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RESUMEN

Los pir6genos son sustancias bacterianas que pueden resistir los
métodos convencionales de esterilizacion presentandose en grandes
cantidades después de la muerte vy lisis de celular, su administracion
en productos parenterales contaminados provoca fiebre al hombre y/o
animales, siendo los mas importantes las endotoxinas de las bacterias

Gram negativas.

La prueba LAL (Limulus amebocyte lysate) se emplea para cuantificar
las endotoxinas mediante una reaccion de coagulacion y formacion de

un gel.

El presente trabajo tuvo por objetivo la determinacién de endotoxinas
bacterianas en furosemida 20mg/2ml inyectable mediante la prueba de
lisado de amebocito de Limulus por el método de coagulaciéon. La
muestra fue puntual ya que fue tomada en el Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen, fueron 40 furosemidas inyectables las
cuales fueron evaluadas siguiendo los parametros de la metodologia
oficial de la prueba de endotoxinas bacterianas dada por la
Pharmacopea de los Estados Unidos (USP38), los ensayos se
realizaron en las instalaciones NSF Inassa S.A.C., comprobandose
gue las muestras analizadas presentan un resultado menor de 0.24

unidades USP de endotoxinas en la dilucién de prueba.

Por lo cual se concluyé que la cantidad de endotoxinas en furosemida
20mg/2ml inyectable no sobrepasa los parametros establecidos 3,6
UE/mg segun USP38.



ABSTRACT

Pyrogens are bacterial substances that can withstand conventional
sterilization methods appearing in large numbers after death and lysis
of cell, its administration in contaminated parenteral products causes
fever in humans and / or animals, the most important endotoxins of

bacteria Gram negative.

The LAL test (Limulus amebocyte lysate) is used to quantify

endotoxins by a coagulation reaction and gel formation.

This study aimed to determine bacterial endotoxins in furosemide 20
mg / 2 ml injection by test limulus amebocyte lysate by the method of
coagulation. The sample was timely as it was taken in the National
Guillermo Almenara Irigoyen Hospital were 40 injectable furosemidas
which were evaluated according to the parameters of the official
methodology for testing bacterial endotoxins given by the
Pharmacopeia of the United States (USP38), the assays were
performed in facilities Inassa SAC NSF, proving that the samples
analyzed result of lower 0.24 USP units of endotoxins in the test

dilution.

Therefore it was concluded that the amount of endotoxin in furosemide
20mg / 2ml injection does not exceed the parameters set 3.6 EU / mg
USP38 according.



INDICE

(07 27N 11 R i
DEDICATORIA.......ooiiieiieeieeieieiiieeeisssnsssssssssssssseeeeeesesassessssessasnssnnnnnes i
AGRADECIMIENTO........uuuuuuuurruieeeissrsrssrerrerreeeeeeeeesaeeessesesseeessssssssssean i
RESUNMEN ......uuuiiiiiieeeeeeeeeeeeetnssnreeeeeeeeeseeeesesaasseesesesesasasaassssnnnnnnnns iv
ABSTRACT ....uuuuuuuuruurrrrrrertereereieeeaaaaaaaaassssssssssssssssssssssssseeesreeseeeesms v
INDICE DE TABLAS.........cceieeeiteeeeteeceee e e e e e e e e e e e e e e e eeeesssannnnann e eeeens X
1] 0] o3 = 0] S ] 27V o [0 o 1< 3R XI
1l Le] 50T o1 [ ] N RS Xl

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA...........c.ccceiiiriinnnenn 13

1.1 Descripcion de la Realidad Problemética............ccccoooiioiiiiiiinis 13
1.2 Formulacion del Problema............c.ooiiiiiiii 14
1.2.1. Problema General.............ouuiiiiiiii e 14
1.2.2. Problemas ESpecifiCos........c.cccoiiiiiiiiiii i, 14

1.3 Objetivos de la Investigacion.............o.viiiiiiiii e 14
1.3.1 Objetivo General..........cooiiiii 14
1.3.2 Objetivos ESPeCifiCoS.........ouiuieieiii e 15

