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IX Pruebas in vitro (Limulus Amebocyte Lysate test (LAL) y Prueba de
Activacién de Monocitos (MAT)) como sustitutos de la prueba de
pirbgenos en conejos, para sueros antiofidicos: Revision de alcance

Resumen

Pruebas in vitro (Limulus Amebocyte Lysate test (LAL) y Prueba de Activacion de
Monocitos (MAT)) como sustitutos de la prueba de pirégenos en conejos, para sueros

antiofidicos: Revisién de alcance

Introduccion: El analisis de pir6genos es una de las pruebas en el control de calidad
durante la produccion y liberacién de productos inyectables. El efecto en la salud humana
esta asociado con las consecuencias fisiopatoldgicas que generan las endotoxinas
bacterianas que pueden ocasionar la muerte de pacientes. Objetivo: Describir y evaluar
criticamente el estado actual del conocimiento sobre la capacidad de las pruebas in vitro
Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) y el Test de Activacion de Monocitos (MAT),
versus el modelo animal para evaluar pirogenicidad en sueros antiofidicos. Metodologia:
Revision de alcance en Wiley, Scopus, LILACS, Google Scholar, PubMed, y Cochrane
Library de articulos publicados hasta el 01 de julio de 2022, siguiendo las
recomendaciones PRISMA. Los articulos incluidos se clasificaron segun criterios de
inclusién y exclusion. Fueron incluidos articulos publicados en revistas cientificas,
estudios de revision y observacionales cuyos desenlaces y objeto de estudio se
relacionaron con el objeto de la investigacion. Se extrajeron datos y sintetizo la evidencia.
Resultados: Se identificaron 746, de los cuales se excluyeron 671 por no estar en
relacion con el objeto de la revision, 60 articulos sin comparador y duplicados, 5 aplicaban
otras pruebas y 3 no accesibles. Fueron seleccionados 7 articulos para la revision y
analisis. Conclusion: La evidencia disponible de las pruebas in vitro MAT y LAL como
sustitutos de la prueba in vivo RPT para evaluar pirégenos en sueros antiofidicos genera
aun controversia. Es necesario realizar mas estudios que comparen directamente 2 0 mas
pruebas de pirégenos y su uso en anti venenos ofidicos. El uso de LAL durante la
fabricacion de anti venenos y realizar la prueba RPT para la liberacion de productos

finales podria ser complementaria.

Palabras clave: Suero antiofidico, pirégenos, prueba de pirogenicidad en conejos, prueba de

LAL, prueba de MAT.
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Abstract

In vitro tests (Limulus Amebocyte Lysate test (LAL) and Monocyte Activation Test (MAT)) as
substitutes for the pyrogen test in rabbits, for antivenom sera: Systematic scoping review

Introduction: Pyrogen analysis is one of the quality control tests during the production and
release of injectable products. The effect on human health is associated with the
pathophysiological consequences generated by bacterial endotoxins that can cause the death of
patients. Objective: To describe and critically evaluate the current state of knowledge on the
capacity of the in vitro tests of Limulus Amebocyte Lysate (LAL) and the Monocyte Activation Test
(MAT), versus the animal model to assess pyrogenicity in antivenom sera. Methodology:
Sytematic scoping review in Wiley, Scopus, LILACS, Google Scholar, PubMed, and Cochrane
Library of articles published up to July 1, 2022, following PRISMA recommendations. The included
articles are classified according to inclusion and exclusion criteria. Articles published in scientific
journals, review and observational studies were included, whose outcomes and object of study
were related to the object of the investigation. Data was extracted and evidence synthesized.
Results: 746 were identified, of which 671 were excluded because they were not related to the
object of the review, 60 articles were not compared and duplicated, 5 applied other tests and 3
were not accessible. 7 articles were selected for review and analysis. Conclusion: The available
evidence of the in vitro MAT and LAL tests as substitutes for the in vivo RPT test to evaluate
pyrogens in antivenom sera is still controversial. Further studies are needed to directly compare
2 or more pyrogen tests and their use in ophidian antivenoms. The use of LAL during the
manufacture of anti-venoms and the performance of the RPT test for the release of final products

could be complementary.

Key words: Anti-venom serum, pyrogens, rabbit pyrogenicity test, LAL test, MAT test.
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Introduccidén

Los accidentes ofidicos constituyen un importante problema de salud publica. Se estima
gue 5.4 millones de personas al afio sufren accidentes ofidicos en el mundo, y cerca de
2.7 millones de las victimas presentan envenenamiento. El nimero de muertes al afio
se estima entre 81.000 y 138.000 personas. El triple de estos casos culmina con
amputacion o discapacidad permanente (Gutierrez et al., 2010). En Colombia, segun
estadisticas del Instituto Nacional de Salud (SIVIGILA), se reportan 3.500 casos por afio,
con una mortalidad estimada del 1% anual. Estos eventos son prevenibles y tratables

eficazmente con sueros antiofidicos.

El evento se considera de importancia en salud publica a nivel nacional segun lo
mencionado en la Circular 092 de 2004 del Ministerio de Salud y Proteccion Social, en el
que se resaltd la notificacion obligatoria del evento y la generacién de reportes
relacionados por parte de las entidades territoriales y el Instituto Nacional de Salud. Esta
notificacion se hizo efectiva y constante a partir de 2007 con la creacion del Sistema de
Vigilancia en Salud Publica (Sivigila) y a partir de 2016, se incorporaron al reporte las

mordeduras por serpientes no venenosas (SIVIGILA).

Colombia, esta posicionada entre los primeros 5 paises del mundo en riqueza de
herpetofauna (Gémez et al., 2017). Existen cerca de 300 especies de serpientes de las
cuales 50 son venenosas (20 especies de viboras y 30 especies de corales) (Suarez,
2008). Los accidentes ofidicos se presentan con mayor incidencia, en personas entre los
15 y 44 afos, afectando principalmente extremidades inferiores. Una de las causas mas
frecuentes de los casos de ofidiotoxicosis es debido a que, cada vez se comparten mas

territorios entre el hombre y las serpientes (Gutiérrez et al., 2010).



El suero antiofidico se considera la principal herramienta para proporcionar el tratamiento
mas eficaz para accidentes por mordedura de serpiente venenosa. Este tipo de
medicamento biolégico neutraliza el veneno que aun se encuentra circulando en el
cuerpo del paciente, minimizando asi la fisiopatologia especifica de cada veneno y
evitando los problemas de salud asociados al envenenamiento. Los accidentes pueden
ser mayores y peores si el suero antiofidico no se utiliza de manera oportuna y el riesgo

aumenta si el tiempo de exposicion al veneno es prolongado.
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Los sueros antiofidicos son producidos mediante la inyeccién de una pequefia cantidad
de veneno, con la utilizacion de una adyuvante de origen orgénico o inorganico, a un
animal de experimentacion (caballo, oveja, cabra, conejo, entre otros), en dosis
repetidas; seleccionando un protocolo de inmunizacién adecuado para cada veneno
(Goémez et al., 2017). Son comercializados para administrar exclusivamente de forma
parenteral, preferentemente por via endovenosa, posterior a la presentacion de un
accidente ofidico, son la Unica alternativa efectiva para evitar el deterioro y la muerte del
afectado (Gutiérrez, et al 2010). De igual forma, agencias reguladoras a nivel mundial
exigen la realizacion de una prueba de pirogenicidad para medicamentos parenterales,
no siendo la excepcion para los sueros antiofidicos (Agudelo, 1999).

El analisis de pirbgenos constituye uno de los principales ensayos en el control de calidad
durante la fabricacion de inyectables por su repercusion en la salud humana (Perdomo-
Morales, 2004), puesto que la presencia y administracion de los mismos, es capaz de
provocar una serie de respuestas fisioldgicas, en su mayoria de caracter perjudicial y en
casos extremos, la muerte del paciente (Perdomo-Morales, 2004). Por las razones
anteriores, existe un creciente interés en el conocimiento y dominio de estos métodos.
Un pirégeno es un término genérico que se aplica a cualquier sustancia capaz de
incrementar la temperatura corporal de un mamifero (Sucup, 2009). Una definicion indica
gue “los pirégenos son sustancias, bacterias Gram Negativas u otros microorganismos
gue pueden resistir los métodos convencionales de esterilizacion, presentdndose en
grandes cantidades después de la muerte y lisis celular. Los pir6genos se pueden
encontrar en productos parenterales de uso humano y veterinario, provocando profundos
cambios fisiolégicos en la elevacion de la temperatura” (Sucup, 2009). Por ello, la
importancia de su control, al considerarse contaminantes que potencialmente ponen en

riesgo la salud humana y animal.

Existe en la literatura una amplia descripcion de las pruebas mas cominmente utilizadas
y aprobadas para evaluar la pirogenicidad en sueros antiofidicos. Una que
tradicionalmente se ha utilizado es la prueba in vivo en conejos. Esta es conocida como
prueba de oro o “gold standard”. A partir de 1959, con la publicacion del libro “Los

principios de la técnica experimental humana”, se introdujo en la comunidad cientifica el
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concepto de las 3R (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo) y desde entonces se ha
realizado un gran esfuerzo en la busqueda de alternativas para la prueba de pirégenos
en conejos (Caldeira et al., 2018). Con el paso del tiempo, han sido desarrolladas

pruebas in vitro para evaluacion de pirégenos en otros medicamentos parenterales.

El ensayo de evaluacion de pirégenos, in vivo, con conejos, consiste en medir el aumento
de temperatura corporal en el animal, provocado por la inyeccion intravenosa de una
solucion estéril de la sustancia a examinar (Real Farmacopea Espafiola, 2008). El
seguimiento de la respuesta febril del conejo se ha utilizado como marcador de
contaminacion de la muestra a pesar de varias deficiencias (Negherbon et al., 2021)
como las diferencias en la respuesta de los conejos, debido a la raza, sexo y la
variabilidad biologica. Los aspectos anteriores también contribuyen a posibles resultados

falsos positivos y falsos negativos (Caldeira, et al., 2018).

Esta prueba se estandarizé y se incorporé a la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)
en 1942 y se sigue empleando con regularidad con fines industriales y de investigacion,
lo que da como resultado un uso animal considerablemente alto. También es una fuente
continua de debate sobre el bienestar animal y la relevancia biolégica de los resultados
(Hartung & Wendel, 1995; Busquet et al., 2020).

La evidente necesidad de desarrollar métodos alternativos para hacer frente a las
limitaciones de la prueba de pir6genos in vivo, destacando la necesidad de nuevos
enfoques, y primando en el concepto de las 3R, en donde la reduccién del uso de
animales toma aun mas importancia, ha hecho que se hayan ido empleando para la
evaluacion de pirégenos, los llamados métodos in vitro, entre los cuales estan la prueba
de LAL y MAT.

En 1964, Levin y Bang describieron la reaccion de coagulacién de la hemolinfa del
cangrejo herradura (Limulus polyphemus) después del contacto con endotoxina
(Caldeira, et al., 2018). Este fue llamado Limulus Amebocyte Lysate test (LAL), y
también es conocido como prueba de endotoxina bacteriana (BET por sus siglas en

inglés), y se introdujo en la Farmacopea de EE. UU. (USP) en la década de 1980 para
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reducir el uso de animales, disminuir la variabilidad y mejorar la sensibilidad y la velocidad
de las pruebas de pirégenos. Esta prueba esta basada en los mecanismos de reaccién
de la hemolinfa del cangrejo herradura (Limulus polyphemus) después del contacto con

pirdgenos (Hartung et al., 2002).

El mecanismo de esta reaccion son los amebocitos que son los principales componentes
de la hemolinfa del cangrejo herradura. Los amebocitos cumplen en los invertebrados la
funcion de los glébulos blancos, defienden al organismo de patdgenos, por ello ante las
endotoxinas provenientes de las bacterias responden liberando una serie de enzimas
(Agudelo, 1999). Los amebocitos contienen enzimas procoagulantes que desencadenan
una cascada de reacciones. El producto final de estas reacciones en cadena es un gel

compuesto por proteinas coaguladas (Fuijifilm, 2015).

LAL se considera un método rapido, facil y sensible para la deteccion de endotoxinas.
No permite la detecciébn de bacterias y hongos grampositivos, que comprenden la
mayoria de los organismos formadores de esporas y representan una caracteristica
distintiva de la contaminacién pirégena (Caldeira et al., 2018). Utilizar de manera

exclusiva la prueba de LAL dejaria de lado posibles episodios de contaminacion.

Existen 3 técnicas empleadas para las pruebas de LAL: gelificacion (gel-clot),
turbidimétrico y cromogénico. El mas usado es el método de gelificacion o gel-clot,
debido a que es empleado por la mayoria de la industria farmacéutica y es el
recomendado por la FDA (a menos que se indigue lo contrario por el tipo de muestra de
estudio) (Fujifilm, 2015).

A finales de la década de 1980 se describié un nuevo método para la deteccion de
pirbgenos con el potencial de reemplazar la prueba en conejos. La primera demostracion
de la aplicacion de la prueba de liberacion de citoquinas in vitro fue a través de la “prueba
de monocitos”, en comparacion con los ensayos de conejo y el LAL (Caldeira, et al.,
2018). En este método, una linea celular monocitica humana llamada Monomac-6 (MM6)
fue sometida a la presencia de endotoxinas de diferentes fuentes y algunas citocinas
como la Interleucina 1 Beta (IL-1B) y el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a)
demostrando una buena relacién dosis-respuesta. Es asi, como concretamente, la

prueba de activacion de monocitos en sangre completa (MAT, por sus siglas en
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inglés), se basa en la deteccién de IL-6 o IL-1B, en sangre humana, estimulada in vitro
por pirégenos (Peterbauer, et al., 1999). Las pruebas basadas en sangre humana
también han ofrecido alternativas en las evaluaciones de pir6genos, brindando ventajas
potenciales, como lo es la capacidad de detectar pirdgenos que no son endotoxinas, no
representa ninguna diferencia entre especies y esta completamente libre de uso de

animales (Caldeira et al., 2016).

Apoyar los procesos de armonizacion de las técnicas utilizadas para la deteccion de
pirégenos en los sueros antiofidicos sin la necesidad del uso de animales, es una realidad
que requiere del compromiso de todos. La presente investigacion busca generar
conocimiento que permita desarrollar, aprobar e implementar propuestas comunes en
las areas de regulacién de las tecnologias sanitarias, teniendo en cuenta los lineamientos
y estandares internacionales, orientados a la mejor informacion disponible sobre las
pruebas de deteccidn de pirdgenos. Por ello, esta revision de alcance describe y evalta
criticamente el estado actual del conocimiento sobre la capacidad de las pruebas in vitro
LAL y MAT, versus el modelo animal, para la evaluacion de pirbgenos en sueros
antiofidicos. Se recopil6 informacién atil para los tomadores de decisiones que lo

necesiten y aportar a la reducciéon del uso de animales.
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Justificacion y planteamiento del problema

Los pirégenos representan un serio peligro como contaminantes de productos
parenterales. Se encuentran como requisito obligatorio de control por entes regulatorios.
Estudios realizados demostraron, que siguen siendo un importante tema a tener en
cuenta para la industria, ya que los pacientes expuestos a estos son propensos a
complicaciones de salud (Schindler, et al. 2009). Por ello, la importancia de la realizacion

de pruebas de pirogenicidad que permitan su evaluacion y control.

La farmacopea de Estados Unidos reconocié en la prueba in vivo en conejos la
confiabilidad para la determinacion de contaminacion pirogénica en cualquier producto
inyectable y la aprueba en 1942.(Gonzalez & Gutierrez, 1994). Al dia de hoy se continua
utilizando con regularidad con fines industriales y de investigacion, o que da como
resultado indices de uso animal considerablemente altos (Hartung, 2002).

Las pruebas in vivo en conejos implican la inyeccién de veneno de serpiente en los
animales para evaluar la efectividad de los sueros antiofidicos. Esto puede causar
sufrimiento y estrés innecesario a los animales utilizados en el estudio. Al utilizar pruebas
in vitro, se evita la necesidad de utilizar animales en experimentacion, contribuyendo al

bienestar animal y reduciendo su uso en investigacion. (Schindler et al., 2003).

Las pruebas in vitro, como los ensayos en cultivos celulares o modelos computacionales,
han avanzado significativamente en términos de precision y confiabilidad. Estas
alternativas cientificas pueden proporcionar resultados comparables a los obtenidos
mediante pruebas in vivo, sin la necesidad de utilizar animales en los experimentos.
(Caldeira, et al., 2018).

El uso de animales en experimentacién plantea preocupaciones éticas. Existe un
creciente reconocimiento de la importancia de considerar el bienestar y los derechos de

los animales en la investigacion cientifica. Utilizar métodos in vitro para evaluar sueros
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antiofidicos demuestra un compromiso con la reduccion del sufrimiento animal y el

respeto a los principios éticos. (Busquet et al., 2020).

En Colombia y en muchos paises, las regulaciones y leyes relacionadas con el uso de
animales en investigacion estan evolucionando hacia un mayor enfoque en la reduccion,
refinamiento y reemplazo de los métodos que involucran animales vivos. Al adoptar
meétodos in vitro para evaluar sueros antiofidicos, se cumple con los requisitos legales y

regulatorios mas actualizados. (Ochiai et al., 2010).

Las pruebas in vitro pueden ofrecer una mayor eficiencia y reducir los costos en
comparacién con las pruebas in vivo. Los métodos in vitro permiten la automatizacion, la
repeticion y la manipulacion controlada de los experimentos, lo que puede mejorar la
precision de los resultados y reducir el tiempo y los recursos necesarios para llevar a

cabo los estudios.

Con el objeto de reducir la utilizacion de conejos en el ensayo de pirégenos, el ensayo
de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL), se introdujo en la Farmacopea de Estados
Unidos (USP) como prueba de endotoxina bacteriana en 1980, disminuir la variabilidad
y mejorar la sensibilidad y la velocidad de las pruebas de pir6genos (Negherbon et al.,
2021). LAL es un método que determina con alta sensibilidad la presencia de
endotoxinas bacterianas (Perdomo-Morales, 2004)

En resumen, realizar un estudio para disminuir el uso de pruebas in vivo en conejos por
pruebas in vitro para sueros antiofidicos tiene ventajas significativas en términos de
bienestar animal, alternativas cientificas, aspectos éticos, cumplimiento legal, eficiencia
y costo. Estos argumentos respaldan la necesidad de avanzar hacia métodos in vitro y

reducir la dependencia de las pruebas in vivo en este campo de investigacion.

Uno de los aportes mas importantes de la presente investigacion se centra en generar
informacion que contribuya para que los tomadores de decisiones dispongan de
informacion relevante que evidencie todas las caracteristicas inherentes a cada prueba
de pirogenicidad y su uso para evaluar sueros antiofidicos. El impacto permitira ofrecer
informacion solida, convirtiéndose en una base importante para futuras investigaciones,

pero también una buena herramienta de decision para los laboratorios productores de



Contenido XXIV

estos sueros. Asi mismo, se pretende aportar informacion para que el uso de las pruebas
de pirogenicidad in vitro sea considerado como una alternativa valida para sueros

antiofidicos, aportando a la reduccién de la utilizacion animal.
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Hipotesis

Pregunta de investigacion

¢Las pruebas in vitro (Limulus Amebocyte Lysate test (LAL) y Test de Monocitos
Activados (MAT)) podrian considerarse como sustitutas de la prueba de pirégenos en

conejos para evaluar pirogenicidad en sueros antiofidicos?

Hipotesis

Hipotesis nula

Las pruebas in vitro (Limulus Amebocyte Lysate test (LAL) y Test de Monocitos Activados

(MAT)) No pueden ser consideradas como sustitutas de la prueba de pirégenos en

conejos, para evaluar pirogenicidad en sueros antiofidicos.

Hipotesis alterna
Las pruebas in vitro (Limulus Amebocyte Lysate test (LAL) y Test de Monocitos Activados

(MAT)) Si pueden ser consideradas como sustitutas de la prueba de pirbgenos en

conejos, para evaluar pirogenicidad en sueros antiofidicos.
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Objetivos

General

» Describir y evaluar criticamente el estado actual del conocimiento sobre las
pruebas in vitro (LAL y MAT) versus el modelo animal, para evaluar pirogenicidad

en sueros antiofidicos.

