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1 N T R o o u e e 1 o N 

Como ya es conocido7 1a v(a parenteral es el medio más eficaz para 

la administración de agentes terapéuticos v para la reposición de fluidos or-

9á"nicos, electrolitosynutrientes,yaoue su entrada es directa a la sangre 

lo que implica una alta pureza en su preparación. El 9ran uso de estos pro­

ductos en medicina se real iza con se9uridad gracias al alto nivel tecnológico 

y ético alcanzado por la industria farmacéutica. 

Pero esto no fue siempre así. Hasta hace algunos años la terapia 

parenteral iba seouida a menudo de fiebre alta y otros efectos laterales pe.. 

l iQrosos. El desarrollo de productos parenterales seouros tuvo lugar hace 

unos sesenta años cuando Sétl:crt y col(lS)descubrieron la causa del incremeD_ 

to de la temperatura oosterior a la inyección, y la denominaron respuesta pi_ 

rogE!nica v nirógeno al a9ente causante de la misma, así también desarrolla_ 

ron un sistema para la detección de pirÓ<Jenos, la prueba de resnuesta febril 

del conejo, oue fué la base para el desarroilo de la nrueba de oiró9enos de 

la farmacopea U.S.P. 

La prueba de pirógenos en conejo ha sido utilizada con buenos re_ 

sultados oor 40 años, pero muestra una serie de limitantes y desventaias nue 

hacen rue su aplicación no sea del todo conveniente dentro de las nruebas de 

control de calidad a re<ilizar a los medicanientos oarenterales. 

Se han estudiado otras orucbas a 1 tcrnativas oue superen de a lc:iun 

-iodo las actuales del cone_jo, no se ha tenido éxito en estas pruebas oor sus 

limitantcs y poca comnetitibilidad, sin embar90, hil tenido bastante acepta­

:ión una prueba relativamente nueva, que utiliza un lisado de células rJcl 
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ulus polyphemus, de la cual se menciona ser más sensible, simple, específJ 

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

sas de piro~enicidad. 

El objetivo del presente trabajo es estudiar y comparar las dos 

ebas en ¡iroductos farmacéuticos, validando la aplicación del 1 isado de 

bocitos del Lim11lus (L.A.L.) como un substituto de la prueba en conejo, 

icado esto a diferentes productos farmacéuticos. 
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CAPITULO 11 

G E N E R A L 1 O A O E S . 

A) Piróqenos de Origen Bacteriano. 

Los pirógenos se .definen como substancias productoras de fiebre; 

pi retÓqenas. Son substancias proternicas que se encuentran con frecuencia en 

el aqua esteril izuda producidas por ciertas bacterias que mueren durante la 

esterilización, dejando sus cuernos y productos en el agua y que serían la 

d 1 • f b . l . 1 . . . ( l) causa e as reacciones e r1 es consecutivas a as 1nyecc1ones intravenosa~,. 

Pirógeno._ Dicese de toda substancia aue eleva la temperatura. Alu 

de el término especialmente a ciertas substancias filtrables,probablemente 

oroteínicas, aisladas en soluciones destinadas a administrar.se ror vía endovr. 

nosa. (L) 

Los piróqenos bacterianos son toxinas elaboradas oor bacterias pat~ 

(I¡) 1 - . . - . d . d . . rrenas ;rio son os un1cos aqentes p1roqenet1cos pro uc1 os por m1croorqan1smos 

ya aue qérmenes qrampositivos, honqos y virus (3) también producen agentes oi 

roqenéti cos. (1¡) 

Las toxinas bacterianas se pueden clasificar en dos cate9orias: 

Exotoxinas y Endotoxinas. (4) 

Las exotoxinas son proteinas producidas por el metabolis­

mo de J¿¡s bacterias en desarrollo, son hidrosolubles y se encuen-

tran en solución en el medio en que se desarrollan Jos microorcia-

nismos, pusun a través de filtros bacteriológicos. (4),(S),{6). 

La exotoxina elabor.:ida nor cualquier tipo de orgnnismo es esrccífi_ 

e~ y difi,•rc de la toxina de otras especies. Sin en1bilrno, Lod;is las exoloxi 
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, tienen determinadas rropiedades fundamentales en común,(lo cual las 

stinoue de las endotoxinas y de las sustancias qufmicas tóxicas ordina _ 

s), tienen como propiedades ser relativamente inestables, solubles, 

itrubles, pierden su actividad al estar en reposo o por exnosición a 

npcra turas a 1 rededor de 60~C. (4) 
1 

Si esta exotoxina se introduce en el cuerpo de un individuo o 

imal que sea susceptible a la misma, reproducir~ la mayoría de Jos sínto-

y lesiones que caracterizan a la infección natural que produce el oraa_ 

mo el cual dió oriqena J·a toxina. Esta exotoxina no manifestará sus 

ctos, sino después de un tiempo de incubación a partir de su introduc_ 

n; además las exotoxinas tienen la propiedad de estimular la formación 

anticuerpos específicos neutralizantcs, denominados antitoxinas. Las 

toxinas se convierten a toxoides (no venenosos) por almacenamiento o 

r tratamiento con formal ina. 

Las endotoxinas._ Algunos organismos, particulamente las bacte-

s 9ram1eqativas no elaboran una toxina soluble al estar vivas nero 

- células intactas pueden producir una endotoxina que es liberada cuan-

las células son desinteqradas. (6) 

Las endotoxinas bacterianas se distinguen de las exotoxinas por 

siquientes propiedades: (5) 

a) Son producidas primariamente, si no únicamente por bacterias 

rnneqa ti va s. 

b) Son macromoléculas. conteniendo 1 ipopol isacáridos. 

c) Componen una parte integral de .Ja pared celular bacte 
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riana y se 1 ibera 

turbada. 

únicamente si 1 a integridad dela pared celular es per-

d) Son relativamente estables a el calor. 

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

exotoxinas en sus acciones citotóxicas. 

f) Su toxicidad parece residir en la fracción 1 ipídic:a, puesto 

que sus determinantes antiqénicos específicos se encuentran ubicados en la 

porción del poi isacárido. 

q) No forman toxoides. 

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

queña cantidad de exotoxina requerida para producir el mismo efecto. 

Los oirógenos de los c¡érmenes qramner¡ativos parecen ser los más 

activos, produciendo entre otras alteraciones trastornos en la reriulación 

térmica, los cuales se pueden manifestar por una hiootermiaen ratas, 

cobayos y ratones, o bien oor hipertermia en el hombre así como en el co -

nejo. (3) 

El hombre, conejo, caballo y qato presentan el mismo L111bral de 

respuesta aproximadamente; .:i c¡randes dosis de endotoxina deSerratia marces 

cens 
1 

puede ser más fuerte la resouesta pirog~nica y tóxica riara el hombre 

'1ue para el conejo, (7) 

-1\cciones Farmacolór¡icas. 

Los piróc¡enos tienen varias acciones farmacolór¡icas, entre las 

:.uales destacan un¡¡ modificación en la cuentíl de los qlóbulos blancos, ini 
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i<1ndo con uíl<l leucopenia pasajera (1) (3) (5), sec¡uida por una leucocitos is, 

5)(1)(2) colapso vasomotor (8), hioer9lucemia, necrosis hemorrá9ica 

tumores, alteran la resistencia a infecciones bacterianas (5), inhibJ. 

ión del jadeo térmico en los perros, acción inhibitoria de la úlcera 

3), efecto·sobre la circulación periférica, reducción de la secreción 

cida qástrica, fenómeno de Shwartzman (reacciones tisulares a la invec 

ión de los mismos) (5)(3), cambios morfológicos en corteza suprarrenal, 

odificución en la carga superficial de los eritrocitos, hipotensión (3); 

uando son invectados en cantidades suficientes, causan dentro de una o 

s horas un shock irreversible (5), acompañado habitualmente por una dia­

rea severa, pueden producir la muerte (3)(5), Es frecuente en la autopsia 

a pequer1a hemorragia en la pared del tructo gastrointestinal , asi como 

lesiones en vísceras y piel (5)(3); también producen una gran varie-

de alteraciones circulatorias(5), alteraciones en la coooulación e 

irioferrcrni,1 en ratón (3). 

El t~rrnino pirÓc¡eno fué utilizado para describir a estos contami 

antes porque el efecto de inducción febril de las endotoxinas fue la ori -

era actividad biolóc¡ica reconocida. (9) 

Sec¡ún indican diversos investigadores, el efecto piroc¡énico, tam 

ién se va a producir cuando la inyección se aplica por vía intramuscular 

intrateca 1. (10) 

Se hil demostrado en conejos y perros que la aplicación de endot<2._ 

ir,-, en los espacios intratecales fue al menos mil veces más potente en la 

·o:ucción de respuesta febril con respecto a la ruta intravenosa, siendo 
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nfornnción laprirneríl evidencia clínica del incremento de potencia 

ad-ninistración intratecal de endotoxinas bacterianas. (10) 

Por otra parte se realizó un estudio comparativo del efecto de 

icación de un preparado piroqénico de Pseudomona aeru9inosa por vía 

enosa e intramuscular. 

Se observó dentro de determinados IJmites una relación lineal 

el aumento de temperatua vs el 109aritmo de la dosis. (11) 

Inicialmente existe un paralelismo entre las ~urvas, posteriormen 

curva de inyección intramuscular va a lleqar más ránido a una meseta; 

andose por lo tanto que en la inyección intravenosa se va a obtener 

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

emento de 

era tura. 

e. 

1 • 8 

1. 6 

1 • 2 

o.a 

o. 6. 

0.4 

0.2 

Endovenosa 

Intramuscular 

o.4 o. 8 1. o 1 • 4 1 • 8 

Logaritmo (Dosis X 1000) 

F i g. No. 1 



8 

Mediante la apl icaclón Intravenosa la fiebre va a comenzar entre 

30 y 45 min. después de la administración del material pirogénico, al­

zando su máximo efecto en el intervalo entre la segunda y terceras ho-

, desapareciendo práctiaamente entre la cuarta y sexta horas, sin aue 

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

se altamente piroqénico se podría producir una segunda respuesta. 

La aplicación intramuscular niroqénica va a producir el máximo 

ril en el intervalo de las 5 ó 6 horas posteriores a la administración; 

) ésto es más notorio en los medicamentos aceitosos, los cuales no se 

edan aplicar por vía endovenosa, para los cuales puede ser válido su con 

1 por vía intramuscular, siempre y cuando las tomas de temperatura se 

olonguenlosuficiente para observar la respuesta febril. 

canismo de Acción: 

Es relativamente fácil obtener agentes pirogénicos, a partir de 

s leucocitos. 

La acción piroc¡enética de las endotoxinas se va a ver aumentadn 

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 alqunas horas, en combinación con suero o plasma. 

Las endotoxinas van a interactuar con lipoproteínas séricas y 

r ~ qlobulina al grado de ser inactivadas. (3) 

La respuesta al piróc¡eno bacteriano, posterior a una administra_ 

é- intravenosa, va a dar su m:lximo valor entre 30 y 50 min, ahora bien, 

:;misma dosis del piróqeno se coloca en 200ml de sanqre e incuba por 



9 

inyecta, el período de tiempo en el cual aparece la respuesta 

menor; lo cual dió a pensar en la posibilidad de que una subs -

ia de origen endógeno, producida por los glóbulos b !ancas 1 es ionados pcr 

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

en el hipotálamo, produciendo con su interacción la reacción 

, para esto se administró el pirógmo de los leucocitos (pirógeno 

directamente en la zona preóptica del hipotálamo anterior, con lo 

se produjo el incremento de la temperatura en pocos minutos. Con obje­

hacer comparación se inyectó en otro lugar; pero para obtener una res-

ta similar se necesitaron mayores dosis, asr corno un período de laten -

ás largo , debido a que se diiuye en el recorrido de la corriente 

ínea. En contraste los pirógenos bacterianos, los cuales al inyectarse 

alquier lugar deben rromover la producción del pirógeno endógeno pro_ 

do el aumento de la temperatura, Por lo tanto, aunque el tiempo de la_ 

ia es mayor, su ef;ect ividad siempre va a ser la misma. (3) 

Los pirógenos bacterianos se diferencian de los endógenos 

ue los segundos son destruidos por el calor a 90ºC en 30 minu 

actúan directa y rápidamente sobre los c;entros termorregula­

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

sten la acción de la tripsina, quimotripsina, ribonucleasa y 

ás no se .Jfecta por cambios de pH desde 2 a 10.5, (las endo­

n2s adrninistradus a un mismo receptor, de un¿¡ manera repetí~ 

provocun que ~ste se vuelva tolerante, por lo tanto sus res­

t2s a las cndotoxinas provenientes de cualquier microorg.Jnis­

e ;an a ver disrninuidas; este esL.Jdo es reversible después de 

i-c '~'º de rccupcr,Jción). 



ctividad Pirogl!nicil, 

Se admite la naturaleza l ipopol isilcárida de los piróqenos, alqu-

0s autores mencioniln pal ísacárídos y pol ipéptídos, pero es muv notable la 

iferencia enla respuesta febril a los pirOqenos de los diferentes microor-

<1n i smos. 

Se determinó que la respuesta febril es más fuerte cuando es 

roducida por microorganismos gramnegativos primordialmente bacterias coli, 

iocianlca v Salrnonelas. Producen pirógenos con fuerte actividad los 

icroorqanisrnos del grupo de los aerobios esporulados como bacterias pseud~ 

;~thracís, mesentericus, subtil is, y esfericus. Estos microorganismos 

soorulados abundan en el r.iedio ambiente, inclusive en el de los laborato­

:os, pudiendo contaminar a las soluciones, aparatos, equipo, etc. (3) 

En la sección de determinación de pirógenos oor conejos se ob·er 

3rá mejor lo mencionado en los últimos oárrafos. 

Es importante tener conocimiento de la naturaleza ubicua de las 

ndotoxinas. Si no se tiene un extremo cuidado para eliminar cantidades ta!!_ 

equeiias, del orden de pg/ml de endotoxina en preparaciones de substancias 

materiales a ser probados, se pueden obtener respuestas positivas a nir§.. 

enos en las pruebas correspondientes. (11) 

Determinación de Pirógenos 

La determinación de la presencia de pirógenos en las fOrmas far­

macéuticas parenterales, ha sido una necesidad dela industria farmacéutica, 

indispensable para aser¡urar la calidad del oroducto y corroborar que se 
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1 icaron buenas prácticas en su manuracturn. 

Con la finalidad de determinar los oiróqenos en dichas formas, 

nan realizado investiriaciones de distintas técnicas para su detección, 

tre las cuales destacan las si<Juientes: 

a) Basado en la leucopenia que produce la administración de piró-

nos en los conejos, se realizó un intento para decrostrar que un recuento 

leucocitos en conejo, podía ser un método más rápido y sensible que el 

e aconsejaron 1 as farmacopeas (reacción fcbr i 1 en conejo). 

En esta investi9ación se trabajó con Pseudomona aerur¡inosa, nrepa-

ndo una solución piroqénica, e inyectando JO mi rior Ko de rieso. Se ob-

rvo en todas las pruebas leucorienia alrededor de los 30 minutos desnués 

aplicada la inyección, con un aumento simul tcíneo en la temperatura; pos-

riormente existía un incremento en Ja cantidad de leucocitos la cual su 

a a niveles más altos, de los normales, alcanzando su m5ximo alrededor 

las 12 horas posteriores de la aplicación, finalmente regresaba a los 

veles normales en un lapso de 20 a 22 horas después de l¡¡ aplicación. (3) 

b) Un método de pruebas bacteriológicas aplicable a los medi-

mentos en frasco vial 6 ampolleta y antes de someterlos a esteriliza-

6n se basa en la observación del nGmero de microorganismos por mi preso~ 

s en productos terminados; tomando en cuenta el número de microorganismos pr~ 

ctores de pirógenos de fuerte actividad (1000 unidades), presentes en un 

'· 
: d:: solución, que producen un incremento de temperatura de 0.6"C y colo -

ndc un límite de contaminación 100 veces menor al antes señalado, se ob-

o 3SÍ un número máximo de microorr¡anismos contaminantes por rril. En és-

,¡,...,estigación se observó que losrnicroorganisrnos·hubit1iales. nrod11 
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cen piróqenos de poca actividad, así como contaminantes que no producen pi-

róoenos, lo cual incrementa más aún el margen de seguridad; (13)¡ al9u -

nos otros investiqadores son partidarios de dicho método, el cual señalan 

que es fácil de realizar y podría reernplazar_sin Inconvenientes a 

la prueba con conejos. 

c) También fué ~ea 1 izada una prueba en perros, se cita que 1 os 

perros tienen un sistema termorrequlador el cual es mucho más estable que 

el del conejo, y además es menos sensible a los piróqenos, (3), pero ofrece-

otro cuadro de respuestas adicional como es diarrea y vómitos, además de 

J¡¡ leucopenia aue al iqual que las conejos presentan. 

Las características de los animales de prueba son: Un peso apro-

xi111ado de 15 Kq., temreratura no mayor de 39ºC y el número de leucocitos 

no 111avor de 20 000 por mm3. Una vez que se aplica el medicamento se deter-

mina la temperatura c¡¡da 30 minutos por un lapso de 3 hor<Js; determinándo 

se <Jdem.:ís il los 115 minutos el número de leucocitos; la interpretación de 

los resultados fue de la siquientemanera: Una disminución en el conteo 

de leucocitos de 5 000 o más y un aumento en la temperatura arriba de 5ºC 

son los sinnos positivos de la presencia de pirógenos. (3) 

d) Existe un bioensavo con medición de la respuesta hiooférremi -

ca en ratón a 1 as 12 horas después de la i nvecci ón de endotox i na. (H) 

e) Otro estudio compara bioensayos de endotoxina nor letal idad 

de embriones de pollo Lo 50 a 24 horas) y piroaenicidad para conejos 

y en 6ste se encontró una gran correlación entre los dos métodos de prueba 

(8), 
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f)Se han descrito otros sistemas de prueba usando .igentes 

icos para aumentar la susceptibil ldad de los animales de experimenta-

ª las endotoxinas. (8) 

g) Un número de pruebas invi tro han sido propuestas para la de -

ión de contaminación pirogénica.Se han sugerido algunas pruebas qui, 

s y colorimé.tricas, pero estas pruebas no son específicas para endoto-

s bacterianas, y sus sensibilidades no han sido establecidas. (9). 

h) Las farmacopeas indican determinar la presencia de pirógenos 

s soluciones por Ja respuesta febril que van a producir a Jos conejos, 

ués de su administración. 

i) Un método in vitro relativamente nuevo, real izado con un J is~ 

e amebocitos de Limulus polyphemus (LAL), esta fundado en los trabajos 

Levin y colaboradores,(8) 

En las siguientes páginas se hablará más 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 

anejo p·Jra los productos a validar. 
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Dderminación de Piróqenos en Conejo. 

r ¡nen: 

La inducción de fiebre por administración intravenosa y su rela_ 

n con microorganismos se comenzó a esclarecer en 1912,. cuando los inve~ 

adores inqleses Hort, E.C. y Penfold, W, J. (14) estudiaron el orinen 

a naturaleza de dicha respuesta. Más tarde Florence Seibert (14) demos 

el orinen microbiológico de los pirógenos y la característica de ser 

trables, así como la necesidad de agua de alta calidad (para la fabri­

ión de inyectables); éstos trabajos junto con otros, impulsaron el uso 

líl respuesta febril en conejos como una prueba úti 1 para la detección­

.piroqénos en parenterales. 

Aunque el conocimiento de los piróqenos ¡¡Ún era incompleto, la 

ustria de los parenterales prosperó disminuyendo la incidencia de reac -

nes piroqén.icas por medio de una excesivo v estricto seguimiento a medi­

profilácticas y por aplicación efectiva de la prueba de piróqenos en 

eio. 

studios para establecer la prueba: 

El criterio de la prueba de piróqenos U.S.P., aue fué adoptado en 

2, estuvo basado en los resultados de un estudio colaborativo entre in -

tr·ias v nobierno (14), (el cual fue inaucwrado por el Subcomité No. 3 

s:i.1os BiolÓC¡icos) del Comité de Revisión de la U.S.P. en Junio de 

1l. En este estudio la respuesta fué determinada midiendo la tempera­

ra recti.ll, ésti.l fué medida riostcriormentea la administración intrave -

a Je una solución de endotoxina preparada a riartir de un cultivo de 
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Pscudornonas aeruginosa, rwoviéndolode la superficie del aqar, filtrandolo 

o.Jra eliminar el aqar y posteriormente lisando la suspensión del microorqa­

nisrno rior acción mecánica en un agitador con cuentas de vidrio por un lap­

so de 5 horas, incubando después a 37ºC por 6 días y centrifugando de 30 a 

50 minutos a 4 000 r.p.m., haciendo isotónica la solución con cloruro de 

sodio, este filtrado constituye la solución piroqénica "stock" para traba -

jar con el la (15). 

Mediante el método anterior se obtiene una solución de una con 

centración no cst;inda1·izudil de la substancia piroaénica, por lo cual era 

deseable determinar alqGn parametro que se pudiese utilizar como un Tndice­

de potenci il, para 1 o cua 1 se escoq To e 1 contenido to ta 1 de ni trór¡eno como 

indicador. Se realizaron pruebas a 9 grurios de soluciones obtenidas por 

el mismo método observándose valores dentro de un ranr¡o de 125 a 145 1119/lOOnl 

de nitrógeno total y un promedio de 138 rnq /100 ml Posteriormente 

se repitió la prueba con 6 grupos más y se obtuvieron resultados sirnilil 

res. Mediante pruebas en animales se concluyóque:?oluciones piro9énicas de 

.Jproximadarnente igual aotencia aodian ser rireparadas consistentemente nor 

'~sta técnica, lo cual no era indicutivo de que la riotencia de la substancia 

piro9énica estuviese asociada con el contenido total de nitrógeno; sin cm -

barrio se utilizó el método como un indicador del poder de la solución niro­

j?.nica. Se realizaron nrucbas en series de conejos inyectando diferentes 

r:oncentraciones del piróc:¡eno basadas en la determinación del nitró9eno to­

·al; encontrando que una solución conteniendo 5 mq de nitróaeno aor 100 

-] , e inyectada a conejos de 1.5 a 3.0 Kr¡., invariablemente produci.:i un.1 

- ~9iCíl respuesta piroq6nicíl. 
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En un estudio colaborativo (16) la solución pirogénica que se 

uti 1 izó era la que contenía 5 mg de nitráqeno total por cada 100 e.e. de 

fluido. Las normas sequidas y lo que del estudio se desprendió se enumera 

a con ti nuacl ón: 

Se utilizaron 10 conejos para trabajar el material pirogénico y 

5 con una solución de NaCI isotónica. Las temrieraturas de control de los -

animales se tomaron preferentemente en jueve
0

s y vierne's de la semana pre -

via a la prueba dicha prueba era real izada en lun°es o marté's de la si -

guiente semana. En el día de la prueba se tomaban 2 lecturas; a los 15 ml 

nutos de la sequnda lectura 10 de los animales eran inyectados con la sol~ 

ción piroqénica y 5 con la solución salina, se seguía el procedimiento es-

tablecido para la prueba del cual se hablará más adelante. En juev~s o -

viernes de esa misma semana, el mismo procedimiento era repetido exactame~ 

o ~·· 
te oara volver a someter a prueba el lunes o martés; se real izaron pruebas 

por 5 semanas consecutivas, utilizando los mismos animales; se permitió 

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 -

bían recibido. En la última parte de la novena semana, la prueba fué inver 

ti da y los animales que habían recibido solución sa 1 ina isotónica recibie-

ron solución piroqénica y viceversa, en todos los casos 11 evando un reg is -

tro de las tempera turas 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 disminución en su peso. 

0 * referirse a las tablas 1 y 2. 
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Antes de uti 1 izarlos en la rrueba, se tornaban 4 temperaturas re~ 

s a intervalos de 2 horas en los 2 días previos, con el fin de acostu!!) 

los al procedimiento experimental y descortar a aquellos que variarán su 

eratura más de l,2°C. Se insertaba el termá11etromás allá dél esflnter-

·rno, se miJntenia por al menos 2 minutos, leyendose la temoeratura. En 

ia de la prueba se tomaban ~os temperaturas rectales en un período de 

hora, y el promedio de ambas se consideró,como la temperatura inicial; 

etiraba el alirriento una hora previa a la prueba y durante todo el tiem-

:Je duraba la prueba, se permitía 1 ibre acceso a el aqua y se controla -

a temrcratura y hu11edad del medio(:!" SºC). 