1.4 Hipotesis de la Investigacion..............cooviiiiiiiii 15
1.4.1 Hipotesis General..........c.oiiiiiiii e, 15
1.4.2 Hipoétesis Secundarias......... e e e e e et et e e re e eeeeieean 15

vi



1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion...................c..ool 16

1.5.1 Justificacion de la Investigacion...............coooiiiiiiiii 16
1.5.2 Importancia de la Investigacion..................c.ocooiiiii i 17
CAPITULO II: MARCO TEORICO....iiuiiiiiiiiriarnnranarasrassasansansassassnsansans 18
2.1 Antecedentes de la Investigacion.............ooviiii i, 18
2.1.1 Antecedentes NaCIONAIES. .........cciuiiiiii e 18
2.1.2 Antecedentes INternacionales. ...........cccvuviiiiinieieen e 19

2.2 BaseS tEO0NICAS. .. . it 23
2.2.11InyeCtable. ... ... 23
2.2.2 Vias de administracion parenterales.............ccccocovieiiiiiiiiinnnnnnnn. 24
2.2.3 Furosemida, iNYECCION. .......ccouieeieiiei et e 25
2.2.3.1 Monografia oficial USP 38...........cccooiiiiiiiiie 25

2.2.4 Informacion farmacolOgiCa. . .........oovviiiiiiii 29
2.2.4.1 Forma farmaceutica..............ccoviiiiiiiiii 29

2.2.4.2 DAtoS CliNICOS. .. ..cviii e 29

2.2.4.3 Posologia y forma de administracion.............................. 29

2.2.4.4 Propiedades farmacoldgicas. ..........coveviiiiiiiiiiiiieeee, 30

2.2.4.5 Propiedades farmacocCinéticas...............ccccccviieeecenenennnnnnne 31

2.2.4.6 ContraiNdiCaCIONES........uiuiieiiiieiiie e 31

vii



2.2.4.7 AQVEIENCIAS. . ..o 32

2.2.4.8 Embarazo y lactancia................oooiiiiii 36
2.2.4.9 ReaccCiones adVerSas...........vviuieiiiieiiiiieeiiiiiieeeeeeeaaeens 37

2.2.5 Las bacterias gran negativas............ccooiiiiiiiiii 38
2.2.6 Los componentes de la pared celular de BGN...............coeeeeieen. 40
2.2.7 Historia de las endotoXinas. ..........o.oiuiuiiiiiiiiiiiiie e 41
2.2.8 PIrOgENOS. ... et 42
2.2.9 Regiones de las endotoxinas bacterianas.................ccccoceeeeeeenn 44
2.2.10 Mecanismos de lafiebre............ccooiii 46
2.2.11 Toxinas bacterianas. ............ooiviiiii 47
2.2.12 Prueba de endotoxinas bacterianas...............ccccccvviiieniiiniiiineenn. 48
2.2.13 Historia del reactivo LAL ...t 49
2.2.13.1 Principios bioldgiCos. .......coooviiiiiii i 51
2.2.13.2 Bioquimica LAL — Endotoxinas............ccccceeviiiiiiinnnne. 52
2.2.13.3Métodos de laLAL ..o, 54
2.2.13.4 Interferencias en el ensayo LAL..........c.coooiiiiiiiiiininnans 57

2.3 Definicion de términos bASICOS. .........ovviiiiiiii 58

CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.........................61