Especificos

» Determinar las principales caracteristicas de las pruebas in vitro LAL, MAT y el
test in vivo en conejos, Y su uso especifico para evaluar pirogenicidad en sueros
antiofidicos

> Compilar y comparar la evidencia encontrada en la literatura cientifica, sobre la
capacidad de las pruebas in vitro (LAL y MAT) versus el modelo animal.

» Realizar un analisis critico de las pruebas in vitro (LAL y MAT) e in vivo y generar
informacion sobre el uso de estas técnicas como ensayo alternativo y su utilidad

al evaluar la seguridad de los sueros antiofidicos.
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Marco Teorico

Accidente ofidico

La ofidiotoxicosis es la condicion de salud causada por la intoxicacion, luego de la inoculacién de
veneno en casos de mordedura de serpientes venenosas, clasificada como un evento de interés
en salud publica, a causa del impacto, gravedad y consecuencias en términos de morbi-
mortalidad en la poblacion afectada (Warrell, 2010), raz6n por la cual estos eventos requieren
atencion inmediata del personal médico e idealmente en condiciones hospitalarias, ya que se
requiere la disposicion de los servicios de urgencias de los diferentes organismos de salud,
haciendo que sea de vital importancia conocer un diagnostico y tipo de accidente (idealmente
también conocer la especie de serpiente involucrada) para seleccién de un tratamiento médico
preciso y urgente en el paciente. En este contexto, se hace indispensable el uso de sueros
antiofidicos que inactivaran las toxinas circulantes en el organismo humano; ademas del
tratamiento de soporte para las manifestaciones tanto locales como sistémicas (Gutiérrez et al.,
2010).

Se debe indagar sobre el tipo de actividad que realizaba el paciente en el momento del accidente
ofidico, los elementos de proteccidn usados, en caso de estar laborando, el lugar de los hechos,
los sintomas posteriores a la mordedura, el tiempo transcurrido entre el accidente y la consulta,
las circunstancias del accidente, las caracteristicas de la serpiente, la parte del cuerpo afectado,
los antecedentes de accidentes previos o usos del suero, los tratamientos no médicos y en
general todas las variables contenidas en la ficha Unica de notificacion del evento (Walteros &
Paredes, 2014).

Este evento es un riesgo ocupacional y ambiental (Williams et al., 2010) presentando un aumento
de su incidencia en temporada de lluvias (Chang et al., 2007). Por esto, aquellas poblaciones
gue habitan principalmente en zonas rurales, son las que mas vulnerables a los accidentes

ofidicos son, especialmente por tener una orientacion laboral enfocada a actividades agricolas,
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muchas veces con dificultades de acceso a los servicios de salud y que por cultura ancestral se
promueve el uso de practicas no médicas o atencion prehospitalaria inadecuadas (Gémez et al.,
2017).

La mortalidad presentada por el accidente ofidico, es mayor en magnitud que la reportada por
otras enfermedades tropicales desatendidas como dengue, malaria, enfermedad de Chagas,
entre otros (Williams et al., 2010). Eventos como la rabia y los envenenamientos causados por
animales ponzofiosos incluyendo el accidente ofidico, son dos de los tépicos mas olvidados
respecto a las enfermedades desatendidas en salud publica en el mundo, y a pesar de las
consecuencias sanitarias, sociales, y econémicas que desencadenan, aln no son gestionadas
Como un asunto prioritario en las politicas en salud publica de varios de los paises afectados por
ésta patologia (WHO, 2007). Tal vez, la cifra mas desoladora en la ofidiotoxicosis, es la
relacionada con amputaciones y discapacidades permanentes, encontrdndose una realidad
bastante cruda, ya que ésta podria llegar a ser el triple de los reportado en las cifras de mortalidad

mundial.

Clasificacion del envenenamiento segun el género de la

serpiente causante
Envenenamiento Bothropico

En el veneno de serpientes pertenecientes a la familia Viperidae, generalmente se encuentran
hemorraginas, miotoxinas, proteasas, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina,
kalicreina, metaloproteinasas y Fosfolipasa A2. Las cuales favoreceran cuadros hemorragicos,

edematizacion y de dafio tisular severo (Espino-Solis et al., 2009).

Las manifestaciones clinicas del accidente Bothrépico pueden clasificarse en leve, moderado o

severo (Walteros & Paredes, 2014) como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla No. 1. Clasificacion de la severidad del accidente Bothropico

Estado | Dolor local, edema y eritema leves. Buen estado general Examenes paraclinicos normales. Pruebas de

(leve) coagulacion normales. Recuento de plaguetas
normales.

Estado Il Dolor, edema y eritema moderados. Hemorragia local, no hay manifestaciones  Pruebas de coagulacion prolongada o

(moderado) sistémicas de sangrado. Gingivorragias moderadas. indefinida. Fibrinogeno disminuido 100-130
mg%

Estado lll Dolor, edema y eritema graves. Flictenas o ampollas serohematicas, equimosis,  Pruebas de coagulacion indefinidas en

(grave) necrosis. Manifestaciones hemorragicas sistémicas graves: hematemesis, tiempo. Fibrinogeno menor de 100mg o

hematuria, melenas. Estado de choque hipovolémico. Mordeduras en cabezay  consumo total.
cuello. Mal estado general.

Tomado de: Otero-Patino, R. (2009). Epidemiological, Clinical and Therapeutic aspects of Bothrops asper
bites. Toxicon, 54, 998 -1011.

Envenenamiento Lachésico

En Colombia, el accidente ofidico causado por este género representa el 2% y las especies que
se encuentran en el pais son Lachesis muta y Lachesis acrochorda. Su veneno presenta
mecanismos fisiopatoldgicos similares al veneno Bothropico (necrolitico, edematoso,
anticoagulante, hemorragico) y ademas posee actividad neurotoxica debida a una quinogenasa,
gue produce activacion del sistema nervioso autbnomo parasimpatico, ocasionando un sindrome

de excitacion vagal (Walteros & Paredes, 2014).

Por ser un ofidio muy grande (hasta 4 metros un ejemplar adulto) se considera siempre un caso
grave (Castrillon-Estrada et al., 2007). En la siguiente tabla, se podra observar la clasificacion de
la severidad de este tipo de accidente ofidico:
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Tabla No. 2. Clasificacion de severidad del Accidente Lachésico

e T e

Todos s} -Edema de 3 o mas segmentos con compromiso del tronco -Compromiso

accidentes -Mordedura de cara o cuello y necrosis hemodinamico

el L4 -0Ofidio mayor a 1 metro (tamafio del animal agresor) -Complicaciones como CID,
muta -s))1 -Pueden presentar adicionalmente sintomas neurolégicos como: Fascies injuria renal aguda,
clasificados miasténicas como ptosis palpebral uni o bilateral, flacidez muscular de la cara, sangrado del SNC.
como oftalmoplegia, parélisis velopalatina, disfagia, asi como sintomas parasimpdtico- Cardiotoxicidad, TP, TTP

SEVEROS mimética como nauseas, bradicardia y dolor abdominal. prolongado

Tomado de: Pefia, L.M. (2012). Accidente Ofidico Bothrépico y Lachésico En: Pefia, L.M, Zuluaga A.F.,
editores. Protocolos de manejo del paciente intoxicado. Primera ed. Medellin, Colombia: Editorial Artes y
Letras S.A.S. p. 226-33.

Envenenamiento Crotalico

En Colombia los casos de ofidismo que involucran serpientes de cascabel comprenden el 1% de
los casos y son producidos por Crotalus durissus spp (Ayerbe, et al., 2008). El veneno de la
cascabel sudamericana, posee una accion fundamentalmente neuro-miotoxica, originando
cuadros clinicos frecuentemente severos, que estdn mediados principalmente por la Crototoxina,
la cual es un complejo bimolecular formado por una fosfolipasa A2 y por una proteina no toxica
denominada crotapotina (Cavalcante, et al, 2015). EI mecanismo téxico de la Crototoxina esta
mediado por su habilidad de unirse a la membrana plasmética de la terminal axonal presinéptica
y a la membrana de las células musculares, provocando la pardlisis flacida (Cavalcante & Ponce-
Soto, 2015). En la tabla 3, se puede observar la clasificacion de la severidad de un accidente
crotalico:
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Tabla No. 3. Clasificacion de la severidad del accidente Crotalico

Estado |
(leve)

Estado Il
(moderado)

Estado Ill
(grave)

Dolores leves o moderados en sitio de la mordedura, lipotimia, mareos,
vision borrosa, fotofobia. Edema leve en el miembro herido. Orina
ligeramente coloreada.

Dolor y edema moderados en el miembro herido; parestesias, mialgias
generalizadas leves, nalisea, vomitos, ptosis palpebral. Alteracion de la
vision, visién doble (diplopia), visién borrosa, ceguera temporal,
paralisis de los globos oculares (oftalmoplejia). Fascies miasténica
(neurotoxica de Rosenfield) moderada o evidente. Orina oscura
(mioglubinuria).

Paralisis flacida generalizada, oftalmoplejia grave, ptosis palpebral
grave, pstosis mandibular, fascies inexpresiva (fascies neurotéxica de
Rosenfield) por paralisis de los musculos faciales, mialgias graves
generalizadas. Dificultad para la deglucion, sialorrea, afonia, orina
oscura (mioglubinuria).

Pruebas de coagulacién normales. Fibrinégeno
normal. BUN y creatinina normales. Plaquetas
normales. Valores séricos de CK. LDH normales.

Pruebas de coagulacion prolongada o indefinida.
Fibrindgeno disminuido entre 100 a 140 mg%. BUN y
creatinina normales. Plaguetas normales. Plasma
coloreado por mioglobina libre. Valores séricos de CK,
LDH elevados.

Pruebas de coagulacion: tiempos indefinidos.
Fibrindgeno disminuido entre 40 a 60 mg%, o
consumido totalmente. Plaguetas disminuidas,
anisopoiquilocitosis. Plasma coloreado por mioglobina
libre. Valores séricos de CK, LDH elevados. En
insuficiencia renal aguda, elevacién del BUN y la
creatinina.

Tomado de: Pineda, D., Rengifo J. (2012) Accidentes por animales venenosos: accidente ofidico.
Bogota: Instituto Nacional de Salud.

Envenanamiento Elapidico o Micrarico

Corresponden a accidentes relacionados con mordeduras por serpientes del género micrurico

(“corales venenosas”). Corresponde a menos de 0,5 % de los casos en el pais. Por los riesgos

de insuficiencia respiratoria aguda, estos casos deben ser considerados como potencialmente

graves (Walteros & Paredes, 2014). A continuacion, se presenta una clasificacion por estadios,

Gtiles a nivel clinico de este tipo de envenenamiento:



Contenido XXXII

Tabla No. 4. Clasificacion de la severidad del accidente Micrurico

m Aspectos clinicos Paraclinicos

Estado | Manifestaciones clinicas leves: mareos, adormecimiento en el sitio de la mordedura, dolor Examenes
(Leve) leve, ndusea, vomito, cefalea. Buen estado general. paraclinicos

normales

Estado Il Adormecimiento en el sitio de la mordedura, dolor en algunos casos intenso segln la especie  Examenes
(moderado) involucrada y reflejado en todo el miembro herido; ndusea y vomito, sensacion de cansancio  paraclinicos

muscular, astenia. Ptosis palpebral leve. normales

Estado IlI Ptosis palpebral, disfonia y afonia, sialorrea, boca entreabierta, fascies neurotoxica de Examenes
(grave) Rosenfeld, paralisis motora flacida generalizada, hiporreflexia osteotendinosa, disnea, paraclinicos

sensacion de opresidn en el cuello y cianosis, en algunos casos muy graves. Relajacion de normales

esfinteres, miccion involuntaria.

Tomado de: Instituto Nacional de Salud. (2017). Vigilancia y analisis del riesgo en salud publica,
protocolo de vigilancia en salud publica: accidente ofidico. Version 3. En:
http://observatoriosaludcauca.gov.co/wp-content/uploads/2019/11/PRO-Accidente-ofidico_.pdf

Envenenamiento por Colubridos

Las manifestaciones clinicas mas cominmente observadas en los accidentes humanos por
colubridos opistoglifodontes son edema, eritema, linfangitis superficial con adenitis regional
dolorosa del miembro herido. Algunos pacientes presentan adenomegalias regionales.
Sensacion de adormecimiento y parestesias en el sitio de la mordedura (INS, 2017).

Dosificacidon de antivenenos en accidentes ofidicos

El tratamiento y dosificacion de suero antiofidico (NUmero de ampolletas a suministrar al paciente
con ofidiotoxicosis) sera segun la clasificacion de la severidad del envenenamiento ocurrido y del

laboratorio productor, asi como se muestra en la siguiente tabla:


http://observatoriosaludcauca.gov.co/wp-content/uploads/2019/11/PRO-Accidente-ofidico_.pdf
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Tabla No. 5. Recomendaciones de dosificacion de los diferentes sueros antiofidicos
polivalentes en Colombia: INS, Probiol, Bioclon e Instituto Clodomiro Picado (ICP)

Tipo de Cuadro Laboratorio productor **

envenenamiento clinico NuUmero de ampoIIas

INS Probiol Bioclon ICP

Botrdpico Leve 2 4 4 4

Moderado 4 8 8 8

Grave 6 12 12 12
Crotalico Moderado 12 12 12 No

Grave 20 20 20 recomendado
Lachésico RIS 12 12 12
Dosis adicionales 2 4 4 4

de antiveneno (si
se requiere)

Tomado de: Walteros D., Paredes A., Le6n L. J. (2015). Protocolo de Vigilancia en Salud Publica,
Accidente ofidico. Bogota, Colombia: Instituto Nacional de Salud, Grupo de Enfermedades Transmisibles
Equipo de Zoonosis; p. 1-28.

***Revisar el inserto

** | a via de administracion de todos estos antivenenos es la intravenosa. La dosis calculada se debe diluir
en solucion salina normal 250 ml para adultos, 100 ml para nifios y administrar en una hora, iniciando con
un goteo lento para verificar aparicion de reacciones adversas, si éstas ocurren debe suspenderse
temporalmente la administracién del antiveneno, tratar la reaccién y continuar con el suero antiofidico a
una velocidad de infusién menor hasta administrarlo en su totalidad. El suero antiofidico polivalente del
ICP no tiene efecto neutralizador para envenenamientos por serpiente coral o serpiente cascabel
suramericana vigentes, el riesgo de reacciones adversas al suero y su manejo es similar al de otros sueros
antiofidicos (Walteros & Paredes, 2014).

Sueros antiofidicos

Calmette produjo el primer serum antivenimeux a finales del siglo ante pasado; sin embargo,
previamente otros cientificos como Sewall (1887), Roux y Yersin (1888), Behring y Kitasato
(1890) hicieron sus aportes para la generacion de antisueros debido a los estudios realizados
por ellos sobre la difteria y el tétano que dieron lugar al inicio de la terapia con antisueros frente
a estas dos enfermedades (Gutiérrez et al., 1988). Posteriormente, vinieron los trabajos de

Phisalix y Bertrands (1894) que demostraron la actividad antitoxica de la sangre de animales
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inmunizados contra Vipera aspis (vibora europea), de manera simultdnea Calmette (1894)
trabajo con el veneno de la cobra viethamita en Saigon; posteriormente, el Instituto Pasteur de
Paris estudi6 la eficiencia de tres diferentes protocolos de inmunizacion para la obtencion de
antisueros (Gomez et al., 2017).

Calmette fue el primero en preparar un antiveneno comercial para uso médico contra las
mordeduras de la cobra de la India, convirtiéndose asi en el verdadero promotor de la terapia
antiveneno (Chippaux & Goyffon, 1998). Luego muchos otros investigadores en diferentes paises
empezaron a desarrollar antivenenos (McFarland en Estados Unidos-1899, Tidwell en Australia-
1902, Ishizaka en Japdn -1907) a través de los protocolos establecidos previamente por Calmette
(Gutiérrez, et al, 1988). Para Latinoamérica fue vital Brasil con el Instituto Butantan, considerado
el precursor de la terapia antiveneno en dicho pais (Ferreira et al., 2003). En Costa Rica, en la
década de los 20, el Dr. Clodomiro Picado fue quien realiz6 los primeros estudios, pero solo hasta

1967 se produjo el primer lote para uso humano (Gutiérrez et al., 1988).

El suero antiofidico es un bioldgico que se crea mediante la inyeccion de una pequefa cantidad
de veneno inoculado en un animal (caballo, oveja, conejo, entre otros) (Chippaux & Goyffon,
1998). Este desarrolla una respuesta inmune contra el veneno, produciendo anticuerpos contra
la molécula activa del veneno; estos tratamientos se usan para cualquier tipo de animal

ponzofioso (Otero, 1994).

La inmunizacién de los modelos animales, sugerida por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), propone que éstos deben pasar por un periodo de cuarentena entre 3 a 6 semanas antes
de suministrar el veneno, evaluacion veterinaria estricta, desparasitacién del animal y tamizaje
de enfermedades especificas para la especie escogida; una vez pasan este proceso, se puede
iniciar la inmunizacion (Triana, 2017). El animal preferido para este procedimiento es el equino a
causa del gran volumen de sangre disponible, por prosperar en todos los climas y también porque
los métodos de purificacion de anticuerpo de caballo estan bien estandarizados (Ferreira et al.,
2003). La inoculacién del veneno crudo proporciona el més alto titulo, sin embargo, el veneno
total es mal tolerado por los animales; normalmente se inactiva el veneno con el usos de un
aldehido y formulado con un adyuvante, el cual ayuda a regular la velocidad de liberacion del
veneno y por lo tanto estimula alin mas la respuesta inmunolégica (Espino-Solis et al., 2009). El
adyuvante mas utilizado es el complejo de Freund, que permite la mayor respuesta inmune, una

liberacion lenta de los venenos y menor actividad téxica en los animales (Waghmare et al., 2014).
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El protocolo de inmunizacion depende de la toxicidad, la inmunogenicidad del veneno, el modelo
animal usado para la inmunizacién, la calidad de la respuesta inmunitaria y de la respuesta
sistémica del animal, por lo que para obtener un buen titulo de anticuerpos se requiere de un
periodo de 3 a 15 meses, necesario para obtener hiperinmunizacion (Espino-Solis et al., 2009).
Cuando se alcanza un titulo de anticuerpos adecuado, la sangre del animal se recoge con un
anticoagulante adecuado (por ejemplo, citrato de sodio) para luego ser sometido a purificacion
(Gomez et al., 2017). Los eritrocitos son devueltos al equino, evitAndose asi un estado anémico

al animal.

Una vez obtenido el suero crudo, este debe ser almacenado entre 2-8°C bajo condiciones
estériles y sanitarias apropiadas, adicionandole preservativos para prevenir la contaminacion

bacteriana y la desnaturalizacion de las proteinas plasmaticas (Padilla et al., 2010).

En la actualidad, se utilizan dos métodos de purificaciébn de anticuerpos por precipitacion
diferencial de proteinas plasmaticas no inmunoglobulinicas, mediante el agregado de acidos
grasos de cadena corta como el Acido caprilico o con sulfato de amonio. Es decir, lograr la
eliminacion de albumina, globulinas no inmunes y otras proteinas del suero, quedando asi, como
agente terapéutico la molécula de inmunoglobulina G (IgG) concentrada (Litwin et al., 2014). Este
proceso se realiza a partir de plasmas equinos hiperinmunes para la produccién de antivenenos
a nivel industrial, obteniéndose preparaciones enriquecidas en moléculas de inmunoglobulinas
G (Rojas et al., 1994). Adicionalmente, se usa la digestion enzimatica con pepsina o papaina que
se incluye en varios protocolos con el fin de obtener fracciones divalentes o monovalentes de
inmunoglobulina, es decir, fragmentos F(ab)2 y Fab (Guidlolin et al., 2010). Es importante
resaltar que la composicion del antiveneno, segun si contiene Inmunoglobulina G completa o
fracciones de Inmunoglobulina G; Fab (unién monomérico) o F(ab')2 (unidn dimérica) (Gutiérrez
et al.,, 2011) (en la figura 1 se muestra la estructura dela IgG y sus fracciones), tendra
implicaciones clinicas en la cantidad de ampolletas requeridas para lograr el mismo efecto de
neutralizacion. Pues los procesos de purificacion, fraccionamiento y modificacion de la forma
farmacéutica de los antivenenos, pueden favorecer la desnaturalizacion proteica (Gutiérrez et al.,
2011).