La dosis de la solución piroqénica fué de 3 ml por Kg~ de peso, 

.1:al era aplicada a 37°C e inyectada en la vena marginal de la oreja en 

x. 15 minutos; se determinaron las temperaturas rectal.es cada hora 

ntc las siguientes cinco horas; 

. :·· '·,,,: ·. 

No menos de 5 conejos podían·ser:~tUizados púa é.ada prueba, 

tri?s o p·,,ís 1;1ostraban un incr<:1i1Cnto indi_vidualde 0,8ºC o·. más la prueba 
. ·. 

corisider.:iba positiva; si unicamente 162·de.los. 5 animal~s mostraba 

1·cspucsta nositiva, la prueba podía repetir.se con un se9undo grupo de 

nir··ales, considcrandose positivo si 2 animales del segundo gruro de 5 

males mostraba un incremento de temperatura de 0.8ºC o mayor. 

Siguic:ndo los 1 ineamicnl'os antes señalados se procedió a el cst.u 

en el cuul intervinieron 16 laboratorios, analizJndo el resultado de 

lde ·:llos se delineó la prueba a scr¡uir con las conclusiones a los rcsul 

s ,bt.::nidos; los rcsultzir!os f?IJC ob:uvieron son los siquicntes: 
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Se ren 1 iza ron un tata 1 de 3300 pruebas en 253 conejos de la mane-

quiente: 501 nruebas de control durante las cuales los animales fue 

d:1 1)ti1dos a el rrocedimiento, 1782 pruebas con el material piroqénico, 

7 pruebas con solución salina fisioló9ica no pirogénica. 

Las variaciones máximas de temperaturas en los días de control 

er0n mayores a 0.8ºC en el 97% de 253 observaciones y no mayor que 

1.'n 8n de las observaciones. 

En el intervalo rle 38.?"C a 39.9ºC se encontraban 83% de las lec:_ 

, '..In 15% de 1 os conejos presentaron en uno o más de 1 os dfas de con -

una temperatura superior a 39.8ºC. 

En la determinación de la temperatura inicial se tomaban 2 Jectu -

de las 5648 observaciones realizadas, Ja variación máxima entre esas 

'rns en un mismo animal en un 98% de los casos no fu~ mayor a 0.5ºC y 

1

yor a 0.2ºC en 85% de las observaciones; de lo anterior observando la 

·variación, se arqumentó que con una sola determinación de temperatura, 

(a a la inyección, era suficiente para tomarse como referencia. Las 

'raturas máximas iniciales en Jos dias de prueba mostraban una distri-

n que no variuba significativamente de Ja nornwl , de 2821¡ observacio-

~ 12.96% dieron una lectura de 39.2ºC; 85% de las lecturas estuvieron 

·: 3cl. 8ºC y 39, re; de Jos 253 conejos, 66 o sea el 26% tuvo una tern­

ura de control m5xima mayor a 39.8ºC. En Ja opinión de algunos de 

·nvestigadores se consideró que una temperatura de 39.8ºC o mayor podia 
~. 

(•. 

:onsiderada como anormal, apareciendo una restricción en la USP XII 

:o cual se podían descartar loa animales con una temperatura ya sea 

c1 bien 111.:iyor n los 39.8 r1rndos ccntí9r<1dos, los animales que pre-
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sentaron ésta temperatura de control (39.BºC) y que fueron utilizados en 

el estudio no mostraron un~ diferencia significativa respecto a los otros 

animales en su respuesta a los piróqenos. 

El reporte de resultados se observa en las siguientes tablas 

No, 1 y No. 2. 



19 

sentaron ést;¡ temperatura de control (39.8ºC) y que fueron uti 1 izados en 

el estudio no mostraron una diferencia significativa respecto a los otros 

animales en su respuesta a los piróqenos. 

El reporte de resultados se observa en las siguientes. tablas 

No. 1 y No. 2. 



Pirogénica. 

Laboratorio 1 a. semana 2a. semana 3a. semana 4a. semana 5a. semana 9a. Sol. 
Sem. Salina 

No. 

o * * 
o ;1:, ;':. ... ~ 

PY-1941-1 1. 83 1. 58 1.Z8 1.21 1. 27 1. 27 1.14 1. 01 1.17 1.26 1. 73 -0.09 

PY-1941-2 2.31 2.08 1.80 1.58 1. 54 1. 58 1. 48 1.37 2.01 1. 53 1.95 0.05 

PY-1941-3' 2. 24 2.08 l. 72 1. 50 1. 56 1. 51 1. 57 1. 45 1.58 1.61 1. 55 0.29 

PY-1941-4 2.62 2.23 2.21 1.94 1. 75 1. 57 2.11 1.45 1 .46 1.12 1. 90 0.16 

PY-1941-5 2. 16 2.15 2.17 1.46 1.65 1. 27 1.94 1. 57 1.64 1.12 1. 72 0.18 

PY-1941-7 2.21 1. 78 1.85 1. 46 1.60 1.21 1.70 1.51 1. 76 1.49 1.92 0.08 

PY-1941-9 2.1 o 1. 65 1.47 1.26 1.42 1. 50 1.63 1. 78 1 .81 1.88 1.96 -0.18 

PY-1941-:-10 1. 87 1.96 1.90 1. 68 1. 70 1.66 1.54 1.36 1.42 1.45 1. 83 0.18 

PY-1941-11 2.02 2.36 2.18 1.92 2.04 1. 77 1. 95 1.67 1. 99 1. 00 2.08 0.19 

PY-1941-12 2.38 2.14 1, 1,7 1.64 1. 25 1. 52 1. 47 1.46 1. 50 1. 64 1. 70 0.37 

PY-1941-13 1. 56 1.64 1. 52 1.49 1. 15 1.1 o 1.08 1.29 1.33 1. 50 1.57 -0.11 

PY-1941-14 2.00 2.05 2.06 1.90 1. 93 1. 72 2. 01 2.00 2. 03 1. 94 1 .68 0.09 

PY-1941-15 1. 72 1. 74 1. 52 1. 43 0.89 1. 27 1. 41 1.33 1.67 1. 63 1. 71 0.24 

PY-1941-16A 2.54 2.02 2.02 1. 78 2.05 1.86 2.09 1.89 1. 78 2.09 2.39 0.21 

PY-1941-168 2.11 1.93 1.91 1.48 2.04 1. 75 1. 84 1. 94 1. 76 1. 90 1.88 0.07 

PY-1941-17 1.64 2.13 1. 54 1. 51 1.33 1. 50 1.69 1. 54 1.88 1.61 1.82 0.03 

PROMED 10 2.oa 1. 97 1.85 1. 57 1. 57 1. 50 1.66 1. 53 1.'67 1. 54 1.83 0.1 o 

Tabla No. 1 

º * referirse a página 16. 
"' o 



Cambio de temperatura máximo promedio posterior a la inyecci6n 
de So 1 , Sa 1 i na, 

Laboratorio 1 ra, semana 2da. semana 3a. semana 4a, semana Sa, semana 9a. 
No. sem. Sol, 

"· J. J. 

~'· 
o ~': 

PY-1941-1 0,08 0.35 o.2s o .18 0.21 0,30 0,02 0.09 0.04 0.13 0,24 1.29 
PY-1941-2 0.1 S 0,24 0, 12 -0.06 0,22 o .19 o.os 0.13 0.09 0.17 -0,09 1 .99 
PY-1941-3 o.63 0.34 0,40 o .11 -o ,01 0,09 0.19 -0.10 0.25 -0,27 o.46 1 ,63 
PY-1941-4 0.17 0.18 0, 11 o .s6 0,38 0.3S 0.35 0.14 o.2s o .37 0,06 2,53 
PY-1941-5 -o .16 0.16 0, 12 o .13 0,26 0,01 o .31 0,08 0.27 -0.08 0,21 1.41 
PY-1941-7 -0.39 -0.07 0.02 o .12 -0,25 -0.22 -0.03 -0.33 -o .14 0.34 º·ºº 1 ,86 
py_ 1941-9 0.38 0.40 0.19 -0.05 0,06 0,24 -0,09 -0.19 -O .12 0.09 º·ºº 2 .19 
PY-1941-1 O o .28 -o. 16 0,24 o .14 0.20 0.24 o.36 0,21 -0.01 -0,04 o .13 2, 17 
PY-19111 -11 0.34 0.31 o .01 -o .01 -0.11 0.96 0.35 -0.05 o. 73 o.so O.SS 1 .91 
PY-1941-12 1 ,01 0.96 0.66 o. 53 0.75 0.38 0.62 0.53 0.39 o.47 0.59 1 ,89 
PY-1941-13 o .1 S 0.03 º·ºº -0.02 0.1 o 0.09 _0, 13 -0.30 0.03 -0.06 0,04 1 .19 
PY-1941.14 o .36 o.4o º·ºº 0.45 o.64 o.so 0.37 o .16 0.34 0,21 -rl. 1 o 2,09 
PY-191¡¡ -1 S 0.30 0.23 o.43 0.2S -0,09 o .17 0.13 o.41 0.29 o .32 o.s4 2 .01 
PY-1941-16 o.os -0.06 o .13 o.os 0.09 0.09 -o. 04 -o. 14 -o ,Ol1 -0.08 .o.os 2 .1 S 
PY-1941-17 0.11 o .11 o .12 0.09 0.13-0.01 0.03 0.09 0.09 -o.os 0,26 2.01 

PROMED 1 O 0,23 0.22 o .18 o .16 o .17 0.22 0.16 o.os o .1 5 0.09 o .15 1.88 

Tabla No. 2 

o 1: referirse a página 16. 
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Los resultados sugirieron que los animales se pueden tornar re: -

stentes o tolerantes a la acción termogénica de los nirógenos en la solu 

ón inyectada, esto se observa conforme el experimento progresa. Por 

ra fuente (13) se había demostrado que la substancia responsable de la 

acción febril no era antigénica. 

De las 1587 observaciones realizadas con la solución pirogénica 

encontró que el 86.8 % de los incrementos máximos de temperatura ocu -

ian en un lapso de 3 horas posteriores a la inyección, por lo cual no se 

nsideraba necesarioobservar a los animales por un oeríodo mayorconP el 

5 horas que fué uti 1 izado. 

Durante las 3 primeras horas después de la administración de la 

lución piroqénica el máximo incremento en temperatura en un 70 % de los 

sos fue entre 1 y 2ºC; en 1 .7 % de los casos los máximos incrementos 

eran de O. SºC o menos (habiendo observado anteriormente que la variación 

rmal de temperatura de los conejos en un 87 % de los casos es menor a 

6ºC, se consideró a este valor (0.6º) como indicativo de la presencia de 

r6qenos en una solución después de su inyección). 

Para los animales que fueron utilizados en la inyección de solu -

ón salina libre de pirogénos se siguió la prueba en forma idéntica. Los 

sultados que se reportan en la tabla mostraron que la inyección del flui-

' por si misma no fué responsable de la reacción febri 1. Además, en 

92 % de las 1017 observaciones el increl'lento máxinP de temperatura fué 

nora 0.6ºC lo cual sirvió cano soporte a 1 límite arbitrario establecí -

> r.ue diferenciara a una resnuesta nositiva de una negativa; (en un 78 % 
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de lils observaciones el m<fxitro incremento de temperaturil íue menor il 0.4ºC) 

observando con estoque existid' aproximadamente un 8 % de probabilidad de 

ob t encr falsos positivos, se recomendó e 1 uso de un número suf i cien te de 

animales no menor a 5. 

De la evaluación de datos obtenidos en los 2 días de control se 

concluyó oue por no existir 9randes variaciones que fuesen sicinificativas, 

con un día de control era suficiente. Del mismo modo la determinación de 

dos tempera turas para obtener la temperatura inicial no arrojó resulta-

dos que justi ricasen dicha medida, por lo tanto se recomend6 el tomar una 

sola temperatura el día de la prueba y considerarla como basal. 

De la informuci6n y conclusiones obtenidas del estudio se deli­

neó la ¡:rueba oficial de pirógenos aue apareció en la U.S.P. XII, pero aún 

quedaban al9unos puntos a estudiar parn mejorar la prueba, como eran deter 

minar la menor concentración de 11ird'1nos oue nodían dar una respuesta po­

sitiva, la determinación de la sensibilidad de los an.imales de prueba com-­

parados con el humano, determinar el nerfodo de descanso de Jos animales 

entre dos pruebas, etc. 

Una vez delineado la prueba no ha sufrido grandes modificaciones 

a través del tiempo, observando la información del estudio colaborativo y 

la actual prueba de pirógcnos de la U.S.P. XXI se puede riercatar r¡ue perma­

nece practicamente invariable: sin embarqo las diferentes farmacopeas no 

tienen establecido un protocolo igual a sequir en su prueba, existiendo di­

ferentes variaciones en su desarrollo condiciones de trabajo e interpreta -

ci6n de resultados. 
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ornparacicln de las diferentes técnicas Farmacopeicas: 

Esta comparación se realiza entre la farmacopea Macional de los 

ados Unidos Mexicanos (F.N.E.U.M.) 4a, Ed.; United States Pharmacopoeia 

S.P) XX Ed.: BritishPhar';:iacopoeia (B.P.) 1980; Pharmacopeé Francaise 

F.) 1975 European Pharmacopoeia(E.P.) 1971 y Pharmacopca Helvética 1 

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 las 3 farma -

ea s. 

En la si qui ente tabla se muestran las características principa -

de las técnicas y condiciones señaladas en cada farmacopea, observando 

así sus nrincipales diferencias y puntos comunes: son los nue se muestran 

la tabla No. 3. 
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_Estudios public;idos de la respuesta febril a diferentes concentraciones 

de endotoxi nas. 

Se han realizado estudios para dise~ar una prueba cuantitativa en 

conejos con la respuesta febril, asr como también rara determinar la sensi­

bilidad de las colonias de conejos a di rercntes endotoxinas, con la finali­

dad de evaluar la prueba y tener un mayor mar,gen de ser¡uridad en los resul-

ta dos. 

Un estudio real izado en 1948 (17) describe un método cuantitativo 

nara determin;ición de nir6nenos, basado en la rcl¡¡ci6n directa del lom1rit­

mo de la dosis piro9énica v el proricdio del incremento de tel'lneratura rna'xi­

ma íllcanzada después de la inyección en los conejos. 

Par;¡ los prorósi tos de lil prueba, se establece "una un iclad 

piroqénica, como la niroaenicidarl nrcsente en 0.1 m.9 de un cst5ndar ni ro -

CTC'nico seco _ este estándar fue nr·eriar;ido a Dilrtir de una vacuna de Pseudo­

monas _ tal unidad rué cscor¡id<i <isí debido iJ r]l1e la inyección intravenosa 

de dicha cantidad de ~líltcrial por Kq de peso, produce unu rcsnuestu nrome­

dio en incremento de temperaturas de 1 .ú"C ror concio; nilra nar.Jntiz<Jr es -

ta res11L1est¡¡ se nrocedi6 peri6dinrncnte a nrnb<Jr J,1 coloniil de conejos y 

aauellos animales aue repetidamente rnani•cstílron rcsn11estas menores¡¡ 

0.6ºC y mayores a l .?°Ca una unidad pir0r¡énic,1 fw•ron retir·ados de l,1 co -

lon ia. 

La relacién linr.11 obtenida esoeri111cntaln1cnte nor l,1 curva dosi~ 

-esoucs t.1 f11c: y = 1. 00 + O. 78 X ; en donde: 

y = Máx irno i ncrcmi:nto prnP1cdio en <c. 
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1.00 = a, máximo incremento promedio en ºC. 

Para la unidad pi roqi;ni ca por Kq. (esto es cuando X = O). 

O. 78 = b, pendiente de la curva (esto es un incremento de 0.78ºC 

en la respuesta por aumento de 10 veces la dosis piroqénica). 

X= Lag de la dosis por Kg en unidades piroqénicas. 

El valor de 0.78 de la pendiente de la recta fué obtenido de 3 de 

5 experimentos en los r¡ue se comoaró animales de diferentes pesos y di fe-

rentes sensibilidades, siendo válido para conejos de alrededor de 2 Kc:¡., 

teniendo teriperaturas de control abajo de 39ºC y con la sensibi 1 idad de 

.ioroximadarnente lºC a una unidad piroc¡<!nica. 

Entre otras caracteristicas se observe!' una relación inversa en 

tre el oeso cornoral y la temperatura de control. Fiq. No. 2. 

736 pruebas 
" JJ 1076 pruebas 39.5 
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lrJ 1187 " ti L .., 
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38.5 .., 
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]Ir 
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lll 
a. 
E 
lll 
f-

2 3 4 

Peso corpora 1 en Kg. 

F ig. No. 2 
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Dicha relación aparentemente termina cuando el peso oscila entre 

2 a 4 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 precisión de este ensayo es relativamente baja comparada a 

otros ensayos bio16gicos, sin embarno, una manera directa de incrementar 

la precisicm del ensayo es aumentar el núnero de animales de prueba; ya 

que el error estándar de la pirogenicidad es inversamente proporcional a 

la raíz cuadrada de el núnero de animales usado en el ensayo. 

% E.S.= 
S X 230.3 

b X Jtr 

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

cene jos es aproximadamente de un 60 % y 84. 35;~ para 3 conejos. 

En estudios realizados para conocer diferentes substancias oiro -

génicas, determinando su potencia y la sensibi 1 idad de los conejos a éstas, 

se prepararon pruebas con extractos derivados de Aerobacter aero9enes y 

Kleibsiella pneumoniae entre otros. 

Para Aerobacter aeroqenes se comprobó una mayor potencia comoar~ 

do con Pscudomona aeru~inosa, de alrededor de 20 veces la concentración en 

mcg/ml para obtener la respuesta pirogE:!n ica (O. 7°C) v 100 veces mayor esta 

bil idad t6rmica (en mq/ml) despuE:!s de 40 minutos a 120ºC, determinada por-

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

Para Kleibsiclla nneurnoniac (i\TCC 12833) se determinó (19) la do 

;is a la cual produce la respuesta piroge!nica (0.6ºC scqún U.S.P.) v J;i 
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esto realizado en grupos de ocho conejos y llevado a cabo en 12 lab~ 

ios; la dosis con la cual se produjo la respuesta rirogl!nica fue' de 

/Kr¡, (obtenido de la curva) Fiq. No. 3 quecomrarado con Aerobacter 

-nes ( ~IOmcg/ml,(18) es aún más reactiva oue ésta. De !~misma mane­

DE50 fue de 0.5 ng/Kg (obtenido de la curva) Fig. No. 4; reoortando 

:or de acuerdo a la U.S.P. la DE
50 

de 1,0 ng/K9. 

CURVA DOSIS RESPUESTA PARA EXTRACTO DE Kleibsiel la pneumoniae 
(ATCC 12 833) 
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CURVA DOSIS RESPUESTA PARA EXTRACTO DE 8e.robac ter aerogenes 
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- Sensibi 1 idad: 

La prueba de pir6genos en conejo, (actualmente) tiene como una 

buse la presunci6n de que la dosis umbral de la endotoxina, para provocar-

una reacción pirogenica es igual en el hombre que en el conejo. No exis-

te evidencia de la capacidad de la prueba con los conejos para establecer 

niveles umbrales en reacciones piro!lenicas debidas a nart(culas en general o 

de naturaleza química. (27) 

La sensibilidad de los conejos a diferentes endotoxinas purific~ 

d.1s ha sido determinada: la inyección intravenosa de endotoxina de E, col i 

a cuatro diferentes dosis en un rango de 0.005 a 0.04 mcr¡/kq reportó los 

sigs. resultados. (8): 

Dosis Respuesta Pi ro 9eni ca 

rn c g/Kq 0.5ºC o más 

0.005 
1/5 

0.01 
2/5 

0.02 
4/5 

0.04 
5/5 

Tabla No. 4 

Se calculó la dosis piroqenica 50 (DP
50

), la cual fu~ de 0.011 

(0.006 _ 0,02) mcg/Kg. 

Similarmente se trabajó con Kleibsiella _!E a 4 diferentes dosis, con 

un run90 de 0.6 a 4.8 pg/Kq obteniendo los sigs. resultados. (8), 



32 

Dosis flCJ/Kri. Resouesta ¡iiroqénica 

-----------·--·. Q'.5.ºf.__g_~~~-:... __ _ 
0.5 0/3 

1.2 1/3 

2.4 1/3 

4.8 3/3 

Tabla No. 5 

. . . 
La DP50 fue de 2.1 (0.7_ 6.6) pg';Kg¡•d.e"_lo;cual se observa oue 

a endotoxina de Kleibsiel'a es aproximadame,nte 5 vecres más potente ~u~ la 

e E. coli en su inducción febril (8) 

Otros reportes de diferentes autoresmuestran los si.guientes resulta 

os e:~ or
50 

en ng/Kg. 

Enc'iJ toxina Mi 11 s l2?) Casto~lCJ) Rudbac~ 27)van Noord~1ij~ZO) 

E. co 1 i. 

K. pneumon i ae 

s. typhimur i um 

S. en t ir i ti di s 

S. ilbortus eoui 

S. f lexner i 

s. marcescens 

s rn i nneso ta 

0.55 

3.5 

0.74 

1 6 

1 .35 

0.9 

1. 4 

1. 4 

1 ·º 
o.86 0.5 

5.0 

Tabla No. 6 

Tres estudios con endotoxina nurificada r!erivada de E. coli, in 

lican nue la Dp 50 es arrox. de 1 37 a 2.2 na/Kci. Tabln No. 7). 

1 



Endotoxina 

055: 85 

127: 88 

EC 2 

DP 
50 

ng/kg, 

1. 57 

2.2 

1,37 

Intervalo de conl-"ianza 

0.98 o mayor (21) 

1.06_ 2.42 (27) 

1,04 - 1.79 (22) 

Tabla No. 7 
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La en do toxina de E. co 1 i E r. - 2 es la endo toxina estándar de re-

ncia utilizada para la USP XX su actividad rirogE!nica en conejos se 
1 

rva en la f iguru tlo. 5 , (22). 
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Lil endotoxina EC_5 es la nueva endotoxina oficial que substituye a 

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

La relacion entre la respuesta febril en conejo comparada con el 

re ha sido estudiada
1 

obteniendo una equivalencia en base a la dosis 

vq de neso a niveles de inducción de la respuesta febril, sin embargo, 

-orme la dosis es incrementada el hombre resoonde más vigorosamente que 

conejos (7) (8). 

El estudio fue real izado con diferentes endotoxinas, obteniendose 

7nformación que se muestra en la tabla No. 8. 

Endotoxina (en ng/Kg) 
1re1 sman 

Hombre Conejo Conejo 
--------·-----···--·-··--·-· ···--·--···-··------·-·----·--------····-···-····· ··-···-··--

Pseudononas sp 

E. col i 

Sa 1. tyohosa 

Sa l . a bor t us eq u i 

50_ 70 

1 ·º 
1-1 . 4 

50_ 70 

1.0 

0.1_ l ,4 5.0 50.0 

2.0 5.0 

Tabla No. 8 



REACTIVIDAD A ENDOTOXINAS BACTERIANAS 

~· typhos2.. 

Conejo l:ombrc 

2 0.1 o.J11 
J ng/ g 
o 
2 

o 
3 
2 
1 
o 

3 
2 

E.col i 

Conejo 

o .1 
n<]/ 

1 .o 

Pseudomonas 

Hombre Conejo Hombre 

10 14 
<g ng/ g 

50 -70 

1 2 3 4 23456 1234 123456 1234 123456 

~:oras 

Fi g. No. 6 
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Con la información anterior se puede observar porque todo esfu<;E 

rior hacer la prueba en conejo de manera cuantitativa ha fracasado, nara 

pósitos pricticos los 1 ipopol isa lar idos de los Gram (-) son infinitamen 

heterogéneos (Si bien un producto ouede contener predominantemente un 

anismo) v el reciuerimcnto orimario de un bioensayo conrnarativo no 

de ser llevado a cabo. Además losmicroorganismosmos Gram (-}son habi 

tes normales de los intestinos de los animales, y por toda su vida los 

ejos están continuamente expuestos a el los, oor in')estión, inhalación y 

ravés de la piel; por lo tanto dependiendo de la exposición previa se 

de modificar la respuesta a la endotoxina nor estar inmunizado a una va 

·dad indeterminada de bacterias Gram (-} (23). 