3.1 Tipode INvestigacion..........ccoiniiii i 61
3.1.1 Nivel de Investigacion............oooieiiii e 61
3.1.2 Método de la Investigacion............ccooiiiii i 61
3.1.3 Disefio de la Investigacion...............oviiiiii e 61

viii



3.2 Poblacion y muestreo de la investigacion............c.cccoeiviiiiiiine. 62

3.2.1 PODIACION. ... 62
3.2.1.1 Delimitacién cualitativa de la poblacion.................... 62

3.2.1.2 Delimitacién cuantitativa de la poblacién.................. 62

3.2.2 MUBSIIA. ... 62
3.2.2.1 Criterios de inCluSiON............ccvveiiiiiiiiiecie e 62

3.2.2.2 Criterios de exCluSIiON...........cccuviiieeeiiiiiiiiie e 62

3.3 Variables e Indicadores............ccooiiiiiiiiii 63

3.4 Procedimiento, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos...63

3.4.1 Procedimientos. ......ooeeee e, 63
I A =Yoo | (o7 - T 66
I Il [ 15) 1 €01 4= 01 (o P 67

CAPITULO IV: PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE

RESULTADOS. ... teeeeeeeeteeeseeesssseseeesssessssssssseeeesssesssssssssseessanns. 68
0] T od U E] [0 ) 72
(o] N[O I U 1] (0] N/ =5 75
RECOMENDACIONES...............cttueeiiieeeeeeeeeereeeeeeesessesassssssessasaaes 76
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.cccovvteieeeeeeeeeinreeeeeesieesnes 77
MATRIZ DE CONSISTENCIA.......coeeieiiieeeeeeieeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 81
ANEXOS........ceiciuereeeieeeeeeeesisssseeeeeaseeseeesssssssreeeeesseeassessssseeesssns 82



INDICE DE TABLAS

Tabla N° 1 TITULO Sensibilidad del reactivo LAL..................c...e. 63
Tabla N° 2 TITULO Confirmacién de la sensibilidad reactivo LA........... 64
Tabla N° 3 TITULO Prueba de endotoxinas bacterianas...................... 68
Tabla N° 4 TITULO Calculo de la maxima dilucién valida..................... 69
Tabla N° 5 TITULO Prueba limite de coagulacion...................ccccc...... 70
Tabla N° 6 TITULO Diluciéon de trabajo..............coceueiieeiiiiiiiiieieieee, 71



INDICE DE GRAFICOS

Figura N° 1 TITULO Formula estructural de furosemida...................... 25
Figura N° 2 TITULO Dibujo de las diferencias entre las envolturas
celulares de las BGP Y BGN.......uiiiiiiii e 40
Figura N° 3 TITULO Estructura quimica de la Pared celular de las

BGN, se aprecia el complejo lipopolisacarido LPS y sus partes............. 44
Figura N° 4 TITULO Imagen del cangrejo de la herradura.................... 51
Figura N°5 TITULO Representacion de la cascada de reacciones

gque experimenta el reactivo LAL en presencia de endotoxinas.............. 53
Figura N°6 TITULO Representacion de la cascada de reacciones que
experimenta el reactivo LAL en presencia de endotoxinas................... 54
Figura N° 7 TITULO Diluciones seriadas. ...............cooeevuiieneeenennnnn. 64
Figura N° 8 TITULO Procedimiento general de preparacién de tubos...65

Figura N° 9 TITULO Esquema de interpretacion de resultados............ 66

xi



INTRODUCCION

La mision de la industria farmacéutica es la salud publica y su objetivo es
la calidad de los medicamentos, por ello, se emplean métodos y técnicas
gue aseguran la obtencion de farmacos de calidad que restablezcan la
salud de los pacientes. (1) El control microbiolégico en los productos
parenterales es importante ya que se requiere que el farmaco sea inocuo
asegurando que no se ponga en riesgo al paciente por causa del
medicamento. (2) Las endotoxinas son unas de las moléculas mas
comunes a las cuales los humanos estan expuestos ya que estas se
liberan de las bacterias estimulando varias respuestas de inmunidad
innata, una de las mas comunes es la fiebre. Las endotoxinas bacterianas
son principalmente lipopolisacaridos (LPS) que se localizan
exclusivamente en la membrana externa de las bacterias gram negativas
tales como E.coli, Salmonella, Shigela, Pseudomonas, Neisseria,
Haemophilus, y otros patdgenos principales. Para la deteccion vy
cuantificacion de endotoxinas se realiza la prueba de lisado de
amebocitos de Limulus (LAL) por el método de gelificacion .Esta prueba
es de origen bacteriano la cual resulta ser sensible y especifica para la
identificacion de endotoxinas bacterianas llegando a detectar pequefias
particulas de endotoxinas, la cual se fundamenta en la coagulacion de la
hemolinfa por medio de la interaccibn de la endotoxina con los
amebocitos contenidos en esta, lo que causa la liberacion de una cascada
de reacciones que hacen que se forme un gel visible y consistente. En el
presente estudio se investigara un lote 75HK1967 de furosemida 20mg
inyectable siendo este uno de los diuréticos mas utilizados de uso
cotidiano y hospitalario en seres humanos. La Farmacopea de los
Estados Unidos UnitedStates of Pharmacopeia (USP) 38 establece la
cuantificacion de endotoxinas bacterianas por el método LAL como
monitor de pirégenos para mas del 90% de los parenterales que regula,
exigiendo que el contenido de endotoxinas sea inferior a los limites
establecidos (FDA), lo que es requisito indispensable para la
comercializacion de cualquier producto

