prueba rapida para pirdgenos
en medicamentos radioactivos, se comenz6 en 1969 a estudiar las aplica-
ciones de esta prueba para parenterales, demostrando que la prueba de Li
mulus es mas sensible que la del conejo y podia ser aplicada a probar

medicamentos, si se cumplian determinadas condic jones.(25)

Limulus polyphemus (el cangrejo herradura) se localiza en luga-
res especificos a lo largo de la costa este de norte América hasta Yuca-
tin; en adicidn dos pequefias especies de Limulus estan estableci_
dasen las aguas superficiales de Asia, desde Japdn a la India, inclu -
yendo Filipinas y Borneo (10)(3). Estos fésiles vivientes de 300 mi-
Ilones de afios, no son cangrejos, tienen relacidn con la familia de aréi
nidos de altamar. Los especfmenes de mayor tamafo se observan en las
aquas costeras de los estados del Atlantico medio en los Estados Unidos

de Norteamerica; las hembras son de mayor tamafio que los machos. (8)
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eparacién del L.A L,

» para poder
limpia el srea de insercign de I3 aguja con
la sangre de color azul ge recibe en

recipientes libres de endo-
as

los cuales contienen solycign isoténica de N-etilmaleimida que actua

unanticoagulante, Y solucign amortiguadora de tris. {

lavan 3 veces con Ja solucign Isoténica de N-etilmaleimida {

realizada esta il tima operacién se procede a lisar las caly

las, lo
$€ puede llevar 5 cabo por 3 métodos

Ul'trasonido, choque mecsnico
tex) o llsis Osmdt i ca; pPosteriormente, se liberan 1o restos celulg -
Por centrifugacign removiendo e} sobrenadante, el cual va a ser do_

icado en frascos viales Para ser liofilizados y cerr

ados al vacio,
lisado es sensible 3 a] calor por 1o cual

Se requeire de refriqgerar de
Co bien si ests reconstituido a

=10°C por un mes como maximo, (10)

canismo de Reaccién

Levin y Bang fueron los orimeros en sugerir que 1a reaccién de
iniciaba por un mecanismo enzimatico,

elcual
‘mediado porla endotoxina. (27)

En exdmenes del gel formado por la reaccign se descubrig una ma
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triz de fibras muy finas de 50 a 100 nm de didmetro. Yin y otros inves-
tigadores demostraron la especificidad de la endotoxina como activador
de la enzima procoaqulante. Los principales aspectos del mecanismo de -

gelificacion del L.A.L. han sido bien establecidos. (27)

Se precisa de la presencia de 4 substancias para aue se lleve a
cabo la reaccién de coaqulacion, &stas son: la enzima procoagulante, las
proteinas coagulables, los cationes divalentes Ca'FtMn'H',M.q++ y la endo-
toxina de bacterias Gramnegativas. la temperatura oOptima y los rangos

de pH para la reaccién in vitro son respectivamente 36 a 38°C y 6 a 7.5.

(27)

El mecanismo de la reaccidn implica la activacidn de la enzima
++ . . .
procoagulante por Ca y la endotoxina, tal como se muestra a continua-

cién en la figura 7.

Enzima Procoagulante + Ca++ + [Endotoxina Enzima Procoaqulante
PM R 150 000 Sfpctivida. (27)

Fig. No. 7

Esta enzima activada cataliza el desdoblamiento del coaquldgeno

en subunidades de polipéptidos, Fig. No. 8

[Coaqulégeno] Enzima Procoagulantqfadenas peotidicas] . radena]

PM 2221000 activada v A yB C
HS  HS HS HS
¢ Lt By c—ldy oLl c—y
' ' A B C

Oxidacién de grupos sulfhidrilo
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C TKT_——T—— N Matriz protefnica del gel por

enlaces cruzados disulfuro, (27)

Fig. No. 8

la naturaleza qufmica del coaguldgeno y de sus subunidades fué

tudiada en el Tachypleus tridentatus, una especie de cangrejo en herradq"
encontrado en el mar de Japon que tiene la misma respuesta a la endo -
«ina que el Limulus. En este estudio las subunidades de coagul6geno se
nominan cadenas A, B, C, de las cuales las cadenas A y B estdn interco -

ctadas por entaces disulfuro formando el codgulo, La cadena C, liberada-

la porcion interior de la molécula madre, no se incorpora al codqulo,

7)

La secuencia de aminodcidosen las cadenas A, C y porcion inical
P la B se muestra en la Fig, No, 9

Se observa que la ruptura del coaqulégeno es en las uriones

8 19 46 47 .
'

Fg == Thr v Ara — Gli’; éstos dos residuos de arginina son los Gnicos

resentes o detectados en el coagulogeno v el ataque gse realiza en la

erminal -COOH de la Arginina.(28)
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Secuencia de aminoacidos del péptido C y cadenas A y B deriva-
el coagulégeno de Tachypleus,
H- Ala - Asp - Tre - Asn - Ala - Pro - |leu - Cis - Leu - Cis - Asp -
- Glu - Pro - Gli _ Val - Leuy - Glj - Arg -~ OH

H=-Tre - Gln - |leu - Val -~ Tre - Tre - Glu - {le - Lis ~ Asp - Lis -
- lleu - Glu - Lis - Ala - Val - Gly ~- Ala - Val - Ala - Gln - Gly - Ser -
= 6li _ Val - Ser - Glj - Arg - OH

H-Gly - Fen - Ser - Ileu = Fen ==eecommmcmeccac oemoes Fen - OH

102 residuos en total.
Fig. No, 9
La reaccién de coagulacién es deoendiente de la concentracidn de
toxina y del  tiempo de Incubacién; el tiempo necesario para formar el -
ulo se ihcrementa conforme disminuye la concentracién de endotoxina y vice

a (30). Tal como se muestra en 1a Fig. No. 10.

0.1

0.01 1

0.004 E. coli
Klebsiella,

y——y

lé Zb 3'0 4050 60 708090
(minutos)

Tiempo de gelaci6n

Fig. Ho, 10
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— Protocolo de pruchba:

Existen diferentes métodos -para la determinacion de endotoxinas
por ¢l método de L.A.L. el mds. comln por su sencillez v por no requerir
equino automatico o sofisticado es el de formacién de un gel firmeen tubo

de ensayo y lectura pbr'invérsléh>del tubo 180° sin perder su integridad.

Todas las operaciones de muestreo y preparaci6n de las muestras
deben realizarse en condiciones asépticas utilizando material estéril 17 -

bre de endotoxina. (27)

El pHl de la muestra a ser probada debe oscilar entre 6.0 a 7.5,
en caso de no encontrarse dentro de &stos limites es necesario ajustarlo
con NaOH 0.1 N © HC1 0.1 N estéril y libre de pirdgenos (en ocasiones se
requieren soluciones mds concentradas de NaOH o HCl para lograrel nH ade -
cuado sin diluir mucho la muestra). No es necesario ajustar el pH del

agua o soluciones salinas,

Es importante observar si en la formulacién de la muestra a pro -
bar existe la presencia de agentes quelantes, en caso positivo afadir so -

lucién de taCl, para evitar inhibicién de la reaccion. (27)

Para someter un producto por primera vez a la prueba del L.A.L.
se requeire determinar si es compatible conla prueba o produce inhibicién

de la reaccidn; para comprobar la validez del uso de la prueba en dicho

producto es necesario demostrar que no existe inhibicidn, lo cual se reali

za de Jla siguiente manera:

£s necesaria la preparacién de controles positivos y negativos

para asegurar que la prueba se realizd de manera adecuada. (27)



Preparacidn de los controles positivos; se requicre utilizar endo
nxina para obtener una reaccion positiva con el L.A.L. En México el reac
ivo de L.A.L, comercial sc conoce con el nombre de Pvrogent y contiene en
otoxina liofilizada la cua] se maneja de la sinuiente manera -para obtener
0s controles nositivos: Reconstltuir,Ja'éhdotéxth\de E;;cdli,'nﬁadiendo

i

sépticamente 5,0 ml,de‘aqudvpafauﬁﬁyeﬁtéblés UﬁS,P.(AéP.T;)quvyiﬁl\nue

ontiene la endotoxina, aqitar’fuertemente nor.aproximadamente 30 minutos,

mezclar en vortex a veloci
series de diluciones une

robar sequn se ilustra enfig

/ial con solucidn de Ehdotokinén  rﬂ
{500 meq/ml) -
6 diluciones - 1 a-10 4
I ml sol, Entoxina + 9 ml diluente. .

Endotoxina (500 pg/m)

Una dilucién ~ Ta 5 . ,
2 ml sol. endotox. + 8 ml diluente.
100 pq , "'ml -

50 pg ,//ml
~— Serie de 4 diluciones
1a?2

2

> pa/ml de la solucién inmediata anterior.
12.5 pa/ml 5ml sol Endot, + 5 ml diluente
6.25 pa/ml A El diluente es agua o muestra

a probar

Figura No. 11.




El uso de la solucidn de 50 pg/ml como control positivo en futu -

ras pruebas una vez delerminada la compatibilidad del producto asequrari la

potencia del producto on el momento de la prueba. La serie de diluciones

debe prepararse ¢l dia que se va a efectuar la prueba, va que la endotoxi -

na en solucidn diluida no es muy ‘estable, la solucldn de entoxina de 500

mea/m! se puede quardar en refriqeracién por -4 semanas de 1 a 5°C garantj -

zando su eficacia,

Los controles neqativos son el agua y la muestra a tratar direc.

. .
tamente, sin adicién de endotoxina v con ajuste de pH o adicién de Ca = si

fuese necesario.

Una vez preparadas las dituciones se¢ vierten las concentraciones

de 100,50, 25, 12,5 yv 6,25 pg/ml por duplicado en tubos de ensaye de 10 x

75mm rotulados, en cantidades de 0.1 ml y se tapan per fectamente,

Reconstitucidn del reactivo L.A.L.- Reconstituir el liofilizado
de L.A.L. adadiendo 1.2 ml de agqua para inyectables U.S.P. al frasco vial de

10 pruebas, & hicn 5.2 ml para la presentacién de 50 pruebas. Agitar suavemen-

te 30 segundos cuidando de no hacor esPUMD

Una vez reconstituido el lisado pipetear cantidades de 0.1 m! en

los tubos de ensayo aue contienen !as muestras preparadas v los controles,

Dejar incubar cada tube sin vibracién n aqitacion por 60 minutos

t un minuto, posteriormente sacar cada tubo cuidadosamente e invertirlo

suavemente, Anotar los resultados. (27)

Un resultado positivo se define como un gel firme que mantiene
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inteqridad al ser invertido 180° (27)

El reactivo Comercial estg calibrado a dar Una respuesta positi-

2n una hora de incubacién a la cone, de 12,5 pPg/ml, lo cual deberg ser

ificado con 6] agua sometida g prueba. Si Ja muestra del producto, 1ij-

de endotoxing (control Neqativo), da up resultado positivo, g prueba

€s vdlida y hay que repetirla con un producto no pirogénico, ya que la

Stra estd contaminada con endotoxina. Si 15 Muestra del producto libre-

endotoxina es negatiy

tabla No. 13,

Resultadog

) Muestra Problema
c. EndOtoxiii»_*“,.“,‘mﬂ?q—- (A) (B) (c) (D) (E)
2 — D) ()
+ o+ + 4 + +

+ 4+ + 4 + +
+ o+ + o+ + o+ + o+ + + + 4
+ o+ + 2 - - + + + + + +
+ - - - - + + + + + +
- - - - - - o+~ + 4 + +
+ -
Resultado Positivo Tabla No. 13

4 Resul tado Negativo
. Praducto compatible,
2

L Producto n compatible (inhipe).

CProducta compatible,
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() Es conveniente realizar una dilucign Mas y probar; sien la sig, di-

lucidn no existe reaccién el producto €5 compatible,

(E)

Producto no compatible, {Activa)

Es importante o) no dejar incubando por un ner {odo mayor o menor

los tubos de reaccidn, ya que a menor tiempo de incubacicon no se detectan
las Concentraciones 'mite, obteniendo falsgs Negativos: 4 mayor tiempo de

Incubacidn ge obtienen resul tados positivos con concentra

las esperadas originalmente observando falsos positivos

Para inyectables de bajo volumen e aplicacion no es conveniente

analizarlos directamente, ya que por la altg sensibilidad del método se

rechazarTanproductOS los cuales estarian lejos de producir una respuesta
pirogénica al ger inyectadosen el humano, para evitar este problema se re..

Comienda diluir el producto con agua para inyectahles us.e,,

demostrado aue no contjene concentraciones detectables de endotox ina por

el método de L.ALLL) (29), una dilucion méxima se ruede realizar en funcign
de  la cantidad maxima de endotox ins a anlicar por dosis mdxima humana o
€n conejo y por 14 sensibilidad del reactivo de L.A,L. 5 utilizar; esto
e calcula de 1a siguiente manera .

(1) cdicuro de a Concentracign Minima Vilida

CMY = e
A = Sensibilidad del

reactivo de |,A. L, en unidades de endotoxina

(ue) por ml o bien , pq /ml,
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M = Dosis en concjo 6 dosis mixinahmana (dosis por Kg de peso) que
puede ser administrada en un perfodo de una hora: la que sea mayor

de lay dos,

K = 5.0UE/Ka & 1.0 ng/Kg'( ITuite de la F.0.A. ) (22),(31), (ko).

(1 yg = 0.2 ng enddtqﬁfna E;3éol(fECf2L

{2) t5lculo de la Méxuma Duluc46n Vallda 31)(29),

oy Potencia del Droducto
‘ Y

rara medicamentos administrados en forma de polvo o granulado la
potencia se eapresa en mqg o unidades por ml; para medicamentos adminis -
trados en base a volumen por Kq | la potencia es igual a 1.0 ml/m] (31)

reducivndo s expresiones anteriores 5 po sola formula obtenemos:

C (conc, fgrmaco) x 5 UE/Kg (limite)
Y (sensnbnlndad reactivo) x M (Dosis Maxnma/KgT

MDV =

El valor nimerico de la MOV es el ntmero de partes de A .P,], que hay que

adadir a una parte del problema, por ejem:

Si o

50 ms/ml.

=
i

15 mq/Kq.

A= 0,2 UE/mI.

MDY - Cx K _ 50 mg/ml x 5UE/Kg

N x KT O 2UEMT X 15 mg/"@ 83

Por lo tanto para este cjemplo se debe diluir una parte del problema con

83 partes de A P.I. (31),

Es conveniente para un medicamento de bajo volumen de aplicacién
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el diluirlo aplicando ta MDY y asi orobar su compatibilidad, como se mencio
ndba anteriormente; es necesario repetir la prueba de compatibilidad en 3

lotes (seqdn FOA) (31;65 Totes (sendn S.S.A. (No oficial en medicamentos))

haciendo de esta manera valida la aplicacién de 1a prueba de L.A.L, para

dicho medicamento .