Estos procesos se realizan con el propdsito de disminuir el riesgo de sufrir eventos adversos

asociados al uso del antiveneno tales como: reacciones de hipersensibilidad inmediata
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(anafilaxia) e hipersensibilidad tardia (enfermedad del suero), debido a la alta concentracion de

proteinas heterdlogas (Vargas et al., 2015).

Figura 1. Estructura de la Inmunoglobulina G indicando sus fracciones
I “‘é\ /5‘
Fab F(ab’),

CH3

Inmunoglobulina lg G

Tomado de: Espino-Solis GP, Riafio-Umbarila L, Becerril B, Possani LD. (2009). Antidotes against
venomous animals: State of the art and prospectives. Journal of proteomics. 72(2):183-99.

El antiveneno es monoespecifico si sélo se usa un veneno de una especie de serpiente o
poliespecifico si el animal recibe una mezcla de venenos de varias especies (Espino-Solis et al.,
2009). La posibilidad de elegir cual o qué tipo de antiveneno hacer, depende de una serie de
consideraciones como: especies presentes a nivel territorial, si hay o no reactividad cruzada entre
un grupo monadal o poliespecifico (Otero-Patifio, 2009); esto a su vez tendra implicaciones
directas de tipo econdmico-comercial y de capacidad de neutralizacidbn econémica, ya que se
puede impactar una mayor zona geografica (local o regional) con un mismo antiveneno. También
es importante tener en cuenta factores epidemiolégicos, cantidad de veneno producido y de su
consecucion, el perfil toxicolégico de los venenos, y por supuesto, la eficacia y la seguridad de
los antivenenos (Gutiérrez et al., 2010).

Los antivenenos tienen reactividad cruzada dentro del grupo del cual taxondmicamente
descienden, por ejemplo, los antibotropicos protegen contra los venenos de las serpientes
patocos (Porthidium nasutum y P. lasbergui), las viboras de tierra fria (Botriechis schelegellii), las
rabo de chucha (Bothrops puntatus) y las habituales mapanas (Bothrops asper y B. atrox), entre
otras (Campbell & Lamar, 2004). Los anticuerpos producidos neutralizan todos estos venenos, a
pesar de que son fabricados solo con veneno de Bothrops asper (ademas de Lachesis y Crotalus)
(Gbmez et al., 2017).
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Estos biologicos neutralizan bien las especies antes descritas tanto en su capacidad letal,
hemorragica, formacion de edema, capacidad desfibrinante y miotoxica, aunque con diferencias
entre las diferentes casas productoras (Otero et al., 1997). También hay que decir que la
capacidad de neutralizacion disminuye en la medida que se aumenta la exposicion a diferentes
antigenos, es asi como entre mayor numero de especies se intente abarcar con el antiveneno,

menor serd su efectividad (Ferreira et al., 2003).

Reacciones Adversas

Ahora, al hablar de antivenenos y su calidad, se debe hablar de las reacciones adversas al
medicamento (RAM). Para ello, hay que mencionar que estos biol6gicos son moléculas extrafias
al organismo humano (son proteinas de caballo) que pueden provocar reacciones adversas al
cuerpo humano, por lo tanto, son de estricta vigilancia médica (Gémez et al., 2017). Las
reacciones pueden ser tempranas (primeras 24 horas) en las cuales se presenta papulas
urticariformes, mialgias, escalofrios, edema angioneurdtico, hipotensiéon y broncoespasmo
(Lomonte, 2012), o pueden ser tardias (5-24 dias después del tratamiento). La llamada
“enfermedad del suero” se caracteriza por: fiebre, urticaria, dolores articulares, proteinuria,
linfoadenopatias y neuropatias (Lomonte, 2012). A su vez las reacciones adversas al suero
pueden ser de dos tipos, anafilacticas y anafilactoides. La anafilaxis es causada por un
mecanismo inmunolégico que incluye un anticuerpo IgE, que se fija a la célula cebada o al
basofilo y reacciona con algunos alérgenos (para este caso los sueros), esto causa la liberacion
de multiples moléculas endbégenas mediadoras de la reaccion anafilactica (Gomez et al., 2017).
Las reacciones anafilactoides tienen sintomas similares a los de la anafilaxia, pero son
desencadenadas por mecanismos no mediados por IgE (activacion del complemento) que
ocasionan la liberacion directa de los mediadores (Caron et al., 2009). Las reacciones
anafilacticas se presentan en menos del 5% de los casos, mientras que las anafilactoides se

presentan en el 25% de todos los casos (Otero et al., 1997).

Ahora cabe la pregunta: ¢ de qué depende que se presenten 0 no reacciones adversas al suero
antiofidico, ya sean tempranas o tardias? La respuesta es multifactorial y puede estar asociada
a los siguientes factores: a) la dosis de antiveneno, ya que las respuestas observadas parecen
ser proporcionales a la cantidad de suero administrado; b) concentracion de proteinas; c) tipo de

inmunoglobulina; d) tasa de infusién; e) grado de atopia de cada individuo (en pocas palabras,
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el tipo de respuesta inmunoldgica que genera cada persona) (Caron et al., 2009). También
influyen los siguientes factores: f) la sensibilizacion a la proteina de suero de caballo, ya sea por
el uso previo de algun tipo de suero heter6logo, o contacto anterior con productos equinos, y
claro estd; g) la via y el tiempo de administracion (al parecer cuando se administra el suero en
bolo por via intravenosa puede influir en la velocidad de aparicion de la reaccion) (Caron et al.,
2009). También hay que mencionar que hay evidencia de que h) las reacciones adversas varian
segun el tipo de envenenamiento sufrido; por ejemplo, se sabe que los venenos de Crotalus y su
posterior administracion de sueros anticrotalicos (especialmente en nifios), pueden generar las
reacciones adversas con mayor frecuencia y de mayor gravedad en comparacion con los
antivenenos antibotropicos (Gémez et al., 2017). Por ultimo, y tal vez uno de los mas importantes
factores que inciden en la aparicion de las reacciones adversas es “el tipo de antiveneno”; las
reacciones son mas frecuentes cuando se utilizan sueros de baja purificacién, por lo tanto, una
de las labores fundamentales es aumentar el grado de purificacion, eliminando al maximo todas
las moléculas diferentes a anticuerpos dirigidos contra el veneno, que son los directos

responsables de su neutralizacion (Ferreira et al., 2003).

El conocimiento de los efectos indeseados de los antisueros, fueron extraidos de la evidencia
proporcionada por los primeros sueros utilizados eran simples, sin ningln proceso de
purificacién, estos inducian una gran cantidad de reacciones adversas por la gran cantidad de
componentes que el suero tiene, a estos se les denominé sueros de primera generacion (Gémez
et al., 2017). Posteriormente, se fueron refinando los procesos de purificacion por una serie de
pasos sucesivos con el fin de reducir las reacciones anafilacticas y anafilactoides que
normalmente desencadenaban (Gémez et al., 2017). Después de la eliminacion de los elementos
celulares por centrifugacion, las proteinas no inmunes y especialmente la albimina, se descartan
por precipitacién con sulfato de amonio o de acido caprilico, sin afectacién de la inmunoglobulina;
a estos sueros se les denomina de segunda generacion y son los mas utilizados en el mundo,
incluyendo Colombia (los sueros tanto del INS como de Probiol pertenecen a este tipo) (Gémez
et al., 2017). Para los afios 80, se empieza aplicar por parte de algunas compafiias la técnica de
digerir las inmunoglobulinas utilizando la pepsina para producir fragmentos F(ab’)2; la idea en
teoria es quitar la fraccion “FC”, la cual es responsable de modular la gran mayoria de las

reacciones adversas (Chippaux & Goyffon, 1998).
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Proceso de fabricacion de antivenenos

Los antigenos son suministrados a los caballos en una preparacién del veneno disuelto en
soluciéon salina. En el esquema basico de inmunizacién, en una primera y segunda dosis, la
soluciéon de veneno es acompafiada del adyuvante de Freund (completo o incompleto),
recibiendo refuerzos (Gémez et al., 2017). El intervalo entre las inoculaciones varia de 7-21 dias
(dependiendo del esquema) con cantidades de veneno 2-5 mg por 10 ml por animal y
reinmunizando a los 30 dias después de la ultima sangria (Ferreira et al., 2003). Entre los 7-10
dias de la dltima dosis de antigeno, un pequefio volumen de sangre es retirado de cada animal
para la titulacién de anticuerpos, los que presenten titulos adecuados son seleccionados vy el
resto descartados para ese lote; los animales son sangrados por tres dias consecutivos para
obtener un volumen total de 15-18 litros por animal, la sangre colectada con anticoagulante se
lleva a la separacién del plasma donde luego les son refundidas las plaquetas en un proceso
llamado ‘plasmaféresis’ (Pino, 1994). El suero recolectado pasara al proceso de purificacion con
sulfato de amonio (caso de los antivenenos en Colombia), fraccionamiento enzimético o
termocoagulacion en otros casos (Gémez et al., 2017). Este componente modifica la solubilidad
de las inmunoglobulinas, separandolas de la albumina y de otros componentes (Figura 2). El
sulfato es removido por dialisis y el suero serd purificado, concentrado y esterilizado a
temperaturas de 2-8 grados, mientras se le hace el test de control (Figura 2) (Gomez et al., 2017).
Luego el suero sera diluido, se le agrega preservante (fenol o m-cresol), es isotonizado, ajustado
en pH 6 a 7 y sometido otra vez a filtracion esterilizante; posteriormente, se le realizaran todas
las pruebas de calidad exigidas por la ley (pruebas microbioldgicas, bioldgicas, fisico-quimicas,
pruebas in vitro e in vivo); por ultimo, se hara liofilizacion (dependiendo de la casa productora, y
es el caso de los sueros producidos por Probiol y Bioclon, que se consiguen en Colombia) y
envasado (Abd-Elsalam et al., 2011); cada lote es vigilado en su calidad por el ente rector, que
para Colombia es el INVIMA, el cual dara el aval para su liberacion y venta. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) incorporé éstos antivenenos en su listado de medicamentos
esenciales en 2007. En Colombia, el Consejo Nacional de Seguridad Social en Salud (CNSSS),
incluy6 en el Acuerdo No. 228 de 2002, modificado por el Acuerdo No. 008 de 2009, expedido
por la Comision de Regulacion en Salud (CRES), los productos suero antiofidico monovalente
(Bothrops) y suero antiofidico polivalente en el Plan Obligatorio de Salud (POS), considerado

como medicamento esencial (Zambrano, 2012).
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Figura 2. Esquema general de produccion de sueros antiofidicos en
Colombia
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Tomado de: Ferreira Cardoso, D., Yamaguchi, I. K., & Maura Da Silva, A. M. (2003). Produc¢é&o de Soros
Antitoxinas e Perspectivas de Modernizacao por técnicas de biologia molecular Animais pegonhentos no
Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos accidentes (p. 371).

Control de calidad en sueros antiofidicos

El control de calidad no es una etapa separada durante la fabricacién del antiveneno. Por el
contrario, es y asi esta requerido por multiples normativas, una parte integral en todo el proceso
de produccion. Comienza con el monitoreo de: 1) cuartos limpios, 2) la produccién de agua para
inyeccion, 3) la higienizacion/esterilizacion de la linea de equipos, y 4) la calidad de las materias
primas. Sin embargo, también incluye la evaluacién de los pools de veneno de referencia, desde
el mismo monitoreo de las serpientes de las que se tomara el veneno que sera inoculado a los
equinos (Ledn et al., 2018).

Como se mencion6 anteriormente, el control de calidad de los venenos incluye la determinacion
de actividades téxicas y enziméticas (Camey et al., 2002), la capacidad del veneno para estimar

la potencia del antiveneno (Fukuda et al., 2006); (Araujo et al., 2008), y la verificacion de que
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estas actividades se conservan durante el almacenamiento a largo plazo (Jesupret et al., 2014).
Se evalla la seguridad y eficacia del proceso de inmunizacion por la evaluacién clinica de
animales hiperinmunes utilizados como fuente de inmunoglobulina (Angulo et al., 1997) y por el
ensayo de potencia, respectivamente. Por lo general, el ensayo de potencia se realiza mezclando
grandes dosis de veneno y diluciones variables de antiveneno, para lograr diferentes
proporciones veneno/antidoto. Después de un periodo de incubacién, alicuotas de las mezclas
se inyectan en animales y el nimero de muertes es registrado y utilizado para calcular una
expresion matematica de la antipotencia del veneno (Araujo et al., 2008). El ensayo de potencia

también se utiliza para determinar la eficacia preclinica de antivenenos en procesos finales.

La calidad del proceso de sangrado en los equinos, estad determinada por los profesionales
veterinarios, (Angulo et al., 1997) y el estado microbiolégico junto al perfil del plasma
hiperinmune. El contenido maximo de endotoxinas permitido en el plasma debe calcularse como
el producto de la endotoxina limite para el antidoto final y la potencia del Ultimo producto, dividido

por la potencia del plasma crudo (Pino, 1994).

La calidad inmunoldgica de los antidotos en proceso/finales normalmente es limitado a la
evaluacion de la capacidad del antiveneno para neutralizar la letalidad de los venenos
homélogos, como se explicé anteriormente (Gutiérrez et al., 2017). Sin embargo, se puede
obtener informacion adicional de la evaluacion de la capacidad del antiveneno para neutralizar
otros toxicos y efectos inducidos por los venenos, tales como hemorragia, desfibrinogenacion,
miotoxicidad, necrosis, edema y bloqueo neuromuscular (Gutiérrez et al., 2013). La calidad
microbiol6gica de los antivenenos en proceso/finales se determina evaluados por la prueba de
esterilidad (USP, 2014a) y la prueba de pirégenos, que evalla el aumento de la temperatura
rectal de conejos inyectados en la vena marginal de la oreja con una dosis de antiveneno, en un
periodo de 3 h (USP, 2014b).

Alternativamente, para reducir el uso de animales, la prueba de pirégenos puede sustituirse por
el ensayo de Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) (Solano et al., 2015). En este caso, el limite
de endotoxinas para el antidoto final puede ser calculado como la relacion K/M, donde K es la
dosis pirogénica umbral de endotoxina por kilogramo de peso corporal (es decir, 5 UE/kg), y M
es la dosis total maxima de antiveneno administrada a un paciente de 70 kg por 1 h (USP, 2014c;
Solano, et al., 2015).
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La calidad fisicoquimica de los antivenenos en proceso/finales incluye la determinacion de pH,
proteina total (Gornall et al., 1948), concentracion del conservante, concentracién de cloruro
(USP, 2014d), turbidez (Segura et al., 2009), patron electroforético, presencia de agregados
(Garcia et al., 2002), humedad residual (Herrera et al., 2014), y &cido caprilico residual (Herrera
et al., 2009) y otras sustancias utilizadas durante el fraccionamiento, como el sulfato de amonio.
Por lo tanto, para cumplir con estas normas, se concluye que el producto debe someterse a
pruebas biol6gicas para determinar la potencia (heutralizacion), la esterilidad (ausencia de
bacterias y hongos), la presencia de pirdgenos, la inocuidad y la seguridad (Gutiérrez et al.,
2011). También se elaboran pruebas quimicas, para medir la concentracion de proteinas y de
albumina, el contenido de sales o fenol y el pH. Ademas, se realizan pruebas fisicas, que analizan

la presencia de particulas y turbidez, asi como el color del producto (Madiganet al., 1999).

Inmunoglobulinas neutralizantes o fragmentos de inmunoglobulinas (es decir, IgG, F(ab")2 o Fab)
son el principio activo de los antivenenos. Entonces, pequefias cantidades de proteinas no
inmunoglobulinicas (es decir, albumina, fibrindgeno, transferrina y ceruloplasmina) y altas
cantidades de inmunoglobulinas no neutralizantes son los contaminantes proteicos mas

importantes en antivenenos actuales (Segura et al., 2013).

Tedricamente, todos los lotes de antiveneno producidos por el mismo proceso maestro deben
tener las mismas caracteristicas microbiolégicas, fisicoquimicas, y calidad inmunolégica. Luego,
el analisis de muchos lotes de sueros antiofidicos es requerido para evaluar la calidad del proceso
maestro. Se requiere la estandarizacion del proceso maestro para garantizar que todos los lotes
de antiveneno cumplen con las especificaciones que no se pueden probar en cada lote, como la
estabilidad (Leon et al., 2018).

En Ultima instancia, la presentacion del producto final varia de acuerdo con el método y las
especificaciones del fabricante. La adicidon de preservantes quimicos a los anti venenos es
ampliamente utilizada, siendo los mas comunes el fenol, el timerosal y el cresol (Le6n et al.,
2018). Asi mismo, el producto puede presentarse en forma liquida o liofilizada. La forma liquida
debe ser almacenada a 4 °C., tiene la capacidad de estar lista para usarse de inmediato y posee
un periodo de caducidad de 3 afos. Por su parte, el liofiizado no debe mantenerse en
refrigeracion, se disuelve antes de usar en agua estéril y tiene una vida media de 5 afios (Madigan
et al., 1999).
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Pirbgenos

Un pirégeno es un término genérico que se aplica precisamente a cualquier sustancia capaz de
incrementar la temperatura corporal de un mamifero. Con respecto a lo anterior se puede definir
que “los pirébgenos son sustancias, microorganismos o bacterias Gram Negativas que pueden
resistir los métodos convencionales de esterilizacion, presentandose en grandes cantidades
después de la muerte y lisis celular. Por lo general los pir6genos se encuentran en productos
parenterales de uso humano y veterinario, provocando profundos cambios fisiolégicos en la

elevacion de la temperatura” (Sucup, 2009).

Tipos de pirogenos

Se conocen en la actualidad dos tipos de pirégenos:

Pir6genos exdgenos
Se conocen como sustancias externas al cuerpo; es decir, que son ajenos al huésped. Pueden

tratarse de microorganismos y se considera improbable que tengan la capacidad de actuar
directamente sobre el centro regulador de la temperatura hipotalamico, induciendo la produccion

del pirébgeno endégeno (Lifshitz, 2007).

Pir6genos endbégenos
Son producidos por el huésped y se conocen como citoquinas, que inducen fiebre. Estas son

capaces de introducir cambios al hipotalamo, identificandose como la interleucina-1 (IL-1).
Demostrandose que con ciertas cantidades de IL-1 producirian fiebre en el hombre y animales
(Lifshitz, 2007). En sintesis, los pirégenos enddgenos son sustancias proteinicas liberadas por

los leucocitos después del contacto con una endotoxina bacteriana (Lifshitz, 2007).

La temperatura del cuerpo es controlada por el hipotalamo y sus mecanismos reguladores
mantienen la del ndcleo corporal a un nivel normal, ajustando tanto la produccién como la pérdida
del calor. Durante la fiebre, el hipotalamo ajusta esos procesos para mantener la temperatura del
nucleo corporal en un valor nuevo y mas alto, llamado ‘valor de referencia’, un valor que es
establecido por medio de la frecuencia de generacion de potenciales de accion en las neuronas
termoreguladoras del hipotalamo (Boulant, 2000). El hipotalamo es nuestro termostato biolégico

y recibe e integra sefiales homeostéaticas para mantener la temperatura dentro de un pequefio
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intervalo. En la Figura 4 se puede apreciar su ubicacion en el ser humano. En términos
mecanisticos, la fiebre es una elevacion del valor de referencia de la temperatura corporal en
respuesta a citocinas pirégenas que actian sobre el hipotdlamo a través de receptores que
estimulan cambios en ese valor (Ramén-Romero & Farias, 2014).

Figura 3. Localizacion del hipotalamo en la cabeza del ser humano

Tomado de: Fidel Ramén-Romero y José Maria Farias. La fiebre. Rev. Fac. Med. (Méx.) vol.57 no.4
Ciudad de México jul./ago. 2014.