Xii
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CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la Realidad Problematica:

En la industria farmacéutica los productos parenterales se
diferencian de los demas por su alto grado de pureza y por estar
libres de contaminantes fisicos, quimicos y microbiolégicos, ya que
la presencia de cualquiera de estos puede afectar no solo la vida
atil del farmaco sino también la salud del paciente.(3)

Como se sabe durante la elaboracion de productos inyectables hay
gue tomar todas las medidas concebibles para evitar la
contaminaciéon pirogénica, asi como disponer de un ensayo
confiable de control en el producto terminado. (17)

El andlisis de pirdogenos constituye uno de los principales ensayos
en el control de calidad de la fabricacién de inyectables por su
repercusiéon en la salud humana, 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. Por las razones anteriores,
existe un creciente interés en el conocimiento y dominio de estos
métodos.

En la actualidad, para la aprobacion y comercializacion de gran
parte de los productos farmacéuticos y biotecnologicos disefiados
para ser administrados por via parenteral, las principales
instituciones reguladoras internacionales exigen dentro de sus
monografias para productos inyectables la aplicacion del método
del lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la determinacion de
endotoxinas bacterianas (4), sustancias que administradas por via
parenteral y en dependencia de la dosis son capaces de provocar

una respuesta febril, shock y muerte.

13



1.2 Formulaciéon del Problema:
1.2.1 Problema General

¢, Cual es la cantidad de endotoxinas bacterianas presentes
en furosemida 20mg inyectable?

1.2.2 Problemas Especificos
¢Existe presencia de coagulacion en furosemida 20mg

inyectable?

¢La cantidad de endotoxinas bacterianas en furosemida de
20mg cumplen parametros USP 38?

¢, Cual es la maxima dilucion valida (MDV) para furosemida

20mg inyectable.

1.3 Objetivos de la Investigaciéon

1.3.1 Objetivo General

Determinar la cantidad de endotoxinas bacterianas en
furosemida 20mg inyectable mediante la prueba de lisado de
amebocito de Limulus

14



1.3.2 Objetivos Especificos

Determinar la presencia de coagulacion en furosemida

20mg inyectable.

Determinar si cumple con los parametros USP 38 para la
determinacion de endotoxinas bacterianas en furosemida

20mg inyectable.

Determinar la maxima dilucion valida (MDV) que se le puede

realizar a las furosemidas 20mg inyectable.

1.4. Hipé6tesis de la Investigacion

1.4.1 Hipotesis General

1.4.2

La cantidad de endotoxinas bacterianas de furosemida 20mg
inyectable se encuentra entre los rangos /3.3 - 3.7/ mediante
la prueba lisado de amebocito de Limulus.

Hipétesis Secundarias

Existe presencia de coagulacion.

La cantidad de endotoxinas bacterianas en los inyectables

de furosemida 20mg sobrepasa el valor establecido USP 38.