En la tabla No.14 se presentan los principales problemas en la deter
minacién de la compatibilidad por fallas técnicas, con sus respectivas ac-

ciones que se recomiendan para solucionar cada uno de los problemas.
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COMPATIBILIDAD DEL PRODUCTO - INTERPRETACION DE RESULTADOS

Control | Control § Control Resultado(s) [Accion Recomendada
Aqua | Muestra | Aaua
Posit . | Posit . | Negat .
el fel No Gel Pruebas segan |Proceder a ensayar
firme Firme esperado las muestras.
fiel No Gel No Gel prueba inhibi-}0bserve contraol
Firme da por la mues|muestra positiva a
tra. “los %0, 120
minutos, nara esta
blecer grado inhibi
cién, -
Mo Gel | No ge! | No Gel 1. Actividad {1, ,0bservar 90 v 120min|
del LAL des- |para determinar gra
truida. do de efecto, -
2.Incorrecta {2 .Repetir procedi .-
preparacién- |miento completo in ~
de la Endoto |[cly,endo preparacisn
xina. T lv ditucién de endoto
3. Agua utili xina. §i persiste re
2ada para re- sgl?ado negativo so-
A licitar ayuda técnica
constituir el
LAL, estd -
contaminada, |3.Desechar reactivo
Determinar ob JL.A.L reconstituido.
servando el Utitizar agua esté -
reconstituido |ril USP comercial pa
si haygranulosira todas las recons-
0 grumos. tituciones de LAL.
No Gel | fel No Gel 1.Técnica in 1. Observar Control
Firme correcta. ~  |agua positivo durante
Muestra contg |90 v 120 minutos.
minada o inca |2, Repetir técnica
rrecta prepa - {completa,
racion de la _{3. Si persiste resul
endotoxina. tado neqativo contac
2, No inhibi- {tar proveedor. -
cion,
Gel Contaminacién |Repetir téecnica com
Firme del Control pleta con meticulo-
agua negativo.|sidad en cuanto a -
asepsia.

Tabta No. th
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Otros problemas de inhibicion (alqunos ya mencionados) tienen 3

genes y sus soluciones sonlas siquentes:

Origen Solucién
Afecta el LAL (Enzima) Diluir o'Ajustar pH

Endotoxina Uso de Agente dispersante

Formacién del qel por Adician de CaCIZ libre de endotoxina.
complejacién del Catt

El agente dispersante es una substancia aue interacciona con la
otoxina orientando la parte reactiva de la molecula hacia el medio, evi -

do la formacién de micelas, las cuales tienen en su interior la fraccidn

fdica, la cual posee la accién Pirogénica, lo anterior se muestra en

figura No, 12, Micela
(impedimento estérico)

Endotoxina

CooM coop
Agente
e ———— —_——
dispersante |
L Porcidn CooH CooH
Lipidica.
Porcién polisacirida
Figura No, 12,

Lo anterior es una forma de disgregar endotoxina, existen otras

rms como son:
Agitacién en vortex.

Utilizando ultrasonido.

Observar que Ta concentracion de electrolitos sea baja (ya que precipi-

n la endotoxina), (29)
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El método de la formacidn del qel firme {codqulo) tiene como des_
ventajas el no ser cuvant‘ita_ti‘yo (es semicqantitativo)‘; la lectura del gel
es delicada; renuierevun'tfehpo‘reléti?ahente Iaréo de inCubéclén con res =
hecto a otros ensayos enzimaticos; y la variacisn que existe de técni-

co a técnico. (29)

Otros métodos de deteccion de endotoxinas por LAL los cuales
se diferencian por distintos mecanismos de apreciacidén de Ié
reaccién positiva del L.A.L. son : a) Una prueba por tur.
bidimetria, el LAL al reaccionar conla endotoxina da como resultado un
agregado de proteina el cual imparte turbidez al medio, este incremento
de tubidez es determinado en un espectrofotémetro a360 nm y su absor
bancia comparada contra una curva estdndar preparada previamente, tiene
como ventaja ser cuantitativo, existiendo menor variacién de resultados
con respecto a la prueba por formacién del qel, es un magni fico método;
sin embarqo, también requiere de un tiempo de incubacién de 1 hora y tie -
ne algo de variacion de técnico a técnico. b) Otro método, centrifuga el
producto de la reaccién de LAL y endotoxinas, al sedimento se le adade un
reactivo para proteinas, y se lee al espectrofotdmetro; la ventaja es ser
cuantitativo y no requerir observar un gel. Las desventajas son: pasos
adicionales, mis tiempo, mds instrumentos de trabajo, reactivos de vida
corta, variabilidad de los resultados. (23) «c) Un tercer método se basa
en la propiedad de producir un color 3] producto de la reaccidn por la
adicién de un grupo croméforo al reactivo, el cual es incoloro al estar
sin reaccionar y amarillo después de producirse la reaccién; su ventaja

es ser un método cuantitativo, automdtico, requiere 20 minutos de incuba
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un menor tiempo de procesamiento;'sé Iee en. equipos autqméticbskelég_
os;su desventaja es el equiob esnecializadé quevse>5edﬁlere..(1&)1(29)
sibilidad -

Se determinG la sensibilidad del LAL a endotoxinas purificadas Ae
i y Klebsiella sp.. Fué observada la velocidad de gelaciény e} incre-
de la viscocidad de mezclas de incubacidn para soluciones de 0.00! a
/ml de endotoxina de E. coli y 0.00025 a 1.0 mcg/ml de endotoxina de
iella sp., la endotoxinadeKlebsiella sp. fué mds rapida que }a de E.

en producir gelacién del LAL. (8) (tabla No. 15),

ensibilidad de LAL a endotoxina de E. coli. y Klebsiella.

idp d dotoxi Tiempo de gelacidn
ce?égg?é?? e endotoxina ?glnutosf
E. coli Klebsiella

.0 9 9

W 13 12

.01 22 16

.001 90 31

. 0001 - 140 Tabla No. 15

La velocidad de aelacion XA el incremento en viscosidad fué pro-
onal a la concentracién de endotoxina (8), corroborando lo mencionado

a pagina ndmero 48, {observar la grédfica reportada en &sta pa-

ya que las flechas indican los tiempos de incubacidn en que se forma

(8).

! firme a concentraciones pirogénicas DE

50



En la tabla hﬁmer0716 se muestra la sensibilldad actual

el reactivo LAL‘déghUés de una hora de incubacidn a 37°C.

Tabla No. 16

Endotoxina Sensibilidad

pg/ml
E. coli 25
S. minnesota 50
S. typhimurium 50
S. flexneri 50
S. enteritidis 10
S. marcescens 10
K. pneumonia (ref. FDA) 140
E. coli (referencia 62
propucsta FDA)

(27)
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Comparando la sensibilidad del LAL de esta tabla(0.02~—0.14
nq/ml) conla reportada en conejos lapdgina No. 32 (0.55—3.5 nq/m1/kq)
se observa que el LAL es al menos 10 veces mis sensible gue la pruebaen co

nejo. (27)

La sensibilidad de la prueba de Limulus v la prueba en conejo no
puede ser comparada directamente, se requieren ciertas condiciones para
que sea valida lacomparacidn. La respuesta pirogénica en el coneio depen-
de de la cantidad de piréneno in,ectado por unidad de peso del animal, por
lo tanto la sensibilidad de la prueba es dependiente de la dosis. En con-
traste la sensibilidad de la prueba de Limulus es esencialmente dependien-
te del tiempo de incubacidn y la concentracidn de endotoxina. Por consi -
guiente cuando se compara la sensibilidad de ambas pruebas a una concentra
cién determinada de endotoxina, el volumenen la prueba de conejo Y el tiem
no en la prueba de limulus deben de permanecer constantes. El volumen no
es una variable en la prueba de limulus porque este esdesignado a un va -

lor constante, generalmente de 0.1 a 0.2 ml . (10)

Las endotoxinas detoxificadas no nroducen gelacidn con el L.A.L.

(8)

__Ventajas,desventajas y limitaciones.

Una de las caracteristicas de la prueba de L.A.L. es su especifi
cidad por lo cual la reaccidn es activada solo por endotoxinas, Si bien
las endotoxinas no son los GUnicos agentes pirogénicos, las endotoxinas son
fos pirdaenos que preocupan a la industria farmacéutica (12)(24)(27) en la
fabricaci6n de inyectables; las otras fuentes de pirogenicidad (quimica o

marticulas) pueden ser controladas siguiendo métodos de fabricacidn cuida -
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sos (BPM) (GMP'S); pero las endotoxinas sondificiles de eliminar porque
sisten la deqradacion por esterilizacidn con vapor y no se eliminan tam -
co por los medios normales de filtracion; lo mds importante es que la en
toxina es ubicua por naturaieza, por lo que todas las superficies y el

ua no tratada deben considerarse en principio como pirog€nicas, Las bac,
rias Gramnegativas creceran en las soluciones con un minimo de nutrien =
s, tales como el agua almacenada después de destilada y deionizada. Ge -~
pralmente no es econdmico,y en ocasiones fisicamente imposible,el remover,

h contaminacién pirégenica una vez que se encuentran presente en la for -

facién. (27)

La prueba de Limulus es altamente reproducible. los puntos fina -
Bs fueron reproducidos en 49 de 50 pruebas in vitro que fueron repetidas
a o mis veces; los frascos viales con el lisado liofilizado comercial

recen uniformidad de respuesta para realizar la prueba. (30)

Se ha empleado la prueba de Limulus para determinar el papel de

tas reacciones fueronprobadas con L.A.L,, todas las muestras reaccio =~

Bron en forma fuertemente positiva. La prueba en conejo (menos sensible)

;e negativa cuando se probd en base a dosis por peso corporal, sin embar -

% en dosis a niveles elevados se observS respuesta en conejos: estos da -
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lican que la causa de las reacciones fué debida a endotoxina que
naba las soluciones, de lo que se concluye que la prueba de L.A.L.
magnf rica alternativa a la prueba oficial en conejos (25) para es -

icamentos de aplicaci6n intratecal por la menor sensibilidad de
ejos. (10)

Después de mas de una decada de aplicacién de la prueba de L.AL.
indicador de pirdgenos, se ha considerado como una medida segura

rol de calidad para los parenterales debido a su sensibilidad, sim-

d, especificidad y reproducibilidad. (14).

Un estudio de T ravenol L aboratories sefala que: a) Los pirégenos

ortancia en parenterales de gran volumen y utensilios, son endotoxi -
P 9 0

as cuales dan respuesta positiva en L.A.L. y conejos); b) Nunca se

un resultado negativo en LAL y positivo en conejo; . c) Algunas

xinas pirogénicas detectables por LAL no fueron detectadas por la
en conejo; d) En algunos casos, la pruebaoficial de la U.S.p. fa-

icialmente en la deteccidén de pirdqenos, en alqunos casos mids tarde

nfirmada la presencia de pirdgenos con conejos; pero siempre fué de -

a y confirmada nor la prueba de LA, L,

Se concluve que es mds conveniente la aplicacion de la nrueba de
debido a la relativa insensibilidad de los conejos a la endotoxinq)

ativamente con el posible pero raramente observado caso de nirdgenos

gen diferente a endotoxinas  (24), Este estudio corrobord que la

ce LAL da una maqntfica especifidad a endotoxinas con una varia

orsiderablemente menor gue en el sistema de animales: asi como tam
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se obtuvo un resultado favorable en la economfa de tiempo y dinero.

Los agentes para quimioterapia del cdncer son un tipo de medica -
0s que presentan una alta incidencia de efectos adversos cuando la
encia de pirdgenos es sospechada., La prueba de L.A.L, para estos agen
es necesaria debido a: 0 Presentacidn de reacciones febriles posterig
a su administracion, 2) existe la evidencia de potenciacion entre los
tes antitumor y las endotoxinas, Se citan como ejemplo de reacciones
rsas a la terapia con L-Asparaginasa la aparicion de fiebre, niusea
to, cambios hematol6gicos; estas reacciones son debidas en parte a con
nacion con endotoxina (10), Desde luego, el pirdgeno es un contaminan
snerado en L~Asparaginasa porque esta enzima antileucémica es prepara

partir de £, coli o Erwinia sp, (10)

Se reportaron datos de toxicidaden 300 pacientes que recibieron
iba de 5 000 U,!,/Kg de L-asparaginasa diariamente por alqunas semanas,
reacciones fueron atribuidas a la endotoxina, hipersensibilidad, y @
ctividad enzimatica de la basparaginasa, En general, las respuestas

iles en éstos pacientes tuvieron buena correlacion cn la respuesta en
io cuando se anlicé una dosis inferior {por seguridad) por Kgq de peso
oral, administrando 200y 1000 U.l,/Kq. sin embarao la prueba de pi -
nos en conejo puede no ser la eleccién apropiada este medicamento de -
p a que el conejo es una de las especies remarcadamente susceptible a
efectos toxicos. Los estudios iniciales con Limulus indicaron que

centr aciones de endotoxina de 10~100 nq por 1000 U.i. de enzima

asoctadas a letalidad en conejos (25). Llas preparaciones comunes de




L~asparaqinasa derivadas de E.coli o Erwinia contienen 0.l ak ng de endoto
xina por 1003 U.I. cuantificadas por la prueba de L.A.L., por lo tanto se
aplicaron técnicas de purificaciénmonitoreando por L.A.L., reduciendo los

niveles de endotoxina a concentraciones sequras, ﬁon esto las reacciones -

adversas disminuyeron, (10)

La fuente de contaminacién pirogénicade albtmina radioiodada fue
rastreada hasta detectarla en una resina Intercambiadora de iones utilijza =
da en la puri ficacién del radiofdrmaco. Utilizendo L.A, L. se determinaron
niveles de microqramos de endotoxina cue fueron expulsados—solo al inicio.

del proceso-al exterior nor lavado. (25)

Existen reportes de resultados falsos negativos observados en la
prueba de L.A.L.(20)(30), pero estos se estan corrigiendo con adicién de

agentes que evitan la inhibicion del L.A.L. por sus diversos mecanismos,

La limitacidgn principal de la prueba de L.A.L. es su insensibili -
dad a productos pirogénicos distintos a las endotoxinas bacterianas, por

lo tanto este tipo de contaminacién no sers detectada,

Entre la contaminacidn que produce una respuesta pirogénica node

mos citar alqunos pirdacnos ex6genos y su probable mecanismo de induccién

de pir6qeno enddgeno (35): los cuales se encuentran en la tabla No. 17.
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Prrdgeno Exdgeno

CaracterIsticas
Fisicogufmicas

Posible mecanismo de
induccién de pirégeno
endsgeno.