Finalmente se tenía la idea de aue la resouesta febri 1, era de~ 
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diente de la concentración de piró~eno en la. solución por ml. y no de la 

tidadtotal de pir6qeno inyectado por Kg. de peso; se demostró lo contrj 

inyectando 2 ne¡ de endotoxina de E, coli. (Difco, 0127:88) por Kq de 

ocn diferentes volúmenes obteniendo la información (22) de la tabla No . 

. ··---------··----­---·--·--·---- ---·--· ~---·---···----··· ---------·---·-·-·· .. -------··. 

Respuesta de conejos a dosis constante de endotoxina en 

Dosis 

2 ng de endotoxina 
por l<q de peso en 
1 mi de solución. 

2 n9 de endotoxina 
por Kq de peso en 5 
m 1 de so 1 uc i ón. 

2 ng de endotoxina 
nor K9 de peso en 
10 mi de solución 

diferentes volúnenes. 

Incremento de tempera tura (ºC) 

o.o-o. 7-0. 7-0. 2-1.0 

1.1-0.6-0.3-0.4-1 .o 

1 .2-o.7~0.9-0.4-0.9 

o.4-0.5-0.4-0.0.0.2 

0.9-0.1-0.5-0.2-0.6 

1. 0-0. 5-0. 6-1 . 1-o.4 

Ventajas, desventajas y 1 imitaciones. 

Promedio (ºC) 

0.60 

0.56 

0.59 

Tabla No. 9 

Por alrededor de 30 años, la prueba para determinación de oiró~~ 

sen conejo ha sido el único procedimiento diqno de confianza descrito 

todos los métodos internacionales. En general ha funcionado bien. Sin 

bilr90 en adici6n a lo elaborado, alto costo y dificultad en ejecución, 

orueba en conejos sufre de la variabilidad qu<;_es característica en to -

s los sistemas biol6qicos. (24) 

Todas las pruebas oficiales oara nir6genos en conejo utilizan un 
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nivel seleccionado arbitrariamente de resruesta febril como punto de refe_ 

rencia para aceptar o rechazar el material de prueba. En este punto de re­

ferencia, se puede esnerar que la mitad de las soluciones marginalmente pL_ 

roqénicas puedan pasar la prueba. A continuaci6n se muestra la tabla 

No. 10 con resultados que indican ~ue hay una relación entre dosis y res-

puesta a endotoxina, sin embargo, la desviación estándar y coeficiente de 

variación sugieren una variación grandecnla-respuestade los conejos relat!_ 

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

bajo consideración. 

Resultados en pruebas con ocho conejos invectando sol uci ónsa 1 i na con 

endotoxina E, col i 055:85 

USP 

E. col i Volumen Incremento lncremnto Desviación Coeficinte 
Concentraci6n invectado tota 1 de Tempera tu raE s tanda r de 
de en do toxina de solución temoera tura medio Variación 

(nc¡/m 1) (mi /kg) (ºe ) ( ºC) (ºC ) (%) 

3. 125 1,0 7. 80 o .975 0.246 25.2 

1 ,56 1,0 4. 75 0.594 0.218 36. 7 

1,00 1, o 3,70 
0,462 0.158 34. 2 

0.78 1,0 1 , 40 º· 144 0.208 144. 4 

0.39 1,0 1,00 0.088 o. 187 212.5 

0.195 1,0 1,20 o. 150 0.065 43.3 

Tabla No. 10. 

En la tabla No. 11 se muestran los resulta dos de 7 pruebas con 8 

onejos seqún la U.S.P. que no pasan la prueba siguiendo el criterio de Ja 
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1 os incrementos de temperatura, encontrandose estos resulta dos 

punto mar9inal para aceptar o rechazar el material de prueba(24). 

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 
A 

.2S 

.3S 

.3S 

,40 

.4S 

.SS 

.6S 

.70 

3. 70 

o. 46 

B 

.3S 

.3S 

.40 

.40 

.4S 

.so 

.6S 

.70 

3.80 

0.48 

e 

.20 

.20 

.30 

40 

.60 

,60 

1, 10 

1. 1 S 

11. SS 

O.S7 

PRUEBA 

D 

.40 

.40 

. 40 

.so 

. so 

.60 

.6S 

. 70 

4. 1 S 

O.S2 

E 

.30 

.30 

.so 

.SS 

.60 

.6S 

. 70 

.8S 

4.4S 

O.S6 

F 

. 3S 

.40 

.40 

.4S 

. so 

.so 

.ss 

.60 

3. 7S 

0.47 

G 

10 

.3S 

.40 

.ss 
:60 

.6S 

.as 

.90 

4.40 

O.SS 

Tabla No. 11 

Con esta información se puede construir la Tabl.:>No. 12 con las 

:onbinaciones de tres conejos, las cuales de haber sido probadas 

oco hubiesen pasado la prueba sin problema alquno; existen S6 posi-

b'naciones en los 8 conejos, lo cual sería el 100% de los casos. Se 

e-e cuando más pr6ximo est5 el valor de la suma de Jncrementos a 3.8ºC e 

-robabilidad de que pase el producto a probar. 



Porc iento de todas las posibles combinaciones de respuesta de los conejos, que aprobarían Ja prueba en 

grupos de 3. (56 posibilidades). 

Prueba Incremento Combinaciones de 3 conejos que pasan la prueba % 
total 

A 3.70ºC (1,2,3) (1,2,4) (1,2,5) (1,2,fi) (1,3,4) (1,3 ,5) (1,3,6) (2,3,4) (2,3,5) (2,3,6) 
( 2, 4 , 5) ( 2 , L¡ , 6) ( 3 , 4 , 5) (,3 , 4 , 6) ( 3 , 5 , 6) 26.78 

B 3.80ºC (1 ,2,3) (1 ,2,4) (1,2,5) (1 ,2 ,6) (1 ,3 ,4) (1,3 ,5) (1 ,3 ,6) (2 ,3 ,4) (2 ,3 ,5) (2,3 ,6) 
( 2 '4' 5) ( 2 '4 '6) (3 '4 '5) ( 3 '4 '6) (3 '5 '6 )( 4 '5' 6) 28 .57 

e 4.55ºC (1,2,3) (1,2,4) (1,3 ,4) (2,3,4) 7, 14 

D 4 .15 ºC (1,2,3,) (1,2,4) (1,2,5) (1,3,4) (l ,3 ,5) (2,3,4) (2,3,5) 12.50 

E 4.45ºC (1,2,3) (1 ,2,4) (1,3 ,4) (2,3 ,4) 7, 14 

F 3.75ºC (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) 30 .36 

G 4.40ºC (1,2,3) (1,2,4)(1,3,4) (2,3,4) 7, 14 

Tabla No, 12 

w 
\.!) 
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En estas mismas pruebas una dosis de endotoxina, aue incialmente 

paso la pruebél en ocho conejos, reinyectandola misma dosis en ocho CQ. 

jos diferentes, pero de la misma colonia, definitiv<Jmente pasó la pru.:_ 

(211). Diferentes referencias confirman que los conejos desarrollan to 

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

lverse refractarias despuE!s de inyecciones rl::'petidas de dosis menores 

las umbrales durante las pruebas rutinarias. (24) 

Recientemente se ha demostrado que los radio farmacos inyecta­

s intratecalmenteen el fluido cerebroes:'inal pueden producir reaccio-

s pirogénicas a dosis mucho más bajas que las detectables por los cone 

sal ser inyectadas intravenosamente (24); se90n otros investioadores 

endotoxina es al menos 1000 veces más tóxica intratecalmente que in­

avenosamente. (25) 

Otra f\jente reporta que una hormona, para el desarrollo humano 

ede no pasar la prueba a 5 mq/kq de conejo, pero a 0.5 m9/kg pasa sin 

ngún efecto adverso observado en niños, lCuál es la base o cri 

río para seleccionar la dosis adecuada?. (23) 

El protocolo oficial de prueba de piróqenos es inaplicable para 

aminar algunos farmacos, debido al efecto farmacolóqico que éstos 

aducen en los conejos. Por ejemplo: epinefrina, azul de metileno, an­

tericina B son inherentemente pirogénicos. El ión fosfato, libre de p.!_ 

génos, puede inducir una respuesta febri 1 cuando es inyectado en canti­

des suficientes. Inversamente, gluconado de calcio, alqunos sedativos, 

este'sicos, corticosteroides, derivados de fenotiazinas y f~rmacos anti 
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:icos pueden bajar la temperatura v enmascarar el potencial pirogén.!_ 

e la solución a probar (8)1 estos son solo alqunos ejemolos de far­

s con tales caractertsticas. 

la respuesta obtenida en una prueba depende de la hora a oue los 

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

O 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 próximo al punto de rechazo; por 

ual se recomienda que la hora de inyección es un factor r¡ue se debe 

r en cuenta. (23) 

Se ha demostrado que la respuesta febri 1 no es la misma en las 

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

ucen un aumento muy pequeAo en_! a respuesta térmica e 1 cua 1 no re cha -

un producto. En cambio, la misma cantidad dada en invierno, 

un aumento tan significativo que conduciría al rechazo del pro -

to. ( 3) 

Otro estudio confirmó que los materiales a probar que no oca si o -

on la respuesta febr i 1 en conejo 1 es extremadamente improbable oue 

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

o una reacción severa, se obtuvo también una reacción muy severa en co 

os. (23) 
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Se tiene noticia que por bloqueo del sistema Retículo Endote-

1 se puede incrementar la sensibilidad a los pirór¡enos, rero esto ou:. 

acarrear una serie de problemas con los animales si es utll izado de 

manera rutinaria, esto se ha aplicado en los casos de existir tole­

cia a los pirógenos . (23) 

La prueba para piróqenos descrita en la 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 (seq~n la B.P. 80 esto debe ser por 

emanas), pudiendo uti 1 izar hasta 8 conejos (12 se~ún B.P. 80). 

Diferentes investigadores hacen varias recomendaciones para obte 

mejores resultados, entre las cuales destacan: 

os conejos no deben colocarse en aparatos de contención durante las 

iciones de temperatura, para evitarles el enfriamiento debido a la 

ovilidad. (3) 

La inserción del termánetro mc1s allá del esfínter interno no es nrecL 

, debiendo ser al menos de 5.5 cm. ya ~ue cuanto mas profunda es mavor 

temperatura. (3) 

Tratándose de solución de cloruro de sodio, glucosa, etc., no es indis 

nsable calentarlas a 37..C, basta nue tengan la temperatura delmedio am 

ente. (3) (~20ºC) 

Es conveniente que se determine la sensibilidad a piró9enos de los co -

jos nuevos antes de ser utilizados por primera vez (3); se admite que 

ur.a colonia de relativa importancia es normal nue haya un 2% de cone -

s bipersensibles, 27% de hiposensibles y 71% normales,(3) 



El envejecimiento de los conejos puede ser causa de error, dando los 

más viejos en la colonia, valores más bajos que los nuevos,(3) 

Es difícil establecer que relación hay entre dosis y tolerancia. 
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Tanto dosis grandes como pequeñas 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 proqresiva durante los 7 

siguientes días¡ si se aplican más dosis, muchas veces se demora la re­

cuperación. 

El restablecimiento comienza al noveno día de la última inyección de 

pi ró9eno. 

Se afirma que el tiempo promedio de recuperación es de 21 dfas en los 

casos en que la variación fue qrande, hubo casos en los cuales se recu­

oeraron a los 14 d1as, y otro oue a los 21 dfas estaban lejos de recupe -

rarse. (3) 

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

tivos y/o más rápidos que el ensayo en conejos. (8) 
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C) Determinaci6n de endotoxinas por el m~todo de Llsado de Amebocitos de 

Limulus ( L.A.L. 

_Origen: En 1902 Loeb fué quien dió a conocer por primera vez la coagu­

lación intravenosa en el Limulus polyphemus. En 1956 Bang llevó a cabo 

un estudio profundo sobre una enfermedad del Limulus la cual final izaba 

con la coaqulación intravascular y la muerte de el animal. En 1964 Levin 

v Bang demostraron que la etioloqía de esta enfermedad era debida a una 

endotoxina. En 1968 Levin y Banq observaronque el lisado de células pre 

parado a partir de los amebocitos de Limulus polvphemus provenientes de 

1 a sanqre circulante podia formar un qel en presencia de JJequeiias can-

tidades de endotoxina (piróqcno);ellos utilizaron la prueba para detec-

tar endotoxemia clínica. En busca de una prueba rápida para piróqenos 

en medicamentos radioactivos, se comenzó en 1969 a estudiar las aplica-

ciones de esta prueba para parenterales, demostrando aue la prueba de Li 

mulus es más sensible que la del conejo y podía ser aplicada a probar 

medicamentos, si se cumplían determinadas condiciones.(25) 

Limulus polyphemus(el cangrejo herradura) se localiza en 1 uqa-

res específicos a lo largo de la costa este de norte América hasta Yuca-

tá n ; en a d i c i ó n dos pequeñas especies de Limulus estan estableci_ 

das en las a9uas suoerficiales de Asia, desde Japón a la India, inclu -

yendo Filipinas y Borneo (10)(3). Estos fósiles vivientes de 300 mi-

llenes de años, no son canqrejos, tienen relación con la familia de arác 

nidos de altamar. Los espedinenes de mayor tamaño se observan en las 

aquas costeras de los estados del Atlántico medio en los Estados Unidos 

de Norteamerica; las hembras son de mayor tamaño r¡ue los machos. (8) 
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eparaci6n del l.A.l. 

Los animales con los cuales se va a trabajar son colocados en agua 

peratura ambiente; posteriormente son estimulados de manera que expongan 

localizada entre los segmentos torácico y abdominal, para poder 

puncidn cardiaca se limpia el área de inserci6n de la aguja con 

1 o] 70! lo ''"'''de <oloc ''"' '' ce<ibe '" ce<ipleote, llbce, de eodo­

as los cuales contienen solucidn isotdnica de N-etilmaleimida que actua 

unanticoagulante, y solucidn amortiguadora de tris. (26) 

Limulus de 30 a 35 cm, da alrededor de 150 mi de sanqre (3) se 

mentan losamebocitosque son lasunicascélulassanquineas circulantes 

lavan "3 veces con la solución 1sot6nica de N-etilmaleimida (26), una 

realizada esta última operación se procede alisar las células, lo 

1 se puede ! levar a cabo por 3 métodos: ultrasonido, choque mecánico 

tex) o lisis osmótica¡ posteriormente, se liberan Jos restos celula -

por centrifugación removiendo el sobrenadante, el cual va a ser do_ 

icado en frascos viales para ser 1iofi1 izados y cerrados al vacio. 

lisado es sensible a el calor por lo cual se requeire de refrigerar de 

C o bien si está reconstituido a -lOºC por un mes como máximo. (10) 

canismo de Reacción: 

levin y Banq Fueron los orimeros en suqerir que la reacción de 

ificación del l.A.l. se iniciaba por un mecanismo enzimático, elcuaJ 

'mediado por la endotoxina. (27) 

En exámenes del qel formado por la reacción se descubrió una ma 
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triz de fibras muy finas de 50 a 100 nm de diámetro. Yin y otros inves-

tiQadores demostraron la especificidad de la endotoxina como activador 

de la enzima procoaqulante. Los principilles aspectos del mecanismo de 

gel ificación del L.A.L. han sido bien establecidos. (27) 

Se precisa de la presencia de 4 substancias para aue se lleve a 

cabo la reacción de coaqulación, éstas son: la enzima procoagulante, las 

++ ++ ++ proteínas coagulables, los cationes diva lentes Ca , Mn ,Mq y la endo-

toxina de bacterias Gramnegativas. La temperatura óptima y los rangos 

de pH para la reacción in vitro son respectivamente 36 a JBºC y 6 a 7.5. 

(27) 

El mecanismo de la reacción implica la activación dela enzima 

procoagulante por Ca++ y la endotoxina, tal como se muestra a continua-

ción en la figura 7. 

[
Enzima Procoa~ulante] + 

PM ~ 150 000 [E d t . J fEnzima Procoaqulantej 
+ no oxina~rctivida. (27) 

Fir¡. No. 7 

Esta enzima activada cataliza el desdoblamiento del coaqulógeno 

en subunidades de poi inéptidos, Fi9. No. 8 

[ 
Coar¡ul ógeno] 
PM ~21000 

Enzima Procoaqulante ~adenas peot idi cas] 
activada l A y B + 

HS HS HS HS 

e A/ e B 
N e 1 1 N e 1 1 N C--N 

,,,:,,,,,,,¡ B e 

Oxidaci6n de grupos 
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1 

Matriz proteínica del gel por e 1 
1 N ( /\) s 
1 en laces cruzados di sulfuro. (27) 

e l N 
(B) 1 

s 
1 
s Fi9. No. 8 
1 e (A) N 

La naturaleza qurmica del coagulógeno y de sus subunidades fué 

tudiada en el Tachypleus tridentatus, una especie de cangrejo en herrad~. 

encontrado en e 1 mar de Japón que tiene la misma respuest;¡ a la endo -

, ina oue el Limulus. En este estudio las subunidades de coa9ul6geno se 

>'ominan cadenas A, B, C, de las cuales las cadenas A y B están interco -

ctadas por enlaces di sulfuro formando el coágulo. La cadena e, 1 iberada-

la porción interior de la molécula madre, no se incorpora al coágulo. 

7) 

La secuencia de aminoácidos en las cadenas A, C y porción inlcal 

la B se muestra en la Fig, No. 9 

Se observa que la ruptura del coaguléQeno es en las uniones 
8 19 46 47 
g -Thr y Ar11 - GI i 1 éstns dos residuos de arginina son los únicos 

resentes o detectados en el coagulogeno y el ataque se reñl iza en la 

erminal COOH de la Arginina.(28) 



Secuencia de aminoacidos del péptldo C y cadenas A y B deriva-

el coagulógeno de Tachypleus, 

H- Ala - Asp - Tre - Asn - Ala - Pro - lleu - Cls - Leu - Cis - Asp -

- G 1 u - Pro - G 1 i _ Va 1 - Leu - G 1 i - Arg - OH 
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H - Tre - Gin - lleu - Val - Trc - Tre - Glu - 1 le - Lis - Asp - Lis -

- lleu - Glu - Lis - Ala - Val - Glu - Ala - Val - Ala - Gin - Glu - Ser 

- GI i • Val - Ser - GI i - Arg - OH 

H - Gly - Fen - Ser - 1 leu - Fen -----------------------Fen - OH 

¿ "';d""'" '°"'· 
F ig, No, 9 

La reacción de coagulación es deoendientc de la concentración de 

toxina y de 1 tiempo de Incubación; el tiempo necesario para formar el -

ulo se ill.cremcnta conforme disminuye la concentración de endotoxina y vice 

a (30). Tal como se muestra en la Fia. No. 10. 

0.1 

0.01 

0,001 E. col i 

Klebsiel la, 

1 o 20 30 40 50 60 70 80 90 
(minutos) 

Tiempo de gelaci6n 

Flg. llo. 10 
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Protocolo de prueba: 

Existen diferentes métodos para la determinación de endotoxinas 

por el m~todo de L.A.L. el más común por su sencillez v por no reouerir 

equino automático o sofisticado es el.de formación de un qel firmeen tubo 

de ensayo y lectura por inversión del tubo 180º sin perder su integridad. 

Todas las operaciones de muestreo y preparación de las muestras 

deben realizarse en condiciones asépticas utilizando material estéril li -

bre de endotoxi na. (27) 

El pH de la muestra a ser probada debe oscilar entre 6.0 a 7.5, 

en caso de no encontrarse dentro de éstos limites es necesario ajustarlo 

con tJaOH 0.1 N ó HCI 0.1 N estéril y libre de pir~enos (en ocasiones se 

re~uieren soluciones más concentradas de NaOH o HCI nara lograr el oH ade­

cuado sin di luir mucho la muestra). No es necesario ajustar el pH del 

a 9ua o so 1 u c iones sa 1 i nas. 

Es importante observar si en la formulación de la muestra a pro -

bar existe la presencia de aqentes quelantes, en caso positivo añadir so -

lución de CaCI para evitar inhibición de la reacción. (27) 
2 

Para someter un producto por primera vez a la nrueba del L.A.L. 

se reoueire determinar si es compatible con la prueba o produce inhibición 

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

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

za de la si9uiente manera: 

Es necesaria la preparación de controles positivos y negativos 

;:iara asegurar que la prueba se real izó de manera adecuada. (27) 
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Prepílrilción de los cont.rolL·s posilivos, se requiere utilizar enclo 

rara obtener una rc;1cción posi tiv.1 con el L./\.L. En México el re¡:¡c 

ivo ele L.A.L, comerciíll se conoce con el nombre de Pvro9ent y contiene en" 

otoxina lioriliz¡:¡da la cual se maneja de la siriuiente manera par;i obtener 

os conlroles oosi ti vos: Reconstituir .la endotoxina de E .. col i, af1adiendo 

séplicarnente 5.0 mi de aqua pnru.iíÍyeclnblcs U;S.P.(/\:P.I.) al vial oue . ' . ..,._, 

ontiene la enclotoxina, agit?r\f0.e~temeriterior apr.9i<iméld~meqtci 30 minutos, 
... · ·,¡·- .,.. 

mezclar en vo~tex a veloc.idacf'rii~:~imá'por lomeno·s's.;ninútós. Préoarar -... ,,. 
series de clilucionesunác()~:cl':A:P.l."ut.Llizudv .y 6t.rél<con la:muestra a 

: ._/::· '··, ·.·... -.. ; ;<', 

robar ser¡trn se ilustra en{igura .No;Il 
; - ' .. 

lia 1 con solución de Endotoxina 

( 500 mcri/m 1) 

j 6 diluciones 1a10 

ml sol, Entoxina + 9 mi diluente. 

Endntnxina (500 og/ml) 

j 
100 pq , , 1111 

50 
i 

P~1 / m 1 

i 
25 pq/ml 

¡ 
12.5 pq/ml 

l 
6,25 J1Q/nl 

~ 
1 

1 

J 

Una di 1 uci ón 1 a 5 

2 mi sol. endotox, + 8 ml diluente, 

Serie de 4 diluciones 
1 a 2 

de la soluci6n inmediata anterior. 

5 m 1 so 1 Endo t, + 5 111 I di 1 uen te 

El diluente es aqua o muestra 
a probar 

Figura No. 11. 
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El uso de la solución de 50 p~/ml como control positivo en futu -

ras pruebas una vez determinad¿¡ J;¡ canpat ibi 1 idad del producto asequrará J¿¡ 

potencia del rroducto en el momento de la prueba. La serie de diluciones 

debe DrCJ1'1rarse el día que se va a efectuar la prueba, va que la endotoxi -

na en solución diluidu no es muy estable, la solución de entoxinu de 500 

'TIC11/ml se puede quardar en refririeración ror 4 semanas de 1 a SºC qaranti -

zando su eficacL:i. 

Los controles ner¡utivos son el nqua y la muestra a tratar direc_ 

++ tamente, sin .idición de cndotoxiníl v con ajuste de pH o udición de Ca si 

fuese neccsar i o. 

Um VPZ 1•rcp.11-,irl.1; la~ rli luciones se vierten las concentraciones 

de 100,50, 25, 12.S y 6.25 nq/,,1' ror duplic;¡rJo t>n tubos de ensaye de 10 x 

75 rn m rotuluclns, L'fl c,1nt id,1rlcs rlc O, I mi y se tapan per fectumente. 