La maxima dilucion valida (MDV) para furosemida 20mg

inyectable se encuentra entre los rangos /1.212 — 1.336/

15



1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacién

1.5.1 Justificacion de la Investigacion.

Las endotoxinas debido a su alta resistencia a la destruccion
térmica y quimica sobreviven a los métodos ordinarios de
esterilizacibn. Se caracterizan por su potente actividad
biolégica, por lo que son capaces de producir cambios
fisiolégicos cuando son administradas por via parenteral. Una
dosis de 1-10 ng/kg de endotoxinas, puede provocar una

respuesta febril en el hombre. (10)

Los principales organismos internacionales, encargados de
regular la elaboracion de productos farmacéuticos exigen cada
vez mas en sus protocolos de calidad la aplicacion del ensayo
lisado de amebocito de LimulusLAL, en el control de la calidad
en la fabricacion de medicamentos administrados por via
intravenosa. De acuerdo a lo anterior, se utilizd el ensayo
lisado de amebocito de LimulusLAL por método de gelificacion
que es de alta confiabilidad, facil de usar ademas rapido
comparado con otros métodos de deteccion, siendo un ensayo

mas econémico.

La Farmacopea de los Estados Unidos (UnitedStates of
Pharmacopeia (USP) 38 establece la cuantificacion de
endotoxinas bacterianas por el método LAL como monitor de
pirdgenos para mas del 90% de los parenterales que regula,
exigiendo que el contenido de endotoxinas sea inferior a los
limites establecidos por la guia de la Administracion de Drogas
y Alimentos de los Estados Unidos (Food and
DrugAdministration (FDA), lo que es requisito indispensable

para la comercializacion de cualquier producto.
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1.5.2

Esta investigacion se realizdé con el fin de valorar y detectar
endotoxinas bacterianas en furosemida 20mg inyectable de
laboratorio Sanderson mediante la prueba de lisado de

amebocito de limulus por el método de gelificacion.

Importancia de la Investigacion

Hoy dia, la calidad, inocuidad y seguridad de los productos
farmacéuticos inyectables es de relevante importancia debido a
su amplia formulacion en la prevencion y el tratamiento de
muchas enfermedades. En la industria de medicamentos
parenterales grandes volumenes de agua libre de pirdgenos
son requeridos para la preparacion de medicamentos
inyectables. EI ambiente de los laboratorios, el personal, los
implementos y equipos de trabajo, asi como el agua y materias
primas, albergan microorganismos que se desarrollan y afectan
la calidad de los medicamentos parenterales. Un contaminante
propio de origen bacteriano en estos medicamentos son las
denominadas endotoxinas, provenientes de las bacterias gram
negativas. Estas endotoxinas producen consecuencias en el
organismo y en algunos casos pueden causar la muerte

convirtiéndose en un peligro para el hombre.

Es por esto, que la industria farmacéutica requiere estandarizar
técnicas rapidas y confiables, que permitan detectar la
presencia de endotoxinas bacterianas, como lo es la prueba del
Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) por el método de
gelificacion que detecta células inertes. Es usado para
deteccién de endotoxinas (derivadas del lipopolisacarido LPS
de las bacterias gram negativas). Se basa en la aglutinacion de
extractos de amebocito de sangre de Limulus (cangrejo de
mar) (12) (13)

17



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1Antecedentes de la Investigacion

2.1.1 Nacional

Los investigacion realizada por Koga Roberto, Otero Manuel,
Caballero  José, “PRUEBAS  BIOLOGICAS DEL
ANTICUERPO MONOCLONAL IOR-CEA1 MARCADO CON
131l, POR EL METODO DE LA CLORAMINA T, PARA EL
DIAGNOSTICO PRECOZ DE ENFERMEDADES
RELACIONADAS CON EL ADENOCARCINOMA
EMBRIONARIO”, (2005) Pera .Establecieron que este
marcador es Util en casos de cancer colorectal, aumentado la
concentracion del antigeno con relacidon al estadio de la
enfermedad. Se procedio a realizar las evaluaciones bioldgicas
de este anticuerpo (distribucion biolégica (DB), toxicidad aguda,
esterilidad y pir6genos).Para las de pirébgenos LAL, se realiza
una dilucibn de 1/200 del AcMo con agua despirogenada,
homogenizando con la ayuda de un vortex por espacio de 30
segundos; con una jeringa se toma 0.2 ml se agrega al tubo
LAL control negativo e igual cantidad al control positivo. Incubar
por 1 hora a 37 °Cx1l en bafio maria. Pasado el tiempo de
incubacion, el tubo de control positivo debe formarse una fase
sélida y el control negativo mantenerse en fase liquido.
Finalmente se concluye que para las pruebas bioldgicas