Anentes Infectantes
Virus (vivos)

Bacterias (vivas o
rnuertas)
Grampositivas
Gramnenativos

Honqos (vivosimuertos)

Productos Bacterianos
Lipopolisacdridos

Exotoxina estreptococal
Enterotoxina estafilococal
Protefnas de estafilocos

Tuberculina; PPD

Productos Fiingicos
Compleio polisacdrido
Criptococal

Proteinas criptococales

Agentes momicrobianos
Sero alblmina humana
Lompelejos solubbgs
Gamaqlobulina bovina
- s Y ey
Bencilpeniciling G

Esteroides Piroadnicos
Etiocolanclona

3 Beta androstano-
3-alfa-ol-17-0na,
3-Beta-preqnano-3-
Alfa.ol-20-ona

Agentes Famacoldgicos
Poli lipoli C
Blecmicina

Cotchicina

Adyuvantes sintéticos
Muramil dipeptido

Recubr imiento proterni

co
Acidos nucleicos

Acidos teicoicos
Peptidoglicanos
Particulas
Peptidoglicanos
Lipopolisacaridos
Particulas

Carbohidratos comple
jos

ProteTnas termo esta
bles

Partfculas

Lipido A

Pol ipéptido
Polipéptido

Libiles en medio alca
lino, astables en me
dio 4cido,

Proteina

Polisacarido

Proteinas termoesta
bles

Proteina

Ag-Ac | Protefna
Proweina

Anillo beta-tactamico

Esteroide.C 18
Estercide C 18

Esteroide C 21

Polinucledtidos
Polipéptido

Alkaloi de
N-Acetilmuramil-

I-alanil-d-i5091u-
tamina,

Antigénico
Infecciédn celular

Toxicidadfantinégnico
toxicidad ?
Fagocitosis
toxicidad?
toxididad
Fagocitosis

Toxicidad?/antigénico
Antigénico.
Fanocitosis

Toxicidad

Toxicidad, antigenica
Toxjcidad antigénica
Antigénicas

Antigénica

Toxicidad’ antiaenico

Antigénica

Mediado por anticuerno
Consumo de complemento

Mediado nor linfocito

Mediado por anticuerpo

?
7, Inhibicidn de la
D.N.A, transferasa.
7, prevencion de la fo

re

macicn de microtubulos,

L'ﬂ)xicidad_

(35)

Tabla No, 17
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Sin embar go, algunos investigadores han reportado substancias que
en dar una respuesta positiva en la prueba de L.A.L, bajo determinadas
cunstancias  (12), destacan los Peptidoglicanos, exotoxinas de estrepto -
s, trambina, polinucleotidos, &cidos lipoteicoicosy dextranas sintéti-
1 sin embar o, en estos ejemplos es general que para obtener la respues -

nositiva se requiere una alta concentracion de la substancia comparada
cantidad de endotoxina que detecta el reactivo. Los resultados publi-

s son los de la tabla No. 18.

stancia Punto final de Punto final de
la endotoxina la substancia

ptidoglicanos .
.0005 mcg/ml Loo meq/ml

reptococos arupo A 0
afi loco aureus 0.0005 mcq/ml 75 mca/ml
afilococo epidermidis 0.0005 mcg/ml 200 mcq/ml
toxina estreptococal 0.001 mca/ml 100 mca/ml
rentotocal A 0.001 mcq/ml 100 men/ml
B 0.001 mcq/ml 100 mca/ml
c 0.001 mcq/ml 100 mcq/ml
mbina 0.01 mcq/m! 10 unid/ml
mboplastina 0.01 mcq/mi 10 unid./ml
i A:Poli U 0.01 meq/ml 1000 mcq/ml
i l:Poli C 0.01 mcq/ml T mcq/ml
dos Lipoteicoicos 0.000065 mcq/ml
L. T, intracelular 0.000065 mcg/m! 0.05 mcq/ml
L. 7. extracelular 0.000065 mcq/ml 0.10 meg/ml
T, pared deacilada 0.000065 mcq/m| 5 .0mca/ml
ktranas sintéticas 6.3 mcqg /0.1 ml 100 mca/0.1m!
ktran fosfato 6.3 mea /0. 1ml 100 mcqg/0.1ml
Imitoil Dextran 6.2 meq /0.1l 100 mcg/0.1 m!

ifato

Tabla No, 18
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Es necesario observar que estas substancias han sido también

probadas en conejos obteniendose respuestas pirogénicas en los mismos. (12)

Tabla 19,

Substancias que causan reaccion positiva en L A.L, y/o Conejos.
Substancia Reacci6on L.A.L, Induccion Febril
Poli l1poli C + +
Trombina + +
Tromboplastina + : +
Peptidoglicano + . +
Exotoxinas estreptococales + +
Dextranas sinteticas + +
Acidos Lipoteicoicos + N
Acidos teicoicos N +

N = No probados, (12)

Tabla No. 19

Fallas técnicas mds frecuentes y su solucion,

Es necesario seguir exactamente el protocolo sefhalado para la prue
ba, ya que al incurrir en determinadas fallas técnicas éstas se tornardn en

en un resultado falso negativo o falso positivo.

— Las fallas tecnicas mds comunes y su solucién son las sinuien -

tes:

Resultadns falsos nenativos ,— Mo hay nel donde se esperaba encon

trarlo:
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spersién de la endotoxina,
Las endotoxinas utilizadas como controles positivos son altamen-
rificadas y su comportamiento en soluciones acuosas es caracterfistico
substancias con una porcign hidrofilicayotra 1Tpoffli¢a por lo cual
en aaqglutinarse (formando micelas), al realizar diluciones de endoto-
(para obtener las conc, deseadas en los controles positivos) debe

séaurarnos que al tomar las muestras, la endotoxina se encuentre bien
q '

rsada)esto sc:lqgra con una aqgitacién vigorosa o por adicién de anen
ispersantes, Ademds es conveniente Mo realizar diluciones mayores de

0 para qarantizar que ]a concentracidn de endotoxing s2a laadecuada en
ubsecuentes diluciones, ast como también €s necesario apegarse estric
te a los tiempos de agitacidn indicados en los protowlos de los pro_

S comerciales,

ecisisn del pipeteo,

Aungue la prueba de L.A.L. es semicuantitativa (er el caso de
“irme), es conveniente el uso de pipetas y matraces volumétricos, pa -
nesto disminuir las fuentes de érror ya aue el método es bastante
ible a pequedias cantidades de endotoxina , si el pipeteo no es el ade -
? o No estan bien aqraduadas las pipetas va a reoercutir en variaciones

2l punto final.

cubacién,
La temperatura de incubacion es de 37°C, el equipo utilizado pa -
ste fin no debe fluctuar mds alla de + 17°C por el perfodo de 1 hora
dura la prueba, La temperatura de 37°C debe tenerla en el interior

tubo el material ITquido, esto se verifica introduciendo en Ia ara
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la un tubo de las mismas dimensiones con un termémetro y agua a cubrir
bulbo dnicamente, verificando si las condiciones antes sefaladas se cum

:n; es conveniente en bafios maria el uso de gradillas con el fondo perfo-

0.

Durante su formacién el gel es bastante fraqil y puede ser roto
eversiblemente por golpe mecdnico o vibracién, por lo cual no deben uti
arse equipos de agua circulante o colocarse en lugares donde exista vi-

cion,

Técnica de lectura

Es necesario observar cuidadosamente la teécnica de fectura, se
sidera como resultado positivo aquel qgel que mantiene su integridad
invertirlo 180°,-al leer no se debe parar a los 45°590° y la persona
argada de leer no debe tener un pulso alterado (temb]oroso), ya que
o puede ocasionar la ruptura de un gel caracteristico de una respuesta
itiva, se requiere tener cuidado al tomar los tubos de no qolpear a

adyacentes.

Al apadir el reactivo L.A.L. al producto a probar se debe agitar
ta homogenizar la solucién, ya que de noser asi® se puede formar un gel

me soloen la parte inferior de la solucién,

Cuidados a los reactivos de L.A.L,
El reactivo liofilizado es muy estable si se mantiene en refri-
Facion y sin exPosiciOn a la luz entre 1-5°C, Al reconstituirse su mane

y almacenaje debe ser similar al de cualquier producto biolégico fra/-
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El agua de reconstitucidn del reactivo no debe contener agentes
bacteriostdticos ya que podrian inhibir la fu;ura reaccién; debe tener ca-
racterfsticas de esterilidad v apirogenicidad; la prueba oficial en coneio
no es criterio suficiente para aceptar el uso del agua en la prueba de
L,A.L.' el uso de agqua contaminada con endotoxina puede dar resultados fal
0% positivos o neqativos; en caso de contaminacidn bacteriang puede aumen

tar la concentracién de la endotoxina en el control positivo o modificar

el punto final,

El material de trabajo debe estar perfectamente limpio y libre

de endotoxina, utilizando ademis una técnica aséptica de manejo.

El lisado reconstituido se mantienc estable por una hora a tempe
ratura ambiente, undfaa 5°C ¢ b semanas a-10°C (sélidamente congelados).
No se debe incubar previamente el 1isado en los tubos antes de la prueba

va aue puede causar pérdida en sensibilidad.

La endotoxina de E. coli reconstituida no debe de congelarse, so
lo almacenarse de 1 a 5°C , una solucién de 500 mcg/ml puede conservarse

hasta nor 4 semanas y una de 2 ng/ml hasta por 1 semana,

Algunos tipos de plastico han mostrado tener afinidad a las endo_

toxinas, por lo cual su uso durante la prueba se debe realizar con precaucién.

-Inhibicién,
Los protocolos de prueba de los proveedores del L.A.L. muestran
té€cnicas para determinar si existe inhibicién y si la hay, las formas mas

zomunes de corregirla ; Las soluciones mas comunes son :ajuste de pH
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6n de agentes dispersantes, adicién de Cloruro de calcio etc,

Resultados falsos positivos. -Gel

firme donde no se esperaba en-

arlo.

La gran sensibilidad del L.A.L. es considerada como una de sus

jas, pero puede ser fuente de algunos problemas.

alquier superficie o sustancia que pueda estar en contacto con el
. O con la muestra, debe estar libre de endotoxinas, hay que recor-

ue la endotoxina estd virtualmente en todas partes de la naturaleza,y

trar en contacto con el L.A.L, auh en muy pequenas cantidades es sus
ble de inducir la reaccién.
o la prucba es mas sensible que la del conejo,

los productos que pa_

la prueba en el conejo pueden dar reaccién positiva por L A.L, por

al se recomienda utilizar controles positivos y negativos para verifi

i la técnica empleada fué Ia adecuada; al obtener un gel firme "por

debe asumirse la presencia de endotoxina.

paracidn de diferentes lisados comerciales

Andlisis de los lisados comerciales que se venden a ni-

internacional. En México sc vende exclusivamente el reactivo

inckrodt, los demds sec adquieren ecxclusivamente por impor

N, sus principales caracterfsticas se revisan a continuacién
‘3 eleccién del mds apropiado de acuerdo a las necesidades

lasoratorio.
Como se muestra en la tabla No. 20 los productos en viales multi

Ba son en general 5 a 20 veces mas sensiblos que los vendidos en via




tes para una prueba, (36)

La calidad del gel formado es un factor importante para la deter-
minacién del punto final. En general, los viales multiprueba forman un gel
firme, permitiendo una buena diferenciacidn entre loéltubos posfﬁfQosgy ne-
gativos csto es, ya sea que el lisado de un gel firme o bien qﬁe no forme
ningin gcl. Los viales de pruebas simples forman geles fragiles lo cual di-

ficulta la determinacién de los puntos finales. (36)

fuente del Sensibilidad a endatoxina doE.Coli(nq,ﬁ]) Calidad del{Precio
L.LALL. despues de ael en el por nba
Inicial}Almacenar punto final| Dls.

Vial prucba sencilla.

Micrcbiolonical Associates 0.3 nobre 5.01
Difco 0.3 pobre 3.74
Vial Multi prueba

Mallinckrodt 0,03 0,02 buena 3.10
Sigma Chemical 0.06 0.3 buena 2.00
Difco 0,06 0.06 .08 buena 1.60
Associates of Cape Cod 0.0k 0.04 buena 0.75
Almacenado en las condiciones recomendadas por cada fabricante, (36)

Tabla Mo, 20

El precio por prueba varfa ampliamente, como se esperaria el pre
cio por vial para una sola prueba es mavor que para los viales multiprue-
ba, sin embarno, el nrecio nor prueba en los multiprueba varia amnliamente

dosde 0,75 U.S. hasta $3.10 (36)

Al 27 de mayo de 1985 el precio en México del L.A.L. de Ma -

Piinckrodt crade 5106,92h.00y$ 32,732.00 (mds 15% jva ) nara 250 y 50



pruebas respectivamente, variando el costo por prueba de $ 491.85 a

$ 752.84 (incluyendo IVA,

74

La sensibilidad a diferentes endotoxinas es similar en los dis.

tintos reactivos como se observa en la tabla No. 21,

Endotoxina (ng/m})

SRt e seudo~
FuenL: del S.marces- P monas
L.A.L. E.coli &, typhosa cens S.¢lexneri P.mirabilis spp.

Vial pruebasencilla

Microbiological

Associates 0.3 0.4 0.5 0.5 700 30
Difco 0.3 0.1 0.3 0.3 200 20
Vial multinrueba

Mallinckrodt 0.03 0.04 0.06 30 80
Sigma Chemical 0.06 0.04 0.06 0.06 30 50
Difco 0.06 0.04 0.06 Lo 10
Associates of Cape

Cod 0.06 0.06 0.08 0.08 100 500

Tabla No, 21
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Di ferencias primordiales en los protocolos de prueba, condi. -

iones de almacenaje, preparacidn de equipo, etc.

Comparacidon de reactivos de LAL comerciales

Pyrogent - Pyrogel Pyrotell TH N.H,
Pyrogant.
Preparacidn del Vha2s0®C §2-4 ha210°C |3 hoa 180°C lautoclave
equipo 1 ha 250°C 31 h 3175°C

Preparacionde la disolver e~ |disolver en -|disolver en -|Presentado
Endotoxina estandar] agua libre defagua libre de|agua tibre defcomo solucidn
pirédgenos | W pirdgeros 10 [pirdgens 10--

en Vortex min en Vortex|60 nin en Vor
tex
Almacenamiento 2-6°C. L se-|2-8%C, :0n(> §%¢,4 semanac
manas, Vongimiih -
dias en refri
aeracion
Preparacion de el |reconstituir {reconstituir |reconstituir |Presentacidn
LAL €on Jgud con agua con aqua como solucibn
Almacenamientr, His de 74 h. |Has de 8 h, ~[A 5°C, 1 sema |l afho ¢ O°C

o temperaturaten hielo: =20° [na; - 20°C, & ~{Congelado
ambieate <1810, semanas  [semanas.

l , 4 semanas

Procedimiento de 0 tubos de  LEn tubos de - {En tubos de - [En tubos de

prueba. rrucba de 10 |prueba de 10 {prueba de 10 Jprueba de 10
A 75 mm, » 75 mm, x 75 mm, x 75 mm,

Huestra e 6-7.8 pH 6.75-7.% pH 6-8 oH 6-8

Prueba 0.V mb. mues- (0.0 ml mues~ (0.1 m). mues- [0, 1 m), mues-
tra+ 0.0 a1 dtra v 0.0l Jtra s 0.t mt. Jera s 51 mi
LA LAL L AL AL.

Incubacidn a 377C. 60 -137°C 4 2 “C,P7C 4 0.5°C f7°C 30, 60 -
min, 60 min. 60 min. ming 2-4 h, -

18 h.

tectura acl el el he |

indotosina {. coli L. coli k. coli Klebsiella

Estanaar Serie de di- Heries de di- |De acuerdo a 5 ng

luciones 1.0 ljuciones | g. |datos o serie
0.0t5 ng/mt. 0.015 ng/m! t!z diluciones

.0-0.0008 -
ng/ml .
Sensibilidad del 0.05-0.01 - [Sensibilidad Pensibitidad- Liofilizadoes
Tivade na/ml ko niveles -« pn § niveles- [nenos sensible
.007-0,120 - |0, 006:0.013;~ pue congelade
ng/mi, 0.04;0.06;0.2
g/t
Vendido por Byk=Matlin- | toncent Pyrnguani AL
ckrodt Diagnostik

GmbH Associa
tes of (ape~
Cod, Inc.