Aunque aparentemente los patdgenos externos son la razén dltima de la fiebre, en realidad son
los pirégenos internos o enddgenos los que producen directamente el aumento en el ‘valor de
referencia’ termorregulador. Esto es, porque el organismo mantiene un ‘valor de referencia’ en el
hipotalamo (Figura 3) y que en respuesta a algin agente activo (bacterias vivas, bacterias
muertas con pared celular, endotoxinas, virus) los leucocitos del anfitrion y tal vez otro tipo de
células fagociticas, liberan al liquido extracelular una proteina que actia como ‘pirégeno interno’.
Estos pir6genos internos afectan los sensores de temperatura en el hipotalamo, llevando a una

elevacion en ese ‘valor de referencia’ (Ramén-Romero & Farias, 2014).

Cabe resaltar la importancia de los pirégenos en el control de calidad de los productos, ya que
varias décadas de experiencia y de investigacién, demuestran que los pirégenos se presentan
solo en soluciones parenterales y en dispositivos médicos, derivados de la membrana externa

de bacterias Gram Negativas (Sucup, 2009).

Endotoxinas
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Las endotoxinas tienen un peso molecular aproximado de 200.000 a 1000.000 Daltons (Agudelo,

1999). Su estructura caracteristica tiene tres distintas regiones, las cuales se pueden ver en la
Figura 4 (Agudelo, 1999):

1. Lipido A: unidad diglucosamina que contiene acidos grasos con una longitud de
la cadena de 10 a 20 4tomos de carbono.
2. Oligosacarido: conocido como core, el cual contiene heptosas inusuales y un
azucar unido, conocido como el 3-deoxi-Doctulosonato (KDO).
3. Antigeno O: un oligosacarido repetido del disacarido del lipido A, son hidrofilicos
de la terminacion del Lipido A.
Figura 4. Estructura de una endotoxina (muestra las 3 regiones

Antigeno O, Oligosacéarido, KDO)
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pernplasmico

I Antigeno O
|

LPS

Nucleo
polisacdarido

-~ O-polisacaridd

Lipido A _

P Membrana Externa

= Membrana
citoplasmatica

M
Fosfolipidos

Tomado de: Agudelo, C. M. (1999). Trabajo de grado. Valoracién de endotoxinas bacterianas en suero
antiofidico de origen equino. Bogota, Colombia: Universidad Nacional de Colombia.

Hoy en dia la calidad, inocuidad, y seguridad de los productos farmacéuticos es de relevante

importancia debido a su amplia formulaciébn en la prevencion y tratamiento de muchas

enfermedades. En el ambiente de los laboratorios, el personal, los implementos de trabajo, asi

como las materias primas y el agua, albergan microorganismos, que se desarrollan y afectan la

calidad de los medicamentos. Para ello se realizan las pruebas de pirogenicidad, como la prueba
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de Lisado de Amebocito de Limulus (LAL) que son de importancia debido a que evaltan la calidad
del producto, en la determinacién de bacterias Gram Negativas o endotoxinas (Carrillo et al.,
2006).

Un contaminante propio de origen bacteriano en los medicamentos son las endotoxinas, que se
conocen como complejos lipopolisacaridos-proteina, siendo el responsable de la mayoria de los
efectos bioldgicos atribuibles a las endotoxinas. De acuerdo con lo anterior se puede decir que
las endotoxinas son componentes derivados de las capas externas de las paredes celulares de
las bacterias Gram Negativas que se liberan al medio tras la lisis bacteriana o en la reproducciéon

de la bacteria en algunos casos (Iriarte et al., 2001).

Los principales efectos de los lipopolisacaridos (LPS) o endotoxinas son (Caro & Cruz, 2006):
e Termoestables
e Resistente a la esterilizacion con autoclave
e Su actividad endotoxica se asocia al componente lipidico, liberado cuando la célula se
lisa y como consecuencia de la fagocitosis o accion de los antibioticos.
e El cuadro clinico depende de la cantidad de endotoxina circulante y puede ser desde una

reaccion febril hasta falla multiorganica, pudiendo llegar a la muerte.

Las endotoxinas actllan también como pir6genos, por tanto, causan fiebre cuando se acumula la
suficiente cantidad de bacterias Gram Negativas en los tejidos, como para hacer contacto con la
circulacion; la reaccién febril se produce porque las endotoxinas inducen la liberacion de ciertas
proteinas conocidas como pirégenos endégenos (Caro & Cruz, 2006). También se caracterizan
por su potente actividad biolégica, ya que son capaces de producir profundos cambios
fisiologicos. Un ejemplo es la coagulacion de la sangre, presente en tres formas (Fernandez-
Aceytuno & Rodriguez, 1995). Por esto, Fernandez y Rodriguez (1995) mencionan la importancia

de la actividad biol6gica de las endotoxinas en la coagulacion de la sangre, las cuales son:

e Activa el factor Xll o el factor de Hageman (activando la via intrinseca de la coagulacién)

e Provoca la liberacion de granulos de las plaquetas, que estan involucrados en la
coagulacion.

e Provoca la liberacion de proteinas basicas de los neutrdfilos, que estabilizan los codgulos

de fibrina.
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Fiebre

Se conoce como la elevacién de la temperatura corporal por encima del margen normal. La
temperatura promedio del ser humano es de 37°C; por lo general la fiebre actia como respuesta
adaptativa, ayuda al cuerpo a combatir los organismos que causan enfermedades y surge en
respuesta a unas sustancias llamadas pirégenos que se derivan de bacterias o virus que invaden
el cuerpo (Lifshitz, 2007):

Autores como Holvey y Talbot (1974) enuncian 6 tipos de fiebre:

e Hipertérmica: consiste en la elevacion de la temperatura corporal de 37°C hasta llegar a
los 40.6°C.

e Mantenida: se conoce como la temperatura constante por encima de lo normal.

¢ Intermitente: la temperatura baja hasta lo normal o por debajo cada dia y luego vuelve a
subir.

¢ Remitente: se conoce como la elevacion y descensos diarios de la temperatura, sin
retorno a lo normal.

e Héctica (séptica): oscilaciones marcadas de la temperatura, muchas veces con
escalofrios y sudoracion.

e Recurrente: son episodios febriles que alteran con uno o mas dias de temperatura

normal.

Termorregulacion biologica

Un centro termorregulador en el hipotalamo controla la temperatura del cuerpo al alterarse la
circulacion de la piel, la sudacion y la actividad muscular. La fiebre es asociada a infeccion de
origen bacteriana y se debe por acciones de un pirégeno enddégeno que a su vez actla

directamente sobre el centro termorregulador (Holvey & Talbott, 1974).

Algunos eventos fisiolégicos dependen de la temperatura y la actividad enzimatica que es
efectora de muchas funciones del organismo que se desarrolla a una temperatura 6ptima, por
encima o por debajo de la cual las reacciones bioquimicas son menos eficientes. Por debajo de
la temperatura 6ptima, la cinética molecular no es suficiente para propiciar un numero critico de
interacciones entre enzima y sustrato. Por arriba de ella, las enzimas y al cabo las proteinas,

comienzan su desnaturalizacion por el calor (Lifshitz, 2007).
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Mecanismo de accion de los pirégenos para producir la

fiebre

Es de gran importancia la interleucina-1 ya que experimentos con animales han demostrado que
algunos pirdgenos pueden actuar de manera directa e inmediata sobre el centro hipotalamico
regulador de la temperatura cuando se inyectan dentro del hipotalamo e incrementa el punto de
ajuste (Lifshitz, 2007). Otros actian de manera indirecta y necesitan varias horas para causar
efectos. Es frecuente con muchos pir6genos de origen bacterianos en particular con las
endotoxinas bacterianas (Gram Negativas) cuando los tejidos o la sangre contienen bacterias o
productos de degradacion de las bacterias; los leucocitos de la sangre, los macréfagos de los
tejidos y los grandes linfocitos granulosos citoliticos los fagocitan. A su vez todas estas células
digieren los productos bacterianos y liberan luego la sustancia inteleucina-1, que se conoce
también como pir6geno leucocitario o pirdgeno endégeno, a los liquidos corporales (Guyton &
Hall, 2001).

Cuando la interleucina-1 alcanza el hipotalamo, activa de inmediato los procesos que producen
fiebre y, en ocasiones aumenta la temperatura corporal en cantidad notable, después de 8 a 10
minutos. Basta una diezmillonésima parte de un gramo de la endotoxina lipopolisacarida de las
bacterias que actia en concierto con los leucocitos de la sangre, los macréfagos de los tejidos y

los linfocitos citoliticos para ocasionar fiebre (Guyton & Hall, 2001).

Segun los diversos eventos y experimentos, la interleucina-1 produce fiebre porque:
¢ Induce la sintesis de una prostaglandina, en particular la prostaglandina E> 0 una
sustancia analoga y esta a su vez actla en el hipotdlamo para producir una reaccién
febril.
e Cuando se bloquea la informacion de la prostaglandina con farmacos la fiebre
desaparece por completo o al menos disminuye y esta puede ser una explicacion de
cémo funciona la aspirina (Acido Acetil Acético) ya que es una sustancia que impide la

formacion de las prostaglandinas a partir del acido araquidonico (Guyton & Hall, 2001).
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Reactivo Limulus Amebocyte Lysate polyphemus (LAL)

El Limulus Amebocyte Lisado polyphemus (LAL) es un reactivo de origen biolégico, que es
obtenido de la sangre del cangrejo herradura y fue descubierto en 1956 por el doctor Frederick
Bang. El cangrejo Limulus polyphemus es uno de los animales que mas afios ha sobrevivido en
la tierra, sus origenes datan, segun diversos autores a mas de 200 millones de afios (Perdomo-
Morales, 2004). Este animal tan resistente experimenta coagulacion en su hemolinfa por causa
de la presencia de endotoxinas bacterianas. Al descubrirse este hecho en la década de los 60,
se continuaron las investigaciones hasta lograr aprovechar esta reaccion para realizar ensayos
in vitro de deteccion de endotoxinas en diferentes medios (Dawson, 2005). El Limulus
polyphemus pertenece al grupo de los cangrejos herradura, también se le conoce como cangrejo
bayoneta o cangrejo cacerola. Este cangrejo habita en la costa atlantica de la parte norte del
continente americano, incluyendo el golfo de México (Fujifilm, 2015).

Los responsables de la coagulacion de la hemolinfa de los cangrejos Limulus polyphemus son
los amebocitos, principales componentes de la hemolinfa de este animal. Los amebocitos
cumplen en los invertebrados la funcién de los glébulos blancos en los vertebrados, defienden al
organismo de patdégenos, por ello ante las endotoxinas provenientes de las bacterias responden
liberando una serie de enzimas. Los cientificos estudiaron este fendmeno hasta comprobar que,
si se diluye un lisado de los amebocitos extraidos del cangrejo herradura en un medio acuoso,
pueden servir para detectar cantidades muy pequefias de endotoxinas (Fujifilm, 2015). Los
amebocitos contienen enzimas procoagulantes que desencadenan una cascada de reacciones.
El producto final de estas reacciones en cadena es un gel compuesto por proteinas coaguladas.
Como se ha mencionado en las lineas anteriores, entonces esta prueba se basa en la formacion
de un coagulo a través de una cascada de activacion enzimatica donde la proteina coagulégeno,
es desdoblada por la enzima de coagulacion activada, los productos de desdoblamiento son
insolubles y se unen mediante la interaccién iénica para formar una matriz de gel. Este es
considerado como una alternativa en el control de endotoxinas bacterianas, en productos
parentales de uso humano y veterinario (Carrillo et al., 2006) (Sanchez-Corredor, 1994). Este
ensayo también se usa en otras industrias, como la cosmética y alimentos. Es uno de los métodos

aconsejados por la FDA y la USP para la deteccion de pir6genos.

Cabe agregar que el fundamento bioquimico esta basado por una serie de etapas de activacion

enzimatica, en donde 4 sustancias son necesarias para la obtencién de la reaccion de
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gelificacién, la enzima mas importante es la coagulante que esta en 3 de sus procesos. Por otro
lado, se tiene en cuenta proteinas coagulables o coagulégeno, y cationes divalentes, como Ca*™*
y Mg** que se encuentran dentro del lisado. Y por dltimo la endotoxina presente en las muestras,
son las encargadas de realizar la reaccion (Sanchez-Corredor, 1994).

El ensayo LAL solo es valido para detectar endotoxinas y no cualquier otro tipo de pirégeno. En
muchas ocasiones se utiliza este ensayo con el objetivo de detectar otros pirébgenos, lo cual es
un error. Si bien las endotoxinas bacterianas son de los pirégenos que mas prevalecen después
de las medidas de sanitizacibn comunes en las industrias, por ser muy resistentes al calor y a los
diferentes reactivos quimicos usados para esterilizacion, un ensayo LAL negativo solo indica la
ausencia de endotoxinas, no la de otros microorganismos pirégenos. La realizacion de este
ensayo solo conduce a la confirmacién de medio libre de pir6genos cuando esta acompafiado de
otros andlisis y medidas sanitarias especificas para erradicar el resto de microorganismos

contaminantes (Fuijifilm, 2015).

Para el uso del ensayo de LAL se debe realizar una validacion para el proceso industrial
especifico en el que se va a aplicar. La FDA regula las validaciones de este ensayo,
encontrandose muchos registros en la literatura de este procedimiento, sobre todo para farmacos
inyectables (Fujifilm, 2015).

Validacion

El concepto de validacién ha sido descrito de diversas maneras segun la literatura, pero los
autores llegan a una conclusidon de conceptos generales con un mismo significado como:
especificar e implementar, aprobar y documentar. En sintesis, validar es verificar

documentalmente que un método o proceso hace lo que tiene que hacer.

La definicion de validaciébn suministrada por las Buenas Practicas De Manufactura (BPM)
especifica el concepto como: “la obtencion de pruebas con arreglos a las normas de correcta
fabricacion de cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema que

produce en realidad el resultado previsto” (Solis, 2004).

La validacién es la herramienta que permite obtener las pruebas documentales al respecto,

trabajar con métodos que ofrecen confianza y seguridad en los resultados, lo cual a su vez
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minimiza el nimero de errores y repeticiones permitiendo un importante ahorro de costos. La
definicion analitica de validacion es “el establecimiento de la evidencia documental de que un
procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad a la obtencién de resultados
precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente
establecidos” (Caro & Cruz, 2006; Solis, 2004).

Para la validacién analitica de la prueba del LAL, es necesario mostrar un enfoque con las
pruebas documentadas, demostrando que el método analitico es lo suficientemente confiable,
para producir un resultado previsto dentro de los intervalos definidos, de modo que se tienen en
cuenta conceptos basicos que son referentes en el proceso de validacion, los cuales son: (Caro
& Cruz, 2006)

e Exactitud: se conoce proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante
ese método y el valor verdadero.

e Precision: grado de concordancia entre los resultados de las pruebas individuales,
cuando se aplica el método repetitivamente a mdultiples muestreos de una muestra
homogénea.

e Limite de deteccidn: es la cantidad minima de analito en una muestra que puede
detectarse, no necesariamente es cuantificable en las condiciones experimentales
indicadas.

e Limite de cuantificacién: es la minima cantidad de analito en una muestra que se puede
determinar con precisién y exactitud aceptables en las condiciones experimentales

indicadas.

En el caso de la validacion de la prueba de LAL, se toman en cuenta estandares de endotoxinas
gue son reguladas exclusivamente para el método de LAL por la FDA (Guideline On Validation
Of The Limulus Amebocyte Lisado Polyphemus Test) quienes definieron que era necesaria la
preparacion de éstas debido a las controversias generadas por los resultados con el reactivo,
para la adecuacién de la estandarizacion del ensayo de LAL, toman como referencia la E. Coli
(endotoxinas estandar de referencia RSE) debido a que el potencial de RSE es conocido,
utilizandose como estandar para la calibracion de la potencia del control CSE (control de
endotoxinas estandar) o como patron secundario la potencia de la RSE y las unidades de las

endotoxinas se conocen como (UE) por vial (Carrillo et al., 2006).



Contenido LIl

Al momento de validar la prueba de LAL, es necesario determinar la sensibilidad, permitiendo
gue la endotoxina indicada en la etiqueta, sea detectada por el reactivo. También se recomienda
calificar en el manejo de éste método al operario que va a comenzar a realizar las pruebas de
LAL, y lograr asi mayor confiabilidad en los resultados, confirmando la sensibilidad etiquetada de
cada nuevo lote de reactivo LAL (Caro & Cruz, 2006).

También se debe conocer el certificado de analisis de control del lote de endotoxinas estandar
CES de trabajo y el lote del reactivo LAL que estd siendo utilizado; con el fin de realizar la
validacién de la sensibilidad del rétulo en donde este procedimiento se debe realizar cada vez
gue se trabaja con un lote nuevo del reactivo LAL, para verificar que no haya variacién en la

sensibilidad del rétulo del reactivo (Sanchez-Corredor, 1994).

Limite de endotoxina

El limite de endotoxinas esta referenciado por la FDA. En el caso del suero antiofidico, se
encuentra calculado, encontrandose bajo el nombre de Antivenom y su limite es de 1.67 EU/ml.

Maxima dilucion valida (MDV)

Otro aspecto que es importante conocer se denomina como maxima diluciéon valida (MDV).
Consta basicamente en conocer la mayor dilucion que se le puede hacer a un producto y
determinar el limite de endotoxinas presentes, con el método de LAL (Perdomo-Morales, 2004).
Algunos productos son validados por diferentes disoluciones inferiores a la (MDV): los calculos
para hallar la MDV, tienen como referencia al limite de endotoxinas permitidos por la USP (The
United States Pharmacopeal conventions) del producto a evaluar y se revisa la presentacién del
producto, asi como la referencia de la sensibilidad de LAL. La MDV es calculada mediante la

siguiente férmula:

MDV= LIMITE DE ENDOTOXINA UE/ml|
SENSIBILIDAD DEL LAL

(MDV)= Maxima dilucién valida.
(UE/mI) = Sensibilidad de LAL por mililitro.
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Para llegar a la validacion del producto, se tiene en cuenta la concentracion del producto a
ensayar. Para que no haya interferencia significativa con la prueba es importante que en los
ensayos que se vayan a realizar, se preparen las diluciones del producto con y sin endotoxinas
agregadas. Al ser el producto diluido puede eliminar interferencias y detectar concentraciones
criticas de endotoxinas (Sanchez-Corredor, 1994).

Métodos de las pruebas de LAL

Los métodos empleados para las pruebas de LAL son tres: el mas importante se conoce como
el método de gelificacidon o gel-clot, debido a que es empleado por la mayoria de la industria
farmacéutica y es el recomendado por la FDA (a menos que se indique lo contrario por el tipo de
muestra de estudio); turbidimétrico y cromogénico (Dawson, 2005). Estos seran explicados a

continuacion:

Gelificacion o gel-clot
El método de Gel-Clot de la prueba de LAL, es el método mas clasico, debido a su facil

interpretacion, ya que la reaccion, es basicamente desarrollada en el tubo de ensayo de manera
in vitro debido a fundamentos bioquimicos de la hemolinfa de la sangre del cangrejo de herradura
frente a las endotoxinas, de modo que el ensayo es menos susceptible a la inhibicién, en donde,
al momento de realizar las pruebas se requiere un equipamiento mas sencillo y menos costoso
(Fujifilm, 2015). Cabe resaltar que cada fabricante del reactivo LAL describe su propia

metodologia siendo pequefia la diferencia entre los protocolos.

El limite de deteccion de los ensayos depende del fabricante del kit que contiene el reactivo de
LAL, normalmente usando el método de Gel-Clot el limite de deteccién esta entre 0.01 y 0.03
unidades de endotoxinas por mililitro (UE/mI) de disoluciéon usada en el ensayo. Esto significa
gue por debajo de esta concentraciéon de endotoxinas no se llega a formar un gel solido, que
permanezca en el tubo de ensayo al mover el mismo. El alcance del método es limitado por la
sensibilidad del lisado. Con este método no se podra cuantificar endotoxinas por debajo del nivel
(Carrillo et al., 2006).

Un criterio usado en el método de gelificacion es girar el tubo de ensayo hasta cubrir un dngulo
de 180° con el giro y comprobar que el gel se mantiene intacto. El método Gel-Clot puede usarse

de manera cualitativa, dando resultados positivo 0 negativo si no se llega a formar el gel, y
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semicuantitativa, ya que la cantidad de gel que se forma es proporcional a la concentracion de
endotoxinas (Fujifilm, 2015).