Reconstitución dL•I re.:ictivo L.A.L.- Reconstituir el liofilizado 

de L.A.L. ill"iildicndu 1.2 llli ele ugu.:i pilra inyeclubles U.S.P. al frusco viul de 

10 pruebus, ó bien 5.2 1111 paru l,1 prcscnlución dr> 50 pruebas. Agitar suavemen-

te 30 segundos cuidando de no hacer espu111íl 

Una vez reconstituido el 1 isrido pirietcar cantidades de 0.1 ml en 

los tubos de ensayo oue contienen las muestras preparadas 'l 'os controle~. 

Dejar incubar cada tubn sin vibración o ar¡itación nor 60 minutos 

:!: un minuto, posteriormente Silrcir ca<fa tubo cuidadosamente e invertirlo 

suavemente. Anotar los resultados. (27) 

Un resultado posi~ivo se rlcfine co1110 un gel firme que mantiene 
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inteqridad al ser invertido 180º. (27) 

ificado con él agua sanetida a prueba. Si la muestra del producto, Ji-

en una hora de incubaci6n a la conc, de 12.S p9/ml, lo cual deberé!' ser 

El reactivo comercial esta calibrado a dar una resouesta positi-

endotoxina es neqativa y las respuestas positivas (puntos finales) de 

stra está contaminada con endotoxina. Si la muestra del producto 1 ibre-

es v.11 ida y hay que repetirla con un oroducto no pirooénico, ya que la 

de endotoxina (control neqativo), da un resultado positivo, la prueba 

dos series son iguales o se diferencian por no más de una dilución de 

el producto se considera compatible, (27) un ejemplo se muestra en 
tabla No. 13. 