Indgimacién del 1980 1981 1941 1973/78

Tabla Ho, 22
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D) Estudios comparativos de las pruebas de L,A.L, y respuesta febril en cg

nejo para determinacion de endotoxinas,

Debido a las diferentes potencias de endotoxipas y di Ferentes
sensibilidades del LA, L, y conejos, se han realizado diferentes estudios

conparando las pruebas de L.A.L.  conejos,

Cooper encontrd gue una concentracién de 5 nq/m! de endotoxina
de E. coli producia un gl s6lido en 35 minutos, la inyeccién de | mI/K9
de la misma solucion a 5 conejos produce la respuesta piroqénica (0.5°C

¢ mayor) en dnicamente uno de los cinco conejos, (8)

Una dosis de | m1/Kg de endotoxina de Klebsiella sp. (0.6 ng/ml)
oroduce una reaccign insiqnificante en tres conejos , 1 na/ml dié un qgel
fFirme en 31 min. (8) Los datos que observaron indican una sensibilidad

del L.A. L .al menos 10 veces mayor a la prueba oficial. (8)

En la tabla ndmero 23 se muestra a experiéncia adquirida con
la anlicacién de la prueba de L.A.L. entre diferentes. fabricantes de in-

yectables de pequefo volumen.
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uctos totales probados 34
ltado positivo en L AL, sin adicion de endotoxina 0

uctos sin diluir que inhibieron la reaccién del

habiendo afadido endotoxina. 27

uctos que mostraron resultados positivos a L.A.L,

ués de diluci6n, afadiendo endotoxina. 30

uctos diluidos que inhibieron L A.L, habiendo adfa-

endotoxina. 4

uctos en que el L A L, fue equivalente a // o mas

ible a la prueba U.S,p, 30

Tabla No. 23

Al probar 155 radiofgrmacos y productos biol6gicos para pirége -
por L.A.L.  conejos, se obtuvieron 130 resultados concordantes, 2 de
esul tados no fueron detectados in vitro, 24 pruebas fueron positivas

mente in vitro, los resultados son los que se encuentran en la tabla-~-

24,

o de prughes Ecibas enicives
albumina Humana 5% 37 1 3
25% 25 7 0

cien Proteinica

matica 12 0 0
bglobulina inmune 8 4 0
Fo Antirdbico 8 1 1
%or antihemofilico
?pr:cioitndOS 5 h !
pra virales 22 22 17
ﬁ'q’cthg radioactivos y de

ERRERV R 27 9 7
:h; v aiacelaneos s 2 0
‘:—* | o 154 50 29
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Lo anterior es indicat|vcdeuna muy aceptable correlacién entre

as pruebas, solo dos de 29 resultados fueron no detectados in vitro,
de ellos al utilizar un reactivo mas sensible di6 el resultado positi -
actualmente este tipo dé inhibicién se ha corregido por la adicién de

ntes dispersantes de'la~eﬁdbfoxina«(30)

J.van Noordwi jk realizd un estudio comparando ‘la prueba del
L. y la prueba en conejo seqin la Farmacopea Europea.  Tomd como cri_
io para otorqar un resultado nositivo o neqative en L.A.L. las caracte -

ticas mostradas en la tahla No. 25

Jescripcidn Resultado

prmacién de un gel firme adherido al tubo
cuando este se inclina. ++

“ormacién de un gel fraqil, en ocasiones
granular, el cual se mueve al inclinarse. +

Sin formecion de gel, pero incremento en la +
viscosidad.

Sin modi ficacidn en la viscosidad, -

(20)

Tabla No. 25

Los resultados (+ +) y (+) fueron aceotados como una evidencia
la presencia de pirdgenos, el resultado (+) fue sepalado como un indica
para repetir la prueba antes de tomar una conclusion definitiva: el re

tado (=) fue interpretado como demostraci6n de ausencia pirogénica. (20)

Los resultados gue obtuvo comparando estos métodos son los de la

yla No. 26.
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Pirdgeno Reaccién,
Oriqgen Concentracidn Limulus Conejo
(ng/mli 1l h 2h
Endotoxina 50 4+ 4+ +
E. coli 5 4+ +
-1
Mallinckrodt 5x 10 + 4+ 4+ +
5 X ]0-2 4 + -
5 X 10-3 + + -
5 x lo—l’ - +
5 x IO'5 - +
Endotox ina
S. marcescens 50 + 4+ 4+
proposicidn para 5 4+ o+ o+
referencia inter- B
nacional. 5x 10 4+ +
5 x ]0-2 4 + 4+
5x 10~3 + + -
5 x 107 S -
Endotoxina 50 4+ 4+ 4 +
P. vulgaris 5 o 4 B
Proposici6n para 4
referencia inter- 5x 10 + o+ -
nacional. )
5x 10 + +
5 x IO'3 + +
5x 107 - -
5x 107 - -
Zultivo de
K. pneumoniae 50 4+ o+ +
k. 67 5 R S +
-1
5x 10 + +

Tabla No. 26,
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. . -1
En adicion al trabajo anterior se prepararon diluciones de 10

1072y 1073

de filtrados de cultivos provenientes de Aspergillus niger v
de Saccharomyces cerevisae, fueron nrobados cada uno de ellos, Se obtuvie

ron resultados negativos en ambas pruebas, (20)

Se probaron muestras de agua y parenterales de gran volumen

los resultados resumidos son los de la tabla No, 27,

Prueba Resultado No. de reacciones
Limulus ++ 06+ 3
+ 2
- 25
Conejo + 3
- 27
Tabla No. 27

En la tabla No. 28 se muestran los resultados obtenidos con algu-

nos parenterales de gran volumen de aplicacidn.
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Composicidn Limulus Cone jo
++ 6 + + - + -

Fluidos originales

gluconato de calcio (30%) 6 3 4 5 8

NaHCO, (1.4%) 0 1t o0 | o 1

KCI (0.3%) 0 1 0 0 1

Citrato de sodio (3,8%)bu ffer 0 2 0 0 2

Solucién de Heparina 0 1 2 0 3
Total 6 8 6 5 15

Fluidos con 5 nqg de endotoxina

E. coti %

Gluconato de Calcio 12 1 0 3

NaHCO 1 0 0

3

KO 1 0 0

Citrato de sodio buffer 0 2 0 1

% Unicamente un pequefio nimero de estos fluidos fueron probados con conejo

Tabla No, 28,
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Al trabajar con antibidticos se obtuvieron los resultados de la

tabla No, 29
Composicidn Limelus Conejo
++ 6+ o+ + -
A) Soluciones originales
penicilina benc{lica (2.4 mg/ml 0 0 1 0 1
Ampicilina (1.2 mg/ml 0 0 3 0 3
Tetraciclina HC1 (5 m g/m! 0 0 4 0 4
Tirotricina y befcomicina 1 0 2 0 3
0 10 | o 11
B) Soluciones con 5 ng de endotoxina
de E. coli,
Clorhidrato de tetraciclina 0 0 4 1 =

* Unicamente una muestra fue probada en conejos,
Tabla No. 29

En la tabla anterior se observa gue el L,A.L, dio un resultado

falso negativo, se investigd por lo tanto como afectaba su concentracion

++

en la inhibicién del producto,ast como de los iones Ca h y Mg los re

sultados se muestran en la Tabla No, 30,




Concentracisn (m g/m! )

Compuesto 100 50 25 10 5 2.5 1,25 1 0.62 0.3

CaClz-HZO - S R S S SR ++

MgCl2 O T A &

Tetracicll — — — -— + +

na. HCI

Oxitetrac} —_— e had

clina ‘ + + +

En todos los casos se afadio 5 ng de endotoxina de E, coli antes

de someterlos a prueba.  (20)

Tabla No. 30

Utilizando una solucién de 9lucosa-cloruro de sodio se determi

né la sensibilidad en ambos métodos: tabla No, 3!

Directo 107 1070 10¢ 18° 1% 1d7

" Limulus + 4 4+ 4 T -

Lonejo + + + ? ~

7 = Resultado indefinido en 3 conejos, se requeria repetici6n con otros 3
conejos, lo que no se real izo,

Tabla No. 31

Finalmente se realizaron estudios en preparaciones medicinales y
“luidos de origen biol6gico para inyeccion, los resultados se encuentran

-n la tabla No, 32,



Dosis en
Conejos Limulus Conejo
ubstancia mg/Kg ml/Kg brOt 4 - 4 -
idrocortisona 2,5 2 0 l' 0 3
exametasona Acetato 0.8 0 0 4 0 L
ortisona 2,0 0 0 3 0 3
rednisolona 2,25 1 0 50 6
etaraminol 0,25 0 0 2 0 2
enzotropina metanosulfonato 0.6 0 02 0 2
itriptilina 0.5 0 02 0 2
Extracto de hfgado 1 0 2 3 1 4
Proteinas plasmaticas 1 1 2 1 1 3
olisacarido Neisseria 0.1 3 0 1 2 1

(20)
Tabla No. 32

Wachtel

compar6 la prueba de la U,5,P, con fa prue-

ba L.A.L., determinando inicialmente la curva dosis respuesta a diferentes
endotoxinas en conejo, obteniendo la mgo y observando cuantas veces mis

sensible es la prueba de L.A.L, para cada endotoxina (comparando diferen -

tes productos comerciales de L.A,L,) (36) Tabla No, 33 v Fig. No., 13
Tabla No. 33
Endotoxina 0P 54 {(ng/m! oor kg)

E, coli 0127:88w
K. pneumoniae (FDA)

P. mirabilis

.Pseudomonas spp
S. typhosa 0901 W

S.dysenteriae (WHO)

.04
5.0
1,600
3,300

1.38

)50




Curva tipica de dosis - respuesta para 85

endotoxina de E, coli ( 0127: B8Y )

ho A
Q
o]
c N
v 3.0
[¢1]
L.
o
e
o 2,0
U
£
\© L
g 1.0 (36)
o
+J
c
g 0.0
o
(6]
=

1 5 30
Dosis {mg/mi1/Kg)
Fig. No. 13

Correlacidn entre el LA L. y la prueba de pirégenos U.S.P,

Fuente del Endotoxina *
LAL E.coli S, typhosa P. mirabilis pseudomonas

spp

Vial prueba sencilla

Microbiological Associates 3.5 3.5 2,2 100

Difco 3,5 13.8 7.8 166

Vial multiprueba

Mallinckrodt 34,7 34,5 52.2 b1.6

Sigma Chemical 17.3 34,5 52,2 66.5

Difco 17.3 34.5 39.2 332

Associates of Cape Cod 17.3 23.0 15.7 6.7

 Zxpresado como la pronorcién entre la 0P 50 y el minimo nivel  (36)

detectable por LA L.
J

Tabla No, 34,
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Se observa en la Gitima tabla que hay uma muy buena correlacidn
entre un método especffico de L .A.L, y la prueba U,S.P;;ia propor¢i6n de
sensibilidad se mantiene esencialmente similar'paré]tqdas*1as_endotoxinas
probadas. Considerando la amplia variacién éh‘105"tﬁﬂf£§§fé;?¢oﬁ;ﬁ§nza en
las curvas de respuesta Febri] utilizados para Heééf@jﬁéeiingpkéb;luha di
ferencia de dos o tres veces en la proporcidn de seﬁ;fﬁﬁj}éadtéé Huéha den

tro de la variacion experimental, (36)

Es importante sedalar que se reportan resultados publicados en
revistas de diferentes anos, y los reactivos de L.A.L, comerciales actua-
les han sido mejorados en sensibilidad y facilidad de determinacidn del
punto final (como se sefald en la seccidn de sensibilidadh por lo que es -
necesario tomar en cuenta esto y considerarlo en la interpetacisn de los

resul tados.
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E) Validacign,
Es la determinacion del 9rado de validez de un proceso de medi-

cign,

Esta definicion suglere una actividad que se realiza después de
que el proceso de medicién se ha efectuado ,Si la evaluacién es un axi

to, el proceso recibirg confirmacion o aprobacion oficial.

Un significado alternativo de validacidn es hacer vélido en el

sentido de producir el resultado deseado.

Esta definician sugiere una actividad gue se realiza mientras
el proceso de medicion se desarrolla , esto es que, se vaya eva-
juando cada paso que forma un cierto proceso y encontrar la falla, si es

que existe, antes de concluirlo,
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CAPITULO 111
PARTE EXPERIMENTAL

ctos reelevantesde los medicamentos a evaluar,

El presente trabajo de validacién se realiz6 con seis productos
céuticos siendo estos:agua para inyectables (como materia prima) y 5
terales de bajo volumen por dosis: Clorhidrato de Malbufina (analgési

yor): Clorhidrato de Naloxona (antagonista de narcoticos): Hidroxocoba

na (Vit 312; Clorhidratos de Tiamina y PiridoxindVit.B],sé); y complejo

lorhidrato de tiamina,Riboflavina, Nicotinamida, Clorhidrato de Pirido~

).

Las formulaciones,pH  dosis por aplicaciéndelos medicamentos se -

os son lasque se encuentran en la tabla No, 35.

ehfculo cbp ,,

---------------------------- s ees s

Dosis 1 ml maximo c/3 horas

lllllllllllllllllllllllllllll 0.1' m
/ehTculo cbp 1 ml gﬁfﬁﬁﬂé 3.5

-----------------------------------

Bosis 1T7a 3'M"sin repeticién,

Acetato de hidroxocobalamina.........coceuvvrueen.n. 5000 mecg
Vehfculo cbp I ml pH 3,85 a 4.35

.......................................

Dosis i 'ml %veéces a la semana,

Clorhidrato de tiamina i 100 Mg
Clorhidrato de piridoxina 50 mg'pH 3.5 a H.l
Vehtculo cbp 1 ml,

...........................

........................................