A continuacion, en la figura 5, se esquematiza el procedimiento general de la prueba de LAL
mediante el método Gel-clot para sueros antiofidicos:

Figura 5. Esquema del Procedimiento General de la Prueba LAL
Preparacion de la endotoxina:

Preparacié; del reactivo LAL
(Limulus Amebocyte Lisado)

Preparacit;n de la muestra
(Suero Antiofidico Polivalente Liofilizado)

!

Preparacion de los tubos a ensayar

(Disoluciones de la muestra)

Incubacion a 37°c (+/-) 60 min.

!

Lectura de la prueba

Fuente: Elaboracion Propia

Interpretacion de la prueba de LAL con el método Gel-clot

Invertir los tubos de ensayo 180° (observar formacion del gel)
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Figura 6. Interpretacion de la prueba de LAL con el método Gel-clot

Positivo

Gel firme en la base
del tubo

Negativo

El gel no es firme y
se desliza por las
paredes del tubo.

Fuente: Laboratorio Probiol S.A

El control negativo debe dar siempre negativo, si da lo contrario puede ser, que el material este
mal despirogenizado, el tiempo y la temperatura no fueron adecuados, o el reactivo esta
contaminado (Probiol, 2015). Por otro lado, cada proveedor del reactivo LAL, maneja un protocolo
para la realizacién de las pruebas, que en general, no deben tener una variacion significativa. La
metodologia empleada para los protocolos de la sensibilidad de la etiqueta, protocolo de
inhibicion y el de las pruebas rutinarias estan estipulados por la USP bajo algunas modificaciones
de la casa matriz del reactivo (Dawson, 2005).

Como se expondra detalladamente mas adelante, es importante tener en cuenta para esta
prueba, que uno de los principales interferentes de este ensayo son los 3 (1—3) - D -glucanos,
gue también son capaces de activar la cascada de reacciones que conduce a la formacién del
gel, mediante via de activacion del Factor G (Morita et al., 1981). En el mercado existen diversos
kits donde se extrae el Factor G del lisado de amebocitos para evitar esta interferencia. Otra
posibilidad que existe para eliminar la activacién por parte de  (1—3) -D-glucanos, es inhibir la
accion del factor G (Fujifilm, 2015). Es importante mencionar, que todo el ensayo de LAL, se

debe realizar siempre, de forma tal que se evite la contaminacion por endotoxinas.
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Turbidimétrico
Este tipo de reactivo contiene suficiente coagulégeno que va a formar una solucién turbia, pero

no un coagulo firme, cuando es dividido en subunidades de la enzima protocoagulante y el punto
final se determina por la lectura del espectrofotdmetro a una longitud de onda de 360 nm vy el
punto final est4 basado en la relacion cuantitativa entre la concentracion de endotoxinas y la
turbidez (absorbancia y tramitancia) de la mezcla de reaccion al final de la incubacion (Sanchez-
Corredor, 1994).

Cromogénico
El coagulogéno se reemplaza totalmente o parcialmente, por un sustrato cromogénico el cual es

un péptido sintético pequefio unido covalentemente a un crémoforo (p-nitroanillada) la intensidad
del color formado (amarillo que absorbe una longitud de onda de 405 nm) es proporcional a la
endotoxina y se determina por la interpretacion en una curva patrén. Por ultimo, el punto final
esti basado en la realizacion cuantitativa entre la concentracion de endotoxinas y la liberacion

de croméforos al final de la incubacion (Perdomo-Morales, 2004).

Factores de inhibicion en la prueba de LAL

Hay factores que son comunes y que son reconocidos como la disminucién en la sensibilidad del
reactivo del LAL. Por lo general siempre se recomienda que todo el producto sea ensayado para

verificar la ausencia de inhibicién (Solis, 2004).

B 1,3—Glucanos
Los B-Glucanos consisten de polisacaridos no ramificados de B-D-Glucosa como la celulosa,

pero con un enlace 1B3-3 por cada tres o cuatro enlaces 13-4. Los B-Glucanos son de alto peso
molecular y se conocen como polisacaridos de monémeros (cadena de - (1-3)-D-Glucosa)
ligados con enlaces glucosidicos que forman moléculas largas y cilindricas que pueden contener
hasta 250,000 unidades de glucosa (Morita et al., 1981). Estos se encuentran en las paredes de
las células del endospermo de granos como la cebada y la avena, también son Utiles en la
nutricion humana, por su notable capacidad para modular la accion del sistema inmunitario
teniendo como principal accion, la capacidad de unirse y estimular receptores de los macréfagos
encontrados en los ndédulos linfaticos de la pared intestinal y ayudan a reducir las enfermedades

del coraz6n bajando el nivel de colesterol y reduciendo la reaccion glicémica de los carbohidratos.
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Se usan comercialmente para sustituir grasas y para modificar la textura de los productos

alimenticios (Yu-Lai et al., 2005).

Los B-Glucanos, son sustancias que también se pueden encontrar en productos parenterales,
algunos casos son empleados en procesos de filtracion, debido a que se utilizan fibras de
celulosa que estan presentes en el papel y que a su vez se comportan como glucanos (Yu-Lai et
al., 2005). Un ejemplo de un producto parenteral que realiza proceso de filtracion, es el Suero
Antiofidico Polivalente Liofilizado que durante su proceso de produccién se utilizan filtros de este
tipo, con el fin de realizar la esterilizacién del producto. Pequefias particulas de estos filtros
pueden estar presente en éste, interfiriendo con el reactivo de LAL generando falsos positivos.
Es decir, a pesar de éste patrobn no generan cambios fisioldgicos en la elevacién de la

temperatura en el paciente (Hartung, 2002).

Falsos positivos

Resultados que se obtienen por la presencia de sustancias que activan el LAL, que son diferentes
a las endotoxinas, sugiriendo que estan presentes, pero no es asi. Por lo tanto, se debe conocer
la naturaleza del producto y el proceso de fabricacién. Se cree que la presencia de la tripsina 'y
de los glicanos son los causantes principales de estos resultados (Caro & Cruz, 2006).

Potenciacion

Se conoce como el incremento en la sensibilidad del reactivo del LAL detectando mas
endotoxinas en la muestra; es facil confundir una potenciacion con la presencia de endotoxinas
en la muestra (Dawson, 2005). Una forma de determinar la potenciacién es colocando una
cantidad conocida de CSE (Control estandar de endotoxina) a una muestra libre de endotoxinas
y determinar con el ensayo de LAL la cantidad de endotoxinas presentes. Si la cuantificacion de
éstas resulta mayor que la cantidad conocida adicionada se habla de potenciacion (Carrillo et al.,
2006).

Inhibicion

Es la situacion que suele ser mas comun, segun diversos autores consultados. Se reconocen por
una disminucién en la sensibilidad de LAL. Todo producto debe ser ensayado previamente para

verificar la ausencia de inhibicibn ya que se pueden presentar como falsos negativos. La
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estandarizacion del ensayo para el producto demuestra que la deteccion de las endotoxinas no

sera afectada significativamente por el producto (Sanchez-Corredor, 1994).

Monocyte Activation Test (MAT)

El procedimiento fue introducido en 1995 (Hartung & Wendel, 1995). En su momento, los autores
diluyeron sangre entera humana heparinizada y recién extraida de un donante sano, en solucion
salina de grado clinico fisioldgico, libre de pirégenos, se junté con la muestra de prueba. En
respuesta a los pird6genos, los monocitos contenidos en la sangre, producian citoquinas

proinflamatorias de forma dependiente de la dosis (Schindler et al., 2003).

La prueba MAT se puede utilizar para detectar citocinas liberadas por monocitos humanos
activados o células monociticas, como la interleucina-1beta (IL-18), interleucina-6 (IL-6) y factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), que tienen papeles importantes en la patogenia de la fiebre. En
la actualidad, con el uso de crio preservados, como el llamado human WB, mediante la
introduccion de un procedimiento de congelacion estandarizado, utilizando dimetilsulféxido
(DMSO) como agente crioprotector, el MAT se volvi6 mas estandarizado y mas ampliamente
disponible, y se demostr6 que puede ser utilizado como una herramienta para estudiar los
detalles de la via de reaccion de la fiebre en la respuesta inmunitaria humana innata (Schindler
et al., 2003).

De los beneficios mas reconocidos del test de MAT, es la deteccidn, tanto de endotoxinas, como
de pir6bgenos no endotdxicos, en productos parenterales, como productos farmacéuticos y
dispositivos médicos. Otra gran ventaja, es que brinda una alternativa in vitro a las pruebas

convencionales en animales (Caldeira, 2018).

La prueba Rabbit Pyrogen Test (RPT-conejos) y la prueba Limulus Amebocyte Lysate (LAL) usan
animales y muestran algunas limitaciones. La prueba de pirégenos en conejo muestra una falta
de robustez ya que una reaccién animal puede diferir mucho de una reaccion humana. En la
prueba LAL, solo se detectan endotoxinas, que causan un riesgo de seguridad al ignorar los
pirégenos no endotoxicos, que podrian estar presentes en la muestra analizada (Caldeira et al.,
2016; De Agostini et al., 2018). Para superar estas limitaciones, la Prueba de Activacion de
Monocitos (MAT) se introdujo en la Farmacopea Europea en 2010 como un método

complementario para reemplazar la Prueba de Pir6genos en Conejos (Farmacopea Europea,
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Capitulo 2.6.30) y se menciona en la guia de la FDA para la industria (Schindler et al., 2003). La
Comision de la Farmacopea Europea tomo la decision de poner fin a la prueba de pirdgenos en
conejos de acuerdo con el principio de las 3R considerando que la MAT es la mejor opcion
alternativa. La literatura menciona que MAT es un ensayo in vitro que imita la reaccion inmune

humana: para un modelo predictivo robusto que reduce el consumo animal (Caldeira et al., 2016).

Como se ha mencionado, la literatura pone como mayor ventaja en esta prueba, si se compara
con la prueba de LAL, la deteccion de una amplia gama de pirégenos, garantizando asi la
seguridad del paciente, al analizar una gama completa de pirdgenos. Este ensayo se puede
utilizar para detectar organismos Gram-positivos y Gram-negativos y pirégenos parasitarios,
virales y otros bioldgicos (por ejemplo, levadura). Al igual que la prueba de pir6genos en conejos
(RPT), MAT es eficaz para la deteccion de pir6genos de endotoxinas y no endotoxinas. Asi
mismo, esta prueba permite una ampliacién en la gama de productos que se pueden analizar.
Ya que la prueba en conejos y la prueba de LAL, estan limitados en los tipos de productos que
pueden analizar (Schindler et al., 2009). Sin embargo, la introduccién y aplicacién generalizadas
de MAT encuentra restricciones normativas y practicas relacionadas principalmente con el uso

de sangre humana fresca o0 monocitos y la flebotomia asociada (Caldeira et al., 2016).

El kit comercial de MAT se basa en la linea celular Mono-Mac-6 (MM6) y utiliza la interleucina-6
(IL-6) como modo de lectura. Una vez que los monocitos humanos entran en contacto con los
pirébgenos de una muestra contaminada, producen citocinas como la interleucina-6 (IL-6), que
puede detectarse con un ensayo de inmunoadsorciébn enzimatica (ELISA). Los Kits

comercialmente disponibles, tienen un limite de deteccién de 0.05 UE/ml (Schindler, et al., 2009).

El sistema PyroDetect, que es una presentacién comercial de la prueba MAT, consta de tres
pasos principales: la incubacion de sangre criogénica (o sangre fresca), el ELISA de IL-1B y el
analisis (De Agostini et al., 2018). A continuacion, se podra encontrar mayor informacion al

respecto:

Incubacion de sangre criogénica

El test MAT, utiliza sangre criogénica (sangre entera humana congelada) para la incubaciéon de
la sangre. La sangre fresca, con un limite de tiempo de hasta 4 horas después de la donacion,

también se puede utilizar. Las muestras son mezcladas con la sangre en la placa de cultivo
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celular y se mantiene en una incubadora durante la noche a 37°C. Si los pir6genos estan
presentes en la muestra, los monocitos de la sangre producirdn IL-1 durante la incubacion
(Caldeira et al., 2016).

Interleuquina 18 y ELISA

Para la deteccién de la IL-1B la mezcla de la incubacion con sangre criopreservada, se transfiere
a una microplaca ELISA, recubierta con un anticuerpo especifico para IL-13. Las moléculas de
interleuquina presentes en el sobrenadante del cultivo se unen al anticuerpo inmovilizado.
Entonces un anticuerpo policlonal ligado a enzimas especifico para IL-1p es agregado. Con la
adicion del sustrato se produce una reaccion de color, lo que permite la deteccion del limite IL-
18 en un lector ELISA (De Agostini et al., 2018).

Analisis

La concentracién de pirégenos en la muestra, es entonces determinado a partir de la
concentracion de IL-13, por medio de una curva estandar de endotoxina, y, segun el kit que MAT
gue se esté usando, se podra contar con herramientas para analisis de datos, propios de éstos

(Caldeira et al., 2016).

Prueba de pirégenos en conejos por la USP (United States

Pharmacopeia) Oficial 01 mayo 2011

La prueba de pirégenos en conejos, establece si se produce o no pirogénesis tras la
administracién intravenosa de una solucion parenteral. Este ensayo esta disefiado para evaluar
productos que pueden ser tolerados por conejos, en una dosis que no exceda los 10ml. Se deben
seguir las indicaciones adicionales establecidas en la monografia individual o, en el caso de
antibidticos, o productos biolégicos, seguir las indicaciones adicionales en las reglamentaciones
federales de los estados unidos (USP 34, 2011).

Aparatos y diluyentes
Despirogenizar jeringas y material de vidrio por calentamiento a 250°C durante no menos de 30

minutos o utilizando otro método adecuado. Todos los diluyentes o soluciones para el lavado y

enjuague de los dispositivos o0 sistema de inyeccion parenteral, se debe tratar de manera que
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garanticen la esterilidad y la ausencia de pirégenos. Se debe realizar periédicamente
representativas de los diluyentes y soluciones que se emplean para el lavado y enjuague de los
aparatos cuando se especifique que el uso de la inyeccién contenga 0.9% de NaCl (USP 34,
2011).

Registro de la temperatura

Emplear dispositivos sensoriales de la temperatura exactos, tales como termdmetros clinicos,
sondas termomeétricas, u otra clase de sonda calibrada, que aseguren una exactitud de 0.1+ °C
y faciliten la lectura maxima en menos de 5 minutos. Insertar la sonda sensora de temperatura
en el recto del conejo con una profundidad no menos de 7.5 cm y durante un periodo no menor
gue el previamente estimado como suficiente. Registrar la temperatura corporal del animal de
prueba (USP 34, 2011).

Animales de prueba

Emplear conejos adultos, y sanos, ya que la dosis umbral de pir6genos para producir reaccion
febril es la misma en estos animales y para humanos. Se mantienen individualmente en un lugar
sin perturbaciones que los puedan excitar y evaluarlos para que mantengan una temperatura
uniforme entre 20 y 23°C con una variacion maxima de 3°C respecto a la temperatura
seleccionada. Antes de emplear por primera vez un conejo en una prueba de pirdgenos se debe
acondicionar durante un periodo no menor a 3 dias, pero no mayor a 7 dias, realizando un ensayo

simulado que incluya todos los pasos en el procedimiento, omitiendo la inyeccion (USP 34, 2011).

Los conejos deben cumplir las siguientes especificaciones:

<\

Albinos nueva Zelanda

v' Conejos adultos y sanos entre 2.5kg y 3kg, que hayan mantenido su peso con una dieta
libre de antibitticos durante la semana anterior a la ejecucion de la prueba

v' Machos, ya que las hembras pueden presentar problemas en la interpretacion, debido a

las caracteristicas intrinsecas de su sexo

v" Buena alimentacion
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v' Mantenerlos individualmente en un lugar sin perturbaciones que los puedan excitar y a
temperatura uniforme entre 20° y 23°, con variacion maxima de 3° respecto de la

temperatura seleccionada

Después de usar los conejos para una prueba de pir6genos, se deben descartar para futuras
pruebas, ya que no podran ser utilizados para reanalizar el producto suero antiofidico liofilizado
(USP 34, 2011).

Procedimiento

El ensayo debe llevar una aérea determinada exclusivamente para la prueba de pir6genos con
condiciones ambientales similares a las del espacio donde estan alojados los conejos, libres de
perturbaciones que puedan excitarlos. Durante el periodo de prueba se suspendera el alimento
mientras que el acceso al agua si esta permitido en todo momento, pero podra restringirse
durante la prueba. Si el dispositivo empleado para medir la temperatura rectal debe dejarse
insertado durante el periodo de prueba, sujetar los conejos mediante los sujetadores de cuello,
no muy ajustado y que les permita adoptar una postura natural de descanso. 30 minutos antes
de la inyeccién de la dosis de prueba se debera determinar la “Temperatura control” en cada
conejo: esta temperatura sera la base para determinar si hay aumento provocado por la inyeccién
en una solucion de prueba, emplear solamente aquellos cuya temperatura control no varie mas
del°C respecto a las demas y descartar los conejos cuya temperatura corporal exceda de 39.8
°C (USP 34, 2011).

A menos gue se especifique algo diferente, se inyectara a cada uno de los 3 conejos, en la vena
marginal de la oreja, 10ml de la solucion de prueba por kg de peso, completdndose cada
inyeccion dentro de los 10 minutos desde el inicio de su administracion. La solucién de prueba
es o hien el producto reconstituido de acuerdo con las especificaciones de la etiqueta, o bien el
material de analisis, tratado segun indica en la monografia individual. Para la inyeccion lavar o
enjuagar las superficies del dispositivo del sistema que entra en contacto con el material
administrado en forma parenteral, con el sitio de inyeccién o con los tejidos internos del paciente.
Asegurarse siempre que todas las soluciones de prueba estén protegidas de la contaminacion.
Administrar la inyeccion después de tibiar la solucion de prueba a una temperatura de 37 +2 °C
y registrar la temperatura a intervalos de 30 minutos durante un periodo de 1 a 3 horas posteriores
de la inyeccion (USP 34, 2011).
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Durante la ejecucion de la prueba siempre es importante tener en cuenta que cualquier tipo de
perturbacion (por ejemplo: hablar, tratar rudamente a los conejos, entre otras) podra excitar a los
animales, y aumentaran las posibilidades de que se presenten falsos positivos durante el ensayo.

Interpretacion y continuacion de la prueba

Considerar cualquier disminucién de la temperatura como elevacién cero. El producto cumple
con los requisitos de la prueba para determinar la ausencia de pirégenos si ningln conejo
muestra un aumento de 0.5°C o mas, por encima de su temperatura control respectiva. Si algin
conejo muestra un aumento de mas de 0.5 °C, se debera continuar la prueba empleando otros 5
conejos. El material de analisis cumplira los requisitos para determinar la ausencia de pirégenos
cuando no mas de 8 conejos tienen aumento maximo de la temperatura individuales que no
exceda 3.3°C (USP 34, 2011).