Resulta dos ---c. Endotoxina 

~~~: -1 
Muestra Problema (A) (B) (C) (O) (E) 100 f)(¡/m 1 

+ + + + + + + + + + 50 
+ + + + + + + + + + + + 25 
+ + + + 

++ + + + + 12.S 
+ + 

6. 25 
+ + + + + + 

+- + + + + 3. 12 

+-

Resultado Positivo 

Resultado Negativo 
Tabla No. 13 

Prnducto compatible. 

Pr11ducto nn cnnpatiblc (inhibe). 

PrrirJuc to cornria ti b 1 e. 
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(D) Es conveniente realizar una dilución más y probar; si en la sig. di-

lución no existe reacción el riroducto es compatible, 

(E) Producto no compatible, (Activa) 

Es importante el no dejar incubando por un nerfodo mayor o menor 

los tubos de reaccic5n, ya que a nienor tiempo de incubación no se detectan 

las Concentraciones límite, obteniendo Falsos negativos; a riayor tiempo de 

incubaci6n se obtienen resultados positivos con concentraciones menores a 

las esperadils oriqinalmente observando falsos positivos, (30) 

Para inyectables de bajo volumen"tle anlicacic5n no es conveniente 

analiz¡¡rJos directamente, ya que por la alta sensibilidad del método se 

recl-1az¡¡ríanproductos los cua 1 es estar ian lejos de nroduc ir una respuesta 

nirogénicu ill ser inyectadoscn el humano, para evitar este nroblema se re .. 

crmienda diluir el producto con aqua pílra inyectables u.s.n., la cual se ha 

demostrado que no contiene concentraciones detectables de endotoxina ror 

el método de L.A.L.) (29), una dilución máxima se ¡:-uede realizur en función 

de la cantidad rnílxirna de endotoxin;¡ a anl icar por dosis rncfxima humana o 

en conejo y ror la sensib i 1 idad del reactivo de L.A. L. a uti 1 izar; esto 

se calcula de la siguiente manera: 

(1) Cálculo de 1.:i C:incentracic1n Mrnima Válida 

CMV = ).. 11 
-¡¿--

.X Sensibilidad del reactivo de L.A.L. en unidades de endotoxina 

( UE) por m 1 o bien i1 pr¡ /m 1 • 



M ~ Dusi s en conejo ó dosis 111cíxi1ruht111ani"J (dosis por K9 de peso) que 

111wdc ;.er ,·,d11iinistr¡¡da en un período de una hora: la que sea mayor 

de la~ do~. 

1\ S.OUE/Kq ó 1.0 ng/K9 (límite de la F.D.A.) (22),(31),(40). 

(1 UE = 0,2 119 endotoxim1 E •. col i EC-2). 

(!) 1,;lllllo de J¡¡ M<~xima Dilución lfálida (31)(29). 

1\IJV 0,,te11c ii"J del nroducto 
. CMV ... - -·-

~1ra medicamentos i"Jdministrados en forma de polvo o gri"Jnulado la 

111'l• 11tt'i,1 Sl~ c.•,,prl'Sil en mq o unidades por mi; para medici"lmentos adminis 

1 •.1./os t·n ba'"~ a vol11111en por KQ, lu potencia es i9ual a 1.0 mi/mi (31) 

1,·d111 i1·11do l.1~ cxprl!sioncs .:rntcriores a una sola Formula obtenemos: 

MDV e (conc. fármaco) X 5 UE/K!J (limite) 
}., (scnsibil id;d reactivolx M (Dosis Maxima/K_gJ 

El valor númcrico de la MD\f es el núnero de partes de A,P,J, que hay que 

íl~adir a una parte del problema, por ejem: 

Si e 50 m sfm l, 

M 15 mq/Kq. 

>-= 0.2 UE/ml. 

MDV e x I< 50 rng/ml ~-SUE/~9- _ 
"°IXt;( = 0 • 2 UI/ITTT x 15 m'.)7fg- 83 

Por lo tanto para este ejemplo se debe di Ju ir una parte del problema con 

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

Es conveniente para un medicamento de bajo volumen de aplicación 
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el diluirlo apliCilndo la MDV y nsi nrobar su compatibilidad, como se rnencio 

n<iba anteriormente¡ es necesario repetir la prueba de compatibilidad en 3 

lotes (se9t1nFD/\J;' (31jó5 lotes (senúnS.S./\. (No oficial en medicamentos)) 

haciendo de esta manera válida la aplicación de la prueba de L.A.L. para 

dicho medicamento. 

En Ja tabla No.14 se presentan los principales problemas en Ja deter 

minaci6n 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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COMP/\TIBILIDf\D DEL PRODUCTO- INTERPRETACION DE RESULTADOS 

Contro 1 Contro 1 Control 
/\c¡UiJ 

Po si t 

Ge 1 
firme 

r.el 
Fi rmc 

tia Gel 

No Gel 

M ucs tra 
Posit 

fiel 
Firme 

No Gel 

No Gel 

Anua 
Neqa t 

No Gel 

No Gel 

No Gel 

Ge 1 No Ge 1 
Firme 

Gel 
F i rrne 

Re su 1 ta do( s) 

Pruebas se9l1n 
esperado 

Acción Recomendada 

Proceder a ensayar 
las muestras. 

Prueba inhibi - Observe control 
da por la mues muestra rositiva a 
tra. los90y120 

1. Actividad 
del LAL des -
truída. 

2. Incorrecta 
rreparaci ón -
de la Endoto 
x ina. 

3.Aguautili 
zada para re­
constituir el 
L.A.L. está -

minutos, oaro esta 
blecer grado inhibí 
ci6n. 

1 ,Observar 90 v 120min 
para determinar gra 
do de efecto. -

2.Reoetir procedí -­
mief1to completo i·n -
clu,.endo preoaración 
v dilución de endoto 
xina. Si persiste rg 
sultado negativo so-
1 ici tar ayuda tScnica 

contaminada. 3.Des.~char reactivo 
Determinar ob L.A.L reconstituido. 
servando el - Utilizar agua esté -
reconstituido ril USP comercial oa 
si hay3ránulos ra todas las recons: 
o grumos. tituciones de LAL. 

1.Técnica in 1. Observar Control 
correcta. a9ua positivo durante 
Muestra cont9 ';)0 v 120 minutos. 
min¡¡da o incg 2. Reoetir técnica 
rrecta prepa - conJDleta. 
ración de la_ 3. Si oersiste resul 
endotoxina. tado neciativo contac 
2. tlo inhibí- tar oroveedor. 
ción. 

Contaminación Repetir técnica com 
del Control plcta con meticulo-:. 
aguiJ negativo. sidad en cuanto a -

asensia. 

T.:ib 1 a tia. 1 4 
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Otros rroblemas de inhibición (alnunos ya mencionados) tienen 3 

y sus soluciones son las si9uentes: 

Origen Solucf6n 
Afecta el LAL (Enzima) D i 1 u ir o Ajustar pH 

l'"ormac i ón de 1 qe 1 ror 
complejación del ca++ 

Uso de Agente dispersante 

Adición de CaC1 2 libre de cndotoxiJla, 

El agente disoersante es una substancia oue interaccion;i con la 

otoxina orientando la narte reactiva de la molElcula hacia el medio, evi -

do la formación de micelas, las cuales tienen en su interior la fracción 

(di ca, la cual posee la acción pirogénica, lo anterior se muestra en 

figura No, 12. Mi cela 
(Impedimento estérico) 

--.' ~/Ageote í"J r' ~ 
/~ ';'P"'""'° ).M ~ L. 

-
Endotoxina 

l Porción 
Lipídica. 

Porción pol isacárida 

l'"igura No. 12. 

Lo anterior es una forma de disgregar endotoxina, existen otras 

r IT9 s como son: 

Aqitación en vortex. 

Utilizando ultrasonido. 

Observar que la concentración de electro! itas sea baja (ya que precipi­

n la endotoxina). (29) 
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El método de la formación del riel firme (coáqulo) tiene corro des 

ve11ta_jJs el no ser cuantitativo (es semicuantitativo)¡ la lectura del gel 

es delicada¡ reouiere un tlemnorelativamente largo de incubación con res­

necto a otros ensayos enzimáticos¡ y la variación que existe de técni -

co a técnico. (29) 

Otros m~todos de deteccicm de endotoxinas rx>r LAL los cua 1 es 

se diferencian por distintos mecanismos de apreciación de la 

reacción positiva del L.A.L. son: a) Una prueba por tur_ 

bidimetria, el LAL al reaccionar conla endotoxina da como resultado un 

agregado de proteína el cual imparte turbidez al medio, este incremento 

de turbidez es determinado en un es11ectrofotórnctro a360 nm y su absor -

bancia comparada contra una curva estándar preparada previamente, tiene 

ca110 ventaja ser cuantitativo, existiendo menor variaci6n de resultados 

con respecto a la prueba ror fomiación del qel, es un rnagni rico método¡ 

sin embarqo, también requiere de un tiempo de incubación de 1 hora y tie -

ne al~o de variación de técnico a t~cnico. b) Otro método, centrifuga el 

producto de la reacción de LAL y endotoxinas1 al sedimento se le añade un 

reactivo nara nrotei nas, y se Ice a 1 espectrofotómetro; la venta ja es ser 

cuantitativo y no requerir observar un gel. Las desventajas son·: pasos 

adicionales, más tiempo, más instrumentos de trabajo, reactivos de vida 

corta, variabilidad de los resultados, (29) c) Un tercer método se basa 

en la propiedad de producir un color al producto de la reacción por la 

adici6n de un grupo crom6foro al reactivo, el cual es incoloro al estar 

sin reaccionar y arnari llo después de producirse la reacción; su ventaja 

es ser un método cuantitativo, automático, requiere 20 minutos de incub§!_ 
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un menor tiempo de procesamiento, se lee en equinos automáticos eléc 

os;su desventaja es el enuioo esnecializcido que se ~equlere, (14) (29) 

Se determinó lil sensibilidad del LAL a endotoxinas purificadas de 

y Klebsiella sp .. Fué observada la velocidad de gelación y el incre-

la viscocidad de mezclas de incubación para soluciones de 0.001 a 

de endotoxina de E. col i y 0.00025 a 1.0 rncg/rnl de endotoxina de 

iella sp., la endotoxinadeKlebsiella sp. fué más rápida que la de E. 

en producir gclación del LAL. (8) (tabla No. 15). 

ensibilidad de LAL a endotoxina de E. coli. 1 :<lebsiella. 

ce(traciyy de 
rncg/rn 

endotoxina Tie(P9 de gylaci6n 
rn 1 nu tos 

E. ca 1 i l<lebsiella 

.o 9 9 

.1 13 12 

.01 22 16 

.001 90 31 Tabla No. .0001 140 

La velocidad de oelación y/. el incremento en viscosidad fué pro­

onal a la concentraci6n de endotoxina (8), corroborando lo mencionado 

a página número 48, (observar la gráfica reportada en ésta pá-

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

1 firme a concentraciones pirog6niras DE
50 

(8). 

15 



En la tabla número 16 se muestra la sensibilidad actual 

el reactivo LAL después de una hora de incubación a 37ºC. 

Tabla No. 16 

Endotoxina 

E . co 1 i 

s . minnesota 

s. t~phimurium 

s . flexneri 

s . enteritidis 

s . marcescens 

K. pneumonia (ref. FDA) 

E . co 1 i (referencia 

propuesta FDA) 

Sensibilidad 
pg/ml 

25 

50 

50 

50 

1 o 

1 o 

1 40 

62 

( 2 7) 

60 
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Comparando la sensibilidad del LAL de esta tabla(0.02-0.14 

nri/ml) conlareportada en conejoslapáglna No. 32 (0.55-3.5 n:¡/ml/kq) 

se observa que el LAL es ¡¡l menos 10 veces más sensible que la orueba en co 

nejo. (27) 

La sensibilidad de la prueba de Limulus v la prueba en conejo no 

puede ser comparada d irectarnente, se requieren ciertas condiciones para 

que sea viílida lacomparación. La respuesta piroqénica en el coneio depen­

de de la cantidad de piróoeno inyectado 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 incubación y la concentración de endotoxina. Por consi -

guiente cuando se c9mpara la sensibilidad de ambas pruebas a una concentr~ 

ción determinada de endotoxina, el volumen en la prueba de conejo y el tie~ 

no en la prueba de 1 imu 1 u s deben de permanecer constan tes. E 1 vo 1 umen no 

es una variable en la prueba de limulus porque este es designado a un va -

lor constante, generalmente de 0,1 a 0.2 ml . (10) 

Las endotoxinas detoxificadas no nroducen 9elación con el L.A.L. 

(8) 

Ventajas, desventajas y 1 imitaciones. 

Una de las características de la prueba de L.A.L. es su especi"l._ 

ciclad por lo cual la reacción es activada solo por endotoxinas, Si bien 

las endotoxinas no son los únicos agentes piro9éniws, las endotoxinas son 

los oirónenos que preocupan a la industria farn1acéutica (12)(24)(27) en la 

'"abricación de inyectables; las otras fuentes de nirogenicidad (r:¡uimica o 

::o:irdculas) pueden ser controladas si9uiendo métodos de fabricación cuida_ 
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sos (BPM) (GMP'S); pero las endotoxinassondifíciles de eliminar porque 

la degradación por esterilización con vapor y no se eliminan tam­

los medios normales de filtración; lo más importante es 9ue la en 

toxina es ubicua por naturaleza, por lo aue todas las superficies y el 

ua no tratada deben considerarse en principio como piro9énicas. Las bac:_ 

rias Gramnegativas crecerán en las soluciones con un mínimo de nutrien -

s, tales como el aryua almacenada después de destilada y deionizada. Ge -

ralmente no es económico,y en ocasiones físicamente imposible,el remover:.. 

contaminación pirógenica una vez que se encuentran presente en la for -

laci6n. (27) 

La prueba de Limulus es altamente reproducible. Los puntos fina -

s fueron reproducidos en 49 de 50 pruebas in vitro que fueron repetidas 

a o más veces¡ los frascos viales conel lisado liofilizado comercial 

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

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

endotoxina en reacciones adversas que se presentaron posteriormente a 

administración de medicamentos enel fluido cefalorraquideo. Con fre -

uencia se presentó meninqitis aséptica en pacientes después de una invec-

$6n intratecal de radiotrazadores. En un período de 15 meses se obser -

ron 39 reacciones adversas asociadas a 
1
.3

1
1- IMSA ó "'In- DTPA, diez 

estras de lotes espectficos de éstos medicamentos implicados en 20 de 

tas reacciones fueron probadas con L .A. L., todas las muestras rea ce i o 

8'ron en forma fuertemente positiva. La prueba en conejo (menos sensible) 
rr· 
~e neqativa cuando se probó en base a dosis por peso corporal, sin embar -
~ 

~en dosis a niveles elevados se observó resouesta en conejos: estos da -

~··· ~f 
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1 ican que la causa de las reacciones fué debida a endotoxina que 

naba las soluciones, de lo riue se concluye que la prueba de L.A.L. 

magnfrica alternativa a la prueba oficial en conejos (25) para es -

icamentos de aplicaci6n intratecal por la menor sensibilidad de 

ejos. (10) 

Después de más de una d~cada de ap l i ca c i 6n de la prueba de L .A,L. 

indicador de piróqenos, 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 deTravenol Laboratories señala que: a) Los piró9enos 

ortancia en parenterales de 9ran volumen y utensi 1 ios1 son endotoxi -

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

un resultado neqativo en LAL y positivo en conejo; , c) Alqunas 

xinas pirogénicas detectables por LAL no fueron detectadas nor la 

en conejo; d) En al9unos casos, la oruebaoficial de la U.S.P. fa­

icialmente en la detección de oir&,enos, en alqunos casos más tarde 

nfirmada la presencia de oirógenos con conejos; pero siempre fué de­

a y confirmada oor la prueba de L.A.L, 

Se concluve aue es más conveniente la aplicacicm de la orueba de 

debido a la relativa insensibilidad de los conejos a la endotoxina) 

ativamente con el posible pero raramente observado caso de nirógenos 

gen diferente a endotoxinas (24). Este estudio corroboró que la 

ce LAL da una mar¡ntfica esoecifidad a endotoxinas con un¡¡ varia 

or-siderablemente menor aue en el sistema de animales; asi como t;im -
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se obtuvo un resultado favorable en la economra de tiempo y dinero. 

Los agentes para ciuimioteraria del c.1ncer son un tipo de medica -

os ciue presentan una alta incidencia de efectos adversos cuando la 

encia de pirógenos es sospechada. La prueba de L.A.L. para estos agen 

es necesaria debido a:~ Presentación de reacciones febriles posteri~ 

a su administracic:in, 2) existe la evidencia de potenciación entre los 

tes antitumor y las endotoxinas, Se citan como ejemplo de reacciones 

rsas a la terania con L-Asrara9inasa la aparición de fiebre, náusea, 

to, cambios hematológicos; estas reacciones son debidas en parte a con 

nación con endotoxina (10), Desde luego, el pirógeno es un contaminan 

snerado en L-Asparaqinasa porque esta enzima antileucémica es preoara_ 

fil r t i r de E . co 1 i o E n-1 i ni a s 0 • ( 1 o) 

Se reportaron datos de toxicidaden 300 pacientes que recibieron 

iba de 5 000 U.l./Kq de L-asparaqinasa diariamente por alqunas semanas. 

reacciones fueron atribuidas a lé! endotoxina, hioersensibi 1 idad, y a 

ctividad enzimática de la L·asparaginasa. En general, las resouestas 

i les en éstos pacientes tuvieron buena correlación con la resouesta en 

io cuando se anl ic6 una dosis inferior (nor se~uridad) por Kg de oeso 

oral, administrando 200)/o 1000 U.l./K9. sin embaroo la prueba de pi -

nos en conejo puede no ser la elección apropiada este medicamento de -

a que el conejo es una de li!s esrecies remarcadamente susceptible a 

r'fectos tóxicos. Los estudios iniciales con Limulus indicaron que 

entr<iCinnes de endotoxina de 10-100 n9 rior 1000 U.1. de enzima 

íl50ciad'ils a lctalidad en conejos (25). Las preparaciones comunes de 
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L .. asp.iraqinasa derivadas de E.coli o En·Jinia contienen 0.1 a 4 n9 de endot~ 

xinw por lOOJ U.1. cuantificadas por la rrueba de L.A.L., por lo tanto se 

a¡-ilicaron técnicas de purificacl6nmonitorcando por L.A.L., reduciendo los 

niveles de endotoxina a concentraciones sequras, con e5to las reacciones -

adversas disminuyeron. (10) 

La fuente de contaminación pirogénicade albOmina radioiodada fué 

rnstreada hasta detectarla en una resina intercambiadora de iones uti 1 iza -

da en la puri ficaci6n del radiofármaco. Util iz2ncbL.A. L. se determinaron 

niveles de micronramos de endotoxina nue rueron 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)1 pero estos se estan corri9iendo con adición de 

a9entes que evitan la inhibición del L.A.L. por sus diversos mecanismos. 

La limitación 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 contaminación no será detectada. 

Entre la contaminación oue produce una resruesta pirogénica node _ 

mos citar alqunos piróncnos ex69enos y su probable mecanismo de inducción 

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



f' rrdqeno Ex6qeno 

l\r¡entes lnfcctantes 
Virus (vivos) 

Bi:ictcr ias (vivas o 
muertas) 
Grarnposi t ivas 
Grarnneiia ti vos 

Honiios (vi voslmuer tos) 

Productos Bacterianos 
L i popo 1 isa c.1r idos 
Exotoxina estreptococal 
Entcrotoxina estafi lococal 
Protctnas de estafilocos 

Tuberculina; PPD 

Productos Fúnqicos 
Complc\o poi isílcárido 
Cr i ptococa 1 
Proteinas crirtococales 

l\9en tes no microbianos 
Sero al búnina humana 
Ccmpelejos solub~,s 
Gamaq 1obu1 i nu bovina 

'"Ben e ilpen i e i 1 i na G 

Esteroides Pirori~nicos 
Et i oca 1ano1 ona 
3 Beta androstano-
3-a 1fa-o1-17-ona. 
3-Beta-prennano-3-
1\I fa.ol-20~ona 

/\gentes Famacológicos 
Po 1 i 1ipo1 i C 
B 1 ean ic i na 

Col chic i na 

Adyuvantes sint6ticos 
Hurarnil dipeptido 

Ca ractcr rs ti ca s 
Fisicooufuiicas 

Recubrimiento oroterni 
co 
Acidos nucleicos 

Acidos teicoicos 
Peptldogl !canos 
Part i cu las 
Pept i do9 l i canos 
Li popo 1 i sacar idos 
Partículas 

Carbohidratos compl! 
jos 
Proteínas termo esta 
bles -
Part rculas 

Li pido A 
Poi ipéptido 
Po 1 i pép ti do 
Lábiles en medio alca 
1 ino, ~st:i!bles en me 
dio t;.~ido. 

Proteina 

Poi i sacárido 

Proteinas termoes~ 
bles 

Proteina 
Ag-Ac 1 Proteína 
Prote1na 
Anillo beta-lactámico 

Esteroide.C 18 
Esterolde C 18 

Esteroide C 21 

Poi inucleeltidos 
Po 1 i pép t i do 

A 1 ka loi de 

N·Aceti lmurami 1-
1- a lan i 1- d- i sog I u­
trnn i na. 

Pos i b 1 e me can i srno de 
inducción de oir6geno 
endelgeno. 

Anti qén i co 
Infección celular 

Tox 1cidad?;ant1 nl!n i co 
toxicidad? 
Fagocitosis 
toxicidad? 
toxidldad 
Fa9oci tosi s 

Toxicidad ?
1
ant i 9én i co 

Antlqénico. 
Fanoci tos is 

Toxicidad 
Toxicidad, anti qen i ca 
Toxicidad anti 9enica 
Antigénicas 

Anti9flnica 

Toxicidad antinenico 
1 

Ant igén i ca 

66 

Mediado por anti cuerno 
Consumo de comnlemento 
Mediado nor 1 infocito 
Hediacb por ¡¡nt i cuerpo 

7 
7, 1nhibic1 6n de 1 a 

D.N.A. transferasa. 
?1 prevención de la for­

macieln de microtubulos. 

? Toxicidad 
') 

(35) 

Tab 1 il Jlo. 17 
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Sin embargo, algunos investigadores han reportado substancias que 

dar una respuesta positiva en la prueba de L.A.L. bajo determinadas 

(12), destacan los Peptido'Jlicanos, exotoxinas de estrepto -

s, tranbina, rolinucleotidos, ácidos lipoteicoicosy dextranas sintéti-

: sin ernbarg:¡, en estos ejemplos es qeneral que para obtener la respues -

nositiva se requiere una alta concentración de la substancia comparada 

cantidad de endotoxina aue detecta el reactivo. Los resultados oubli-

s son los de la tabla No. 18. 

stancia 

p ti dog l ica nos 

r>unto final de 
la endotox ina 

reptococos 9rupo A 0.0005 mcq/ml 

afi loco aureus 0.0005 mcq/ml 

afi lococo epidermidis 0,0005 mcq/ml 

tox in,, estreptococa 1 0.001 meo/mi 

rentotocal A 0.001 mcg/ml 

mbi na 

rnbop las ti na 

A: Po 1 i U 

1: Poi i C 

B 

e 

dos L ioote icoicos 

.T. intracelular 

T extracelular 

. ; . oared deaci lada 

tr3nas sintéticas 

tr3n fosfato 

lmitoil Dextran 

;fa ~o 

0.001 mcq/ml 

0,001 mcq/ml 

0.01 mcq/ml 

0.01 mcq/ml 

O 01 mco/m l 

0,01 mcq/ml 

0.000065 mcq/ml 

0.000065 mcg/ml 

0.000065 mcg/ml 

O. 000065 me /m 1 

6.3 mcg /0.1 mi 

6. 3 m Cf! /O . 1m1 

6.2 mcq /O. lml 

Punto fina 1 de 
la substancia 

400 mcq/ml 

75 mco/ml 

200 mcq/ml 

100 mea/mi 

100 meo/mi 

100 meo/mi 

100 mcq/ml 

10 unid/mi 

10 unid ./ml 

1000 mcq/ml 

1 mcq/ml 

0.05 mcg/ml 

0.10 mcg/ml 

5.Omco/m1 

100 mc0/0 .1 m l 

100 mcg/O.lml 

100 mcg/0.1 mi 

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

probadas en conejos obteniendose respuestas piro9énicas en los mismos. (12) 

Tabla 19. 

Substancias que causan reaccion positiva en L.A.L. y/o Conejos. 

Substancia Reacción L.A.L. Inducción Febril 

Poi i 1zro1 i e + + 

Tranbina + + 

Tromboplastina + + 

Pept i doc¡ 1 i cano + + 

Ex o toxinas es tre ptococa 1 es + + 

Dextranas sinteticas + + 

Acidos Lipoteicoicos + H 

Acidos te i coi co s N + 

N = No probados. ( 12) 

Tabla No. 19 

Fallas técnicas mils frecuentes y su solución. 

Es necesario seguir exactamente el protocolo señalado para la pru! 

ba, ya que al incurrir en determinadas fallas técnicas éstas se tornarán en 

en un resultado falso negativo o falso positivo. 

- Las fallas tecnicas mé!s comunes y su solución son las sinuien 

tes: 

Resultadns falsos nenativos .- ~Jo hay ncl donde se csrieraba encon 

t ra r 1 o: 
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srcrsi6n de la cndotoxina, 

Las cndotoxinas uti 1 izadas cano controles positivos son altamen­

ri ricadas v su cornportamiento en soluciones acuosas es característico 

subst<rncias con una porción hidrofilica_y_otra lipofílica por lo cual 

en aarilutinarse (formando micel.;is), al realizar diluciones de endoto-

(riara obtener las conc. deseadas en los controles positivos) debe 

scnurarnos que al tomar las muestras, la endotoxina se encuentre bien 

rsad¡¡Jesto se lo9ra con una ar¡itación viqorosa o por adición de arien 

isnersantes, /'demás es conveniente no realizar diluciones mayores de 

O riara q¡¡rant izar oue la concentración de endotoxina s2a la adecuada en 

ubsecucntcs di luciones, asi' como también es necesario anegarse estri~. 

te a los tiempos de aqitaci6n indicados en los protocolos de los pr~ 

s comerci¡¡les. 

ecisión del pineteo. 

Aunque la prueba de L.A.L. es semicuantitativa ( er el caso de 

·irme), es conveniente el uso de piretas y matraces volumétricos, pa­

n esto disminuir las fuentes de error ya aue el método es bastante 

ible a pequeiias cantidades de endotoxina y si el pipett•o no es el ade­

) o no estan bien riraduadas las riretas va a reoercut ir en variaciones 

, 1 n unto f i na 1 • 

cubación, 

La tcn1peratura de incubación es de 37°C, el equino utilizado pa 

ste fin no debe fluctuar más al la de:!: lºC por el período de 1 hora 

dura l .i prueba, La temperatura de 3 ?°C debe tener 1 a en e 1 interior 

tubo el material lrquido, esto se verifica introduciendo en la qra 
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la un tubo de las mismas dimensiones con un terrn6rn'etro y agua a cubrir 

bulbo Clnicarnente, verificando si las condiciones antes señaladas se cum 

·n; es conveniente en baños maria el uso de qradi l'las con el fondo perfo-

º· 

Durante su formación el gel es bastante fráqil y puede ser roto 

eversiblemente nor golne rne<;¿nico o vibración, por lo cual no deben uti 

arse equipos de agua circulante o colocarse en lugares donde exista vi­

cidn. 

Técnica de lectura 

Es necesario observar cuidadosamente la t~cnica de lectura, se 

sidera corno resultado positivo aquel qel que mantiene su integridad 

invertirlo 180°,.al leer no se debe parar a los 45ºó90º y la persona 

argada de leer no debe tener un pul so alterado (ternbloraso), ya que 

o puede ocasionar la ruptura de un gel característico de una respuesta 

itiva, se requiere tener cuidado al tornar los tubos de no qolnear a 

adyacentes. 

Al a;;adir el reactivo L.A.L. al producto a probar se debe aqitar 

ta hornoqenizar la solución, ya C]Ue de no ser asi' se puede formar un 5el 

me solocn la parte inferior de la soluci6n. 

Cuidados a los reactivos de L.A.L. 

El reactivo 1iofi1 izado es muy estable si se mantiene en refri­

aci6n y sin exposición a la luz entre 1-5°C. Al reconstl tuirse su mane 

y almacenaje debe ser similar al de cualquier producto biolásJico fr/ -
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El a9ua de reconsti tució'n del reactivo no debe contener .'!gentes 

bacteriostéfticos yª que oodrían inhibir la futura reacción; debe tener ca­