Clorhidrato de tiaming, ., .. ..., 25 mg
Riboflavina 5 fosfato de s0dio, . . .. .0, 13,7 mg
Nicotinamida ...ivieiiiinernnnnnernns e ieae e 50 mg.
Clorhidrato de piridoxina .., .....voevevurinnnnennn. 5 mq.,
22 1o o1 7o 3 10 m

1o.mF pH 3-65 a 3.95

Vehtculo c.b.p.eee e i, S N
0P Dosis'1'a"2'ml " diariamente

v D) Constituyen un solo producto que se presenta en dos amnolletas por
incompatibilidad los cunles se mezclan en el momento de su aplica-

cion
ton. Tabla No. 35
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Acciones Famacoloqicas de log principios activos,

Clorhidrato de Na Tbu rina

e
a CHC
Q
l \N.~CHLO
Ho

La nalbufina ests qufmicamente relacionada a los opioides, el Po.

tencial analgesico equivale al de la mor fina mg a Mgy SU accién analqési -
€a seinicia a los 2 o 3 minutos de una aplicacion f.v.,; suvida media

plasmatica es de 5 horas y el efecto amalgésico se prolonna hasta por sejs

horas_ (38)

En los resultados de la prueba convencional en conejo se ha ob-

servado una consistente disminucion en la temperatura, que va de 0.2 -
0. 6°C, lo cual nos dg idea que afecta e] resultado de la prueba, (g nalby
rina en dosis de 190 mg/70 K, (humano) puede causar depresion resPErato -
ria leve o aproximadamente iqual a la producida con dosis equivalentes de -

morfina, (38)
Clorhidrato de Naloxona N‘*“*CH"*C/‘/:C/-/'Z

. HCY

Ho o ©
La naloxona es el farmaco de eleccidgn para tratar la depresign

resniratoria en casq de que se sosneche o que se conozea que es causada

Por una dosis excesiva de narcotico, (38) gp pacientes de depresién respi -
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ia,

hay aumento de 14 frecuencia de 14 respiracion en términos de uno

minutos. los efectos sedantes y si

Desaparecen

la presisn arterial
disminuida,

vuelve a cifras normales,r‘La dosis de 1 mg

de naloxona
intravenosa bloquea completamentqﬁlOs'efectos‘de’25 m

fa g de herofna,

is (39)

€Cto antagonista dura de una g Cuatro horas seqiin 15 dos

Acetato de Hidroxocobalamina

o
1
CHy- CHy=C=N iy

N et
7
Cily
CH,
CI/J S
cH,
\
Cf""
S-NK Ho
O Ny,
\/C y O\ . a o
\,
(o] Q
HyC S tuoy

re. Son esenciales para el crecimiento y la nutricign normales, para

ematopoyesis normal, para 1a produccién norma] de todas las células
teljales (inc]uso las del tubo digestivo) Y Para conservar

la mielina
sistema nervioso,

Donde quiera que se efectie |a sfntesis de nucleg
teinas, por Io tanto, en cualauier sitio quelas celulas ge renroduz

» 5€ necesijtarg cobalamina, probablemente en cantidad proporcionaj a

}apidez de la proliferacign celular,




inida, puede haber ligera vasodilatacion y descens

" medicamentos con tiamina; sin

-

T O IR U T U BT apar o ian b i oton G e, conosd dnes o

Lo efectos qvﬁvra‘uﬁ incluyen bockonnas cefalea, soralofrios, fiv

3isnea, prurito, articaria, y choque, (32)

'

wenidrato de Tiamina,

”CH£CNi0N

T
- S
NN T

cl™

La tiamina carece de acclones farmacoldaicas cuando se adminis-

tra en dosis de orden terapéutico. Después de la inyeccién intravenosa rd

o de la presion sanguinea

paro este efecto es msajero, MNi las dosis eclevadas ejercen accidn sobre

Iy qlucosa sanquinea , a pesar de que el Pane] Fisioldéico de la vitamina

oncierne al metabalismo intermedio de los hidratos de carbono.

Se han observado reacciones téxicas ( 32) y alqunas reacciones

1nafildcticas (33) en humanos a dosis de 100 mq diarios por 7 dtas, exis-

Len ademds al menos 6 casos fatales reportados en la literatura mundial.

(34) 1o cual hace no confiable aplicar la prueba de pirdgenos en conejo a

embargo la experiencia del Reino Unido

realtivamente altas del

sefala que al administrar intravenosamente dosis

slorhidrato de tiamina con otros componentes del complejo B el riesgo de

tal reaccion es insiginificante, (34)

Nota: El resto de substancias activas no son mencionadas ya aue no tienen
importancia desde el punto de vista pirogénico, mo presentan proble-

mas,
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implementacion de las pruebas,

para validar la prueba de L.A.L. la FDA pide realizar un estu-
jo comparativo entre la prueba tradicional en conejo y el L.A.L. demos -
rando con esto correlacién entre las pruebas o bien mostrando igual o ma-

or sensibilidad de la P:ueba de L.A.L.

En el lugr donde se desarrol18 el presente trabajo no se conta-
a con un Bioterio en funcionamiento, por lo cual en las instalaciones
ised gdas con tal fin se adapté uno que cumpl iese todos los requisitos se-

alados porlas autoridades oficiales para realizar la prueba.

Se contaba con una construccion formada por dos habitaciones fi_

«icamente separadas entre si por pared v puerta, a su vez alejadas del
restn del laboratorio vy local izadas al fondo del mismo enun estacionamien
to , siendo un lugar tranquilo y sin perturbaciones evitables Construido
con doble techo, dos ventanas y nuerta al frente, en su .nterior contaba
con instalaciones de aqua, drenaje, energfa eléctrica y ldmparas de tuz
de dra: se adquirieron jaulas, termdmetros (teletermémetro)  mesa de tra-
bajo, mesa decequipoy materiales, higrometro, material de vidrio, etc, re

queridos para la realizacicn de la prueba,

Una vez acondicionado el Biotcrio/V controladas las condiciones
de humedad y temperatura se adauierieron 12 conejos Nucva Zelanda, machos
de 1.2 Kq_de peso medio, degprox, 2 semanas de destete (6 semanas de
edad) sanos Y criados con exnosicidn a el medio ambiente, se inicig un pro
arama de adaptacion a las condiciones del nuevo Bioterio: se Fijd una

Aieta de 100 q diarios de alimento Abamex y Purina  Los dos nrimeros
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osteriores a la llegada de los animales solo se entré a el Bioterio
limentar a los conejos, verificando que los suministros de agua es-
en funcionando adecuadamente, que la limpieza fuese propiamente rea

y para corroborar el estado de salud de los animales.

Se inicid un programa de manejo de los animales para su comple-
ptacién al lugar y a la prueba especifica; introduciendo el ali--
por la puerta principal de la jaula, para permitir que el animal
a el olor de la persona que lo va a manejar y adquiera confianza vy
bre a &1. Los dias siquientes se repitid la operacién acariciando
mbién. Peri6dicamente se les revisd las orejas y se verificé que el
ento fuera normal , no presentaran nerviosismo o algin otro sintoma
daptacidn. Poster iormente se inicidé la adaptacién a la prueba de pi-
s, pesandolos, colocandolos en los cepos de contencidn por 20 minu-
arcando en las orejas el ndmerc designado a cada animal para buen

ol, observando su comportamiento y teniendo toda su historia durante
da en el bioterio ( es necesario |levar una libreta con la informacidn
a de cada animal ) . Continuando el programa se procedidé a iniciar
ma de temperaturas rectales con termémetro clinico, dejando a los co
en los cepos progresivamente por 45 minutos, una hora, dos, hasta 5

; se iniciaron simulacros de prueba, dejando a los conejos en los ce
or todo el tiempo que habitualmente dura la prueba y tomando un total
nco temperaturas rectales durante este perfodo Finalmente al conside

b gue la adaptacidn estaba completamente realizada, a continuacion se

4o 21 manejo a los animales y comportamiento de estos a la insercién

kermémetro; corriendo varios simulacros de prueba sin inyectar a losani
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les, obteniendose magnificos resultados; con ésta base se procedi6 a va
dar el método utilizando agua nara;iﬁyééfabies (a. la cual ya se habfa de
srminado su ausencia de pirdgenos en otro laboratorio por el método de la
.S.P, realizando la prueba con los doce conejos de la colonia, obteniendo
n esto resultados altamente satisfactorios con lo cual queds instalado
pletamente elBioterio y la prueba de pirdgenos oficial en el laboratg
io.

Es requisito el evaluar los termémetros para la prueba de pirdge
S por conejo (39),para cumpl ir€ste punto se procedid a la investigacidn
e la calibracion de los termdmetros clfnicos en su fabricacidn, asimismo

! sistema de calibracién integrada del teletermdmetro,

Los termémetros clfnicos utilizados (B~D) son calibrados a 3 tem
eraturas: 37° 39°y 41°C, por inmersion en bafos con agta a dichas tempera
uras,observando la temperatura del baiio con un termémetro maestro (termé-
etro certificado en E.U.A. el cual se revisa cada 3 a 6 meses{D.G.N), los
ermémetros gue varien en mis de 0.1°C con respecto al control en el rango
e 37 a 39°C son descartados, v el aue varie m§s de 0.2°C a una tempera tu-
a de 41°C es descartado  Cada termdmetro se coloca en el baso por 3 mi-
utos, alcanzando la méxima temperatura en el primer minuto: rinalmente
se prueba que la columna de mercurio baje adecuadamente, lo cual se reali-
za colocando los termémetros en una centrtfuga a 300 r,p.m. por 30 seq., -
la columna que no baje en éstas condiciones se considera inadecuada, des -

cartando el termémetro.

El teletermometro utilizado (Ellab instruments tipo TE-3) se
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posicion de calentamiento a 33°C, se le realizé una prueba para

valencia o linearidad entre sus cinco terminales, sumergiendo los

res en nujol con agitacién vy con administracidn de calor suavemen

incrementar la temperatura 0,1°C aproximadamente cada minuto, se ob.

buena reproducibilidad de 1a lectura entre las cinco terminales,

arminales en el rang de 26.6°C a 4b 0°C dieron exactamente las

scturas  la otra terminal enlj narte Final del rango (37.3 a b4, 0°¢)

diferncia de 0, 1°C abajo del resto,

Finalmente se compars el teletermémetro con los termémetros cif-

servando paralelismo, pero con una diferencia de 0.27 0.25% 0.45¢°C,

cual se descart6 al altimo termémetro,

Con base a lo probado anteriormente se opto por trabajar con el te-

etro v en caso de asf requerirse con el termémetro cltnico gue me~--

erencia mostrd con respecto al teletermémetro utilizando siempre el

ermémetro para un conejo determinado o la misma terminal del tele-

tro, evitando de este modo introducir variaciones en las lecturas
temperaturas debidas g3l equipo de medicisn,

acion de un area controlada para la prueba de Limulus ( LAL ).

La prueba de L.A, L. por su gran sensibilidad requiere de traba -

en un luga- controlado, preferentemente bajo la zona de proteccién

flujo laminar para evitar primordialmente obtener falsos positivos,

tanto se estudid en qué parte del laboratorio era aconsejable ins -

un area con éstas Caracteristicas, ya aue el Depto.de microbiologfa

taba con dstas instalaciones tenta bastantes usos, interfiriendo
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n las operaciones rutinarias; Se determino gue un pequedo local que
teriormente se utilizaba para llenado de cdpsulas era adecuado por lo
nto se procedia vaciarse completamnte, se sanitiz6 con solucion de Fe
les  posteriormente se aplicé una‘vdapa de sol, de amonio cuaterna-

o con el fin de proteger por un perfiodo mds prolongado la zona. Se in-
rodujo en esta uma campada de flujc laminar, un mueble con tres platafor_
sy unma mesa con silla, todo se limpié con las soluciones sanitizantes,

a instalada el area conectada la campara , etc., se validd el funcio -
miento de la campana, mediante exposicion de cajas petri con medio Sabou

ud , Casor por nerfode de treinta minutos, colocados en las cuatro es -

4
uinas internas de la zona del flujo laminar, en el centro dos cajas mis
xpuestas a el medio ambiente sobre la mesa y finalmente dos cajas sin ex
oner utilizadas como controles neaativos, S$e incubaron por 14 dfas, rea-
izando observaciones frecuentes, llevando un control estricto de la in--
ormacion obtenida. después de 14 dlas se observé desarrollo de 4 colo-
nias (3 en una caja v | en otra), perteneciendn al centro y entrada al

Flujo laminar, no hubo desarrollo de hongos En los controles positivos
crecieron colonias: 5 de hongos y & de bacterias, sin existir de-

karrol lo en los controles neqativos. (Informacién total de 10 cajas traba

jadas) .

Se nrocedi6 nuevamente a validar el drea v campana a los siete
dras de iniciarst la primer validacién nara determinar Jla contaminacién
recibida v corroborar los datos; en esta ocasién se utilizaron 12 cajas;
b en las esquinas 2 en el centro, 2 en la seccion de acceso al flujo

laninar; 2 mas como control positivo (medio ambiente) y dos como control
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negativo. Los resultados fueron no hubodesarrollo dehongos dentro del flujo
laminar | solo 3enlas cajas de acceso al mi_sms;' en los controles posi
tivos ( 3 ); una bacteriaen la esquina interna del fiujo laminar, 8 bacte.
rias en la entrada al flujo y 33 en el control positivo con lo cual se de-
terming un buen funcionamiento de la camapana de flujo laminar, pero aftn
ast se solicito un servicio a la misma, determinandose que funcionaba ade-
cuad gnente, siendo conveniente su operacion por un buen tiempo ya que no
habfa sido utilizada en aproximadamente 8 meses y requerfa limniarse una
red metdlica que soporta los fltros de aire; de ésta manera quedd instala
da en el 4grea, v todo equipo o material, que entrase se limpiaba con so -
lucion a el 70 % de isopropanol, inicialmente ésta drea se utilizd para
preparar las soluciones a invectar a los conejos, ya que se reguiere realj
zar diluciones a los medicamentos en una zona estéril, la cual nos ofrece

la campadna de fluio laminar,

E) bano marfa utilizado se evalu6 , calibrd para que mantuviese
a temperatura por 37°C + 1°C, o] bafo no tenfa agitacidn aue rompiese
la formacion del gel, La deteminacién de la temperatura adecuada del ba-
7o se realiz6 introduciendo un termdmetro en un tubo de ensay e de 10 x 75
mm. con aqua en cantidad suficiente para cubrir unicamente el bulbo. Este
tubo se coloco en la gradilla, en la cual se colocartan los tubos de prue-
ba de L.A.L, y se sumerqio en el baro, la ternPeratura debta ger 37%
1°C,  que es la temperatura  requerida en la solucion del tubo de orue-
ba, esta temperatura requerfa ser mantenida por varias horas, se debfa ve-
rificar pericgdicamente el nivel de anua (determinado previamente para aue

cubriese y pasara el nivel de la solucién a incubar en dos centimetros)
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esitar variaciones en la temperatura, Durante la operacién del

¢ se mantuvo este temdmetro sumerqgido a un tubo con las caracteristi
ntes seraladas para verificar el Funcionamiento adecuado del bajo; el
© al cual se alcanzaba la temperatura deseada equilibrio en el in-

r del tubo fué de 3 minutos a partir de su inmersién,

fio de las pruebas necesarias para realizar la validacién.

Como se semals en las generalndades exusten dlferentes protoco

e prueba tanto para la prueba en conejos como nara eI L A

0. A continuacidn se sedalan las tecnicasg segpndas

mentadas:

. a los siquientes lineamientos:

nales de prueba: utilizar coneJos sanos, adultos de un peso no menor

8 Kg., preferentemente machos, raza Nueva Zelanda allmentar con una-

uniforme completa. (aprox. 100 g diarios)

talaciones; Las instalaciones en las cuales se reallza la prueba de

tener una temperatura uniforme, con una varlaC|dn
el tiemno que dure la misma, asl como lé;f, ‘previas a esta,

instalaciones deben ser aisladas. tran ullas y sin nerturbaciones.
, tranquilas y rturb

erizl: el material de vidrio, agujas jerihgas; debe ser lavado con

v enjuagado con agua destilada; para desnir09enizar el material de-
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Jocarse en el horno a 200°C durante 2 horas como minimo,

Sdmetros: Las determinaciones de temperatura deben realizarse con ter .
ra cltnico o electrdnico, al-cual se le comprobé su exactitud no va -
o mas de + 0, 1°C, se debe determinar el tiempo al cual se alcanza

ima lectura (equilibrio), prolongandb este perfodo durante la prue

Programa de Adaptacion de los Animales:

Antes de utilizar a un conejo por primera vez para una prueba,
eva un programa de adaptacién al medio ambiente, as¥ como al manejo
s mismos., Posteriormente se hace un simulacro con todos los nasos de
ucba sin in,eccion; pasada la prueba anterior, se hace un segundo si-
ro inyectando 10 m1/Ka. de peso de solucién de cloruro de sodio isot6
(0.85%) y libre de pirégenos, no empleando a aquellos conejos cuya tem

ura varie alrededor de 0,6°C o mds, hasta que la variacién sea mPnima.