Otras consideraciones

Para la validacién de cualquier técnica analitica se deben tener en cuenta los siguientes
aspectos:
¢ Validados (todo el material empleado)
e Calibrados o calificados segun el caso (vortex, modulador de temperatura, bafio maria,
horno despirogenizador, micropipetas)
e Material de vidrio despirogenizador (tubos de ensayo)

e El material plastico debe ser apirégeno (puntas apir6genas)
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Equipos, materiales y reactivos que se usan en las pruebas

de conejos y de LAL

Figura 7. Equipos Laboratorio Probiol

VORTEX
Marca: Heidolph Reax Control

Se calibra una vez al afio, por
la empresa (balanza,
temperatura, presion,
humedad Ltda) TPH

MODULADORDE
TEMPERATURA

Marca: Scientific Products

Se calibra una vez al afio, por
la empresa (balanza,
temperatura, presion,
humedad Ltda TPH

BANO MARIA
Marca: Memmert

Se calibra una vez al afio, por
la empresa (balanza,
temperatura, presion,
humedad)

OR/1e/2011 11018

HORNO
DESPIROGENIZADOR

Marca: Binder

Se calibra una vez al afio, por
la empresa (balanza,
temperatura, presion,
humedad)

Fuente: Laboratorio Probiol S.A
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Figura 8. Materiales

r_

PUNTAS PARA MICROPIPETA
Marca: Eppendorf
Apirégenas de 100ul

MICROPIPETAS DE 100pl
Marca: Brand

. TUBOS DE ENSAYO:
Tubosde 10x 75 mmy de 16 x
150 mm

. GRADILLA

Fuente: Laboratorio Probiol S.A

Figura 9. Reactivo LAL y endotoxina

ENDOTOXINA
Control de endotoxina estandar (CSE)
Endotoxina 0.06
Endotoxina 0.03
Endotoxina 0.015
Endotoxina 0.0075
REACTIVO LAL

(Limulus Amebocyte Lisado Polyphemus)

Fuente: Laboratorio Probiol S.A
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Lisado de Amebocitos

Un producto liofilizado obtenido a partir de un lisado de amebocitos (leucocitos) del cangrejo
herradura (Limulus polyphemus o Tachypleus tridentatus). Este reactivo se refiere so6lo a
un producto fabricado de conformidad con las reglamentaciones de la autoridad competente. El
Lisado de Amebocitos reacciona con algunos B-glucanos ademas de reaccionar con las
endotoxinas. Existen preparaciones que no reaccionan con los glucanos, se preparan retirando

o inhibiendo el factor G que reacciona con los glucanos (Dawson, 2005).
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Metodologia

Este estudio, se llevo a cabo en 3 fases:

.. PLANIFICACION DE LA REVISION DE ALCANCE: En esta

fase, se desarrollaron las siguientes actividades:

1. Se definié el problema de investigacién: Un laboratorio colombiano y productor de sueros

antiofidicos (PROBIOL), entr6 en contacto con la Universidad Nacional de Colombia para
realizar la validacion de la prueba LAL con antivenenos ofidicos. La pandemia del covid,
impidio la realizacion de actividades intralaboratorio por el confinamiento. Al estudiarse la
tematica de pruebas de pirogenicidad in vivo e in vitro y su aplicacibn en sueros
antiofidicos, se encuentra con poca informacion disponible, y logra identificarse un vacio
en la literatura.

2. Delimitacion del problema de investigacién: Se llevé a cabo, al realizarse una primera

aproximacion por medio de la literatura y también en conversaciones que la autora tuvo
con PROBIOL y con el Instituto Nacional de Salud en Colombia, en donde se encuentra
gue el método mas usado es el in vivo, pero en ocasiones también usan el método LAL
al tener novedades con la prueba en conejos. Se decide finalmente involucrar en este
estudio la prueba in vivo, asi como las pruebas LAL y MAT.

3. Formulacién de la pregunta de investigacidon: Teniendo en cuenta lo encontrado en la

literatura, mediante una bulsqueda inicial, junto a la informacion recopilada con los
laboratorios colombianos y teniendo en cuenta la necesidad real, se procedi6é a trabajar
en la formulacién de la pregunta de investigacion.

4. Elaboracidn del protocolo de investigacion para la revisién de alcance: Se us6 como base,

las indicaciones y recomendaciones del instituto Joanna Briggs.
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ELABORACION DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION:

Se elabor6 un protocolo de investigacion que contenia los siguientes apartados:

e Titulo

e Resumen

e Introduccion

e Marco tedrico

e Justificacion

e Planteamiento del problema

o Obijetivos

e Hipdtesis

¢ Metodologia

e Aspectos éticos

¢ Recursos —financiamiento y factibilidad

¢ Cronograma

e Bibliografia
Este protocolo fue escrito para elaborar la revision, el cual fue presentado en Seminario
I, donde fue aprobado y luego fue sometido al comité de ética de la facultad de ciencias

para su aprobacion. También se uso la herramienta RevMan 5.

METODOLOGIA PARA LLEVAR A CABO LA REVISION:

Una vez el protocolo de investigacion fue aprobado, se llevd a cabo la revision,

realizandose las siguientes actividades:

Formulacion de la pregunta y criterios de elegibilidad de la evidencia: En este trabajo, se

llev6 a cabo una revision de alcance o Systematic Scoping Review (SSR), donde se evocé
la evidencia disponible, e identifican lagunas del conocimiento, ya que la informacién
disponible es compleja de abordar y heterogénea. La Poblacion, Concepto y Contexto
guia de esta revision fueron:

Poblacion: Sueros antiofidicos monovalentes y polivalentes

Concepto: Pruebas de pirogenicidad

Contexto: Determinacion de pirogenicidad

2. Seleccion de estudios v tamizaje de referencias
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Criterios de Inclusion por Disefio: ensayos de laboratorio, estudios primarios de
exactitud diagndstica, que los desenlaces objeto de estudio estuvieran relacionados con
las pruebas de pirogenicidad in vivo e in vitro (prueba de LAL y MAT) en sueros
antiofidicos, siguiendo las directrices y lineamientos de Joanna Briggs Institute (JBI). No
se tuvo restriccion por idioma, ni por tiempo de publicacion.

Criterios de Inclusiéon por Poblacion: Estudios que evaluaron y compararon, pruebas
alternativas in vitro (LAL o MAT), con la prueba gold estandar in vivo, para evaluar la
pirogenicidad en sueros antiofidicos monovalentes y/o polivalentes.

Criterios de Inclusién por Contexto de Origen: Estudios cuya base sean estudios in vitro
e in vivo para evaluar la pirogenicidad en sueros antiofidicos.

Criterios de Exclusién: estudios que solamente evaluaron un tipo de prueba de
pirogenicidad en sueros antiofidicos y/o que no evaluaron pirbgenos en éstos
antivenenos.

Estrategia de Blusqueda

Se inicié con la seleccion de bases de datos de interés. Luego se definié el uso de
Términos MeSH (Medical Subject Headings) como los siguientes términos: Snake
antivenoms, anthiophidic serum, hyperimmune serum, Rabbit Pyrogen Test, USP
pyrogen test, pyrogen assay, bacterial test, LAL Pyrogen Test, Limulus Amebocyte Lysate
test, Monocyte Activate Test, MAT Test. Como términos DeCS (Descriptores en Ciencias
de la Salud): Antivenenos de serpiente, suero antiofidico, suero hiperinmune, test de
pirébgenos en conejos, test de pirdgenos USP, ensayo de pir6genos, test de bacteria, test
de pirégenos LAL, test Limulus Amebocyte Lysate, test de monocitos activados, Test de
MAT. Finalmente se usaron operadores Booleanos (AND-OR), (Filters 2009-2020),
luego se desarroll6 el planteamiento de una Ecuacién (Fig.10) para cada base de datos:
PubMed, Embase, Medline LILACS, Scopus, Web of Science y otros recursos como

Wiley, Google Scholar, OpenGrey y la biblioteca central de Cochrane.
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Figura 10. Ecuacion de Busqueda Estratégica

“Snake antivenoms” OR “hyperimmune serum”

AND
("Rabbit pyrogen test” OR “Rabbits” OR “USP pyrogen
test™) AND ("Gram Negative Bacteria” OR "Endotoxins”
OR “Lipopolysaccharides”™ OR “Bacterial Toxins™ OR "LAL
Pyrogen Test” OR Monocyte Activate Test OR "MAT Test™)

AND

(“Pirogenicity” OR "Pyrogen Test” OR “Pyrogen
Assay” OR "Rabbit Pyrogen Test”™)

AND

("LAL Activity”™ OR “Limuius Activity™ OR “Umulus Test™ OR “Test
Umulus® OR “Uimudus Amebocyte Lysate™ ORf "Morshore Crab™ OR
“Lumnilus Polyphemus™ OR “LAL test”™ OR "Bacterial Endotexin
Test® OR “Limuius Amebocyte Assay™ OR “Morshoe Crab®™ OR
"MAT Jest™ OR "Monccyte Activate Test™)

Fuente: Elaboracion Propia

Seleccion de los estudios

Tras haber definido la ecuacién de blsqueda estratégica se ordené en una tabla de Excel
los articulos de cada base de datos, donde se extrajo, inicialmente, la informacion general
de cada articulo: titulo, autores, afio de publicacién, DOI, y resumen. Posteriormente,
cada una de las revisoras, de forma independiente y tras eliminar las réplicas, defini6 la
inclusibn o no, teniendo un consenso para la toma de la decision. Los articulos
seleccionados en primera revision, se obtuvieron en texto completo, y se revisaron a
detalle estableciendo si cumplian con los criterios definidos, y se registraron las razones
de exclusién; seguido a esto se generd una segunda revision. Todo lo anterior quedé
registrado en el diagrama de flujo PRISMA. Igualmente, se evaluo la calidad cientifica de
los test involucrados en los estudios finales seleccionados, y para ello, se uso el formato
de evaluacion de calidad ToxRTool (Herramienta de evaluacion de confiabilidad de datos
toxicoldgicos) (Schneider et al., 2009). Consiste en una lista de verificacion de calificacion
de 21 puntos, que considera los aspectos metodoldgicos de cada estudio, como la
identificacion de la sustancia de pruebay el sistema de prueba, el disefio del estudio y la

documentacion de los resultados, donde los articulos con menos de 13 puntos se
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consideran poco confiables, los estudios con 13-17 los puntos son confiables con
posibles restricciones, y los estudios con 18-21 puntos se consideran confiables sin
restricciones (Schneider et al., 2009).

3. Evaluacion de la calidad de los estudios y extraccidn de la evidencia

Tipos de Resultados Evaluados

Desenlace primario: Se evaluo la evidencia sobre la capacidad de las pruebas LAL y
MAT versus la prueba gold estandar in vivo, evaluando la pirogenicidad en sueros
antiofidicos.

Desenlaces secundarios

e Se determinaron las caracteristicas principales de las pruebas LAL, MAT e in vivo para
ensayos de pirogenicidad en sueros antiofidicos.

o Se identificaron estudios relevantes publicados en bases de datos indexadas que
permitieron comparar las pruebas LAL y MAT, con la prueba in vivo en conejos, para la
evaluacion de pirogenicidad en sueros antiofidicos.

e Se especificd informacion relevante sobre las ventajas y desventajas del uso de las
pruebas in vitro LAL y MAT, junto a la prueba en conejos, para evaluar la pirogenicidad
de sueros antiofidicos.

Extraccion de datos

Tras definir qué estudios ingresaron a revision segln consenso, se procedié a diligenciar
un formato en Excel, con datos que permitieron un andlisis cualitativo y una sintesis de la
evidencia disponible, incluyéndose la siguiente informacion:

Tipo de estudio, titulo, autores, afilo, nombre de la Revista, idioma, nombre del

compilador, pais del estudio, financiamiento, conflictos de interés y lo siguiente:

e Pruebas de pirogenicidad in vitro: ¢fueron realizadas bajo una guia cientificamente
validada?, si es asi, ¢cual(es) se usé(aron)?, prueba(s) in vitro desarrollada(s), técnica
usada de la prueba elegida, desarrollo de la(s) prueba(s), resultados y desenlaces
obtenidos, ¢,se compar6 con la prueba standard in vivo?, caracteristicas de las pruebasy
su desempefio especifico al evaluar sueros antiofidicos, principales conclusiones

obtenidas.
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Prueba de pirogenicidad in vivo: ¢fue realizada bajo una guia cientificamente validada?,
si es asi, ¢cual(es) se uso (aron)?, detalles del desarrollo de la prueba, resultados y
desenlaces obtenidos, principales conclusiones obtenidas.

Suero antiofidico: # de muestras testeadas, tipo de antiveneno usado.

Sesgos: No aplica para una Systematic Scoping Review

Sintesis de la evidencia: andlisis y presentacion de resultados

Analisis

Desenlace principal: Se hizo una descripcién cualitativa de los test in vitro MAT y LAL,
para evaluar su potencial reemplazo con la prueba gold standard in vivo, en la evaluaciéon
de la pirogenicidad en sueros antiofidicos.

Desenlaces secundarios: Se llevé a cabo una descripcion de las principales
recomendaciones al plantear las pruebas in vitro para la evaluacion de la pirogenicidad
de sueros antiofidicos, relacionado con su desempefio especifico, si se tiene en cuenta
la naturaleza de los antivenenos.

Presentacion (Sintesis) de los resultados

Inicialmente se diligencié un diagrama de flujo PRISMA que defini6 el proceso para
identificar los estudios que entraron a la revisién y los que fueron excluidos. El
componente descriptivo se realizé con los datos extraidos y consignados en el formulario
de recoleccion.

Posteriormente se recopilé toda la informacion recolectada en formato de resumen, que
da cuenta, del analisis en conjunto, asi como de la direccionalidad de los efectos. Los
datos fueron sintetizados de forma descriptiva. Se presentan los resultados segun las
pruebas y técnicas usadas y su desempefio evaluando pirogenicidad en sueros
antiofidicos, si se tiene en cuenta la naturaleza propia de éste, el tipo de suero evaluado
y la comparacion con la prueba gold standard (in vivo).

Interpretacion de los resultados:

Resultados Finales: Sin uso de filtros ni por tiempo de publicacion, y sin restriccion de

idioma, los resultados obtenidos se exponen y se clasifican en un gréfico.
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Resultados

El problema de investigacion de este estudio se resume en poder conocer si se puede 0 no,
considerar como sustitutos de la prueba en conejos (in vivo), a las pruebas LAL y MAT (in vitro),
para la evaluacion de la pirogenicidad en sueros antiofidicos. Para ello, se delimité dicho
problema de investigacion, solo a las pruebas de pirogénos anteriormente mencionadas, que son
las que mas frecuentemente se usan, en antivenenos ofidicos, en Colombia, segun
conversaciones con personal del Instituto Nacional de Salud y laboratorios Probiol; asi como lo
gue se pudo encontrar al realizar el marco teorico y la revision de alcance de esta tesis. Fue asi,
como la pregunta de investigacién formulada para este trabajo fue: ¢ Las pruebas in vitro (Limulus
Amebocyte Lysate test (LAL) y Test de Monocitos Activados (MAT)) podrian considerarse como
sustitutas de la prueba de pir6genos en conejos para evaluar pirogenicidad en sueros

antiofidicos?.

Busqueday seleccion de la evidencia

La seleccidn inicial se realizé basdndose en los resumenes y titulos de la informacion disponible
identificando los articulos potencialmente elegibles, sin uso de filtros ni por tiempo de publicacion,
y sin restriccion de idioma. La busqueda recuperéd 742 referencias después de eliminar las
réplicas (Figura 11). No fueron accesibles 3 articulos. Después de la eliminacion de 739 articulos
por criterios de exclusion, quedaron 7 articulos para el analisis cualitativo. La valoracion critica
de los estudios seleccionados revel6 una calidad relativamente homogénea ya que los
enfoques metodoldgicos estan armonizados por las diversas farmacopeas, aceptadas por
los diferentes entes regulatorios a nivel internacional (Tabla 7). Asi 4 de los estudios se
consideraron como “confiables sin restricciones”, y los 3 restantes calificaron como “confiables

con restricciones”.

Los problemas metodolégicos relacionados con la caracterizacién del organismo de prueba
(conejos para la prueba RPT) fueron una fuente de diferencia entre los estudios. Algunos
estudios omitieron una descripcion del nimero de animales adultos sanos, probablemente
porgue estos parametros ya estan prescritos en los protocolos estandarizados que declararon

seguir.
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Figura 11. Diagrama de flujo de proceso de seleccién de estudios, segun

PRISMA
Registros identificados a través de la bisqueda en bases de datos y otros recursos
Wiley Pubmed Lropus LILACS Gmgl;} schaolar OpenGrey
(12 articulos) (24 articulos) (80 articulos) (2 articulos) (616 articulos) i2 articulos)

Registros despugs de |a eliminacidn duplicada

Ll
B
X

739 Articulos exchuidos, asic

30 articulbos rephcados
671 Articulos sin redacion
30 articubos da Test sin comparacion con la prueba godd standard
5 Aplicacion de otros tast
3 articulos no accesibdas

Elegibles

Articules evaluados para elegibilidad (7]
7 Articulos evaluados en analisis cualitative

Fuente: Creacién propia de la autora

Tamizaje de referencias y seleccion de estudios
Descripcion de los estudios

A continuacién, se realizara la descripcion de los estudios considerados para la revision:

Solano et al., 2015 realizaron un estudio en donde compararon la capacidad de la prueba LAL
con la prueba en conejos, para evaluar la contaminacion de endotoxinas en antivenenos, y
encontraron que ambos métodos pueden detectar todas las concentraciones de endotoxinas en
el rango de las especificaciones del antidoto. Concluyeron que, aunque el ensayo LAL puede ser
utilizado para evaluar el contenido de endotoxinas a lo largo del proceso de fabricacion del
antidoto, recomiendan que las liberaciones de los productos finales se basen en los resultados

de ambos métodos. El antiveneno usado por los autores, fue fabricado por el Instituto Clodomiro
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Picado (lote 4410209POLQ), a partir del plasma de caballos inmunizados con venenos de las
serpientes Bothrops asper, Crotalus simus y Lachesis stenophrys. La prueba de pirégenos en
conejos la realizaron en grupos de ocho conejos de Nueva Zelanda (con un peso de 2,0 a 3,0
kg) que fueron colocados en cajas de contencion. Después de un periodo de estabilizacion de
30 min. registraron la temperatura rectal basal. Los conejos fueron inyectados en la vena
marginal de la oreja con una dosis de 3 mL/kg con diferentes concentraciones de LPS estandar
(E. coli 0113:H10) suspendida en solucién salina estéril 0 antiveneno, 0 con una sola
concentracion de endotoxina suspendida en antiveneno. Cambios en la temperatura corporal se
registraron cada 10 min durante 3 h después de la inyeccion. La determinacion de la dosis
pirogénica se repiti6 ocho veces, y la dosis pirogénica promedio (APD) se calculé como la
aritmética media de las ocho repeticiones. El efecto de la reutilizacion del conejo en el test de
pirégeno fue analizado por la inyeccién repetidamente de un solo lote de antiveneno al mismo
grupo de animales. Las repeticiones se realizaron en 11, 25 y 46 dias después de la primera
inyeccion. La interpretacion de resultados se realizé de acuerdo con la Farmacopea de los
Estados Unidos 2014. El ensayo LAL fue realizado utilizando el método de Gel-Clot 6 coagulo de
gel. En ausencia de LPS, la inyeccién de solucién salina o antiveneno indujo cambios de 0,2+0.2-
C en latemperatura corporal de los conejos. Después de la inyeccion intravenosa de LPS disuelto
en solucion salina y antiveneno, los conejos aumentaron su temperatura corporal de forma
dependiente de la dosis. Cuando compararon ambos solventes, no se observaron diferencias
significativas entre la solucion salina y el antiveneno en la respuesta de los animales en todas
las concentraciones probadas a excepcién de 20 UE/kg. Cuando se usO solucion salina y
antiveneno como diluyente, la dosis pirogénica promedio (DPA) se estim6 en 5,0+2,5 UE/Kg y
6,1+7,5 UE/Kg respectivamente. La diferencia entre estos resultados no fue significativa. Estos
resultados sugieren que esta formulacién de antiveneno no contiene sustancias que interfieran
con la RPT. Los resultados mostraron que para dar un resultado positivo de acuerdo con las
especificaciones de la USP, se requiere la administracion del LPS a 5,0 UE/kg para ambos
disolventes. Los resultados mostraron que 5,0 EU/kg (es decir, la dosis pirogénica promedio y la
cantidad de LPS requerida para fallar una prueba USP de pird6genos) indujo un aumento de
temperatura que es significativamente diferente de los incrementos inducidos por la solucién
salina no enriquecida, y no fue diferente cuando se us6 antiveneno no enriquecido. Estos
resultados pueden explicarse como consecuencia de la inestabilidad intrinseca del animal que
se evidencio por incrementos en la temperatura de los animales inyectados con cualquiera de
los solventes no enriquecidos. Esta caracteristica del modelo animal hace que la prueba sea

susceptible de dar resultados falsos positivos. Las observaciones de los autores de éste articulo,
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también mostraron que la reutilizacion de conejos induce un aumento de temperatura
proporcional al nimero de veces que se inyectaron los animales. Por lo tanto, un solo lote de
antiveneno pasé la prueba inicial de pirégenos, pero fallé la segunda, tercera y cuarta
repeticiones. Los resultados sugieren que, a diferencia de otras formulaciones derivadas de
sangre (Ochiai et al., 2010), el antiveneno evaluado en este estudio, no contenia factores que
interfirieran con la reaccién de LAL y, por lo tanto, puede probarse mediante el ensayo LAL. Este
hallazgo no se puede generalizar a otros antivenenos, ya que sus métodos de fraccionamiento y
composicion pueden diferir. Por ultimo, estos autores también quisieron trabajar con la
determinacion de endotoxinas ambientales mediante ambos ensayos (in vivo y LAL), cuyos
resultados sugieren que diversas endotoxinas ambientales ajustadas a la misma actividad LAL
podrian producir diferente pirogenicidad en el modelo de conejo. Por lo tanto, aunque el ensayo
LAL se puede utilizar durante todo el proceso de fabricacién del antiveneno, los autores
recomiendan gue la liberacién de antivenenos finales cumpla con las especificaciones tanto para
el RPT como para el ensayo LAL. Por ello, el uso de LAL lo recomiendan para seguir la
contaminacién por endotoxinas durante todo el proceso de fabricacion del antiveneno. Sin
embargo, la liberacion de los productos finales también debe basarse en los resultados del RPT.
Incluso cuando los antivenenos pasan ambas pruebas, una reaccion pirogénica podria ser
inducida por un mecanismo que involucra la formacion de complejos inmunes formados por

anticuerpos heter6logos e inmunoglobulinas hacia las proteinas del antiveneno.