tenemos un producto estéril, no toxico y libre de pir6genos. (16)

18



2.1.2 Internacionales

La investigacion realizada por Carrillo C., Ospina J., Aldana D.,
ARIAS J., ECHEVERRI C., “ESTANDARIZACION Y
VALORACION DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS POR LA
TECNICA DE LISADO DEL AMEBOCITO DE LIMULUS (LAL)
PARA DOS PRODUCTOS FARMACEUTICOS: PENICILINA G
SODICA Y RANITIDINA INYECTABLE POR EL METODO DE
GELIFICACION”. (2006) Colombia .Establecieron que para la
investigacibn se tomarian tres muestras de tres lotes
diferentes; las muestras fueron escogidas al azar y se tomo
una muestra del principio, una de la mitad y otra del final de la
produccion para cada lote muestreado. Con las muestras de
cada lote se realiz6 un pool, quedando asi tres sublotes para
analizar, dandole mayor confiabilidad al método. Se comprobo
la sensibilidad del reactivo de LAL (0.25 UE/ml) y se califico al
operario con el fin de obtener resultados confiables. Se
consulté en la USP XXVI el limite de endotoxina para penicilina
G sddica, 0.01 UE/100 Ul y ranitidina 7 UE/mg. Se calculo la
maxima dilucion véalida (MDV) que fue de 1:400 y 1:700
respectivamente; se practicaron los ensayos preliminares
(Unspike y Spike) con los cuales se determiné la Dilucion de
trabajo para penicilina 1:100 y ranitidina 1:200. Con el ensayo
final se valoro la presencia de endotoxinas bacterianas en los
dos productos inyectables. En el ensayo Unspike se demostré
gue el producto analizado de penicilina G sddica y ranitidina, no
presentan endotoxinas, ni sustancias que pudieran dar falsos
positivos, pues los resultados de todas las diluciones de las dos

réplicas incluidos sus controles, fueron negativos. (9)
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La investigacion realizada por Burguet Lago Nancy, Reyes Tur
Maria Isabel, Brito Godoy Lazaro C., Troche Concepcion
Yenilen,

“VALORACION DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS EN EL
INYECTABLE ACIDO ZOLEDRONICO MEDIANTE LA
PRUEBA DE LISADO DEL AMEBOCITO DE Limulus”.
(2012) Cuba. Establecieron la valoracion de las endotoxinas
en cuatro ampollas de tres lotes de acido zoledronico de 4mg,
mediante el método de gelificacion (gel-clot) los resultados
fueron : la sensibilidad del lisado resulté 0,03125 UE/mL. La
maxima dilucion valida fue de 112 UE/mL y la dilucion de
trabajo 1/100. La cantidad de endotoxinas bacterianas
presentes en tres lotes del producto inyectable no sobrepaso el
limite establecido 0.875 UE/mg segun lo establecido por USP
32, por lo que cumpli6 con las especificaciones de calidad

establecidas para el ensayo.(8)