Procedimiento; Trabajar en un &rea separada de la qranja y sepa-
los animales de prueba un dia antes (aproximadamente a las 5 p.m.),

izando una determinacién de temperatura, no empleando aquellos animales

Fu temperatura varfe m&s de 1°C entre una determinacion vy otra,

ermdmetro o dispositivo electronico debe ser insertado en el recto al-
dor de 8.5 em,, una vez determinada la temperatura colocar los anima -
en jaulas en el 4rea de trabajo, retirar el alimento durante la noche

tiempo de duracign de la prueba, retirando el agua duante la prueba.

El dta de la prueba pesar los animales y colocarlos en los cepos

»ntencidn, 90 minutos antes de iniciar la prueba determinar la tempera-
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tura rectal a los 40 y 10 minutos previos a la prueba no empleando aque-

llos con temperatura mayor a 39,8°C o menorxa,38;5°c, -el promedio de las
dos lecturas de temperatura es la temperaturé'{niciald base de comparacisn,
Administrar intravenosamente a 3 conéjos>éi nréadt£ssé;pfobar en la vena
marqinal de una de las orejas, el Irqu1do a apllcar debe estar a 37 +2° C.
Determinar la temperatura rectal 1,2y3 horas desPues de la lnyecc16n y
determinar Tos incrementos en temmeratura con respecto a la inicial, el in

cremento en temperatura negativo se considera como cero,

Dosis: Para Agua para inyectables aplicar 10 ml/Kg. de peso, ada
diendo previamente la cantidad de NaCl necesaria nara tener una solucién

isoténica (0,852), inyectqien un perfodo |igeramente superior a 2 minutos.

Nalbufina clorhidrato-El medicamento‘requieke'de un tratamiento
orevio, el cual consiste en; Tomar 5nl de el, trasnﬂerlrlos a un matraz

volumétrico de 100ml, aRadir 75 mP de soluc10n de NaCI al 0 85/ en agua pa_

ra inyectables, ajustar pHa. 7 (aprox A mr de NaOPl N )'“k
cién  de NaCl al 0,85% en agua para |nyectables Aollcar 5 m
luclén  por Kg de peso en un: tianpo ligeramente su‘

(todo el material v ,ubstancnas ut|l|zadas deben ‘estar e'pirdaenos).

Naloxona Clorhidrato: ﬂplicar una d05|s de 2 ml Kg de neso to -
mando la muestra directamente de las ampolletas en condnc;ones ‘asépticas

‘nyectando en un perfodo -ligeramente superior a un minuto.

Acetato de hidroxocobalamina s Clorhidrato de ‘tiamina.~ Tomar 8

1 del productea, transferirlos a un matraz volumétricn de 100 ml v aforar-
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con AP, isotOnica/ inyectar 1 ml/kq de peso en un periodo |igeramente

superior a un minuto.,

Complejo B~ Tomar 16 'ml del medicamento, transferirlos-aun ma -
traz volumétrico de 100 ml y afbrar;éon'A;P:1.~isot6nica sinyectar | ml/Kg
de peso enun perTodo ligérémente superior -a un minuto.

Interpretacion de resultados: '

a) La suma de incrementos de temperatura -no debe ‘ser mayor a 1,4 C y el in_
dividualdebe ser menor de 0,6° C, Encaso de no cumplirse con alguno de es ~

tos I7miteg se repite la prueba'coh‘Svconejos y se suman los resultados in_

terpretandose de la siguiente manera :

b) E1 incremento individual en no mis de tres conejos, puede ser de 0,6° C
o mayor, y el incremento total (8 conejos) no debe ser mayor a 3.7° C, con

1o cual pasa la prueba de pirégenos.

Los conejos se pueden someter a la prueba una vez cada 48 horas,
| si es satisfactoria;y no antes de dos semanas, cuando se les haya invec

tado un medicamento pironénico,

La informacion acerca de las dosis aplicadas de Nalbufina , Nalo
1xona estan basadas en los manuales de control de calidad de! laboratorio, el

anua para inyectables se menciona en la F.N,E,UM., a los demgs medica-

.mentos no se les realizaba anteriormente la prueba debido a la informacién
L de poca confiabilidad en la aplicacion de la prueba por la tiamina presente;
: nara evitar problemas de toxicidad, basados en experiencias de la S.S.A.

'y ~tros laboratorios, se decidio inyectar cinco veces la dosis humana por
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q dir neso al conejo; sioobservamos que estos medicamentos se inyectan a
-
1240 de 1 a2 ml a un humano de 65 a 70 Kg  estamos aplicando 1,54 % 10 76
p -2 . . . . -2 [
.08 x 10 © m} por kg de peso, multinlicado por 5 obtenemos 7.7 x10 “y 15.hx

2 . .
0 " ml por kq de peso de conejo: por lo tanto como se vié en la prepara-
ion de la solucign a inyectar en conejo, se toman 8 ¢ 16 mldelmedicamen-
oy se diluyen a 100 mi, quedando la dosis nor k3 en un mililitro de solu

i6n,

Como una mcdlda de apoyo a los’ resultados en algunos casos los
edicamentos fueron anallzados ‘en un: sequndo laboratorlo corroborando con

sto que la prueba se estaba reallzando correctamente

Determinacidn de la sensubnlldad de la colonia de conejos: Una
ez que se completaron todas las nruebas enlos conelos, se procedno a deter
inar su sensibilidad a endotoxina de’E_‘cp!i 055:85 jnyectando dosis pro-
resivas del pirbéqgeno en solucidn acuosa,sja dosis fluctus entre 0.05a 5
g/kq determinado con esto la capacidad pirogénica del control positivo
tilizado por el proveedor del reactivo de L. A L. ; correlac-onanmnconlo
escrito en la literatura referente a la endotoxlna de referencna EC 2~ la
ﬂdOtOXIHa se diluy6 con aqua, aJustando la cnncentracrén nara apllcar 0, 5

I por kq. de pesa.

rueba de L AL,
Las siguientes pruebas tienen como objetivo demostrar la- compa -

ibilidad, sensibilidad, y reproducibllidad del L.A.L.

Es necesario evitar las fuentes de inhibicién ya conocidas, por

o cual se requiere observar el pH del producto a estudiar, ajustandolo en
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q e oaeso al conejo; si observamos que estos medicamentos se inyectan a
r ; -2
agn de 16 2ml a un humano de 65 a 70 Kg  estamos aplicando 1.54 x 10 76
-2 Lo r -2
.8 x 10 " ml por kg de peso, muttinlicado por 5 obtenemos 7.7 x10 “y 15.hx
2 . .
0 " ml por kg de peso de conejo; nor lo tanto como se vié en la prepara-

ion de la solucién a inyectar en conejo, se toman 8 ¢ 16 midelmedicamen-

o y se diluyen a 100 ml, quedando la dosis nor Kg en un mililitro de solu

ion,

Como una medida de apoyo a los resul tados, en algunos casos los
ed|camentos fueron anal|zados en un sequndo Iaboratorlo COrroborando con

sto que la prueba sc estaba reallzando~correctamente;jf

Determinacidn de la senSiB?iidéd*aé;1a fblbﬁ?aﬂde-cohejoéz- Una

ez que se completaron todas’ las nruebas enlos conecos ‘procedid a deter

inar su sensibilidad a endotoxﬁn'”
fesivas del pirdgeno en,Solucnonchuosa
y/kq determinado con eSt§ lafc§p§§idaJ
%i}izado por el proveedorfdéf_reéétk?éfdé Cere?éefonahdo con lo

escrito en la literatura referente a-la endotoxin .de;rgférencia EC-2; la

ndotoxina se diluy6 con aqua, ajustanda. Ia concentracién para aplicar 0.5

1 por kg. de peso.

Las siguientes pruebas tienen como objetivo demostrar la compa~

ibilidad, sensibilidad, y reproducibilidad del L.A.L.

8
Es necesario evitar las fuentes de inhibicién ya conocidas

, por

§ cual se requiere observar el pH del producto a estudiar, ajustandolo en

ST T T
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de ser necesario, ademds revisar st la formulacion Ileva agentes que =

k-5, en caso positivo afadir catt

Corregido el pH, como una prueba primaria es necesario determi -
B el producto est§ contaminado y en caso positivo determinar a gue
| de dilucidn es detectable, decidiendo si afecta el trabajo de valida_

, debido a lo cual puede no ser confiable su uso en la validacion del

cto,

El siquiente paso es determinar el punto final del reactivo de
L, en aqua; del mismo modo realizar una prueba con concentraciones si -
jres de endotoxina en el medicamento diluido a la MDV ~mdxima dilucién

‘da~(Utilizar ta menor MDV de acuerdo a los 1imites de sensibilidad del

tivo) | el punto final en el medicamento no debe variar mis de una dilu

112 con respecto g3l agua,

La reproducibilidad del método se demuestra repitiendo la prueba
loinpatibilidad en varios lotes diferentes, Seqln la F.D A, es adecuada
fbaria en 3 lotes, para la S,S.A.debe probarse en 5 lotes en ca-

Fde utensilios médicos (jerinmas, equipo de venoclisis, etc).

Los cdlculos de las MDV (M&xima Dilucion V&lida) se muestran a
tinuacisn, observar las diferencias con respecto al factor de dilucién

fite | que se utilizaba cuando se inicid la validacidn,

Limite FDA peso medic de un humano

5 UE/Kq x 70 Kqg, = 350 UE / Dosis humana
Si 1 UE =0, 2 ng endotoxina EC-2

350 UL/Dosis 0.2 ng/U.E = 70 ng/Dosis.



Canior b Mas D cone, e endotoxina pormicible 0 pa/linsi s x /

Ditarign o 7T

7 .
I dnid e

Senisi h.— L/\ L N\N’onl R dosis X

MDY € (Conc. farmaco) K (Iimite de tolerancia 5 45

A (sensib, del reactivo) M (Mixima dosis/Ka)

Cilculo del ractor de dilucion |fmite

Volumen por dosis

A) Naitbu“ina _ 1 ml
B) Naloxona 3l
C) Hidroxocobalamina l‘m]
D) Tiamina y Piridoxina O ml
£) Complejo B i 2 mi

F) Aqua para inyectables —

Si A =0,05 ng endotoxina

A} 70 x 1/0,05 = 1400 Estos Factores seralan el ndmero
B) 70/3 x 1/0.05 = 467 de veces aue se debe diluir la
€) 35¢ x1/0,05= 700 muestra para hacerla reaccionar
D) 35: x 1/0.05 = 700 conel L A.L,
£) 70/2 x 1/0.05 = 700
;) Directo = —9;95_ Va St el 1imite = 50 pg/m)

0.05 |

*) y E) Esto es porque la presentacion son 2 ampolletas que se mezclan

en el momento de su aplicacion,




y o bag s

. s cong . de endotoxing permisible 0 na/Dosis < /
Ditueicn - e e e B s T T
[l - - . .
P Sensib, LA, Vol Jdosis
Tigite . A

MOV € (Conc. farmaco) K (1imite de tolerancia § )

X (sensib. del reactivo) M (Maxima dosis/Kq)

Calculo del factor de dilucion 1fmite

Volumen por dosis

A) Naibu¥inag ]‘ ml

B) MNaloxona »3 ml
C) Hidroxocobalamina 1T ml
D) Tiamina y Piridoxina 1 ml

E) Complejo B 2 ml

F) Aqua para inyectables -

Si A=0.05 ng endotoxina

\) 70 x 170,05 = ]ubo B o Estos factores semalan el nimero
B) 70/3 x 1/0.05 = h67‘ . de veces aue se debe diluir la
€) 35% x1/0,05 = 700 muestra para hacerla reaccionar
£) 35 x 1/0.05 = 700 conel L A.L,

£) 70/2 % 1/0,05 = 700

7 Directo

n

0.05 Si el Timite = 50 pg/ml
*//~ Pg

——

0,05

& .
?f 'y E) Esto es norque la presentacion son 2 ampolletas que se mezclan

en el momento de su aplicacién,




Cilculo de g MDYV

AU de N (Mdxima dosis/Kg) .

Hinaz Dosis humana 1 m 4 70 Kg = 0.0143 ml/Kg

Dosis concjo 5 m) —p 100 mi Ho ~P5m/Kg = 0,25 ml/Kg
2 ‘

0.0429 m1 /Kg

ona: Dosis humana 3 m) a 70 Kg

1

H]

Dosis conejo 2 ml 4 1 Kg 2.ml/Kg

bxocobalamina: Dosis humano 1 m) 5 70 Kg =

0.0143 ml/Kg.