Fingola et al., 2013, tuvieron como objetivo en su estudio, la validacion intralaboratorio del uso
de un ensayo LAL cromogénico cinético para detectar endotoxina bacteriana en suero
antibotropico (ABS), como sustituto de la prueba clasica de pir6genos en conejo, determinando
el limite de endotoxina permisible (EL) y la dilucién maxima valida (MVD) para ABS. Este ensayo
utilizé una preparacion de LAL, en combinacion con un fotdmetro de incubacién y un software
adecuado para detectar fotométricamente la endotoxina. En sus conclusiones refirieron que el
ensayo LAL cromogénico cinético se considerd valido para la determinacién de endotoxina
bacteriana en muestras de ABS, ya que cumplié con los parametros de desempefio descritos en
el protocolo de validacion. Para ABS, el EL establecido fue de 2,9 EU/mL y el MVD se determiné
en 1:580. Los autores recomiendan que el ABS se diluya a 1:10 en los ensayos de rutina para la
determinacion de endotoxinas. Sin embargo, se puede utilizar cualquier dilucién por debajo de la
MVD.



Contenido LXXVII

Fingola et al., 2019, tuvieron como objetivo estudiar el ensayo LAL aplicado a antivenenos
anticrotalicos (SAC), antiescorpion (SAE), antirrdbico (SAR) y antitetanico (SAT). La novedad de
este trabajo consistio en las concentraciones evaluadas para los cuatro tipos de sueros, ya que
aun no se han establecido limites de concentracidon en ninguna Farmacopea, a pesar de que
desde 1983 se aboga por la prueba LAL. Asi, evaluar estas concentraciones permite evaluar el
uso de la prueba LAL en éstos tipos de antivenenos. La prueba de pirébgenos en conejo cubre
una gama mas amplia de sustancias y es capaz de detectar pirégenos tanto endotdxicos como
no endotoxicos. De todos modos, eso es menos sensible que lo que se puede evaluar en las
pruebas in vitro, utiliza muchos conejos y no se puede determinar la cantidad de endotoxinas
presentes en una muestra, ya que se trata de una prueba cualitativa (Nakagawa et al., 2002).
Ademas, el ensayo de pirébgenos que utiliza sangre humana también presenta una serie de
dificultades, como la dificultad para obtener muestras de sangre humana, mientras que los Kits
también son extremadamente caros. Debido a problemas éticos, esto hace que los experimentos
sean practicamente inviables. Por lo tanto, se deben buscar ensayos alternativos. En este
contexto, éste trabajo aplicé la prueba LAL porque, segun sus autores, es mucho mas accesible
en cuanto a kits, reactivos, no involucra problemas éticos y presenta valores que permiten a los
laboratorios de control de calidad utilizarlos con calidad, eficiencia y bajo costo. La prueba de
inhibicion-potenciacion aplicada para el ensayo LAL indicé que la dilucion de trabajo utilizada
para los sueros fue 1:10, excepto para el suero anti-escorpion, donde se usé una dilucion 1:100.
La FDA y la USP recomiendan no trabajar con muestras puras (sin diluir), para evitar
interferencias, ni trabajar al limite utilizando la méxima dilucion valida. Por lo tanto, todas las
diluciones utilizadas para los cuatro sueros cumplieron con las recomendaciones de la FDA y la
USP. Asi, el estudio demostré que la prueba de pir6genos in vivo podria ser potencialmente
sustituida por el ensayo LAL para todas las muestras de suero evaluadas que muestren una
mayor sensibilidad y sigan el principio de las 3R (reduccién, refinamiento y reemplazo), ademas

de mantener el control de calidad en la Vigilancia Sanitaria.

Fingola, 2011, tuvo como objetivo validar la prueba in vitro de LAL (método cromogénico
cinético) para suero antibotropico, reemplazando la clasica prueba de pir6genos realizada en
conejos. Para ello, evalué los siguientes parametros de desempefo: Selectividad,
Linealidad/Curva Estandar, Precision (Repetibilidad y Precision Intermedia) y Exactitud. En las
conclusiones, el autor consider6 valido el ensayo LAL por el método cromogénico cinético para
la determinacion de endotoxina bacteriana en muestras de suero antibotrépico, ya que se cumplié

con los parametros de desempefio descritos en el protocolo de validacion. El valor de
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Concentracion Limite de Endotoxinas del suero antibotropico fue establecido <a 2,9 UE/ml. La
Dilucion Maxima Valida para el suero antibotropico fue 1:580. El autor tambien recomienda una
dilucion 1:10 del suero antibotrdpico en el ensayo de rutina para la determinacion de endotoxinas,

aungue se puede utilizar cualquier dilucion por debajo de la Dilucién Maxima Valida (MDV).

Agudelo, 1999, realizé en su tesis una valoracion de endotoxinas bacterinas en sueros
antiofidicos de origen equino y una optimizacion de métodos en el control de calidad. Evalu6
pirégenos, tanto en el suero usado para crear los antivenenos, como en los sueros antiofidicos
finales. En sus resultados, no detect6 presencia de pirégenos en el plasma, ni por la prueba en
conejos, ni por LAL (Gel-Clot), por el contrario, si encontro pirégenos en el suero antiofidico como
producto terminado, por ambas pruebas mencionadas. También, en la linea del proceso, la
identificacion de endotoxinas bacterianas en los materiales y equipos, permitié la ubicacién de
los puntos criticos en las etapas de elaboracion del suero antiofidico. Dentro de las principales
referencias de este trabajo, destacan la variacién de respuesta biolégica de los conejos, que
hace que sea una prueba susceptible a circunstancias de tipo externo que inciden en los
resultados, a diferenca de la prueba LAL, donde los factores que inciden son controlados, a pesar
de ello las ventajas de usar una prueba in vivo para los antisueros en producto terminado, es que
involucra una respuesta similar a la humana. Dentro de sus conclusiones mas importantes,
resalta que como prueba de control de calidad de producto terminado, se puede utilizar la prueba
en conejos 0 adoptar la técnica de LAL para la liberacién del suero antiofidico por la presencia

de endotoxinas, y para el control en materia prima y del proceso recomienda la técnica de LAL.

Agostini et al., 2018, en su trabajo evaluaron el uso de un kit comercial de la prueba de
activacion de monocitos (MAT) para evaluar la contaminacién pirogénica de sueros
hiperinmunes. Probaron tres lotes de sueros, dos libres de pirbgenos y uno pirégeno. La
recuperacion del pico de endotoxina indicé que las diluciones de muestra de 1/2 a 1/10 son
adecuadas. También evaluaron las condiciones de transporte y almacenamiento del Kit,
comprobandose que se debe asegurar una adecuada cadena de frio para lograr buenos
resultados. Ademas, el kit comercial MAT parecia adecuado para reemplazar la prueba de
pirégenos de conejo (RPT) para la prueba de pir6genos de sueros hiperinmunes, aunque se
necesitan mas pruebas para una validacion completa. No se utilizaron animales en este estudio;

las muestras fueron probadas en conejos por el control de calidad interno del Instituto Butantan,
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de acuerdo con las recomendaciones de la Farmacopea Brasilefia para la liberacion de lotes de

rutina (Brazilian Pharmacopoeia, 2010).

Caldeira et al., 2016, tuvieron como objetivo en su estudio realizar una comparacion paralela del
RPT y MAT para lotes de sueros hiperinmunes (HS) analizados durante la rutina de un laboratorio
de control de calidad. MAT se realiz6 en los mismos 43 lotes de HS previamente probados
usando RPT. Los resultados mostraron que MAT presentd 100% de sensibilidad y
aproximadamente 85% de especificidad en comparacién con RPT, es decir, no se obtuvieron
resultados falsos negativos. Pocas muestras sospechosas, que dieron negativo en el RPT
después de repetir la prueba, proporcionaron resultados positivos divergentes que sugerian un
limite inferior de deteccion de MAT. Por lo tanto, MAT puede detectar contaminantes en
productos biolégicos como los lotes de HS. La comparacion entre los 2 métodos de MAT deben
investigarse mas a fondo en estudios futuros, ya que hay pocos datos en la literatura que
comparen los dos métodos para muestras de cualquier producto inyectable. El estudio actual
mostré que MAT presentd los mismos resultados que RPT cuando RPT fue definitivamente
negativo o positivo. En los casos en que el resultado de RPT fuera sospechoso (se requiriera
una prueba repetida con cinco conejos diferentes), MAT podria presentar un resultado diferente
y nunca se produjo un resultado falso negativo con MAT. Estos hallazgos muestran que el MAT
es mas sensible que el RPT y puede detectar la pirogenicidad antes que el RPT. Teniendo en

cuenta la seguridad de los usuarios, es preferible un falso positivo a un falso negativo.

Comparacion conjunta de pruebas RPT, LAL y MAT

En la siguiente tabla, se llevé a cabo una comparacién entre los diversos métodos de evaluacién

de pirégenos trabajados en esta revision de alcance:

Tabla No. 6. Comparacion entre métodos de deteccién de pirégenos
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Prueba de pirogenicidad | In vivo: Prueba de pirogenos en
conejos (RPT)

Sistema de prueba Conejos

Principio de la prueba Fiebre

Especificidad Todos los pirégenos

Limite de deteccion 5 UE/ml

Tipo de prueba Prueba de limite

Productos farmacéuticos,
productos bioldgicos, dispositivos
médicos

Aplicaciones

Beneficios Detecta todos los pirdgenos,
estandar de oro de |as pruebas de

pirogenos

Desventajas Variabilidad biolégica, No aplicable
a todos los productos, alto costo de
manutencion de los animales,
cuestiones éticas, no puede usar
una gran cantidad de animales
simultineamente, necesita minimo
2 personas para su realizacion, no
es un ensayo cuantitativo, duracion
de |a prueba 6 horas en promedio

Aceptacion de entes
reguladores

Principales farmacopeas (FB, USP,
FE, JP, IP, BP)

1ra generacion in vitro: Prueba de Limulus

Amebocito Lisado (LAL)

Hemolinfa del cangrejo herradura
Defensa de artrépodos
Endotoxina

0.03-0.005 UE/ml

Ensayo limite/cuantitativo

Productos farmacéuticos, productos
bioldgicos (limitado), dispositivos médicos
(extracto), aire y polvo (limitado)

Rapido, facil ejecucion, reduccion del
tiempo de analisis, se pueden analizar
varias muestras simultaneamente, |a puede
correr una persona solamente, es un
ensayo cuantitativo, duracién de la prueba
2 horas en promedio

Detecta s6lo endotoxinas, no aplicable a
todos los productos, no detecta
endotoxinas unidas, cuestiones éticas

Principales farmacopeas (FB, USP, FE, P, IP,
BP)

2da generacion in vitro: Prueba de Activacion
de Monocitos (IMAT)

Células monociticas humanas
Fiebre humana

Todos los pirégenos

0.03 UE/ml

Ensayo limite/cuantitativo
Productos farmacéuticos, productos biolégicos,

dispositivos médicos (extracto/dilucion),
productos de sangre, aire y polvo

Detecta todos los pirégenos, rapidez, facil
ejecucion, reduccion del tiempo de analisis,
aplicable a todos los productos, es un ensayo
cuantitativo

Necesidad de validacion de productos no
incluidos en la validacion del método,
cualificacion de matrices celulares, altos costos

Aceptacion FE y FDA

Fuente: UE: unidades de endotoxina, FB: Farmacopea Brasilefia, USP: Farmacopea de los Estados
Unidos, FE: Farmacopea Europea, JP: Farmacopea Japonesa, IP: Farmacopea India, BP: Farmacopea
Britanica, FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos. Adoptado y modificado de Melandri al.

2010, Cristina et al., 2015 y Fingola, 2011.
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Valoraciéon de la calidad de los estudios

Tabla No. 7. Evaluacion de calidad de los articulos

Articulo

Solano et al.,
2015

Fingolaetal.,
2013

Fingolaet al.,
2019

Fingola, 2011

Agudelo,
1999
Agostiniet
al., 2018

Caldeira, et
al., 2016

Grupo l: Grupo lI: Grupo lll: Grupo IV:
Identificacion Caracterizacion Descripcion Documentacion
dela del sistema de del disefio  de los resultados
sustancia de ensayo del estudio del estudio
prueba
4 3 7 2
4 3 5 3
4 4 6 3
4 4 7 3
4 4 6 3
3 3 6 3
3 4 5 3

Grupo V:
Plausibilidad
del disefio y
los datos del

estudio

Total

18

17

19

20

19

17

17

Categorizacion

Confiable sin
restricciones

Confiable con
restricciones

Confiable sin
restricciones

Confiable sin
restricciones

Confiable sin
restricciones

Confiable con
restricciones

Confiable con
restricciones

Tabla de valoracién de calidad de articulos, elaborada por la autora, realizada segun el ToxRTool
(Schneider et al., 2009)

Sintesis de la evidencia

La extraccion de la informacion principal de los 7 estudios incluidos en esta revisién de alcance,

fueron trabajados en una tabla en excel, en donde se realizé una divisién de los que trabajaron

la prueba LAL (5 de ellos) y los que lo hicieron con MAT.
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Resultados de los articulos incluidos
Numero de estudios

De los 7 articulos incluidos, 5 evaluaron la técnica LAL (de los cuales 3 usaron la técnica
cromogeénico cinético cuantitativo y los 2 restantes lo hicieron con la técnica Gel-Clot), mientras
s6lo 2 lo hicieron con MAT. Ningun articulo comparé entre los diferentes métodos existentes de

las pruebas in vitro LAL (Ver Anexo A).
Afio de publicacion de los estudios

Al discriminar por afio de publicacién, se encontré que el primer articulo escrito sobre el tema, se
desarrollé en el afio 1999. El siguiente se escribié hasta el afio 2011; siendo el mas reciente
elaborado en el afio 2019. Si bien en total hay una brecha de 20 afios entre todos los estudios,
hay una brecha de 12 afios entre el primer articulo en el afio 1999 y el siguiente, hasta el 2011.

La totalidad de los articulos se llevaron a cabo en diferentes afios (Ver Anexo A).
Paises de elaboracion de estudios

Todos los estudios fueron desarrollados en paises latinoamericanos, siendo Brasil el pais con
mas representacion (5 articulos), y Colombia, junto a Costa Rica, con 1 estudio cada uno (Ver
Anexo A).

Farmacopeas usadas como base

Los protocolos para las pruebas in vivo e in vitro desarrolladas en los articulos seleccionados,
fueron adaptados de la farmacopea de los Estados Unidos (USP) en 5 de los articulos (71% de
todos los trabajos seleccionados), mientras que los 2 restantes, se basaron en la farmacopea

Brasilena.
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Discusion

La prueba en conejos, ha sido y sigue siendo en la actualidad, la prueba mas usada para evaluar
pirégenos en sueros antiofidicos, segun se pudo evidenciar en esta revision de alcance. Esto,
debido a su aceptacion, como primera prueba para evaluar pir6genos, en diferentes farmacopeas
(De Agostini et al., 2018). La técnica de LAL, se puede considerar como la segunda méas usada
en laboratorios de produccion de sueros antiofidicos. Es innegable que LAL ha desempefiado un
papel importante en la reduccion del uso de conejos para las pruebas de pirdgenos, y en la
mejora de la seguridad de los productos médicos (Negherbon et al., 2021), no siendo diferente,
en sueros antiofidicos. Al ser ésta la prueba in vitro mas antigua, puede explicar el por qué
durante ésta revision de alcance se encontraron mas registros usandola, en comparacion con la
prueba MAT. Asi,, de los 7 estudios incluidos, el 71%; (5) de ellos evaluaron la prueba LAL con
sueros antiofidicos, mientras que el 29%; (2) restante lo hicieron con MAT. Se considera, en lo
gue respecta al ensayo de pirdgenos, que las multiples limitaciones de los métodos existentes y
la acumulaciéon de conocimiento cientifico en el campo de la inmunologia, contribuyeron al
desarrollo de un método alternativo basado en el mecanismo de reaccion de la fiebre en
mamiferos, al que se le llamé Test de Activaciéon de Monocitos (MAT) (Caldeira et al., 2016). Sin
embargo, hacen falta mayores estudios que busquen mejores resultados sobre ésta tematica,
enfocada en la evaluacion de pirégenos en sueros antiofidicos. Sobretodo si se tiene en cuenta
gue éstos son la Unica opcidn existente para el tratamiento directo a un paciente con accidente

ofidico y su obligatoria evaluacion de pir6genos.

Prueba in vivo en conejos (RPT)

Entre los factores limitantes de esta prueba se encuentran el manejo de los animales, la
confiabilidad de las pruebas (resultados falsos positivos o falsos negativos) (Solano et al., 2015;
Hartung, 2021), el hecho de que no es cuantitativa, no tiene un diferencial de sensibilidad a
pirégenos debido a la extrapolacion interespecies (conejo/hombre) (ICCVAM, 2008),

aplicabilidad restrictiva a un rango de productos farmacéuticos (radiofarmacos, analgésicos,
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biofarmacos, farmacos inmunomoduladores y farmacos contra el cancer) que no pueden
probarse en conejos debido a los efectos de interferencia (Hartung, 2002) porque influyen en la
regulacion de la temperatura o provocan reacciones (Ver tabla 6). Asi mismo, autores como
Agudelo y Arias (2001), aseguran que dentro de los factores que influyen en la prueba in vivo, se
encuentran la susceptibilidad de los conejos a las respuestas no especificas como estrés, el
desarrollo de tolerancia a la endotoxina, y la restriccion en el uso de muestras muy antigénicas

entre otras.

En cuanto a la manipulacion de animales, Solano et al., 2015, discutieron que como
consecuencia de la inestabilidad intrinseca del animal, se evidenciaron incrementos en su
temperatura con cualquiera de los animal hace que la prueba sea susceptible de dar resultados

falsos positivos (Solano et al., 2015).

Diferentes autores reportan varios factores que pueden alterar la actividad pirogénica en los
conejos, uno de ellos es el estado de madurez fisica del animal; como es el caso de los conejos
inmaduros de pesos inferiores a 2kg que son significativamente mas resistentes a la actividad
pirogénica de las endotoxinas que los animales maduros de un peso de 2kg a 4kg, pero son
menos sensibles a efectos emocionales durante la realizacién de la prueba (Agudelo, 1999). Otro
factor mencionado son los estimulos que puedan alterar a los animales, por ello la importancia
del personal que hace la prueba. Entre éstos pueden considerarse el stres al colocarse el
termometro, mala posicién del animal en el cepo, la presencia zde extrafios en el area de trabajo,
transporte de material o limpieza de las areas aledafias durante el desarrollo de la prueba
(Agudelo, 1999). La mayoria de laboratorios prefieren usar animales del mismo sexo para evitar

estimulos emocionales entre machos y hembras (Caldeira et al., 2014).