racterfsticas de esterilidad v apirogenicidad¡ la prueba oficial en conejo 

no es criterio suficiente para aceptar el uso del agua en la prueba de 

L.A.L., el uso de a'Jua contaminada con endotoxina puede dar resultados fa.!_ 

sos positivos o negativos; en caso de contaminación bacteriana, puede aunen 

tar la concentración de la endotoxina en el control positivo o modif·icar 

el punto fina l, 

El material de trabajo debe estar perfectamente limpio y libre 

de endotoxina, utilizando además una técnica aséptica de manejo. 

El lisado reconstituido se mantiene estable por una hora a temp:_ 

ratura ambiente, un dta a 5ºC ó 4 semanas a-lOºC (sólidamente congelados). 

No se debe incubar previamente el l isado en los tubos antes de la prueba 

ya oue puede causar pérdida en sensibilidad. 

La endotoxina de E. col i reconstituida no debe de congelarse, s~ 

lo almacenarse de 1 a 5ºC , una solución de 500 mcg/ml puede conservarse 

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

Alaunos tipos de plástico han mostrado tener afinidad a las end~ 

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

-Inhibición. 

Los protocolos de prueba de los proveedores del L.A.L. muestran 

técnicas para determinar si existe inhibición y si la hay, las formas más 

:onunes de corre9irl a ; Las soluciones más comunes son :ajuste de pH 
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6n de agentes dispersantes, adici6n de Cloruro de calcio etc. 

Re su 1 ta dos fa 1 sos nas i ti vos. -Ge 1 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 su¡:erficie o sustancia que pueda estar en contacto con el 

o con la muestra, debe estar 1 ibre de endotoxinas, hay que recor­

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

trar en contacto con el L.A.L. auti en muy pequeñas cantidades es sus 

ble de inducir la reacción. 

o la prueba es más sensible que la del conejo, los productos quepa_ 

la prueba en el conejo pueden dar reacción positiva por ~A.L. por 

al se recomienda utilizar controles positivos y negativos para verifJ. 

la técnica empleada fu6 la adecuada; al obtener un gel flrme ·por 

debe asumirse la presencia de endotoxina. 

paración de diferentes lisaclos comerciJles 

Análisis ele los lisados comerci¿¡les que se venden a ni-

internaciona 1. En M6xico se vende cxclusivilmente el reactivo 

11 inckrodt, los demiÍs se adquieren L'xclusivamentc por impo~ 

n, sus principales cilracterísticJs se revisan a continuación 

,3 elección del más Jpropi.:ido de .:icucrdo .:i las necesidades 

la)oratorio. 

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

a son en general 5 a 20 veces más sensibles que los vendidos en via -
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•es n.ir.i una prueba. (36) 

La calidad del gel fonnudo es un factor importante para la deter-

r~inLJción del punto final. En general, los viales multiprueba forman un gel 

firmr, permitiendo una buena diferenciaci6n entre los tubos positivos-y ne-

gativos cst:o es, ya sea que el lisado de un gel firme o bien que no forme 

ning~n gel. Los viales de pruebas simples forman geles fr~giles lo cual di­

ficulta la determinación de los puntos finales. (36) 

rucnte del 
L .A. L. 

Sensibilidad a end->toxina dcE.Coli(n ~il) Calidad del Precio 
despues ce nel en el ror nba 

Inicial Alrnacenrir punto fií\31 Dls. 

Vial pru~ba sene i 1 1 a. 
Micr·rbioloriic;il Associ a tes 0.3 nobre 5.01 

Di Fcn 0.3 pobre 3.74 

Vial Mu l ti prueba 
Mali inckrodt 0.03 0,02 buena 3. 1 o 
si :Jílh1 Chemical 0,06 0.3 buena 2,00 

Di feo 0.06 0.06 .08 buena 1.60 

l\ssociates oF Ca pe Cod 0,04 o .04 buena 0.75 

Almacenadn en las condiciones recomendadas por cada fabricante. (36) 

Tabla No. 20 

El nrecio pºr prueba varía ampl iarnente, corno se esneraría el pr~ 

ci<J por vial nara una sola nrueba es mavor r¡ue para los viales multiprue-

b;i, sin embarrio, el nrecio !1ºr prueba en los multiprueba varia amnliamente 

d0sde 0.75 U.S. hasta $3.10 (36) 

Al 27 1k r·:ayo de 1985 el nrecio en 'léxico del L.A.L. de Ma -

17 :nckrodt0rade 5106,9211.00y$ 32,732.00 (rníls 15~JVA) nara 250 y 50 
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pruebas respect ivarnente, variando el costo por prueba de $ 491 .85 a 

$ 752.84 ( incluyendo !VIV. 

La sensibilidad a diferentes endotoxinas es similar en los dis-

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

Endotoxina (ng/rnl) 

Fuente del S.marces· 
pseudo-

rnon1s 
L .A. L. E .col i S. typhosa cens S.flexneri P.mirabil is sop. 

Vial prueba sencil!a 

Microbiological 
Associates 0.3 0,4 0.5 0.5 700 30 

Di feo 0.3 0.1 0.3 0.3 200 20 

Vial mul ti orueba 

Mal 1 inckrodt 0.03 0.04 0.06 30 80 

Sigma Chemi ca 1 0.06 0.04 0,06 0,06 30 50 

Di feo 0,06 0.04 0.06 40 10 

Associates of Cape 
Cod 0,06 0.06 o ,08 º·ºª 100 500 

Tabla No. 21 
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Diferencias primordiales en los protocolos de prueba, candi- -

iones de almacenaje, preparación de equipo, etc. 

Comparación de reactivos de LAL comerciales 

Preparación del 
CQU lpO 

. • Pyrogel Pyrot!!!l I TH 
Pvroo.int. 

N .N • 

1ha1so•c 2·4 ha210'C J ha 1ao•c .,utoclave 
lhallO"C Jha11s•c 

Preparac.iónde Id dh,olH1 t""· disolver en - disol.,,H en· flreHntado 
Endotoir.ina e';t.indar d9ua libre de agu.:t libre de agua librr dr crwno \olucl6n 

pirógenos 1 t piróger'IO\ 10 plrógf'"''' 10·· 

A ln1acena..i ¡en to 

rrrpar.1ción de rl 
LAL 

f'roc.ed1l"'lir'llO dr 
prueba. 

Muestra 

Prueba 

lncuti.ic i Ó" 

lrc tura 

lndotoiti rJ1 
( s l.Jnnrtr 

Srn!- 1hi1 id,1d df' 1 
l 1 .. ,1dp 

Vrnd Ido por 

lnlt'ff'lflC i6n df' 1 

rn Vurtt:ir "'in en Vorteic. 60 l"'lin en Vo!. , .. 
2-6"(. 4 se· 1-a·c, tone) s•c,I. \f'fn.rntl' 
ft'.,Hlol\. 1 n9/ml:l4 -

diris f'n rt>fr i 
Qt'íH ión 

reconstituir rt'const i tui r reconstituir Presentac i6n 
coo aouJ con agud con agua cerno soluc i6n, 

H.i ~ de 11 h Mh de 8 h. A l"t. 1 '""' 1 ''º ( o·c . \t"fTIJlCr 't\tHd rn h ¡ (' 1 ll,' - 20' na;· lO"C, " - Cor'IQrl ado 
,wib i ("n t r - 1 S' t. l se-1h1nas Se"1andS. 

In " !>t..n,v'\as 
tubo\ "' (n tubos de En tubos dr [o tubos dr 

rrul'ba de 1 o prut>ba de 1 o prurba dr 1 o prueba dr 1 o 
7S mm. . 75 mn. . 75 ,,,,, . 71 ""'· 

"" l•-7.S pH 6. 75·7. s pH 6-8 
"" 6-8 

0.1 mi. mues- Q.I mi r'l'Ues- 0.1 mi, muPS- lo.! mi, mt1rs-
tra • 0,1 MI trri • ü.I rnl tra • 0.1 mi. tra • 0,1 mi. 
lAL LAL LAL AL. 

' )]"C. f,Q • Jl"C • 
60 n1i'ñ. 

'e, J7"c • ose h1'c Jo, 60 
60 MÍn. "'1 in; 2-~ h, 

18 h. 
or 1 

[. co 1 ¡ 
Ser ir dr di· 
luciones 1 O 
O.OlS ng/mi. 

~r> 1 ·ieo 1 

[. col i . col 1 

Series di!' di- De acuerdo a 
luciones 1.0· d.llos o serie 

0.01) ng/ml lie di lutiont"s 
.0-0.0008 • 

19/m 1. 

JL• I 

~leb~íel la 

S ng. 

0.05·0.0I - S~nsibilid.1d 1ensibilidad- ioíillz.adoes 
n9/ml ~ri nivelt'S -- •n 5 niveles- ne!"IOS seMlblr 

0.007·0.110 • 0.00&;0.0I];· nue congelado 

By~-Hal I lri-
drodl 

1980 

nry/ml, O. O'•; O. Ol;0.1 
1q/r- I 

(onceril Pyroouanl 
Oi agno\I ilr: 
GmbH Associa 
tes of (rtpe": 
(ot"j, lnc. 

'981 19~1 

N. N. 

1973/IB 

l•bl• "º· 22 
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!J) Estudios comparativos de las pruebas de L,A.L, y respuesta febril en C2_ 

nejo para determinación de endotoxinas. 

Debido a las diferentes potencias de endotoxinas y diferentes 

sen sibil idades del L.A.L, y conejos, se han rea 1 izado diferentes estudios 

conpnrando las pruebas de L.11.L. y conejos. 

Coorer encontr6 c¡ue una concentración de 5 nCJ/ml de endotoxina 

de E. coli producia un _!Pl sólido en 35 minutos, la inyección de 1 ml/K9 
de la misma solucicm a 5 conejos riroduce la respuesta oiroqénica (0.5ºC 

ó mnyor) en anicamentc uno de los cinco conejos. (8) 

Una dosis de 1 ml/K 9 de endotoxina de Klebsiel la sp. (D.6 ng/ml) 

oroduce unil reaccicrn insirinificante en tres conejos y 1 nn/ml di6 un gel 

firme en 31 min. (8) Los datos <]UC obscrv<1ron indican una sensibi.lidad 

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

En la tabla ndmero 23 se muestra a experiencia adquirida con 

la anl ici1ción de la prueba de L.A.L. entre diferentes. fabricantes de in­

yectables de pequeño volumen. 
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totales probados 34 

positivo en L.A.L, sin adición de endotoxina o 

sin diluir que inhibieron la reacción del 

habiendo añadido endotoxina. 

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

ués de diluci6n, añadiendo endotoxina. 

uctos diluidos gue inhibieron L.A.L. habiendo aña· 

endotoxina. 

uctos en que el L.A.L, fue equivalente a/ ó más 

ible a la prueba U.S.P. 

27 

30 

30 

Tabla No. 23 

Al probar 155 radiofá'rmacos y productos biol69icos !'lara piróge-

L,A.L. y conejos, se obtuvieron 130 resultados concordantes, 2 de 

esultados no fueron detectados in vitro, 24 pruebas fueron positivas 

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

21¡ 

otluc tos 

albumina Humana 

e i dn Pro te í ni Ci! 

miítica 

· 91obu1 i na i nmunc 

o 1\n ti r {i b i co 

or antihcr1nfílico 

·1 i r.-1 I (' ~ 

5% 

25Z 

·:,~.~'J'; r.1d ioéicLi•1os y de 
··.~¡: i r1n 

No. de Pruebas 

37 

25 

12 

8 

8 

5 

22 

27 

11 
T55-

Pruebas Positivas -
por LAL 1 por Conejo 

7 

o 
4 

4 

22 

9 

2 
50 

3 

o 

o 
o 

17 
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Lo anterior es indicatlvodeuna muy aceotable correlación entre 

pruebas, solo dos de 29 resultados fueron no detectados in vitro, 

de ellos al utilizar un reactivo más sensible dí6 el resultado poslti -

actualmente este tipo de.inhibición se ha corregido por la adición de 

ntes di spersantes de la endotoxi na. (30) 

J.van Noordwijk real izó un estudio comparando la prueba del 

~. y la prueba en conejo según la Farmacopea Europea. Tornó como cr i_ 

io para otorqar un resultado oositlvo o neqativo en L.A.L. las caracte-

ticas mostradas en la tabla No. 25 

>Jescripción 

i;ormac i ón de un <Je l firme ad her ido al tubo 
cuando este se inclina. 

=-ormaci6n de un 9el fráqi 1, en ocasiones 
qranular, el cual se mueve al inclinarse. 

Sin fornBción de qel, pero incremento en la 
V i S CO $ida d , 

Sin modi ¡icación en la viscosidad. 

Resulta do 

++ 

+ 

± 

(20) 

Tabla No. 25 

Los resultados (+ +) y (+) fueron ¡¡ceotados como una evidencia 

la presencia de pirógenos, el resultado (tl fue señalado como un indica 

para repetir la nrueba antes de tomar una conclusión definitiva; el r~. 

tado (-) fué interpretado como demostración de ausencia piro_génica. (20) 

Los resultados aue obtuvo comparando estos métodos son los de la 

1 a No. 26. 
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Piró9eno Rea ce i ón. 

Or i ~en Concentr<Jci6n LiQJUlus Conejo 
(n9/111 l) 1 h 2 h ----

Endotoxina 50 + + + + + 

E. col í 5 + + + + + 

~l.:i 11 inckrodt 5 X 10-1 
+ + + + + 

5 X 10-2 
+ + 

5 X 10-3 
:!:. + 

5 X 10-4 
± 

5 X 1 o -5 
± 

Endotox i na 

S. marcescens 50 + + + + 

propos i e i ón para 5 + + + + 
referencia in ter- 10 -1 
naciona 1. 5 X + + + + + 

5 X 10-2 
+ + + 

5 X 1 o-3 
± + 

5 X 
10 .4 

± 

Endotox i na 50 + + + + + 

P. vul r¡a r is 
5 + + + + 

Proposici6n nara 
10 -1 

referencia in ter- 5 X + + 

nacional. 10·2 5 X + + 

5 X 10 -3 ± + 

5 X 10 -4 

5 X 10 ·5 

:ultivo de 

K. pneumon iae 50 + + + + + 
k. 67 5 + + + + + 

5 X 10-1 
± ± 

Tabla No. 26. 
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En adición al trabajo anterior se prepararon diluciones de 10·
1 

10"
2 

y 10·3 de filtrados de cultivos provenientes de Aspergillus ni~er v 

de Saccharomyces cerevisae, fueron nrobados cada uno de el los. Se obtuvie 

ron resultados negativos en ambas oruebas. (20) 

Se probaron muestrn s de a~ua y parentera les de gran vo 1 umen 

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

Prueba Resulta do 

Limul us + + ó + 

± 

Conejo + 

No. de reacciones 

3 

2 

25 

3 

27 

Tabla No. 27 

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

nos parenterales de gran volumen de aplicación. 
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Composicidn Lirnulus Conejo 
++ ó + ± - + -

A) Fluidos originales 
qluconato de ca le io (30%) 6 3 4 5 8 

NaH co
3 

(1. 4%) o 1 o o 1 

KCl (o. 3%) o 1 o o 1 

Citrato de sodio (3. 8%) buffer o 2 o o 2 

Sol uci6n de Heparina o 1 2 o 3 

Total 6 8 6 5 15 

B) F 1 u idos con 5 nq de endotoxina 
E. col i 1r 

G 1 u cona to de Calcio 12 1 o 3 

NaHC0
3 

1 o o 

KCl 1 o o 

Citrato de sodio bufFer o 2 o 1 

;'• Unicarnente un riequeño nt'.imero de estos f Ju idos fueron probados con conejo 

Tabla No. 28. 
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Al trabajar con antibióticos se obtuvieron los resultados de la 

tabla No. 29 

Composición L imul us Conejo 
++ ó + ± - + -

A) Soluciones or ic¡i na les 

penicilina bencf 1 i ca (2. 4 mq/ml o o 1 o 1 

Ampicilina (1.2 m9"ml o o 3 o 3 

Tetraciclina HCI (S mo/ml o o 4 o 4 

Tirotricina y belcomicina 1 o 2 o 3 
- -- - - -

1 o 1 o o 11 

B) So luciones con 5 ng de endotoxina 
de E. ca 1 i. 

Clorhidrato de tetrac i c 1 i na o o 4 1 ·'· 

'~ Un i camen te una muestra fue probada en conejos. 

Tabla No. 29 

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

falso negativo, se investig) por lo tanto como afectaba su concentración 

en la inhibici6n del producto,ast como de los iones Ca ++y Mg ++ 

sultados se muestrHn en la Tabla No. 30. 

los re 
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Concentra e i 6n (mg'ml) 
----·---

Comriuesto 100 50 25 10 5 2.5 1. 25 0.62 0.3 
--~------------------· 

C.:iC 1
2
· H

2
0 + + + + + + ++ ++ 

MgCJ
2 + + + + + + 

Tetracicl i + + 
na. HCl 

Dx i tetra e i + 
el i na + + + 

En todos los CilSOS se añadio 5 nr¡ de endotoxina de E. coli antes 

de someterlos a prueba. (20) 

Tabla No. 30 

Utilizando una solución de 91urnc;a-cloruro de sodio sedetermi 

n6 la sensibilidad en ambos métodos: tabla No. 31 

Directo 10-l 

Limulus + + + + + + 

Conejo + + + ? 

?=Resultado indefinido en 3 conejos, se rec:¡ueria repetición con otros 3 

conejos, Jo que no se real izó. 

Tabla No. 31 

Finalmente se realizaron estudios en preparaciones medicinales y 

·luidos de oriqen biol69ico para inyección, los resultados se encuentran 

· :i 1 a ta b 1 a No. 3 2. 
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Dosis en 
Conejos L imu l us 

Conejo bubstancia m1j1Kg m l /K .9 
+ + ó + + - + -

k id rocort i sona 2.5 2 o 1 o 3 

bexame ta so na Acetato º·ª o o 4 o 4 

i..ort i sona 2.0 o o 3 o 3 

brednisolona 2.25 1 o 5 o 6 

11etaraminol 0.25 o o 2 o 2 

Benzotropina metanosulfonato 0,6 o o 2 o 2 

lom i tri pt i 1 i na 0.5 o o 2 o 2 

Extracto de hrqado 1 o 2 3 1 4 

Proteínas plasmáticas 1 1 2 1 1 3 

0 olisacarido Neisseria 0.1 3 o 1 2 1 

(20) 

Tabla No. 32 

\fachtel c001par6 la prueba de la u. S.P. con la prue -

ba L.A.L., determinando inicialmente la curva dosis respuesta a diferentes 

endotoxinas en conejo, obteniendo la DP50 y observando cuantas veces más 

sensible es la prueba de L.A.L. para cada endotoxina (canrarando di+eren -

tes productos canerciales de L.A.L.) (36) Tabla No. 33 v Fig. No. 13 

Endotoxina 

E. col i 0127:s8w 

K. pneumoniae (FDA) 

P.mirabilis 

. Pseudanonas spp 

S. typhosa 0901 W 

S.dysenteriae (WHO) 

Tabla No. 33 

OP 50 (nq/ml oor kg) 

1. 04 

5.0 

1,600 

3,300 

1. 38 

)50 
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(36) 

30 

F ig. No, 13 

Correlación entre el L.A.L. y la prueba de pir6genos U.S.P. 

Endo toxina "' 

85 

fuente del 

L ,A .L. E,coli S. typhosa P. rnirabi lis Pseudomonas 
spp 

Vial prueba sene i l la 

Microbiological Assoc iates 3.5 3,5 2.2 100 

Di feo 3.5 13.8 7.8 166 

Via 1 multiprueba 

Ma 11 i nckrodt 34.7 34.5 52.2 41 . 6 
Si 'Jma Chem i ca 1 17.3 34.5 52.2 66.5 
Di feo 17.3 34.5 39. 2 332 
Associatcs or Cape Cod 17,3 23.0 15. 7 6.7 

·'· :':xrresado como la prooorci ón entre la DP 50 y el mínimo nivel ( 36) 

·~etectablc nor L.A.L, 
) 

Tabla No. 31¡. 
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Se observa en la última tabla que hay una muy buena correlación 

entre un método espedfico de L.A.L. y la prueba U.S.P.¡la proporci6n de 

sensibilidad se mantiene esencialmente similar para .todas Jas.endotoxinas 

probadas. Considerando la amrl ia variación en los 1 Ímftes d~ copfianza en 

1 as curvas de respuesta febri 1 utf 1 izados para deter111i ~ar Ía DP SO, una di 

~rencia de dos o tres veces en la proporción de sensJ~flidad.es buena den 

tro de la variaci0'11 experimental. (36) 

Es importante señalar que se reportan resultados publicados en 

revistas de diferentes años, y los reactivos de L,A.L. comerciales actua-

les han sido mejorados en sensibilidad y facilidad de determinacictn del 

punto final (como se señalcren la sección de sensibilidad), por lo aue es -

necesario tomar en cuenta esto y considerarlo en la interpetación de los 

res u 1 ta dos. 
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E) Validacid'n. 

Es la determinación del 9rado de validez de un oroceso de medí-

cidn. 

Esta definicicln sugiere una actividad ~ue se real iza después de 

que el proceso de medici6n se ha efectuado ,si la evaluación es un éxi 

to, el proceso recibir~ confirmaci6n o aprobación oficial. 

Un sic¡nificado alternativo de validación es hacer válido en el 

sentido de producir el resultado deseado. 

Esta definicic1n sugiere una actividad oue se real iza mientras 

~1 proceso de medici6n se desarrolla , esto es que, se vaya eva-

luando cada paso que forma un cierto nroceso y encontrar la falla, si es 

que existe, antes de concluirlo, 



CAPITULO 111 

PA~TE EXrERIMENTAL 

ctos reelevantesde los medicamentos a evaluar. 
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El presente trabajo de val idaci6n se real iz6 con seis ¡iroductos 

céuti cos siendo estos:agua para inyectables (como materia prima) y 5 

terales de bajo volumen por dosis: Clorhidrato de Nalbufina (anal9és2_ 

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

na (Vlt s
1
); Clorhidratos de Ti amina y PiridoxinéÍVit B

1
,s

6
); y comnlejo 

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

) . 
Las formulaciones

1
pH y dosis poraplicaciónde_los medicamentos se-­

os son las que se encuentran en la tabla No, 35. 

lorhidrato de nalbufina ............................ 10 m9f -- ···-- -
ehículo cbp ........................ , ............... 1 ml. 1pH 3.2 ;i 11,Q 

Dosis 1 m 1 max irno c/3 horél s 

/~~~~~~~a~~/e. ·n·a·l.~x·o·n·él·::::::::::::::::::::::::;:::: ~·~ 1 rn~lfTT a J.S 
Dosis 1 a 3 m sin repetición, 

Acetato de hidroxocobalamina 5000 mcg 
Vehrculo cbo ........................ 1 mi pH J85 a· 4.35 

...................... óósfs'i'nii')'veces a la slernan~ .... 

Clorhidrato de tiamina 
Clorhidruto de piridoxi~~::::::::::::::::::::::::::: 

100 m,s_ 
50 m_g' pH 3.5 a 4.1 
1 mi Vehi'cul o cbp, ......... ,., .. ,, .. ,., .• , ... ,., ... ,.,.,. 

Dosis 1 ml 3 veces a la semana 

Clorhidrato de tiarnina .............................. 25 m9 
Riboflavina 5 fosFato de sodio...................... 13,7 m9. 
Ni coti namida ......... , .............• , . . . . . . . . . . • . . . 50 mg. 
Clorhidrato de r>iridoxinn .... . . .. .. .... .. .. .. .. ... . 5 mci. 

'Pantenol ........................... , ,,, ............. 10 mg 
Vehrculo c.b.p .................. 

0 
..... 

1 
•.• 

2 
•• 

1
.!J'"· 10 mí pH 3·65 a 3.95 

osrs a m u1élr1amente 

Y D) Constituyen un solo producto oue se nrescnta en dos amnolletíls pnr 
incompatibilidad los cu.1les se rnezclnn en el momento de su aplica-
ci ón. 

T;ib 1 a Mo. 35 



/\cciones farnacolóqicils de los principios activos. 

Clorhidrato de Nalburina 
Ho 

Ho 

·HO 

-r------N -C 1-IJ.. -o 

ca se inicia 

tcncial ilnalqesico enuivale i!l de la mor rina mg a m
91 

su acción analnési -

La nalbur-ina cstS riurmicamente relacionada a los opioides, el pi?_ 

horas. (38) 

plasm.'.itica es de 5 horas y el efecto analgésico se prolonria hasta oor seis 

a los 2 ó 3 minutos de una arlicación i.v.; su vida media 

En 1 os re su 1 ta dos de la prueba conven c i ona 1 en conejo se ha ob -

servado una consistente disminucion en la temperatura, que va de 0,2 a 

O, 6°c, lo cual nos da idea f]Ue afect¡¡ el resultado de la prueba, La nalby_ 

rina en dosis de 10 m3/ 70 l<q, (hunano) puede causar depresic1n respira to 

ria leve o aproximadamente iqual a la producida con dosis equivalentes de -

morfina. (38) 

Clorhidrato de Naloxona 
N --e HJ. - e H ::::: e H.i. 

. He 1 

HO 

La n¡¡loxona es el fármaco de elección para tratar la depresi6n 

resniratori,1 en caso de que se sosneche o que se conozca que es causada 

nor una dosis excesiva de narccltico. (38) En pacientes de depresión respi -
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hay aumento de la frecuencia de la respiracic5n en términos de uno 

minutos. Des<Jpllrecen los efectos sedantes y si la presi6n arterial 

disminuida, vuelve a cifras normales. la dosis de 1 m
9 

de naloxona 

ra intravenosa bloquea completamente los efectos de 25 mg de heroína. 

ecto antac¡onista dura de una a cuatro horas seaún la dosis (39) 

Acetato de Hidroxocobalamina 

e ¡.¡.t 011 

Son esenciales para el crecimiento y la nutrician normales, para 

Las cobalaminas intervienen en muchos sistemas metabólicos en el 

ematopoyesis normal, para la producción normal de todas las células 

teliales (incluso las deltubo digestivo) y para conservar la mielina 

sistema nervioso. Donde quiera que se efectúe la srntesis de nucleo 

:rapidez de la pr?I iferacian celular. 

, :;e necesitaréf coba lamina, probablemente en cantidad proporcional a 

teinas, por lo tanto, en cualnuier sitio quelas c~lulas se renrodu~ 



í'n !." v•'ec:L•Vi rr·1hcr,:il"'; ínc!uve11 Lioch111w.i·., Cl'i;1lea, •.::•,c;1lnfrí'u'·:., 11·: 

l 

\ , ;i•;1w,1, pru1·ítn, urLicélri,·1, y cl1oque, (32) 

L.:i tiamina carece de acciones farmacolóaicas cuando se adminis-

11·a en dosis de orden teruriéuti co. Después de la inyección intravenosa r~ 

;•id.1, puede h¿iber lir!era vasodilatacicm y descens0 de la rresion sanguinea 

:·<~ro este cFccto es r:isa_iero. Ni las dosis elevadas ejercen acción sobre 

l 1 !llucos.i s<1nriuinea, a pesar de que el panel fisiológico de la vitamina 

oncierm• ¡¡J metabolismo intermedio de los hidratos de carbono. 

Se han observado reacciones t6x icas ( 32) y a lqunas reacciones 

:inafiltrcticas (33) en humanos a dosis de 100 mg diarios por 7 dtas, exis-

•en <1dem6s al menos 6 casos fatales rerortados en la literatura mundial. 

!34) lo cual hace no confiable aplicar la prueba de piró9enos en conejo a 

nedicamentos con tiamina; sin embargo la exreriencia del Reino Unido 

;eñala que al administrar intravenosifllente dosis realtivamente altas del 

'.:lorhidrato de tiamina con otros coononentes del complejo Bel riesgo de 

tal reacción es insiginificante. (34) 

Nota: El resto de substancias activ<1s no son mencionadas ya nue no tienen 
im

11
ortancia desde el punto de vista pirogénico, no presentan proble-

mas. 
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lmnlementacion de las pruebas. 

Para validar la prueba de L.A.L. la i::-DA pide rea 1 izar un es tu -

io comparativo entre la prueba tradicional en conejo y el L.A.L. demos -

rando con esto correlación entre las pruebas o bien mostrando igual o ma-

or sensibilidad de la prUeba de L.A.L. 

En el lug'lr donde se desarrol lÓ el presente trabajo no se canta-

a con un Bioterio en funcionamiento, por lo cual en las instalaciones 

iseñ¡:ílas con tal fin se adaptd uno que cumpliese todos los requisitos se­

a lados por las autoridad es oficia les para rea 1 izar la prueba. 

Se contaba con una construcción formada por dos habitaciones ft 

. icamente separadas entre si por pared v puerta, a su vez a leiadas del 

re'ito del laboratorio y local izadas al fondo del mismo cnun estacionamicn 

to 
/ 

siendo un lugir trannuilo y sin perturbaciones evitables construido 

con doble techo, dos ventanas y nuerta al frente, en su :nterior contaba 

con instalaciones de anua, drenaje, ener~ta eléctrica y lílmraras de luz 

de dra: se adquirieron jaulas, termánetros (teletermónelro), mesa de tra -

bajo, mesa de equipo y materiales, hi9rcmetro, material de vidrio, etc. re 

querido-; para la realizaci6n de la prueba. 

Una vez acondicionado el Bioterio., controladas las condiciones 
I 

de humed<Jd y temperatura se adC1ui0rieron 12 coneios Nucvil Zel;inda,machos 

de 1.2 Kq,de peso medio, de~prox. 2 semanas de destete (6 semanas de 

0d:id) sanos'/ criados con exnosición il el medio ambiente, se inició un nro 

nrama de adaptación a las condiciones del nuevo Bioterio: se fijó una 

r:iet;i de 100 'l diarios de íll imcnto /llbarnex y Purin.i L t'S dos nr imcros 
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osteriores a la 1 legada de los animales solo se entró a el Bloterio 

1 imentar a los conejos, verificando que los suministros de agua es­

en funcionando adecuadamente, que la 1 impieza fuese propiamente rea 

y para corroborar el estado de salud de los animales. 