Dosis conejo 8 ml—p 100 ] H0™ 1 mI/Kg = 0.08 mi/kg
- 2
ina y Piridoxinas fgual al punto ),

lejo B: Dosis humano 2 ml a 70 Kg = 0.0286 ml/Kg

Dosis conejo 16 p] -~ 100 mlH o™ 1 ml/Kg = 0.160 ml/Kg
2

fanto aplicando 13 infirmacign anterior obtenemos:

Si = 0.05 ng/m Si A= 25pg/ml s =12. 5pg/mi
|_ng/Kg = 80 160 320
0.05 ng/ml x 0.25 ml/Kg
—_— = 10 20 40
0.05 x 2
MOV s e 05 % = 125 250 500
0.05 x 0.08
f = 125 250 500
' 0.05 x 0,16
0.05/0.05 = Directo 2 4
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wlas condensadas:

oV = ho/A
DV = 0.5/
DV = 6.25/ A
oV = 6,25/ X
DV = 6,25/
o0V = 0,05/
Para el agua para inyectables, se wutilizé wun Itmite de 50

!, esto se basa en el hecho de que la sensibilidad del conejo a la

toxina EC-2 es igual a lnq/kq’ por lo tanto si aplicamos 10 ml/kg. de
para inyectables el conejo detecta 100 pg/ml. Con la variabilidad del

L., si fijamos. como limite 50pg/ml nos da un mavor margen de seguridad

ecto al conejo,

Con las bases sefialadas anteriormente se.proced jg adesarrollar -
siquientes protocolos de prueba que fueron los que se aplicaron para va

r la nueva prueba.

estramientodel Quimico,

Es necesario que el quimico que va a realizar la prueba la domine,
que ésta es delicada y sensible,por lo cual si no se tiene la habilidac
iciente y las condiciones adecuadas, el resultado se verd afectado; por
tanto  es necesario que se realice una préactica con el reactivo proban

nuestras positivas y negativas,
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~Jalidacién del Qufmico

Cuando el Quimico ya realice la prueba adecuadamente se requiere
aplicar uma prueba inicial de control, al quimico y laboratorio, Seqdn seda
la la FDA, es requisito evaluar la variabilidad del qutmico y del laborato
rio en la realizacidn de esta prueba, Se debe preparar una serie de dilg
ciones de la endotoxina en relacidn 1:2 en las concentraciones préximas-
al punto final de ese lote de reactivo, realizar la prueba con 4 réplicas
como minimo o miximo 8, finalmente verificar aue la variacidn este dentro
de los limites determinados en esta publicacién (31)(FDAL si se cumplen
se procede a la aplicacion de la técnica analftica disefada; al mismo tiempo
con esta informacidn se obtiene la sensibilidad del lote de reactivo con

respecto a determinado lote de endotoxina,

- Tecnicas anal!ticas realizadas
‘Ajuste de pH:
Tomar 10 m1 del medicamento y vertirlo en un vaso de pp, de 50 ml
determinar el pH (inicial), afadir solucion de NaoH 1.0 N hasta pH de 6.5 a

7.0, determinar el volumen de solucién de NaOH 1 N afadido,

«Determinacion de no contaminacién del producto con endotoxina.
a) Dilucidn de las muestras: (realizarse en campana de flujo lami
Nalbu fina=Tomar 20 m1 del producto, afiadir la cantidad de NaOH 1 N nece=

saria para ajustar pH (iml) (Muestra Directa),

De la solucién anterior tomar una muestra de 1,2 ml y llevarla a

40 m1 con AP, 1. (libre de endotoxina) (Dilucidn 1:40 = MDV/ 2. )
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Tomar 25 ml

de la solucign anterior y llevar 5 50 ml con A,p 1,
cion 1:80 = Mpy)

Naloxona,. Tomar 20 ml del producto, aﬁadir,larcéntidad'de Na OH

Necesaria para ajustar pH (0.2 m1) (Muestra Directa),

De la solucign anterior tomar 6 i y Mevarla a 30 m! con AP,
= MDV/2) Recolectar Una muestra de 25 ) de la solu

7 Hevarla a 50 o) (

Cidn ]-S

cidn ante-
Dilucion 1.10 - MDV)

Complejo 8, _ Tomar 20 i de producto (mfnime de 10 viales diferen
afadir 1a Cantidad de NagH |N hecesario para ajust

ar el oH (5.2 pi)
tra directa) .

F'con Ap, |, (0il. 1.62.5 = MOV/ 2.)

Recolectar una muestry de 25 ml de la sol,

anterior v levarla a
(Dilucign 11125 = mpy)

Hidroxocobalamina; Tiamina Piridoxina,_ Tomir 20 m1 de) pro

a ajustar g) pHﬁS.é
tiamina  (Muestra Directaﬂ

» a%adir la cantidad de NagH | N necesaria par

Xocobalaming) V112 m

€a el caso y llevarlo 4 125 m1 con Ap | (Dilucign 1:62 5 . MDV/ 2) .
Ectar una muestra de 25 ml de 1a sol |

anterior v llevaris a 50 ml (Dj

!
ﬁx;us:mw)
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b)

Una vez diluido o] producto ehsayar por duplicado 15 muestra
recta) a la MOV/ 2y diluida 5 fa MDV —aplicando el métodg del gel firme
Tesle casoy el producto no debe dar resul tado positivo en Ninguno de 1gg

¥a que esto sefalaria que tiene niveles de endotoxin
ironeni cos,

REUEN

© pirogénicos en e €aso de que se obtuviege réspuesta positj
M a la MV alterando los resultados

del siguiente Paso, por g t

anto,
i se obtiene un resultado positivo en algun

a de las diluciones e] produc-
apto para el trabajo de validacisn,

eterminacién de compatibilidad

Reconstituir 1, endotoxina y seaquir el

5iquiente diagrama de
tilucion:

Endotoxing

Jal cown dil 1.10 dil ]:]0
500/ /m| “—:E;;—-——+ 50 ya/mi -1E;Y-__—~__, SpMg/m]
5 gt dolulOBIO 50 ng/m| ‘LH'_JL 05 ug/ml =l dit 1.1
2 2 H0
2
5 dil 1.10
ml oy 1 ng/mi -\S',M 100 P\_g/ml
+ &ml, of.
Sol. # Mpy Hov

.| MDV

dil 1:2
: 1:2 1:2 )
1:2 ’ ’
2 —il
3.12pg/mi ol 6.25 pg/m) ég;TT 12 .5pg/ml rgaTTZSpg/ml qr§3750pg/ml.
HDV MDV, MDYV MDV,
2 1 \ 1 2
Punto Final )
Jdil 1;2 1dil 112

Tdil 1:2 2 di) 1.9
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Observar que a partir de la solucién de § ng/ml las diluciones
lizan con la solucidn del medicamento a la MDV, finalmente se ha

onar las diluciones mis préximas al punto final, + dos diluciones

bservando de esta manera si el producto es compatible o existe va
hibicion o activacion de la keaccién. Las bases para determinar si

ducto es compatible}o no -se‘Séﬁélarohen las qeneralidades-como se
nd en la pdgina No, 103 es recomendable utlllzar el producto a pro-
la minima MDV seqln los. ]lmItLS de sensnb!l;dad del reactlvo esto
si nuestro reactivn t;ene cono l|m|tes de senctbllldad para,sekf
ado por el laboratorno,un valor entrc 50 a 6 25 ng/ml, y si el bk64‘1
a nrobar fuese nalbuFlna exusten varlos factores de MDV por eJomplof

= 50 pg/ml entonces MDV = si A= 25 pg/ml entonces MDV .= 160

12.5 entonces MDV = 320, por lo tanto si valudamos el‘prpductonf"l

20 tenemos la sequridad de que a mas dllUldo el produgy‘

¢ de inhibicidn existe, siendo valrda s apllcacuén para {
dilucion: se debe tomar en cuenta que por o Lanto es

spuesta positiva en L AL, y resultar negatuvo en el_v_

2ntre ambas pruebas) debido a la mayor sensrbllldad de] re

a dilucion,

para demostrar la reproducibilidad del método se probarun‘Sulu -

e ~ada producto_
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para reportar los resultadns obtenidos para la validéciqn.de la
prieba L ALy para la prueba de pirogenns o ficial se ytilizaron los si-
y::—wntcs Tormatos, tos cuales se recomiendan utilizar en caso de
v lizar Ja validacion del L AL, va aue presentan facilidad para el ana-

11 is de la informacion ahi asentada, estos formatos se ilustran a conti-

N cian:




I

Hanca moariith

DuPont Farmacéuticos de México, S.A.

ComTroL DE CALIDAD - PRUEBA DE PIROGENOS

NOMBRE DEL PRODUCTO PRESENTACION LOTE h rANAL[S]S NO: )
LIBRO/PAGINA: J
NO. Y TIPO DE ENV. CANTIDAD POR ENVASE MUESTREO -
CONDICIONES DEL BIOTERIO
DURANTE LA PRUERA,
P 5 0 0 FECHA
DOSIS A APLICAR POR KG DE CONEJ ¢ TEMPERATURA :
L J | HUMEDAD: )
CONEJO[TERMO-{ TEMP . | PESO TEMP, INICIAL TEMP .| VOL. TEMP, TEMP, TEMP., INCR . OBSERVA~
o1 . Q! 10" HORA | 1 HORA {2 HORAS | 3 HORAS| oyn |
NUMEROJMETRO (Kg) ! BASAL [APLIC, TEMP .
ANT, 9° [ocrr {°C [HR oC THR | °C [WR | oC [ 1R CIOMNES .
. J
 INCREMENTO TOTAL!_
i |
\ J
~ + INCREMENTO TOTAL:
Interpretacidn de resultodos: TIEMPOS N (BICTAMEN REAL1LZ0 ™
* E1 incremento total no debe ser mayor a 1,4°C
y el individual dabe ser menor de 0.6°C, QUIMICO H/H
=T " onalaasd 1 i o tego o " o ReAT A M ofAY AV7a 20




Producto | s—agee=— | Lote s -
Fecha de reconst
Fecha caduc, .
Nombre iy Caducidad
Lote scnsibilidad Cad. por reconst
MDY Endotox. de R-
P.P.I. Lote ]

1) Ajuste de pH: pH inicial _ , PH final _ Vol NaOH IN adadido

2) Adicién de Ca*t pH MOV

3) Serie de dilucién Control:

Conc. Endotox: en pg/ml

Resultados

Sin diluir ROV/Z MOV

4) Control del producto:
Dilucién
Resultados

5) Compatibilidad del producto
a) Diluir el medicamento (Ajustado el pH) con A.P.1 a la MDV,
b) Agregar endotoxina en concentraciones similares a la serie de diluciones control.

Dilucién
Resultados

6) Interpretacién de Resultados:

Resul tado Limites
50 pg/ml _ 6.25 pg/ml.

a) Serie Control 3)

b) Control del Producto &) Debe ser negativo, ad
¢) Conc. de Endotox, detectadas) 2%, x6 % el valor reportado ena ,
>

4~—J--lllllllllIlIIlIlIIl.llllllIll.lllllilllllIIllllIlllllﬁlllllllllll.llll.Il..llllllllll.'lllllll.l



114

os: Siguiendo las técnicas sefialadas con anterioridad, se obtuvieron

ltados que se sefalan a continuacien: parala prueba de L.A.L, se utj._

reactivo comercial Pyrogent en tres diferentes sensibilidades: 50,

.25 pg/ml (tres lotes) asimismo se utilizaron 3 di ferentes

endotoxina.

Para facilidad de observacién y comparacion se reportan los re .

s en forma de tabla, sefialando los resultados de ambas pruebas para

te de medicamento. En el caso de la Naloxona no se contd con mas

lotes por lo cual no fué posible completar el estudio con los 5 que

endian.
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Para determinar la sensibilidad de la colonia de conejos a la

oxina provista en el reactivo L A.L. y utilizar este dato como un pun-

referencia, se procedio a trabajar de la siquiente manera:

Se determing el peso de los conejos y se distribuyeron en. dos lo-
vor el método de la culebra Japonesa, pretendiendo con estO'que dichos

s fuesen equivalentes entre si, quedando Ia distribucién como se mues-

en la tabla No, 36

lotes
jo # Peso Kg A B
2. hh 2 | 2.69 10| 2.62
2.69
2.46 5| 2.56 1| 2059
256
2.56 6 | 2.56 8 | 2.55
2,31 :
2.55 3 | 246 2 | 2
2,25
2.62 1 2,4y 7 1 2.31
2,59
2,54 9 2.25
12,71 14,86
X 2,542 X 2.477
" conejo No. 4
Tabla No. 36

ke S




Lote —

MedicamentoI

Naloxona

Nalbufina

Hidroxocoba
lamina

Tiamina vy
Piridox,

Complejo B

APt

A B C D E
TN L F X pEF A pf F N sl £ N el
60 625 12,5 60 625 12,5 60 6,25 257

60 6.25 12,5
210 50 75 210 50 25 Lo 12,5 18.7% 4o 12,5 25 J4O 12,5 125
EC- EC-4
40 12,5 25 bo 12,5 6,25 bo 12,5 18,75 ho 12,5 18.75{40 12.5 L4 68
4o 12.5 18,75 60 6.25 6,25 60 6,25 6,25 60 6.25 9.37160 6.25 12,5
60 6,25 12.5 60 6,25 937 60 6,25 12.5 60 625 6,25{60 6,25 6,25
posi - posi- posi - pos i~ posi -
tivo a tivo a tivo a tivo a tivo a
60 6.25 10 60 6.25 10 60 6.25 10 60 6,25 10 {60 6.25 10

7‘== Sensibilidad en pg/m! a endotoxina EC-2 (0 EC-k)

X = Sensibilidad en pa/ml a endotoxina del producto comercial.

ﬂ(: Punto final en pg/m! a endotoxina del producto comerical.
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Lote fecha de Fecha de Fecha de Fecha de
Medicamento Fechde Real. R AT Real, R OT Real, R AT Real R AT Real, R AT
Na loxona +] 26 Ag, 82 v 01 17 Sep, 82v 0,3 {22 Sen, 82« 015
0f 6yi2En B2Y 038 18ag . BIV 06 |6 Ene., B3v 12
Y| 24 Feb 83 v 28 Feb, 83w 28 reb 83 v
Na lbufina +] 31 g, 82 v 0,05 |3 Sept, B2v 0.0 {3 Sept, 82+ 0.0 | 1h Sep. B2v0,0 |17 Sent 820,05
0] 24 May 82 v 04 25 May 8t v 03 1i5En, 81 v 0.3 — 13 Ag 81 +~ 0,00
Y| 18 Enero 83 v 20 Enero 83v 2 Feb, 83 v 2 Feb 83 v 4 reb 83 v
Hidroxocoba |+| 7 Sep, 83 v 035 |27 Sep 82 v 0.2 {29 Sep, 82v 0,2 4 Mov, 82+ 0 6 |25 En 83 /,(0.8
lamina 0 E % ] b ) % Olb
vyl 28 mar 83 v 30 mar, 83~ 7 Abr 83 v 30 mar 83V 7 Abril 83
Tiamina y  |+| 2k Sep. 82~ 0,3 |27 Sept, 827 0.25{13 0ct 82 0.8 | 19 Oct 82770.55|7 Dic 82 0,15
Piri dOX, 4} I3 i % % ¥
Y| 28 mar 83 4 23 mar 83 ~ 23 mar 83 v 18 mar 83« 17 mar 83 v
Complejo B +| 7 Sep, 82 v 035 |9sep82 v 0059 sep82 v 0,0 22 sept .82 0.2 {29 sep 82 v 0,25
0 % % % B 0
vyl 17 mar 83 v 7 mar 83 ~ 7 mar 83 v 9 mar 83 ¥ 9 mar 83
AP 1. +] 20 Ag. 82 < 0,15 | 1h Sep. 820,35 |2h Sep 82 ¥ 0,25 1° nct 82/0,25 [15 Oct 82 v 0,35
0
y| 16 fFeb 83 v 16 Feb 83 v 16 Feb 83 ¥ 16 Feb 83V 16 Feb 83 v
+ Prueba Oficial para liberacion de lote, o para validacién de la prueba LAL, realizado en
Du Pont Farmacéuticos de México S.A.
0 Prueba Oficial para liberacion de lote realizada en un segundo laboratorio.
Y Prueba de Limulus (L, A L.} para validacion del método.
* Anteriormente no se realizaba la prueba,
v Pasa la prueba,
% No pasa la prueba
R Resultado,
AT Suma total de los incrementos individuales de temperatura en la prueba en conejo,
NOTA: El signo v en la prueba L A.L, semla que el producto diluido a la minima =
MV, no did resultado positivo, v

\_l——’"
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Posteriormente se aplicaron dosis crecientes de endotoxina a
los dos lotes en base a una distribucion de numeros aleatorios,
obteniendose incrementos de temperatura en los animales los cua

les se muestran en la tabla No, 37

Conejo Dosis de endotoxina aplicada I,V. (ng/Kg.)
005 01 025 0.5 10 2.5 50
1 0.0 0.3 0.5
2 0,45 0,45 0.7
3 0.05 0,55 1.05
5 0.4 05 0.65
6 0.5 0.3 0.85
X 0,28 0 .42 0.75
71 00| o.4 0.4 0.7
8 0,0 0.05 0,2 0.55
9 0,1 0.15 0.35 1.1
10 0,2 0.3 0.25 0.9
11 0,1 0.3 0.3 0.75
12 0.35 0.25 0.2 0.95
X| 0,125] 0.242 0,283 0,825

* Todos los resultados reportados se encuentran indicados en®C.