Otro aspecto que se considera importante tener en cuenta y que los autores Solano et al., 2015
experimentaron en su estudio, es sobre la reutilizacién de conejos para deteccion de pirégenos
en antivenenos. La reutilizacion de animales para el RPT ha sido una practica comun en la
industria farmacéutica. Cuando se trata de preparaciones inmunogénicas como antivenenos, no
se recomienda la reutilizacién de animales porque se pueden obtener resultados inexactos. Sus
observaciones mostraron que la reutilizacién de conejos induce un aumento de temperatura
proporcional al nimero de veces que se inyectaron los animales. Por lo tanto, en sus resultados,
un solo lote de antiveneno paso la prueba inicial de pirégenos, pero fallo la segunda, tercera y
cuarta repeticiones. Los mecanismos involucrados en esta creciente respuesta pirogénica
pueden estar relacionados con la respuesta inmune que se desarrolla en los conejos contra las

inmunoglobulinas equinas después de la primera y subsiguientes administraciones intravenosas
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de antiveneno. La activacion de varios mecanismos inflamatorios, es probable que afecten la

respuesta pirogénica (Solano et al., 2015).

Prueba de LAL

Aunque todas las bacterias tienen alguna asociacién con la endotoxina, la fuente pirogénica mas
potente proviene de las bacterias Gram-negativas. Asi, desde el punto de vista regulatorio, se
tiene a LAL como la prueba oficial para la deteccion de endotoxinas, siendo un sustituto en lo
posible del RPT como recomienda la USP “la prueba de pirégenos en conejos solo debe
realizarse si el el producto es incompatible con la prueba LAL”, ya que la reaccion involucra
enzimas que pueden verse afectadas por varios factores inherentes al producto biolégico
(Cristina et al., 2015). (Ver Tabla 6).

Se sabe que varios componentes del plasma que se unen a endotoxinas enmascaran el ensayo
LAL, ya que las caracteristicas organolépticas del producto, como la turbidez y el color, pueden
alterar los principios de medicion. Debido a estas interferencias con el sistema de prueba, los

sueros antiofidicos deben diluirse, respetando su dilucion maxima valida (Agudelo, 1999).

La incapacidad de LAL para detectar otras fuentes potenciales diferentes de pir6genos (bacterias
Gram-positivas, hongos y virus), no menos dafinas para la salud humana, no la convierte en un
reemplazo completo de la RPT. Dado que la prueba se basa en el sistema de defensa de los
artropodos, no proporciona resultados tan relevantes para los humanos como el MAT (Cristina
et al., 2015).

Con respecto a las variables de la prueba LAL, en lo revisado por la literatura y en los estudios
incluidos, hubo 2 estudios que trabajaron la técnica Gel-Clot, mientras que 3 lo hicieron con el
método Cromogénico cinético cuantitativo, y no se encontraron estudios con el método
turbidimétrico, para evaluar sueros antiofidicos. Es asi como Fingola et al., (2013) demostraron
gue el ensayo LAL cromogénico cinético se consideré valido para la determinaciéon de endotoxina
bacteriana en muestras de suero antibotrépico, ya que cumplié con los parametros de
desempenfio descritos en el protocolo de validacion. De la misma forma se encontr6é para los
resultados obtenidos en los otros trabajos (Fingola et al., 2019 y Fingola, 2011). Al referirnos a la
técnica Gel-Clot, tanto Solano et al., (2015), como Agudelo, (1999), las consideraron validas,
pero en ambos trabajos coincidieron, a partir de sus resultados y evaluando factores como los
medio ambientales y el control de materia prima y del proceso, que lo ideal es el uso combinado

de la prueba LAL con el test in vivo en conejos.
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Prueba MAT

MAT utiliza fuentes de monocitos humanos (sangre total y lineas celulares) como matriz,
respetando el concepto de las 3R y excluyendo los riesgos inherentes a la extrapolacién entre
especies (Cristina et al., 2015). A pesar de las ventajas de MAT, como la aplicacion in vitro, alta
sensibilidad y reconocimiento de un amplio espectro de pirégenos que llevo a su aceptacion
como tercer método para la prueba de pirégenos por la Farmacopea Europea, algunas
dificultades relacionadas con la aplicacién de MAT quedan aun por superarse, como la obtencién
y calificacion de matrices celulares, necesidad de validacion del producto y mayor robustez
cientifica, como argumenta el Comité Organizador Interinstitucional para la Validacion de
Métodos Alternativos (ICCVAM) (Cristina et al., 2015).

MAT representa una nueva generacion, como método alternativo in vitro debido a su refinamiento
metodolégico, ya que difiere en el origen de la matriz que responde a un potencial pirogénico
(células humanas), hace uso de controles positivos y negativos, detecta una mayor variedad de
pirdgenos no LPS y confiere aplicabilidad a un espectro mas amplio de productos (Hartung,
2021). El nuevo enfoque que da MAT mediante el uso de material humano contribuye a una
mayor fiabilidad de la respuesta in vitro, ya que es una metodologia basada en la respuesta
inmune a pirdgenos correspondiente a la condicion de la especie humana, excluyendo los riesgos

inherentes a la extrapolacion interespecies presentes en LAL y en RPT.

A pesar de las ventajas de MAT, las restricciones practicas y normativas relacionadas con el uso
de sangre fresca 0 monocitos asociados a la flebotomia, necesidad de donantes y la evaluacion
previa de agentes infecciosos son factores relevantes para la implementacion de la prueba
(Ochiai et al., 2010). Asi, se han estudiado varias alternativas con el fin de optimizarla y hacerla
aplicable a gran escala, es decir para su uso, en las industrias farmacéutica y biotecnoldgica.
Como alternativas al uso de sangre fresca, se validd el uso de sangre crioconservada y células
de estirpe monocitica (MONOMAC-6) en el MAT (Cristina et al., 2015). Pero no se reportaron
aln estudios de éste tipo para evaluacion en sueros antiofidicos. En la literatura se han descrito
otras aproximaciones a los sistemas celulares como donantes de células monociticas, por
ejemplo, el uso de sangre de conejo y sangre bovina. Sin embargo, estos enfoques estarian lejos
del principio de las 3R, ya que mantienen el uso de animales, ademas de mantener la limitacion

de la extrapolacion interespecies de las pruebas (Cristina et al., 2015).

En vista de los puntos sefialados, MAT es un sustituto potencial para probar pir6genos en muchos

productos bioldgicos, como los sueros antiofidicos, sin embargo, hasta el momento su uso solo
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ha sido validado para algunos medicamentos, lo que ha llevado a las agencias reguladoras a
exigir la validacion de la aplicabilidad de la prueba por producto (Caldeira, 2018). De igual forma,
en lo encontrado en ésta revision de alcance, sélo 2 de los estudios analizaron MAT con sueros
antiofidicos, siendo importante recalcar que ambos estudios reportaron importantes conflictos de
intereses, en donde alguno de los autores se encontraba ligado directamente con casas
comerciales productoras de kits MAT.

Comparacion conjunta de pruebas RPT, LAL y MAT

En la comparacion directa entre las pruebas base de esta revisiéon de alcance (Tabla 6), MAT, ha
reducido el tiempo de procesamiento y proporciona el mismo nivel de seguridad para los
productos. En cuanto a la sensibilidad, MAT es superior al RPT, ademas de ser una evaluacion
cuantitativa de pirégenos, lo que facilita la determinacion exacta del contenido de pir6genos en
una muestra. Como MAT detecta otros pirégenos que no son endotoxinas, los resultados se
presentan como unidades equivalentes de endotoxinas por ml (EEU/mL) (De Agostini et al.,
2018). La cantidad de pirégeno esta relacionada con el nivel de liberacién de citoquinas que se
calcula a partir de valores de densidad Optica medidos por el ensayo ELISA y referidos a
concentraciones de un estandar internacional de endotoxinas. MAT también permite diferenciar
entre los efectos de los pir6genos y los factores de interferencia, ya que ciertos productos pueden
inducir un aumento o una inhibicion en la liberacién de citocinas y otros mediadores de la
respuesta pirogénica, lo que no es distinguible en los ensayos RPT y LAL (Nakagawa et al.,
2002). La técnica MAT tiene otra ventaja en comparacion con LAL y RPT, que es la gama mas
amplia de clases de productos que se pueden analizar, incluyendo sueros hiperinmunes, pero
también productos biofarmacéuticos, vacunas y contaminacion del aire (Schindler et al., 2009).
Multiples autores consideran que la prueba de LAL o endotoxina bacteriana no puede reemplazar
completamente a la RPT, ya que, por definicion, es una prueba de deteccién de endotoxinas, no
una prueba de pirégenos, ya que no reconoce otras clases de pirdgenos como Gram-positivos,
hongos, virus y toxoides; esto en acuerdo con lo concluido por autores con trabajos

seleccionados dentro de esta revision, como Agudelo (1999) y Solano et al., (2015).

Dentro de las principales razones de presentacion de reacciones pirdgenicas en pacientes, adn
si un suero antiofidico superé las pruebas de LAL y RPT, estan relacionadas por un mecanismo
gue involucra la formacién de complejos inmunes formados por anticuerpos heterélogos e

inmunoglobulinas hacia las proteinas del antiveneno y/o porque las endotoxinas ambientales
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pueden ejercer diferente pirogenicidad dependiendo de su origen, incluso cuando se ajustan a la
misma concentracion (es decir, la misma UE/mL) (Agudelo, 1999). Aun asi, a pesar de la
concentracion de endotoxina que pueda haber en los sueros antiofidicos finales, la terapia de
soporte en un accidente ofidico, permite la administracién de soluciones como suero fisioldgico,
antipiréticos, que disminuyen la actividad biolégica de pirogenicidad de la endotoxina presente
en el suero antiofidico (Agudelo, 1999).

Calidad de los articulos seleccionados

Los 7 articulos base de ésta revision de alcance, y cuya calidad fue evaluada por medio de la
herramienta ToxRTool (Schneider et al., 2009), arrojé que 4 de estos fueran categorizados como
confiables sin restricciones (utiles, verificando la relevancia de éstos para el propdsito previsto),
mientras 3 estudios, fueron confiables con restricciones (potencialmente utiles, verificando la

relevancia de éstos para el propésito previsto).

La evaluacion de la confiabilidad de los datos toxicol6gicos es de importancia clave para la toma
de decisiones. La herramienta de evaluacion de confiabilidad llamada ToxRTool (Toxicological
data Reliability Assessment Tool) es utilizada por cientificos que se ocupan habitualmente de la

evaluacién de la fiabilidad de los datos toxicolégicos (Schneider et al., 2009).
Discusion de los articulos incluidos

Si bien, la prueba in vivo es la prueba mas usada en la historia de la evaluacion de pir6genos en
sueros antiofidicos, y LAL, se puede considerar como la segunda de mayor uso, se debe procurar
la realizacion de mas estudios que comparen directamente 2 o0 mas pruebas de pir6genos y su
uso en antivenenos ofidicos, ya que, por la naturaleza propia de éstos, se hacen necesarios
mayores estudios, para evaluar su desempefio , sobretodo basados en la nocién de las 3R, con
miras a la reduccion del uso de la experimentacién animal (Busquet et al., 2020). La realizacion
de esta revisién de alcance, permitié vislumbrar la poca evidencia relacionada existente, y se
invita a la comunidad cientifica a la realizacién de mas investigaciones de éste tipo. Aunque
autores como Caldeira (2018), mencionan que la implementacion de métodos como MAT puede
llegar a ser costoso para la industria, se debe llamar la atencion para que los Unicos estudios que
estén disponibles, no sean solamente los patrocinados por los mismos laboratorios creadores de
la version comercial de éstas pruebas de pirogenicidad, no sélo por el evidente conflicto de
interés presente, sino porque los estudios disponibles se quedan cortos. Es asi, como la presente
revision proporciona una vision general de la evidencia disponible hasta el momento sobre las

pruebas in vitro MAT, LAL como posibles sustitutos de la prueba in vivo RPT para evaluar
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pirbgenos en sueros antiofidicos. Pero, sin lugar a dudas, los resultados de esta revision de
alcance, deben motivar a seguir desarrollando mas estudios de pruebas de pirogenicidad
alternativas a la prueba in vivo, y su uso en sueros antiofidicos. Esto, teniendo en cuenta el bajo

namero de articulos existentes y el vacio de conocimiento encontrado.

Realizar una revision de alcance, para el desarrollo de ésta tesis, fue conveniente porque permitié
identificar conceptos claves del tema, a través de una cobertura exhaustiva de la literatura
existente, examinando la actividad cientifica, especialmente en este campo donde no es facil
observar la informacion disponible, al ser ésta tan excasa. También, este trabajo va a permitir la
identificacion rapida de la literatura y la factibilidad para futuras revisiones de alcance o
investigaciones que se quieran realizar, relacionadas con pruebas para evaluar la pirogenicidad
en sueros antiofidicos. Se logr6 también sintetizar resultados cientificos encontrados, se

identificaron vacios en la literatura y se generaron recomendaciones.

Desafios Tecnico-Regulatorios

La evaluacién de la confiabilidad y relevancia de algunos métodos alternativos de deteccion de
pirdgenos fue desarrollada por el Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos
(ECVAM) vy tiene aceptacion internacional (Melandri et al., 2010). Dado que el MAT ha
demostrado ser una alternativa adecuada a las pruebas de pirégenos, varios grupos cientificos
se han centrado en la validacibn formal de esta metodologia, siguiendo las pautas
proporcionadas por ECVAM (Schindler et al., 2003). En conversaciones personales que la autora
tuvo con personas del gremio productor de sueros antiofidicos en Colombia, mencionaron lo
complejo de realizar ensayos y en definitiva la incorporacion de MAT en el proceso de calidad,

debido a sus altos costos y a su dificil consecucion a nivel nacional.
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Limitaciones de éste estudio

Por limitaciones de tiempo, la dificil situacion originada por la pandemia del Covid 19, la
reglamentacién propia del posgrado, el acceso no disponible a todas las bases de datos (por ser
éstas pagas), no fue posible incluir en esta revision todas las bases de datos disponibles y es

probable que algunas investigaciones se omitieran y afectaran los resultados obtenidos.

Por otro lado, al ser ésta una revision de alcance, y al poderse contar solamente con 7 articulos
seleccionados, que cumplian con los criterios de estudio, no se produjo una sintesis cuantitativa
o andlisis estadistico; y las conclusiones de éste trabajo se deben tomar como un reporte del

estado actual de la evidencia.
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Conclusiones

v' La prueba de LAL no puede reemplazar completamente a la RPT, ya que por
definicion es una prueba de deteccion de endotoxinas, y no reconoce otras clases
de pirbgenos como Gram-positivos, hongos, virus y toxoides. Por ello, la
recomendacion es el uso de LAL durante todo el proceso de fabricacion de
antivenenos, y que la liberacion de los productos finales cumpla con las
especificaciones tanto para el RPT como para el ensayo LAL. Aln asi, LAL es la
técnica in vitro mas usada para evaluacion de pirdgenos en antivenenos ofidicos,

a pesar de sus restricciones.

v' Los antivenenos que se vayan a evaluar en un estudio de pirégenos, no deben
contener factores que interfirieran con la reaccion de LAL, para que asi puedan
probarse mediante éste ensayo sin ningun tipo de interferencia que genere falsos
resultados. Métodos de fraccionamiento, composicion y purificacion intervienen
directamente. Asi mismo, la FDA y la USP recomiendan no trabajar con muestras
puras (sin diluir), para evitar interferencias, ni trabajar al limite utilizando la maxima

dilucién valida.

v' MAT parece adecuado para reemplazar la prueba de pirégenos en conejos (RPT)
para la prueba de pirébgenos de sueros hiperinmunes, ya que los hallazgos de los
estudios mostraron que MAT es mas sensible que RPT y puede detectar la
pirogenicidad antes que el RPT. Esto para la seguridad de los usuarios es
importante, ya que es preferible un falso positivo a un falso negativo. Aunque se
necesitan mas pruebas, preferiblemente sin conflictos de intereses, para una

validacién completa.
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Recomendaciones

v" Realizar la prueba de LAL durante todo el proceso de fabricacion de antivenenos y para
la evaluacién de su materia prima, y que para la liberacién de los productos finales, los
lotes de sueros antiofidicos cumplan con las especificaciones tanto para el RPT como

para el ensayo LAL.

v Los resultados de esta revision de alcance invitan a motivar para seguir desarrollando

estudios con pruebas alternativas y su uso en sueros antiofidicos.

v' Se invita a la realizar méas estudios comparando 2 o mas pruebas de pirogenicidad en
sueros antiofidicos, sobre todo teniendo en cuenta la naturaleza propia de éstos, con

miras a disminuir el uso animal.
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A. Anexo: Revision y clasificacion de articulos
incluidos en la revision

En el anexo se incluye la tabla de revisién y clasificacion de los 7 articulos incluidos en la
revision de alcance, elaborada por la autora. Los 5 estudios iniciales incluyeron a la técnica
LAL, y los 2 dltimos, la prueba MAT. Todos, realizaron la comparacién respectiva con la técnica

RPT o prueba in vivo, en conejos.
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B 1,3 —GLUCANOS: son polisacaridos de mondmeros de D-glucosa ligados con enlaces
glucosidicos. Se conoce como un grupo diverso de moléculas que pueden variar en relacion a
su masa molecular, solubilidad, viscosidad y configuracion tridimensional. Se presenta
generalmente como celulosa de las plantas, algunos hongos, setas y bacterias.

CERTIFICADO DE ANALISIS: certificado de estandarizacion, el cual define la activacion
biolégica CSE en UE/ng y documenta la determinacién del promedio de calibracién del RSE/CSE.
CITOQUINAS: proteinas que regulan la funcion de la célula. Son los agentes responsables de la
comunicacion intercelular.

ENDOTOXINAS: componente de la pared celular de las bacterias Gram Negativas que estan
constituidas por lipidos y polisacaridos. Se libera de la bacteria estimulando varias respuestas
innatas, como secrecidn de citosina, expresiéon de moléculas de adhesion en el endotelio y la
activacion de la capacidad microbicida.

ENLACES GLUCOSIDICOS: enlace para unir monosacaridos con el fin de formar disacéaridos o
polisacéaridos. Se establecen en forma de éter siendo un atomo de oxigeno el que une cada
pareja de unidades monosacaridos.

FACTORES DE INHIBICION: estas sustancias son comunes y se reconocen como la
disminucion de la sensibilidad del reactivo. Se recomienda que todo producto sea ensayado para
verificar la ausencia de inhibicion.

FARMACOPEA: libros recopilatorios de las recetas de los productos con propiedades

medicinales reales o supuestas, en lo que se incluyen elementos de su composicion y modo de
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preparacion, editados desde el renacimiento y que mas tarde serian de obligada tendencia en
las oficinas de farmacia.

IL-1 O INTERLEUCINA-1: Conjunto de citocinas (proteinas que actGan como mensajeros
guimicos a corta distancia. Sintetizada principalmente por leucocitos.

METODO GEL-CLOT: método en la determinacion de endotoxinas, mediante la formacion de un
gel o coagulo insoluble, se desarrolla de manera cuantitativa 0 semicuantitativa teniendo como
resultados binarios (+/-).

MONOMEROS: molécula de pequefia masa molecular que unido a otros monémeros (por
enlaces quimicos usualmente covalentes), forman macromoléculas como los polimeros.
PIROGENOS: viene de dos términos griegos: “pyro” quiere decir fuego o “calor’ y “gen”, que
quiere decir produccién “de” por lo tanto un pirégeno es algo que genera fiebre.
POLISACARIDOS: biomoléculas formadas por la unién de una gran cantidad de monosacaridos,
encontrandose en los glucosidos. Son compuestos organicos resultantes del metabolismo
vegetal primario, contiene en su estructura una funcién aldehido o cetona y el resto de los
carbonos hidroxilados (OH): por lo tanto, son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas. Cumple
diversas funciones en la mayoria en reservas energéticas y estructurales.

REACTIVO LAL: (Limulus Amebocyte Lisado polyphemus) reactivo de origen biolégico, obtenido
por la sangre del cangrejo de herradura; descubierto en 1956 por el doctor Frederick Bang.
SUERO ANTIOFIDICO: producto biolégico en el tratamiento de picadura o mordeduras de
serpientes venenosas. La antitoxina del veneno de serpiente debe cumplir cuidadosamente las
normas de la Farmacopea y la (OMH) organizacién mundial de la salud.

VALIDACION: muestra un enfoque con las pruebas documentadas donde se demuestra el
método analitico que es lo suficientemente confiable para producir resultados previstos dentro

de los intervalos definidos.
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