Se inició un programa de manejo de los animales para su comple­

ptación al lugar y a la prueba específica; 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 y 

brea él. Los dias siguientes se repitió la operación acariciando 

mbién. Periódicamente se les revisó las orejas y se verificó que el 

ento fuera normal / no presentaran nerviosismo o algún otro síntoma 

daptación. Posteriormente se inició la adaptación a la prueba de pi­

s, pesandolos, colocando los en los cepos de contención por 20 minu­

arcando en las orejas el número designado a cada animal para buen 

ol, observ¡¡ndo su comportamiento y teniendo toda su historia durante 

da en el bioterio (es necesario 1 levar una libreta con l¡¡ información 

a de cad¡¡ animal ) . Continuando el programa se procedió a iniciar 

ma de temperaturas rectales con termómetro el ínico, dejando a los e~ 

en los cepos progresivamente por 45 minutos, una hora, dos, hasta 5 

; se iniciaron simulacros de prueba, dejando a los conejos en los c! 

or todo el tiempo que habitualmente dura la prueba y tomando un total 

neo tanperaturas rectales durante este período Finalmente al conside 

que la adaptación estaba completamente realizada, a continuación se 

6 el manejo a los animales y comportamiento de e~tos a la inserción 

er'71Ómetro; corriendo varios simulacros de prueba sin inyectara losan_!_ 



les, obteniendose magnificas resultados; con ésta base se procedió a va 

dar el método uti 1 izando agua nara iny~ctables (a la cual ya se había de 

.rminado su ausenci.a de pirógenos 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 satisractorios con lo cual quedó instalado 

pletarnente elBioterio y la prueba de pirógenos oficial en el !abarato 

Es requisito el evaluar los termánetros para la prueba de piróg~ 

conejo (39) ,para cumpJireste punto se procedió a la investi9aci6n 

e la calibraciáll de los termómetros clfnicos en su fabricación, asimismo 

sistema de cal ibraci6n integrada del teletermómetro 

Los termómetros clfnicos utilizados (B-D) son calibrados a 3 ten 

eraturas: 37~ 39ºy 4JºC, por inmersidn en baños con agua a dichas temnera 

uras,observando la temperatura del baño con un termónetro maestro (termó­

etro Ct>rtificado en E.U.A. el cual se revisa cada 3 a 6 meses(D.G.N), los 

ermómetros que varíen en más de 0.lºC con respecto al control en el rango 

e 37 a 39ºC son descartados, v el oue varíe más de 0.2ºC a una temperatu-

a de 41°C es descartado. Cada termómetro se coloca en el ba~o por 3 mi-

utas, alcanzando la máxima temneratura en el primer minuto: ¡1nalrnente 

se prueba que la columna de mercurio baie adecuadamente, lo cual se reali­

za colocando los termómetros en una centrffuqa a 300 r.p.m. por 30 se9./ -

la columna aue no baje en éstas condiciones se considera inadecuada, des -

cartando el termómetro. 

El teletermánetro uti 1 izado (El lab instruments tipo TE-3) se 
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posición de calentamiento a 33ºC, se le realiz6 una prueba oara 

1alencia o linearidad entre sus cinco terminales, sumergiendo los 

en nujol con ac:1itaci6n y con administración de calor suaveme!J... 

incrementar la temperatura O,lºC aoroximadamente cada minuto, se o~. 

buena rerroducibil idad de la lectura entre 18s cinco terminales, 

erminales en el rang:i de 26.GºC a 44,0ºC dieron exactamente las 

la otra terminal en Ja narte final del ranqo (37.3 a 44,0°C) 

diFerncia de O,lºC abajo del resto, 

Finalmente se comparó el teleterm6rnetro con los termánetros clr­

servando paralelismo, pero con una diferencia de 0.2: 0.25ºy 0.45ºC, 

-ual se descartó al 01 timo termCmetro. 

Con base a lo probado anteriormente·seoritÓ rior trabajar con el te­

en caso de asr requerirse con el termCmetro cltnico 
9
ue me-­

erencia mostró con respecto al teletermánetro utilizando siempre el 

erm6metro para un conejo determinado o la misma terminal del tele­

tro, evitando de este modo introducir variaciones en las lecturas 

tempera tu ras debidas a 1 equipo de med i c i 6n. 

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

La prueba de L.A.L. por su 9ran sensibilidad requiere de traba ~ 

~n un luq3- controlado, preferentemente ba.io la zona de protección 

flujo laminar para evitar primordiulmente obtener falsos positivos, 

tanto se estudió en qué riarte del laboratorio era aconsejable ins­

un élrea con éstas características,>'ª oue el Depto.de microbioloqia 

ntaba con l!stas instalaciones tenta bastantes usos, interfiriendo 



n las orcraciones rutinarias; Se determino que un pequeño local que 

ter i armen te se u ti l izaba para 11 e nado de c.:tpsu las era adecuado ¡ior lo 

nto se procedió.:1 vaciarse comoletamnte, se sanitizó con solución de Fe 

les, posteriormente se apl lc6 una cap¡:i de sol. de amonio cuaterna-

º con el fin de prote9er por un período más prolongado la zona. Se in­

rodujo en esta una campa'ia de Flujo laminar, un mueble con tres platafo~ 

s y una mesa con silla, todo se limpió con las soluciones sanitizantes. 

a instalada el élrea, conectada la campana , etc., se validó el funcio -

miento de la campaña, mediante exposicion de cajas petri con medio Sabou 

ud y CasoY ror neríoclo de treinta minutos, colocados en las cuatro es -

uinas internas de la zona del Flujo laminar, en el centro dos cajas m,ís 

xnuestas a el medio ambiente sobre la mesa y finalmente dos cajas sin ex 

oner utilizadas como controles nenativos. Sc incubaron por 14 días, re¡¡­

izando observaciones frecuentes, llevando un control estricto de la in-­

ormacion obtenida; después de 14 d1as se observó desarrollo de 1¡ co 1 o-

1 ¡as ( 3 en una caja V 1 en otra), per tenec i end" al centro y entrada a 1 

lujo larninar, no hubo desarrollo de hongos.En los controles positivos 

crecieron colonias: 5 ele hongos y l¡ de bacterias, sin existir cle­

arrollo en lus controles ne9ativos. (Información total de 10 ca iñs traba 

judas) . 

Se nrocedi6 nuevamente a validar el jrea v campana a los siete 

dras de iniciarse la primer validación oara determinar la contaminación 

recibida v corroborar los datos; en esta ocasión se utilizaron 12 cajas; 

4 en las esquinas, 2 en el centro, 2 en la sección de acceso al flujo 

Liminar; 2 más como control positivo (medio an1bicnte) y dos como control 
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ne9dtivo. Los resultados fueron no hulx>desarrollocehongos dentro del flujo 

li1min11r solo3enlas cajas de acceso al mismo, en los controles pos.!_ 

' 
ti vos ( 3); una bacteria en Ja esquina interna del flujo laminar, 8 bacte_ 

rias en la entrada al flujo y 33 en el control positivo con lo cual se de-

termine un buen funcionamiento de la camaoana de flujo laminar, 11ero aún 

asf se solicito un servicio a la misma, determinandose que funcionaba ade-

cuadilnente, siendo conveniente su oneracicrn ror un buen tiempo ya que no 

habra sido utilizada en aproximadamente 8 meses y requeria 1 imoiarse una 

red metálica que soporta los filtros de aire; de ésta manera 9uedó insta!~ 

da en el éfrea, v todo equipo o material, que entrase se limpiaba con so -

lución a el 70 ~,de isopropanol, Inicialmente ésta <'!rea se utilizó oara 

oreparar las soluciones a invectar a los conejos, ya que se requiere real.!.. 

zar diluciones a los medicamentos en una zona estéril, la cual nos ofrece 

1 a Cilmoaiia de flujo laminar, 

El bario maría utilizado se evaluó y calibr6 para r¡ue mantuviese 

1 a tempera tura por 37º C ± 1 ºC, el ba;;o no tenía agitación nue rompiese 

la formacion del qel, La detenninaci6n de la temperatura adecuada del ba-

ño se real iz6 introduciendo un termánetro en un tubo de ensaye de 10 x 75 

mm. con agua en cantidad suficiente oara cubrir unicamente el bulbo. Este 

tubo se coloco en la gradilla, en la cual se colocartan los tubos de prue-

ba de L.il.L. '/se sumerqio en el baño, la te~1peratura debta ser 37º± 

1 ºC, que es l .:i t crnpcra tura requerid;¡ en IJ solución del tubo de orue-

b;¡, esta temperatura requería ser mantenida por varias horas, se debía ve-

ri ficar periódicamente el nivel de anua (determinado previilmente 0ara que 

cubriese y fk1Sílril el nivel de líl solución ;i incubM en dos centímetros) 
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t'1itar Vilriaciones en la tcmperaturil, Durante fil operación del 

mantuvo este termómetro sumerri ido a un tubo con las característ~ 

ni:es señaladas para verificar el funcionamiento adecuado del baro; el 

al cual se alcanzaba la temperatura deseada equilibrio en el in-

r del tubo fué de 3 minutos a partir de su inmersión. 

Ro de las pruebas necesarias para real izar la validación, 

Como se serialó en las generalidades existen diferentes protoco -

e prueba tanto P3ra la prueba en conejos como nara el· ~.A;L, segl'.ln el 

o. A continuación se se;;alan las tecnicas seg.iidas ~~enr¡tle están 

mentadas: 

Para la prueba en conejo se estable~i6 él p~to~olo de''.nrueba ba 

en cumplir lo señalado en laF.N'.E';Ú,M;,'i,añ~·d1~r1db·j'rmi\~~·o;~~~ala -

os de otras farmacopeas m,os traclos; en. págl·n·a~· ante~ io~~s,:flnélI111enie ·se . 

a los siquientes 1 inea~iento~:· 

ales de prueba: utilizar conejos sanos, adultos, de un péso .. no menor 

~8 Kq,, preferentemente machos, raza Nueva Zelanda, alim~ritar con una­

, uniforme comoleta. (aprox. 100 g diarios). 

. a 1 a e iones: Las instalaciones en las cuales se rea.liza :.la prueba
1 

de 

,ener una temperatura uniforme, con una varia¿'ic1ri:romay6r·~f3ºC d!:!_ 

el tiemno que dure la misma, asr como las 4:,,ho~as previas a esta, 

instalaciones deben ser aisladas, tranquilas y sin nerturbaciones. 

fri3J: el material de vidrio, agujas y jeringas, debe ser lavado con 
f, 
n , enjuaqado con agua destilada; para desniro9enizar el material de· 
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hcar·se en el horno a 200°C durante 2 horas como mínimo. 

&:ietros: Las determinaciones de temperatura deben realizarse con ter_ 

rn clrnico o electrónico, a.1 cual se le comprob6 su exactitud no va -

o más de± 0,1°C, se debe determinar el tiemp0 al cual se alcanza 

ima lectura (equilibrio), prolongando este período durante la prue -

Programa de Adaptación de los Animales: 

Antes de utilizar a un conejo por primer a vez na ra una prueba, 

eva un proqrarna de adaptación al medio ambiente, asi' como al rnanejo 

s mismos. Posteriormente se hace un simulacro con todos los nasos de 

UL'ba sin iryecci6n; pasada la prueba anterior, se hace un se9undo si­

ro inyectando 10 ml/Kn. de peso de solución de cloruro de sodio isot6 

(0.85:6) y libre de pirógenos, no empleando a aquellosconejoscuva te!!1_ 

ura varíe alrededor de 0.6ºC o mds,hasta que la variación sea mrnima. 

Proced !miento: Traba_jar en un área separada de la qranja y sepa­

los animales de orueba un dfa antes (aproximadamente a las 5 p.m.), 

i Zil ndo una determ i nac i 6n de temperatura, no emp 1 ea ndo a que 1 los anima 1 es 

1 

su temperatura varíe más de 1 ºC entre una determinación v otra. 

erm6metro o dispositivo electrónico dobe ser insertado en el recto al-

dor de 8.5 cm., una vez determinada la temperatura colocar los anima -

en jaulas en el c'.lrea de trabajo, retirar el alimento durante la noche 

tiempo de duraci6n de la prueba, retirando el agua duante la nrueba, 

El d1a de la prueba resar los animales y colocarlos en los cepas 

)ntenci6n1 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

l los con temperatura mayor a 39.BºC o menor a J8.5ºC, el promedio de las 

dos lecturas de temperatura es la temperatura inicia·!.• base de comparación. 

Administrar intravenos<1T1ente a 3 conejos el oroducto a' probar en la vena 

maroinal de una de las orejas, el líquido a aplicar debe estar a 37 + 2° C. 

Determinar la temperatura rectal 1, 2 y 3 horas despues de la inyecci6n, y 

determinar los incranentos en temneratura con resnecto a la inicial, el in 

cre.~ento en temperatura negativo se considera como cero, 

Dosis: Para A9ua para inyectables aplicar 10 ml/K9. de peso, aña 

diendo oreviamente la cantidad de NaCl necesaria oara tener una solución 

isotónica (0,85%), inyecta~en un perfodo 1 igeramente superior a 2 minutos. 

Nalbur-ina clorhidrato.- El medicamento requiere .de un tratamiento 

previo, el cual consiste en:'íomar 5 ::il de él, trasni:erirlos a un matraz 

1olumétrico de 100ml, añadir 75.ml de solucicln de NaCl al 0,85% en' agua pa_ 
' ' 

«a inyectables, ajustar pH a 7 (aprox. 1 mi de NaOH lN), afer.ar con solu -

·:i6n de NaCI al 0,85% en agua para inyectables; Aí:>l fé:ar 5 ml de;esfa so-
• j •••• f 

lución por Kq de peso en un tiempo ligeramente superi,or.á:1<"~inutó: 

v :.ubstancias utilizadas debe~ 'esfa'~t"/i'b1r~s~,·de'1Úr6qenosl. 
. ,, ...... 

(todo el material 

Naloxona Clorhidrato: i\plicar una dosis de 2 ml/Kg. de oeso, to -

1·1ando la muestrn directamente de •las ampolletas en c~n-dici¿nes asépticas 

·nyect;indo en un ncríodo 1 igernmcnte superior a un minuto. 

f\cct.1 to de hidroxocobalaniina ó Clorhidr.:ito de tiarrina.-Tomar 8 

1 del productn, transrerirl0s il un miltrilZ volumétricr:> de 100 mi y afor.1r-
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con /\.P.I. isotónica
1 

inyectar 1 ml/kq de peso en un reríodo ligeramente 

superior a un minuto. 

Complejo B:-Tomar 16 mi del medicamento, transferirlos aun ma -

traz volumétrico de 100 ml y a fbrar con A.P. I. isotónica •inyectar 1 ml/Kg 

de peso en_un período 1 igeramente superior a un minuto. 

Interpretación de restiltadosi 

a) La suma de incrementos de temperatura no debe ·ser mayor a 1,4º C y el iQ.. 

dividualdebe ser menor de 0,6° C, En caso de no cumplirse con alquno de es -

tos límites, se repite la prueba con 5 conejos y se suman los resultados iQ_ 

ternrctandose de la siguiente manera: 

b) El incremento individual en no más de rtres conejos, puede ser de 0.6° C 

o mayor, y el incremento total (8 conejos) no debe ser mayor a 3.7º C, con 

11> cual pasa la prueba de pir6genos. 

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 

t~do un medicamento piroQenico, 

La información acerca de las dosis aolicadas de Nalbufina y Nal~ 

:xona estan basadas en los manuales de control de calidad del laboratorio, el 

, anua para inyectables se mene iona en la F.N.E,U.M., a los deniás medica-

mentas no se les realizaba anteriormente la prueba debido a la información 

de poca confiabi 1 idad en la aplicación de la rrueba por la tiamina presente; 

';:iJra evit<1r nroblemas de toxicidad, basados en exneriencias de la S.S.A. 

y -_tros laboratorios, se decidiCÍ inyectar cinco veces la dosis humana oor 
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'I '11· 11t",<.J ;il co11ejo.; si obscrv<1111os que cslos l!ll'dic¿¡mc11tos ~·;e ir1)1ecla11 ,1 

-') 

·1/.111 d,, 1 c1 2 1111 il tlll humano de 65 íl 70 K:¡ estarnos aplicando 1,54 x 10 '·ú 

.08 x I0-
2

1111 por kq de peso, rnullinlicado por 5 obtenemos 7.7xJ0- 2y J5,l1x 

-2 
O rnl por kg de peso de conejoi nor lo tunto como se vi6 en lu prerura-

i611 de la solución a inyectar en conejo, se toman 8 6 16 mldeliredicarnen-

o y se diluyen a 100 ml, quedando la dosis nor k9 en un mililitro de solu 

i6n 

Cano una medida de apoyo a los resultados, en algunos casos los 

edicamentos Fueron anal i.zados en un sequndo laboratorio, corroborando con 

sto riue la prueba se estaba r~alizando·~or/ectamente, 

Determinaci6n de la sensibilidad.de la colonia de conejos: Una 

cz que se completaron todas las pruebas en los conejos, se procedió .a dete!:_ 

inar su scnsibil idild a endotoxina de E, c,oli 055:85 inyectando dosis rro-

resivas del piró0eno en solución acuosa, la dosis fluctuó entre O.OS a 5 

9/kg deteJ1Tlinado con esto la capacidad piroq~nica del control Positivo 

tilizado ror el proveedor del reactivo de L.A.L., correlacionando con lo 

escrito en lu literatura referente a la endotoxina de referencia EC-2; la 

ndotoxinil se di luy6 con aqua, ajustando la. concentra.Ci6n oara aplicar 0,5 

1 por kq . de pe so . 

rueba de L.A.L, 

Las siguientes pruebas tienen como objetivo demostrar la compa-

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

Es necesario evitar las fuentes de inhibición ya conocidas, por 

o cual se requiere observar el pH del producto a estudiar, a justando lo en 
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,, rle '"'"ºni conejo¡ ~;j obscrv,1111os que eslos 111edicar11:nlos se in¡,eclan a 

.i.~11 dl' 1 el 2 mi a un hu111ano de 65 íl 70 K!] csti1111os a¡ilicando 1.54 x I0-
2
6 

-2 -2 
8 X 10 1111 por kq de peso, 111ultiDI icado ror 5 obtenernos 7.7 xi O y 15.l1x 

2 
O 1111 por kg de peso de conejo; nor lo t¿¡nto corno se vi6 en la orerara-

i0n de la solución a inyectar en conejo, se toman 8 6 16 rnldel1redicamen-

o y se diluyen a 100 mi, quedando la dosis nor k51 en un mililitro de solu 

Corno una medida de apoyo a los resultados, en algunos casos los 

edicarnentos fueron anal·izadcis en un seciundo laboratorio, corroborando con 

sto que la prueba se estaba realizando correctamente. 

Determinaci6n de la sensibilidad de· la colon.ia de conejos: Una 

eL que se COmp 1 e ta ron toda S ) a S pru~ba ~ 'enJ OS C~ne jo S ,. s'e proced j Ó a deter 
.. :· .. : 

i 11.1r su sen si b i 1 i dad a endotox i na ,de:(': ~o.:p · os,s·: BS i ny~ctando do~ is rro -
• " • ' • • 1 ' ... - \ • ' • ' • • : ~ , • ' ' • • 

·. ' ' 

re:;ivas del piró9eno en .solllción aé:uÓsa,)á:dq;~'isJluctt.Íó entre 0.05 a 5 
',; _,:.~:· .·;• ~ •; r ;:;·;,\ '·.,'. •' ~,'e"<'' 

?/Lq determinado con esto la capaCidad pi?oqé81.ca.d~l:t.ontrol pasitivo 

.ti l iz¿¡do ror el proveedor. del react,ivo d.e-.t)~'l't.:.'i ~rrela~lonando con lo 

kscrito en la literatura referente a la encÍo,toxina .d~)eferencia EC-2;. la 

f!dotoxin;i se di luy6 con aqua, ajustando la cÓ~centraci6n nara aplicar 0.5 

'l por kq. de peso. 

rueba de L.A. L. 

Las siguientes. pruebas tienen como objetivo demostrar la campa-

:ibilidad, sensibilidad, y reproducibilidad del L.A.L. 
'· 

Es necesario evitar las fuentes de inhibición ya conocidas, por 

cual se requiere observar el pH del producto a estudiar, ajustandolo en 
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de ser necesario, además revisar si la formulación lleva agentes ~ue" 

s en <:aso positivo añadir Ca* 

Corregido el i:iH, como una prueba 13rimaria es necesario determi -

i el producto está contaminado y en caso positivo determinar a que 

de dilución es detectable, decidiendo si afecta el trabajo de va lid~ 

debido a lo cua 1 puede no ser confiable su uso en la va 1 idación del 

e to. 

El siquiente riaso es determinar el punto final del reactivo de 

aguu; del mismo modo real izar una prueba con concentraciones si -

re5 de endotoxina en el medicamento di luido a la MDV -máxima dilución 

di1-(Utilizar la menor MD\/ de acuerdo a los limites de sensibilidad del 

tivo), el punto final en el medicamento no debe variar más de una dilu 

i :2 con resoecto a J agua. 

La reproducibilidad del método se demuestra renitiendo la prueba 

ornriatibilidad en varios lotes diferentes. Seqún la F.D,A. es adecuada 

arla en 3 lotes, para la S,S.A.debe prob.:irse en 5 1 o tes en ca -

utensilios médicos (jerinnas, er¡uipo de venoclisis, etc). 

Los cálculos de las MDV (Máxima Dilución Válida) se muestran a 

inuaci6n, observar las diferencias con respecto al factor de dilución 

que se utilizaba cuando se inició la validación. 

Limite FDA peso medio de un humano 

5UE/Kqx70KD. 350 UE /Dosis humnna 

Si 1 UE = O. 2 nr¡ endotoxina EC-2 

3~0 U[/Dosis 0.2 ng/U.E ~ 70 ng/Dosis. 
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Scr;~i/J. L.l\.L.. 
..... ___ ···-

\lnl. dc1si e: 

11DI/ C (C<rnc. farmaco) K (1 ímite ele tolerancia 5 U'.:) 

). ( sens i b, de 1 rcac tivo) M (Mílx irnil do si s/Kn) 

C,ilculo del factor de dilución límite 

Volumen por dosis 

A) Nalbu"in.::i J mi 

B) Ni.lloxon¡¡ 3 mi 

C) H id roxocob¡¡ 1 <.Jm i na 1 mi 

D) T ii1111 i n.i y Piridoxina 1 mi 

E) Con:p l c>j u [3 2 mi 

rl !\qua para i nyec tab 1 es 

Si ~ = O,OS ng encJotoxina 

A) 70 X 1/0,0S 14 DO Estos factores seii,:¡ lan el número 

B) 7013 X J/0,05 467 de veces oue se debe diluir la 

C) 35;': X 1/0,0S 700 muestra nara hacerla reaccionar 

D) 35 ;': X J /O.OS 700 con e 1 L . A . L. 

E) 70/2 X 1/0,0S 700 

F) Directo o.os 
/ Si el límite SO pq/ml 

o.os 

· ""D) y E) Esto es norque la presentación son 2 ampo 1 Jetas que se mezclan 

en el manento de su apl icaci6n. 



,._"tJ; ! · fl.,;.: (UflC. de t.'n1Jr1f!JXirl.1 pr.1 /:'11 i~.i!c /U 1111/Do.;jc; ."\ 
i) j 1 \j (: i ¡-;¡ l 
: (, 1 i 1 ' ~ '.;·:!nsib. L.fl.L. 

··--.-~ - •···- ··-. 

\/o 1 • ,j,; ~; i s-

1-\DV C (Conc. f.:ir111,1co) K ( I ími te de tolcr-anci,1 5 U~) 

A (sensib, del rcilctivo) M (Máxim.:i dosis/K(I) 

C.ilculo del fílctor de dilución lrmite 

Vo 1 umen p.or dosis 

A) Na i bu" i na J mi 

B) Naluxona 3 mi 

C) H i clr1>xricoba 1 ami na mi 

D) Ti ,11;1i 11..i y Pi r i clox i na mi 

E) Con;p 1 eju [3 2 mi 

r) l\qua para i n ye e ta b 1 es 

si A= O.OS ng endotoxina 

\) 70 X 1/0,05 1400 Estos fac tares sei-ialanel número 
il) 7013 X 1/0.0S 467 de veces nue se debe di 1 u ir 1 a 
e) 35 :': X 1/0,0S 700 muestra nara hacerla reaccionar 
D) 35 ,., X 1/0,05 700 con el L,A.L. 

n 70/2 X 1/0.0S 700 

;-) Directo o.os 
/ Si el 1 ím i te SO pq/ml -o.os 

-~' 

!."*n y E) Esto es oorquc la presentación son 2 ampolletas que se mezclan 

en el memento de su aplicación, 
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[jlculo Je la MDV 

'"1.,:; 1_k 11 (M.:ixima dosis/Kg) . 

.i i11a: Dosis hum.:ina 1 1111 a 70 Kg = 0.0143 rnl/Kg 

Dosis conejo 5 mi -+ 100 mi H 
0 
~ 5 ml/Kg = 0.25 ml/Kg 

2 
Dosis humana 3 mi a 70 l<g = 0.0429 ml/Kg 

Dosis conejo 2 mi a 1 Kg = 2. ml/Kg 

JXocobalamina: Dosis humano 1 mi a 70 Kg = 0.0143 ml/Kg 

105 

y Piridoxina: Igual al punto C). 

Dosis conejo 8 ml-t 100 mi H 
0

...., 1 ml/Kg = 0.08 ml/Kg 
2 

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

Dosis conejo 16 mi -.. 100 rnlH 
0
-. 1 ml/Kg = 0.160 ml/Kg 

2 
aplicando la infirrnación anterior obtenernos: 

si = o.os ng/1111 
si ), = 25pg/ml Si). =12.Spg/ml ng/Kg 

0.05 ng/ml x 0.25 1111/Kg 
Bo 160 320 

0.05 X 2 = JO 20 40 

l·IL'V = 0.5 ·'· 

0.05 X 0.08 125 250 500 

0. 05 X 0.16 
= 125 250 500 

0.0510.05 
= Di recto 2 4 

el de endotoxinu es 1 a mi tac! que en otros productos y<.i que ul unirse 

'do de las arnpolletus en suma podríun dar corno máximo la concentración ~ 
dosis. 

~ ' 

' 
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11JI ') s condensadas: 

DIJ 11. o /t.. 

DIJ 0.5 /)¡ 

DIJ 6.25111. 

DIJ 6. 25/ X 

DIJ 6.25/A. 

DV 0.05/.X 

Para el agua para inyectables, se utilizó un lfmite de 50 

1, esto se basa en el hecho de que la sensi bi 1 idad del conejo a la 

toxina EC-2 es i9ual a 1nq/kq
1 

por lo tanto si aplicamos 10 ml/k3. de 

para inyectables el conejo detecta 100 p9/ml. Con la variabilidad del 

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

ecto al conejo, 

Con las bases sefialadas anteriormente se proced ióadesarrollar -

siguientes protocolos de prueba que fueron los que se aplicaron para va 

r 1 a nueva prueba. 

estramientodel Químico, 

Es necesario que el qui~ico que va a real izar la nrueba 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 verá afectado; oor 

tanto es necesario que se real ice una práctica con el reactivo proba~ 

uestras positivas y neqativas. 
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-'Ja l idi!ci6n del Qufmico 

Cuando el químico ya real ice Ja prueba adecuadamente se requiere 

3[11 icar um prueba inicia 1 de control, al qufmico y laboratorio. se9Cln señé!_ 

la la FDA, es requisito evaluar la variabilidad del c¡utmico y del laborat<;i_ 

río en la realización de esta prueba, Se debe preparar una serie de di Ju 

ciones de la endotoxina en relación 1:2 en las concentraciones próximas­

al punto final de ese lote de reactivo, realizar la prueba con 4 réplicas 

como mfnimo o máximo 8, finalmente verificar aue la variación este dentro 

de los limites determinados en esta publicación (31) (FDA)1 si se cumplen 

se procede a la aplicación de la técnica analítica diseñada¡ al mismo tiempo 

con esta información se obtiene la sensibilidad del lote de reactivo con 

respecto a determinado lote de endotoxina. 

_Técnicas analtticas realizadas 

·Ajuste de pH: 

Tomar 10 mi del medicamento y vertirlo en un vaso de op, de 50 ml 

determinar el pH (inicial), aiiadir solución de N.aOH 1.0 N hasta p~ de 6.5 a 

7.0, determinar el volumen de solución de NaOH 1 N añadido, 

·Determinación de no contaminación del producto con endotoxina. 

a) Dilución de las muestras: (real izarse en campana de flujo lami 

Nalbufina:--Tomar 20 ml del producto, añadir Ja cantidad de Nao~ 1 N nece.., 

saria nara ajustar pH (4ml) (Muestra Directa). 

De la soluci6n anterior tomar una muestra de 1,2 mi y llevarla a 

40rnl conA.P.I. (Jibredeendotoxina) (Dilución1!40=Mr:N/2.) 
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Tonar 25 mi, de lu solución anterior y llevar a 50 mi con fl.P.1. 