Dosis In Dosis Respuesta (X)
0,05 ~2.99 0,125
0.1 -2.3 0242
0.25 -1.39 0,28
0.5 -0.69 0,283
1.0 0 0.k2
2.5 0.92 0.75
5.0 1761 0.825

Tabla No, 37
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analizar los datos obtenidos por medio de una calculadora texas

ts 55 para la ecuacidn de una recta, se obtuvieron los siguientes

5098, intercepcion = 0,52225, correlaci6n = 0,94175
.6 entonces x = 0,515, e* = 16736 ng/kg.
dosis-respuesta que se obtiene con los datos anterioresyes la que

ra en la figura No, 14,
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CAPITULG IV
DISCUSION

Luesta a la endotoxina por los conejos:

Considerando una respuesta de 0,6° C como indicativa de nivel pi-

Wico de endotoxina,se obtiene de la grafica que una cantidad de 1,67

de endotoxina de E. coli 055:8 5 {provista en el estuche) es pirogéni

n esta colonia de conejos, obteniendose con dicha endotoxina una me~

potencia con respecto a lo reportado para la EC~2 (1.37 a 1.0 ng/kg),

ual solo podrfa confirmarse sise le inyectase la endotoxina EC-2 a esta

bnia y comparando resultados: si bien también es posible realizar una

laracidn de actividades basandose en el comportamiento de ambas endotoxinas

la prueba L.A.L, como lo confi fmaron algunos investigadores:a mayor ac-

k¢ad de una endotoxinaen conejo, maygrsenSibilidad a esta endotoxina se

ontro en L.A L,. si se observa 'a tabla de resultados de compatibili-

es notoria una mayor sensibilidad del LLA.L. a la endotoxina del estu-

con respecto a la EC~2 (informacion del marbete del L.ALL.)

Esta menor notencia de la endotoxina del estuche da un mavor

qen de sequridad en la aplicacion de la prueba L.A.L., ya que se estable

k o) método calculando la MDV con 1,0 Ng/kg o 5UE. si se utiliza el va -

tanto.

r exPerimental de 1,67, el factor de dilucion ser fa mayor, por lo

h los factores que se utilizaron se cumple los lineamientos establecidos

rlar.DA,  se qarantiza un mayor marqen de seguridad con una base experi-

ntal Firme en los productos (Debemos hacer hincapié en que la endotoxi -

4e1 estuche viene estandarizada, dando siempre la misma reactividad, se-

n 21 proveedor.
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b final y su variacion enla prueba LA L,

En los puntos finales del reactivo L A.L, con agua y el producto
hbar se observa que no hay variaciones mayores a una dglucidn f:2 en
s los casos, excepto en dos{que se discutiran mds adelante) esto es
ativo de la compatibilidad de los productos con esta prueba, y nos

a la reproducibitidad del ensayo en cada producto,

En el caso de la naloxona se repitié el ensayo, ya que en el

r experimento se obtuvo un punto final que sefalaba inhibicidn del
cto, al repetirse se observbaueel punto final era el adecuado den -
el 1fmite inferior (siempreen los 3 lotes, se obtuvo el resultado
1 1fmite inferior). Con base a una informacién obtenida de Mallinck -
Inc, el producto es compatible a la prueba en una dilucién 1:16, y
I presente trabajo se probo en una dilucion 1.10: Mallinckrodt Inc. prye-
| producto en diluciones 132 , por lo tanto loprobs en 132 1:4 1.8
, etc: por lo cual el producto en algln punto entre 1.8 y 1.16 no inhi
bien la inhibicisn no es detectable; al probarlo por el metodo cromo-
co se trabajo diluido 1;20 sin mostrar inhibicién; por lo cual con es-
bases es conveniente utiltizar el producto parq}a prueba L A.L. a una

1
cion de 1;20 o mayor, utilizando por lo tanto un reactivo con un mini-

e sensibilidad de 25 pg/m! (vs, endotoxina del estuche),

En e} caso de la hidroxocobatamina lote E, se observs el punto fi
corrido hacia un'valor demenor conc., de endotoxina, indicando una posi
activacion de la reaccisn; de la informacion de los 4 lotes anteripres

e desprende a]gﬁn indicio de activacion, al Probar el producto diluido
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: menor MDV, se encontrd que aunque no daba reaccién positiva, formaba

. grumos indicando con esto que el medicamento contiene alguna cantidad
:ndotoxina que s¥ detecta el m&todos esta endotoxina mds la que afiadimos
d4 una variacisn en el punto final, perodebido al motivo anterior; pa_
carroborar si no existia problema en el producto, se probd nuevamente
L.A.L, sin dar resultado positivo y por el metodo oficial (notar que es
oroducto gue mas alto incremento en temperatura mostro,loque fué indi-
‘vo de alguna cantidad detectable de endotoxina),  El método oficial

el que dio el resultado definitivo de no pirogenicidad del producto;

lo tanto se considera que el producto presenta reproducibilidad con la

eba L A.L. siendo vadlida la aPIicacion del método,

~relacion L.A.L,—~ Conejo

Se observé una total equivalencia entre la prueba del conejo v
AL, todos los resul tados nesativos por conejo mostraron siempre un re
ltado neqativo en L A.L,, es conveniente sepalar el bajo incremento en
neratura en conelos, lo cual se debioa la pureza de los pro -
ctos y al adiestramiento previo a la prueba, con lo cual se eliminaron
riables que influenciarian los resultados finales, El medicamento que

s alto incremento tuvo en conejos fue el que también nos ocasiond

roblemas con el L.A,L. y es la Hidroxocobalamina lote E, lo cual habla

t la correlacion conejo-L A L. (en un caso préximo a la pirogenicidad).

Como puntos derivados de este trabajo, en base a la experiencia

quirida surgen los siguientes comentarios;
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U S I T ity ctablos en Ja nroehn Lo,

4

A realizarse la pruulm de pirdgenos g agua  para inycctables

aia prima), se presentan discrepancias en los resultados al ser anali

> por la prueba en concio y el método de LA.L,

De acuerdo al método de la U.S_P.y basado en la sensibilidad del
‘o a la endotoxina (nirOgeno) de referencia oficial, el conejo detects

g por mililitro (D{go) enaguapara inyectables,

El LLA.L, que utllizamos detecta de 50 a‘6 pg/ml-~Primofdia1mente

ta 12.5 pa/ml que es como viene calibrado por lo tanto se observa

s varias veces mas sensuble que el COHEJO

Al prabar un agua para inyectables, pasd la prueba de pirbgenos

nejo con un incremento total de 0.35° C, 1o cual no da mirgen a duda -

ap:rern|CIdad- al ser probada por L.A,L. con sensibilidad de 6 pg ml

rueba dig positiva, observandose con esto que el L.AL. es capaz.dev

ctar lo gue no puede el conejo: como conclusidn, se obtuvo aue el agua

enfa menos de 100 pg/ml y mas de 6 pg/ml, Un anali5|s posterlor por.

L., usando dituciones, indicg que los niveles de endotoxuna se encon -

an entre 6 pg/ml y 12 pq/ml (mayor a 6 y menor a 12),

Observando los criterios de algunos laboratorios que aplican la

ba L.A.L, encontramos: los Ifmites de endotoxina permitidos en un labo-

rio de E,U, son 100 pa/ml para descartar el producto y 50 pg/ml como

scpal preventiva a probables problemas posteriores,

Dos laboratorios, uno de puerto Pico y otro de México, rechazan
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roducto que de reaccidn positiva con el L,A.L_) aln a niveles inFq_

ia 30 pa/mb, si el reactivo es capaz de detectarlo; esto nos da idea

limite es no m4s de 30 pg/m!,

Se tiene noticia (no 0f|c1al) que probablement_ en la’ pr6x|ma U 5.P.

yse fijarg el limite para el Agua por”la pr ’ enVO 25 U E. Anl

= 0,2 ng de endotoxina EC-2;_Dor Jp‘ iimTIe‘serla 50-pg/m|.

El hombre detecta 1000 pg/kg;f(DE;sb):quéies similar a lo que de-
el conejo al cual se le inyectarén 10 ml por Kg, en el caso del agua
cada en el presente trabajo, ésta es utilizada para parenterales de po
funen de aplicacion, por dosis (maximo 2 ml por cada aplicacion): sin
ac, existen otras posibles fuentes de contaminacidn provenientes de

ras materias primas que componen el producto asf como también a todo

eso de manufactura que puede aumentar el contenido final de pirdge -

Debido a 10 arriba citado, €5 necesario conocer cual va a ser el

rio oficial para aprobar o rechazar. el A.P.|, por el método LAL y con

iterio se va a fijar la concentracién de endotoxina permitida,

del termémetro clfnico en conejos~ Es muy frecuente utilizar el tele =

letro en la prueba por conejo, haciendo alucién a que no afecta los

tados por manipulacion de los animales; en este trabajo se utilizaron

adamente 1os dos sistemas'no observandose ninguna varifacién en el

metro clinico, si éste es aplicado adecuadamente, Ademds el mantenimien

n teletermémetro no es equinarable en costo al gasto que involucra utj -

solo termémetro clrnico; segiramente en casos de desarrollo de otras
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as sea conveniente la aplicacion del teletermdmetro,pero en el caso
prueba oficial vya establec:da ,‘aporta ayuda en su FaC|l|dad de opera-
y sencillez, pero con la desventaja que en ocasiones los animales se-

etiran y ¢s necesario InSErtarIos nuevamente.

o del L.A.L, enMéxico~ or iaé devaluaciones de nUéstﬁ9‘moﬁedéléon res

a el dolar americano se ha afectado el costo de‘L,AfL. comercial ya

Este es impor tado; un estuche de 50 pruebas que en hafzé de 1982 costa-

| rededor de § 3 500,00 ,en el mes de marzo 1985 tiene un costo de

642.00 estando su costo determinado.mediado por la paridad del peso fren-
1 dolar iSin embargo resulta mas econdmico la compra del reactivo
€éxico que su importacion (en el caso de Mallinckrodt),

Cod princiPalmente y Difco son md&s economicos en el extranjero,

AL

eba del L.A L.,— Al hablar de la sencnllez de la prueba de LLAL,, se de

enalar que es una prueba muy delicada, Varxacnones ta]es como modifica-

es de temperatura, vibracidn, dosificac10 agua;de_feconstitucién' ma -

ispersion de endotoxina, etc, van.a en:el’hésultado fFinal; por

k€cnica senalada por el nrbtpcql6 de1 Fabnlcante'de]gL.A.L.

Es conveniente para realizar Ias‘dil cione’s de‘la endotoxina el

'¢u pipetas y matraces voIUmétrncos, y para dos'fica'f(el 0.1 ml requeri
comuestra v LLAL) el uso de |er|ngas de vudrlo Para insulina; con
c. 1 se va a obtenermenor. variacion en Jgg resultados por un siste-

de- trabaijo gue Fimita las fallas,
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-- Tiempo requerido para la prueba L.A.L,

Una ventajakseﬁajédé en éi u;o del L.A.L, es el pocé tiempo que
consume (1 hora) sin embargo, hay que tomar en ;uentarque a lo que se refie
re es a una hora de incubacidén comparada con 3 & 4 horas de la determina-
cién de temperaturas a conejos, pero también se requiere el preparar el ma-
terial previamente (despirogenizacién) y las muestras para su andlisis (dilu-
cidn y ajuste de pH), al igual queen los conejos; la preparacidn del con-
trol positivo también se lleva tiempo ya que no se deben realizar dilucio-
nes mayores de 1 a 10, partiendo de 500 mcg/mi para llegar a 12,5 & 6.25
pg/ml, implica realizar alrededor de 12 diluciones, las cuales tienen que
realizarse en el mismo dia en que se hace la prueba, esto es debido a

la inestabilidad de las endotoxinas en soluciones muy diluidas,

- Dilucién de Parenterales de bajo volumen:

Como se menciond anteriormente, el agua con que se trabaje en la
prueba L.A,L. debe de ser de muy alta calidad, ya que si no es asi se
tendrdn problemas y afectaran, por lo tanto, los resultados: Los parentera_
les de bajo volumen requieren para su andlisis el ser diluidos, y con los
factores de las Maximas Diluciones Validas observadas, obtenemos que $e
requiere qran cantidad de agua para su‘anélisis; esta agua no es facilmen
te asequible, va que de la calidad requerida solo el proveedor la produce
cero no tiene la posibilidad de venderla, y otras fuentes de agua no la
vznden explicitamente para ia prueba L.A.L. con lo cual hacen dudoso su
230 (experimentalmente did problemas); por lo tanto como el proveedor iobse-
<.ia el agua no es posible obtenerla en los niveles requeridos sin que el

“orrarlo dmplique un muy buen esfuerzo de convencimionto y la insequridad
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CAPITULO v
CONCLUSTIONES

Se observa una relacign directamente proporcional entre el
In de la désis y el incremento en temperatura, con una -
buena correlacion entre Tos puntos que definen esta recta
(0.94), tomando en consideracion que se trata de un ensayo

biolégico.

Los conejos mostraron una respuesta pirogénica caracteris-
tica a dosis de 1.67 ng/kg de peso (Dtso), considerando Ta
equivalencia de désis por Kg. de peso corporal en humano,

se considera esta désis de endotoxina de E. coli 055:B5 co

mo pirogénica en humano.

Los puntos finales obtenidos en la prueba L.A.L. indican -
que los productos probados son compatibles con la prueba,

mostrando reproducibilidad en los resultados,

Existe completa correlacign e] la prueba del L.A.L. y conejo

para 16s productos evaluados.

Se requiere fijar un 17mite de endotoxina en agua para in-
yectables, dependiendo de el uso a el cual estd destinado -

tal producto.

La prueba del L.A.L. en México compardndola con la de conejo

no es tan econémica como la cita la literatura. (Es funcién del
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terio instalado y del nimero de pruebas sometidas en cada oca-

por L.A.L.)

prueba del L.A.L. es vilida para determinar endotoxinas en los
ductos trabajados, en sustitucidn a 1a prueba en conejo, ésto

mpre y cuando sea realizado de acuerdo con los siguientes pun-

La prueba debe ser realizada por una persona capacitada para

manejar la prueba del L.A.L.

Validar a dicha persona y al laboratorio en la realizacign de

la prueba.

Determinar la sensibilidad del reactivo L.A.L,
Calcular la MDV del medicamento a probar.
Ajustar el pH del medicamento.

0iluir el medicamento a la MDV.

Freparar control positivo.

Freparar control negativo.

| ~eguir la técnica general para el L.A.L,

~Interpretar los resultados.
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