e i e!n 1 : 80 == MDV) . 

Naloxona._ Tomar 20 mi del producto, añadir la cantidad de N<10H 

necesaria para ajustar pH (0,2 mi) (Muestra Directa), 

De la solución anterior tomar 6 mi y 1 levarla a 30 mi con A.P.1. 

1:5 = MDV/2) Recolectar una muestra de 25 mi de la solución ante-

¡llevarla a 50 mi (Dilución 1:10 = MDV) 

Complejo B._ Tornar 20 mi de nroducto (mínimo de JO viales diferen 

añadir Ja cantidad de NaOH IN necesario para ajustar el oH (5.2 ml) 
tra directa). 

De la solución anterior tomar una muestra de 2.5 mi y llevarla a 

con A.P, I, (Dil. 1:62.5 = MDV/ 2,) 

Recolectar una muestra de 25 mi de la sol. anterior v llevarla a 

(Di lución 1:125 == MDV) 

Hidroxocobalamina; Tiamina y ~iridoxina._ Tom1r 20 mi riel prQ. 

aiiadir la cantidad de NaoH 1 N necesaria rara a iustar el rHff5.t 

xucobalamina) J11.2 mi tiamina (Muestra Directaij 

.n 1 :125 == MDV) 
ectar una muestra de 25 mi de la sol. anterior v llevar la a 50 ml (Di 

ea el caso y llevarlo a 125 mi con A.P.1 (Di lución J :62.5 MD\// 2). 

De la solución anterior tomar una muestra de 2.6 mi ¿ 3.1 ml se~ 
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-, l'Sll' c;1so¡ el riroducto no debe dar resultado positivo en ninguno de los 

·r(•cta, .i la MDV/ 2 y di luida a la MDV -aplicando el método del gel firrne 

b) Una vez diluido el oroducto, ensayar por duplicado la muestra 

;'a la MDV, alterando los resultados del siguiente paso, por lo tanto, 

iro~cnicos, o piroqenicos en el caso de que ~e obtuviese respuesta positi 

1sos, y<i que esto señalaría que tiene niveles de endotoxina abajo de los 

,; se obtiene un resultado positivo en alguna de las di luciones el produc­

o no está apto para el trabajo de val idaci6n. 

eterminación de compatibilidad 

· i lución: 
Reconstituir la endotoxina y seoulr el siquiente dia9rama de 

::ndotoxinil 
,' ia 1 CON 

'iOO?oo/ni I 

di 1 1!10 
n 1/1111 ...... ~.:--. -=o--

.~2 

b, "o/mi 
+ 8111 I, 
Sol. "' MDV 

50 n~/m 1 

di 1 1. lo 
-~ Sol, 

MDV 

di 1 1: 10 

100 p9/nil ---------..., 

Sol. MDV 
3 1 ~ / 1 l : 2 , <-pg ITI SOT.- 1 :2 1 :2 l :2 

6.25 pg/ml ~ l2.5rig/rnl ~5pg/ml ~:Opg/ml. di 1 1 :2 
MDV 

2 MDV. r MDV ''°V; 

Punto Final 
di 1 l : 2 di 1 l: 2 

dill:2 2dill;2 
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Observar que a partir de la solución de 5 ng/rnl las diluciones 

liza11 con la solución del medicamento a la MDVJ finalmente se ha 

onar las diluciones más nróximas al punto final,± dos diluciones 

bservando de esta manera si el producto es compatible o existe ya 

hibicióri o activación de la reacción. Las bases para determinar si 

dueto es compatible o no se se¡;alaronen las qeneralidades;como se 

nó en la página No, 103 es recomendable utilizar el producto a pro­

la mínima MDV senún los 1 (nrités de sensibi 1 idad del reactivo; esto 

si nuestro reactivo tiene cono limites de sensibilidad,para ser 

ado por el laboratorio1 un valor entre 50 a 6,25 rig/ml, y si el .pro­

.i probar fuese nalbufina, existen varios factores de MDV por. ejemplo: 

50 ri9/111l entonces MDV = 80, si A= 25 p9/ml entonces MDV = 160: 

12.5 entonces MDV = 320, por lo tanto si validamos el producto· di~¡ 

:120 veces v obtenemos aue es compatible, al utilizarlo conji.n'reac-
·.·i ! 

J..)= 50 pq/ml nodriri inhibir la reacción dando falsos ·~egativos; no 

v<llid,1 su aplicación de la rrueba a esta dil~.cjón;'id,'~~re':i:.•~ontri 
";',··;·· 

val ida el rroducto a una di lución 1:80 y posterfor~en,.á s€.· .. f.t~~.ba' 

20 tenemos la seriuridad de que a más diluido. eL.próduétome~éfr;.i;Pfeb4_ 

0 de inhibición existe, siendo valida .su aril·icaci6n 

di l 1JC ión: se debe temar en cuenta que por lo tanto 

"puesta positiv¡¡ en L.A.L. y resultar negativo en el~oriéjo((~~~·,1a -
:. . ·\·1:· ·. ·. •; 

·;. . .' .· .· 
•3ntre ambas pruebas) debido a la mayor sensibi 1 idad del reiictivo ·. 

a dilucion. 

p íl>él demostrar la renroducibi 1 ick1d del método se prnbt1r()n 5 lo -

e cada rroducto. 
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p;iril reportar los resultadns obtenidos para la validaclc1n de la 

pr"eb;J L.fl.L. y para la orueba de piróqenns Oficial se utilizaron los si-

\l"'L'ntcs r,m11,1tos, los cuales se recomiendan utilizar en caso de 

!"" 1 i ?.ar la v.~ 1 i da e ion del L ,A,L. ya aue oresentan facilidad para el ;iná-

1 i i ') de L1 i11foruk1Cidn ah( ;:isentada, estos formatos se ilustran a cont i-

,111, C j L111 '. 



Du Pont Farmacéuticos de México, S.A. CONTROL DE CALIDAD - PRUEBA DE PIRÓGENOS 

NOMBRE DEL PRODUCTO PRESENTAC ION LOTE MML!SIS NO: 

NO. y TIPO DE ENV. 

1 

CANT 1 DAD POR ENVASE 

DOS 1 S A APLICAR fJOR KG DE CONEJO 

CONEJO TERMO- TEMP. í'ESO TEMP. 1NIC1 AL TEMP. 

DIA (Kg) 
L¡ íl 1 1o 1 

BASAL NUMERO METRO ANT. ºC HR ºC HR 

MUESTREO 

FECHA 

VOL. 

APLIC. 
HORA 

TEMP. TEMP. 

1 HORA 2 HORAS 

ºC HR ºC HR 

LIBRO/PAGINA: 

CONDICIONES DEL IJIOTER 1 O 

DURANTE LA PR' '""A 
TEMPERATURA: 

HUMEDAD: 

TEMP. 1 NCR. OIJSERVA-
3 HORAS TEMP. 

CIOMES. "C HR 

:: INCREMENTO TOTAL: 

¡.---,r---1----t----1---1---------------- __ ,_ -- ---1---l--f----1------l 

Interpretación de res111.tnclos: 
* El inr.i:emento totnl no drhc ncr mayor n l, l1ºC 
y el individunl dc~c ncr 111c11nr de 0.6ºC, 

1 1 "JCR[MEMTO TOlAL: --------TIEMPOS DICTAMEN REAL.lZO 

OlJIMICO 11/H 



Producto ""'= - Lote 
Fecha caduc, Fecha de recons, 

tJombre 
Sensibilidad Caducidad 

Lote - Endotox. de r • Cad. por reconst. 
MDV 

~·P. 1. Lote 1 

1 ) !\juste de pH: pH inicial , pH final Vol NuOH IN uñud ido 

2) Adición de Cu++ pH MDV 

3) Serie de dilución Control: 

1 1 1 1 
Conc. Endotox: en pg/rn l ¡ ¡ 
Resultados 

4) Control del producto: 

1 

Sin a 1 lu 1 r 

1 
""7[ 

1 ""I 1 
Dilución 
Re su 1 tados 

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

Di lución 
Resu 1 tados 

6) 1 nterpretac Ión de Resu 1 tados: 

a) Serie Control 3) 
b) Control del Producto 4) 

Re su 1 tado 

c) Conc. de Endotox. detectada 5) 

Lirnite:s 
50 pg/rnl _ 6.25 pg/rnl. 
Debe ser negativo, 
2 x, x 6 x el valor reportado en a. 

2 

w 



114 

os: Siguiendo las técnicas seílaladas con anterioridad, se obtu~ieron 

ltadosquesc señalanacontinuacion: para la prueba de L.A.L. se uti_ 

reactivo comercial Pyrogent en tres diferentes sensibilidades: 50, 

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

endotoxina. 

Para facilidad de observación y comparación se reportan los re.­

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

te de medicamento. En el caso de la Naloxona no se contó con más 

lotes 0or lo cual no fué posible completar el estudio con los 5 que 

endían. 



7 

8 

9 

10 

11 

12 

117 

Para determinar la sensibi 1 !dad de la colonia de conejos a la 

oxina nrovista en il reactivo L,A.L. y utilizar este dato como un oun-

referencia, se procedió a trabajar de la siguiente manera: 

Se determinó el peso de los coneJos y se distribuyeron en dos lo­

oor el método de la culebra Japonesa, pretendiendo con esto gue dichos 

s fuesen equivalentes entre si1 quedando la distribución como se mues-

la tabla No, 36 

A 
Lotes 

JJ Peso Kg " 8 
2.44 

2 10 2.62 2.69 
2.69 

2,46 
11 2. 59 5 2,56 

2,56 

2,56 
6 2.56 8 2.55 

2, 31 

2.55 
3 2,46 12 2.54 

2.25 

2,62 2,44 7 2. 31 

2,59 

2.54 9 2.25 

12. 71 14. 86 

·conejo No. 4 
X 2, 542 X 2.1177 

Tabla tlo. 36 



Lote-

Medica mento 
1 

Na loxorrn 

Na 1 buf i na 

H i droxocoba 
lamina -

Tiamina y 
Pi r i dox. 

Complejo B 

A. P. 1. 

=r 
60 

210 

EC-4 

40 

40 

60 

60 

A 

\ 1.f 

6,25 12.5 

50 75 

12. 5 25 

12. 5 18.75 

6. 25 12. 5 

posi-

tivo a 

6.25 10 

B 

t ).. ?f t 
60 6 ,25 12. 5 60 

60 

210 50 25 40 

EC-1¡ 

40 12. 5 6.25 40 

60 6.25 6.25 60 

60 6.25 9.37 60 

pos i -

tivo a 

60 6.25 10 60 

T= Sensibilidad en pg/ml a endotoxina EC-2 (ó EC-4) 

e 

). 

6.25 

6.25 

12. 5 

12. 5 

6,25 

6.25 

6.25 

). = ~ensibil idad en pq/ml a endotoxina del producto comercial. 

f[ =Punto final en pg/ml a endotoxina del producto comerical. 

D E 

p( =J= ). ,P.Í. ¡: ). ?·f.' 
25? 

12,5 

18. 75 40 12.5 25 40 12.5 12. 5 

18.75 l¡O 12.5 18,75 40 12.5 4,68 

6.25 60 6.25 9.37 60 6.25 12. 5 

12. 5 60 6.25 6.25 60 6.25 6,25 

posi- pos i- posf-

tivo a t ivo a tivo a 

10 60 6.25 10 60 6.25 10 

--



"1edicamento 

Na loxona 

Na l buf i na 

H id roxocoba 
l;¡m i na 

Ti arn i na y 
Piridox. 

Comp 1 ejo B 

A. P. 1. 

+ 
o 
y 

+ 
o 
y 

+ 
o 
y 

+ 
o 
y 

+ 
o 
y 

+ 
o 
y 

A 
Lote 
Fech.deReal. R l\T 

26 Ag. 82 
6 y 12 En. 
211 Feb 83 

31 1\9. 82 
24 May 82 
18 Enero 83 

7 Sep. 83 

28 mar 83 

24 Sep. 82 

2il mar 83 

7 Sen, 82 

17 mar 83 

20 Ag. 82 

16 Feb 83 

,,/ o. 1 
82 .,. o .8 

v 

V Q ,35 

,/ 0,3 

,/ o .35 

,/ o. 15 

¡:echo de Fecha de 
Re¡i l . R Ci T Rea 1 R in 

1 7 Seo 82 v O .3 22 Sen. 82 .- O. 15 
18 Ag: 8iv' 0,6 6 Ene., 83" 1,2 
28 feb, 83v 28 >eb 83 v 

3 Sep t . 82 v O. O 
25 May 81 v 0 ) 
20 Enero 83":' 

3 Sept. 82>' o.o 
5 En. 81 v 0.3 
2 feb. 83 c1 

2~ Sep 82 .... o. 2 ~9 Sep. 82 V o. 2 

30 mar. 83" 7 Abr 83 -' 

27 Sept. 82/ 0,25 13 Oct 82 v' 0,8 

* * 
23 mar 83 • 23 mar 83 v 
9 sep 82 1/ 0,05 9 sep 82 .¡ O.O 

* * 
7 mar 83 • 7 mar 83 .1 

14 Sep. 82.l'0.35 24 Sep 82" 0,25 

16 feb 83 v' 16 Feb 83 v 

Fecha de Fecha de 
tl.eal. R !\T Rea 1. R lH 

14 Sep. 82vo .o 17 Sent 82v O .05 
- 1 3 Ag 81 v O. 00 

2 Feb 83 v' 4 Feb 83 .,., 

4 Nov. 82 .... o ,6 25 En 83 .,.,,o. 8 
~·; {; 0.4 
30 mar 83./ 7 Abr i 1 83._/ 

19 Oct 82"0.55 7 Di c 82 v"O, 15 
... , ·/; 

18 mar 83./ 17 mar 83 ./ 

22 sept.82--0.2 29 sep 82 ""0.25 

"' i"' 9 mar 83 ,¡ 19 mar 83 ./ 

1º ílct 82/o,25 j15 Oct 82 v0.35 

16 Feb 831 l16_peb .. 83-_"_, __ 

+ Prueba Oficial para liberación de lote, o para validación de la prueba LAL, realizado en 
Du Pont Farmac~uticos de M~xico S.A. 

O Prueba Oficial para liberación de lote re;Jliz;¡da en un segundo laboratorio. 
Y Prueba de Limulus (L,A,L.) nara val idacion del método. 
·'· Anteriormente no se real izaba la prueba. 
v Pasa la nrueba. 
>< No o asa 1 a pruebn 
R Resultado 
l\.T Suma totai de los incrementos individuales de temoeratura en la nrueba en conejo, 

NOTA: El signo ven la orueba L,A.L, señ:lla que el producto diluido a la mínima 
MDV, no did' resultado positivo. 
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Posteriormente se aplicaron dosis crecientes de endotoxina a 

los dos lotes en base a una distribución de ntJneros aleatorios) 

obteniendose incrementos de temperatura en Jos animales los cua 

les se muestran en la tabla No. 37 

Conejo Dosis de endotoxina aplicada 1,V. (ng/Kg.) 

0,05 0.1 0.25 0.5 1 ·º 2.5 5.0 

1 o.o o .3 0.5 
2 o.45 0,45 0.7 
3 0.05 0.55 l. 05 
5 o.4 0.5 o.65 
6 0.5 0.3 o .85 

x 0.28 o.42 0.75 

7 o.o ;'; o.4 o.4 0.7 
8 º·º 0.05 0.2 0.55 
9 o, 1 º· 15 0.35 1. 1 

10 0,2 0.3 0.25 0.9 
11 0, 1 0.3 0.3 0.75 
12 o .35 0.25 0.2 0.95 

x o .125 0.242 0.283 0.825 

·~ Todos los resultados reportados se encuentran indicados enºC. 

Dosis In Dosis Respuesta (x) 

0.05 - 2,99 o .125 
0.1 -2.3 0,242 
0,25 -1,39 0.28 
0.5 -0,69 0,283 
1 ·º o o.42 
2.5 0,92 0.75 
5.0 1 61 0.825 

Tabla No, 37 
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anal iz.:ir los datos obtenidos por medio de una calculadora texas 

ls 55 para la ecuación de una rect~ se obtuvieron los siguientes 

5098, intercepción = 0,52225, correlación = 0,94175 

.6 entonces x = 0.515, e~ 1.6736 ng/kg· 

dosis-respuesta que se obtiene con los datos anteriores1 es la que 

ra en la figura No. 14 
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CAPITULO IV 

DISCUSION 

uesta a la endotoxina por los conejos: 

121 

Considerando una respuesta de 0,6º C como indicativa de nivel pi­

nico de endotoxinf),se obtiene de la gráfica que una cantidad de 1.67 

de endotoxina de E. coli 055:6 5 (provista en el estuche) es 11irog~n~ 

n esta colonia de conejos, obteniendose con 
di cha endotox i na una me" 

potencia con resoecto a lo reportado para la EC-2 (1.37 a 1 ,O ng/kg), 

ual solo podría confirmarse sise le inyectase la endotoxina EC-2 a esta 

nía y comparando resultados; si bien también es posible real izar una 

araci6n de actividades basandose en el comportamiento de ambas endotoxinas 

la prueba L.A.L. cono lo confirmaron algunos investi9adores:a mayor ac-

idad de una endotoxinaenconej,o,mayorsensibilidad a est;i endotoxina se 

antro en L.A.L,. si se observa la tabla de resultados de compatibil i­

es notoria una mayor sensibilidad del L.A.L. a la endotoxina del estu­

can respecto a la EC~2 (información del marbete del L.A.L.) 

Esta menor notencia de lri endotoxina del estuche da un mavor 

qen de ser¡uridad en la aplicación de la prueba L.A.L., ya que se estable 

el método calculando la MDV con 1,0 Ng/k<J o SU.E. si se utiliza el va -

experiment;il de 1,67, el factor de dilución sería mayor, por lo tanto. 

los factores c¡ue se uti 1 izaron se cumple los 1 inerimientos establecidos 

la l='.D.A. y se r¡arantiza un mayor marr¡en de seguridad con una base experi­

ntal firme en los productos (Debemos hilccr hincripié en 9ue la endotoxi­

:Je1 estuche viene estandariz;ida, dando siemnre la misma reactividad, se-

n ¿ 1 proveedor. 
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, (inal y su variilción en la prueba L.A.L. 

En los puntos finales del reactivo L.A.L. con agua y el producto 

se observa que no hay variaciones mayores a una dilución 1:2 en 

; los cosos, excepto en dos(que se discutiran más adelante) esto es 

ativo de la canpatibilidad de los productos con esta prueba, y nos 

a la reproducibil idad del ensayo en cada producto. 

En el caso de la na 1 oxona se repi ti 6 e 1 ensayo, ya que en el 

r experimento se obtuvo un punto fin;i) que se¡;al;>ba inhibición del 

c to, a 1 repetir se se observó aue e 1 oun to fina 1 era e 1 adecuado den -

el límite in"erior (siempre_en los 3 lotes, se obtuvo el resultado 

l l(mite inferior). con base a una inforrnaci6nobtenida deMallinck -

lnc el producto es compatible a la orueba en una dilución 1:16, y 

presente trabajo se oroba en una dilución 1.10: Mallinckrodt !ne. prue­

producto en diluciones 1:2, oor lo tanto loprobó en 1:2 1:4, 1;8 

, etc; por lo cual el producto en algúnr>unto entre 1:8 y 1.16 no inhi 

bien la inhibici6n no es detectable: al orobarlo por el metodo cromo~ 

trabajó diluido 1 :20 sin mostrar inhibición¡ por lo cual con es-

es conveniente uti 1 izar el producto para_la prueba L.A.L. a una 

cion de 1;20 dmayor, utilizando por lo tanto un reactivo con un míni-

e sensi bi 1 idad de 25 pg/ml (vs. endotox ina del estuche). 

En el caso de la hidroxocobalarnina lote E, se observó el punto f!_ 

corrido hacia un valor de menor conc. de endotoxina, indicando una posi 

¿¡ctivación de la reacción: de la in(ormacion de los 4 lotes anteriores 

I 
e desprende al~un indicio de activacion, al probar el producto diluido 
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menor MDV, se encontró que aunque no daba reacci6n positiva, formaba 

, grurnos indicando con esto que el medicamento contiene alguna cantidad 

·ndotoxina que sf detecta el método: esta endotoxina más la que añadimos 

dél una vnriación en el punto final, pero debido al motivo anterior; pa_ 

.orroborur si no existía problema en el producto, se orobó nuevamente 

L.A.L. sin dar resultado positivo y por el método oficial (notar que es 

oroduc to que más a 1 to i ncrcmen to en tempera tura mostro, 1 o que f ué i nd i -

·vo de illguna cnntidad detectable de endotoxina). El método oficial 

el gue dió el resultado definitivo de no piro9enicidad del producto; 

lo tanto se considera que el producto presenta reproducibil idad con la 

t:ba L.A.L. siendo vál idn la ap-1 icacion del método. 

rrelación L.A.L.- Conejo 

Se observó una total equivalencia entre la prueba del conejo v 

... A.L. todos los resultados ney"tivos por conejo mostraron siempre un re 

l:ado ne'Jativo en L./\.L., es conveniente sef)3lar el bajo incremento en 

;-ieratura en conetos, lo cual se debio a la pureza de 1 os pro -

cos y al adiestramiento rrevio a la prueba, con lo cual se eliminaron 

r'ables que in•luenciarian los resultados fini!les. El medicamento 9ue 

salto incremento tuvo en conejos fue el que también nos ocasionó 

roblemas
11 

con el L.A,L. y es la Hidroxocobalamina lote E, lo cual habla 

! la correlación conejo-L,A.L. (en un caso próximo a la pirogenicidad). 

Como puntos derivados de este trabajo, en base a la experiencia 

auirida surgen los si9uientes comentarios; 



/\1 rr·iili.1
;11"';c l;1 pnidi.1 de piró'~1enos al agu;¡ para inyectables 

T1.1 1,1 i111.1). sL~ presentan discrepancias en los resultados al ser anali 

, p"1· l,1 pnteba en conejo y el m~todo de L,A.L, 

De ,,cuerdo i!l método de la ll.S.P.y basado en la sensibilidad del 

;o .1 la endotoxinil (niróaeno) de referencia oficial, el conejo detect;i 

3 ror mililitro (Dp50) enaguanara inyect¡¡bles. 

El L.A.L. que utilizamos detecta de 50 a 6 p9/ml, pri1T1ordialmente 

ta 12.5 pn/ml que es como viene calibrado por lo tanto, se observa 

s varias veces mis sensible que el conejo, 

A 1 nrobar un agua para i nyec tab 1 es, paso' 1 a prueba de pi rógenos 

nejo con un incremento total de 0.35º C, lo cual no da márgen a duda 

apirogenicidad¡ al ser probada por L.A.L. con sensibi 1 idad de 6 palmJ 

rueba d ió positiva, observandose con es to ~ue e 1 L .A. L. es capaz de 

ctar lo que no nuede el conejo: como conclusión, se obtuvo aue el ag~a 

enfa menos de 100 pglml y m.'.!s de 6 pg/ml. Un anél'l lsi s PO.sterior nor 

L., usando diluciones, indicó que los niveles de endotoxina se encon -

an entre 6 p9/ml y 12 pg/ml (mayor a 6 y menor a 12). 

Observando los criterios de algunos laboratorios gue arlican la 

ba L.A.L. encontramos: los l(mites de endotoxina permitidos en un labo-

rio de E.U. son 100 pci/ml para descartar el producto y 50 pg/ml como 

señal preventiva a probables problemas posteriores. 

Dos laboratorios, uno de puerto Rico y otro de Mexico, rechazan 
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.roductn que de reilcción positiva con el L.A.L.
1 

aCin a niveles inr-e 

; il 30 pr¡/ml, si el reactivo es capaz de detectarlo; esto nos da idea 

límite es no m~s de 30 nq/ml, 

Se tiene noticia (no Oficia J) que probablem~nte .~~ .. la p/Óxi~~ U.S.P. 

)se fi jarti el 1 imite para el Agua p~~ la. o~u~b~:L,A.,L,,e'n 0,25 U.E./ml 

o 2 ng de endotoxina EC-2: oor '10 tári-to, ef liml.te sería 50 p9/ml. 

El hombre detecta 1000 p9/k9, (Dp 50) que es similar a lo que de­

el conejo al cual se Je inyectaron 10 mi por 1<
9

, en el caso del agua 

~ada en el presente trabajo, ésta es uti 1 izada para oarenterales de no_ 

lu'<en de aplicacidn, por dosis (m<1ximo 2 mi por cada aplicación); sin 

•1L', existen otras oosibles fuentes de contaminaci6n provenientes de 

~r2s materias primJs que componen el producto así como tambiái a todo 

o:eso de manufactura que ruede aumentar el con ten ido fina 1 de piróoe -

Debido a lo arriba citado, es necesario conocer cual va a ser el 

río oficial para anrobar o rechazar.el A.P.I. por el método LAL y con 

iterio se va a fijar la concentración de endotoxina permitida. 

del termómetro el (nico en conejos.- Es ml~Y frecuente utilizar el tele• 

ietro en 1 a prueba por conejo, haciendo a 1uci6n a que no afecta los 

tados por manipulación de los animales; en este trabajo se utilizaron 

1odamente los dos si stemas1 no observandose nin9una variación en el 

metro clínico, si éste es aplicado adecuadamente, Además el mantenimien 

n teleterm6mctro no es equiJ)arable en costo al 9asto que involucra uti-

50lo termómetro clrnico; se1iramente en casos de desarrollo de otras 
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as sea conveniente la aplicación del teleterm6rnetro,pero en el caso 

orueba oficial ya estableci.da 1 aporta ayuda en su facilidad de operé!. 

y sencillez, pero con la desventaJa'que en ocasiones los animales se-

etiran y es necesario insertarlos nuevamente, 

o del L.A.L. en México.- or la·s devaluaciones de nuestra moneda con res 

a el dolar americano se ha afectado el costo de L .• A.L. comercial ya 

'stc es importado¡ un estuche de 50 pruebas que en marzo de 1982 costa­

l 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 ¡sin embargo resulta más econánico la compra del reactivo 

éxicoque su importación (en el caso de/~allinckrodt), 

Cod principalmente y Difco son más económicos en el extranjero . 

. :\. ). 

eba del L.A .L.- Al hablar de la sencillez de la prueba de L.A.L,
1 

se de 

e;1alar ~ue es una prueba muy delicada, Variaciories.tales como modifica-
;·, .,: .'· .. · 

es de temperatura, vibración, dosi ficación;·'a9ua de reconstitución, ma-
·:'.,.,.·,,. 

i~;persi6n de endotoxina, etc, van.a t~ntfi:~>~n el .resultado final; ror 
'•' - .·;i¡;d:'.-·,. .. .,,:-... ->, .<' ' 

anta es necesaria la validaci6h.·Úit~db'tÚ .~quipo pára asegurar que 

r•·su/tados ~ue se obtendrán cdíl<cÓrr~'~to,s, así CQllo· seguir ri9uros;imente 

écnica señalada por el nrotocolo del fabricante del L,A.L. 
. ' . . . ' ' ' 

Es conveniente para rea 1 iza~ la sd i1Jc iones de la endotox i na el 
. ' 

C'-' [1ipctJs y matraces volumétricos, y para doslftC:at", (el 0.1 mi requcr~. 

,. "1ucstr.1 \' L.A.L.) el uso de _jerin9asde vidrio para insulina; con 

.c. 1 se v.1 .i oblcncrmcnor variación en Jos rcsul tados por un sis te -

Je :r.1IJ;1jp <JllC /i111il.1 las fa/lns. 
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-- Tiempo requerido para la prueba L./\.L:., 

Una ventaja señalada en el uso del L.A.L. es el poco tiempo que 

consume (1 hora) sin embargo, hay que tomar en cuenta que a lo que se refie 

re es a una hora de incubación comparada con 3 ó 4 horas de la determina­

ción de temperaturas a conejos, pero también se requiere el preparar el ma­

terial previamente(despirogenizaci6n) y las muestras para su análisis (dilu­

ción y ajuste de pH), al igual <]Ueen los conejos; la preparación 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/ml p3ra llegar a 12.5 ó 6.25 

pg/ml, implica realizar alrededor de 12 diluciones, las cuales tienen que 

rea 1 izarse en el mismo día en que se hace la prueba, esto es debido a 

la inestabi 1 idad de las endotoxinas en soluciones muy diluidas, 

- Di lución de Parenterales de bajo volumen: 

Como se mencionó anteriormente, el agua con que se trabaje en la 

prueba L.A.L. debe de ser de muy alta calidad, ya CJUe si no es así se 

tcndr5n problemas y afectarán, por lo tanto, los resultados: Los parentera_ 

les de bajo volumen requieren para su análisis el ser di luidos, y con los 

factores de las Máximas Diluciones Válidas observadas, obtenemos que Se 

rcqu icre qran cantidad de agua para su análisis; esta agua no es fácilflle~ 

te asequible, ya que de la calidad requerida solo el proveedor la produce , 

pero no tiene la posibilidad de venderla, y otras fuentes de agua no la 

venden explicitamente para la prueba L.A.L. con lo cual hacen dudoso su 

~"º (cxperirnentillmente dió problemas); por lo tunto como el proveedor:obse­

- i,1 el ;1q110 no es posible oblenerl,1 en los niveles requeridos sin que el 

· .· rci1·ln i111pliq11c un 111t1y b11r~n <'~;f11c,rzo de COl1Vt!llCÍlllÍ•:~nlo y J¿i inser1urirfod 
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CAPlTULO V 

C O N C L U S I O N E S 

1) Se observa una relación directamente proporcional entre el 

In de la dósis y el incremento en temperatura, con una -

buena correlación entre los puntos que definen esta recta 

(0.~4), tomando en consideracion que se trata de un ensayo 

biológico. 

2) Los conejos mostraron una respuesta pirogénica caracterfs­

tica a dósis de 1.67 ng/kg de peso (Dt
50

), considerando la 

equivalencia de dósis por Kg. de peso corporal en humano, 

se considera esta dósis de endotoxina de E. coli 05o:B5 co 

mo pirogénica en humano. 

3) 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. 

4) Existe completa correlación el Ja prueba del L.A.L. y conejo 

para los productos evaluados. 

5) Se requiere fijar un limite de endotoxina en agua para in­

yectables, dependiendo de el uso a el cual está destinado -

ta 1 producto. 

6) La prueba del L.A.L. en México comparándola con la de conejo 
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no es tan económica como la cita la literatura. (Es función del 
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instalado y del número de pruebas sometidas en cada oca­

por L.A.L.) 

prueba del L.A.L. es válida para determinar endotoxinas en los 

duetos trabajados, en sustitución a la 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 realización de 

la prueba. 

Determinar la sensibilidad del reactivo L.A.L. 

Calcular la MDV del medicamento a probar. 

/\justar el pH del medicamento. 

Diluir el medicamento a la MDV. 

Preparar control positivo. 

Preparar control negativo. 

=eguir la técnica general para el L.A.L. 

>1terpretar los resultados. 
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