La investigacién realizada por Osorio Colindres, Claudia Beatriz
“VALIDACION DE LA PRUEBA DE ENDOTOXINA
BACTERIANA (LAL) POR EL METODO GEL - CLOT
UTILIZANDO EL PRODUCTO FUROSEMIDA (20 MG)
INYECTABLE”, (2011) Centro América. Hace referencia en la
presente investigacion que tuvo por objeto la validacion de la
prueba de endotoxinas bacterianas por el método gel — clot
utilizando el producto Furosemida (20 mg) solucion inyectable.
La muestra fue puntual ya que se trabajé con muestras
producidas por un laboratorio nacional certificado, se utilizaron
los lineamientos de la Guia de Validacion de dicho método
referidos por la FDA y la metodologia oficial de la prueba de
endotoxinas bacterianas dada por la Farmacopea de los
Estados Unidos, edicion 32; los ensayos fueron realizados en

las instalaciones de dicho laboratorio nacional. Se realizd
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también la prueba de factores de interferencia con tres lotes
diferentes de producto ejecutando tres ensayos por lote: uno
por cada analista. Comprobandose que las muestras
analizadas no presentan ningun factor que pueda inducir o bien
inhibir la formacién de los coagulos si hubiese o no presencia
de endotoxinas en la muestra.Posterior a esto se les realizo la
prueba de limite de coagulacién con la que se determind que
las muestras no presentan mas de 0.125 unidades endotoxinas
bacterianas por ml de Furosemida (14)

La investigacién realizada por Rivera Zumaque, Pablo
C.“ESTUDIO VALIDACION DEL METODO DE
ENDOTOXINAS EN MEDICAMENTOS DE DIPIRONA Y
CLINDAMICINA”. (2015), Colombia. Donde se establecié que
las endotoxinas son una de las moléculas mas comunes a las
que los humanos estan expuestos. El termino de endotoxinas
se utiliza de vez en cuando para referirse a cualquier toxina
bacteriana relacionada con las células, se reserva
correctamente para referirse al complejo de lipopolisacaridos
asociados con la membrana externa de bacterias gran
negativas tales como E.Coli, Salmonella, Shigella,
Pseudomona,etc. Para la deteccion de endotoxinas se realiza
la prueba de lisado de amebocitos Limulus(LAL). Esta prueba
es de origen bacteriano la cual resulta ser sensible y especifica
para la identificacion de endotoxinas bacterianas llegando a
detectar pequefias particulas de endotoxina. En los resultados
se obtuvieron que las ampollas de clindamicina su maxima
dilucion valida (MDV) ,1.690 y la maxima diluciéon valida (MDV)
de la dipirona 1.170 donde el ensayo no se encontraron

pirdbgenos.
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La investigacion realizada por Osorio, Olga, Pérez Mancilla,
Ximena, Arias Palacios, Janeth, Rodriguez Vargas, Dora, Y
Fernandez Lopez, Cindy, “INTERFERENCIAS EN LA
VALIDACION DEL ENSAYO DE LISADO DE AMEBOCITOS
DE LIMULUS PARA OXITETRACICLINA 50 mg/ml” (2011)
Cuba. Establecieron el método de LAL gel-clot para validar la
deteccion de endotoxina bacteriana en la oxitetraciclina
producida por un laboratorio maquilador de productos
farmacéuticos veterinarios de Bogota, Colombia. Para este
objetivo se tomaron muestras al inicio, intermedio y final de 3
lotes diferentes del medicamento y se realizé la prueba de
validacion tal y como lo especifica la
UnitedStatesPharmacopea XXV. Los resultados para la
maxima dilucion valida del producto (1:80) de la prueba Spike
mostraron el 100 % de inhibicion hasta la dilucion 1:16 y 0 %
de inhibicién en las siguientes diluciones. En la prueba Unspike
se muestra un realce de la prueba a partir de la dilucion 1:32.
El rétulo para un reactivo de LAL con sensitividad (I) de 0,25
unidades de endotoxinas por mililitro (UE/mL) y el operario que

realizo el ensayo quedaron validados. (15)

La investigacion realizada por: Llanga Huaraca, Kristian Anibal
“DESARROLLO Y VALIDACION DE LA PRUEBA DE
ENDOTOXINAS BACTERIANAS LAL (LiMULUS
AMEBOCYTE LYSATE) POR EL METODO GEL-CLOT EN LA
SOLUCION INYECTABLE DE HIALURONATO DE SODIO
ALURONIC BLISPACK DE GISBERG ECUADOR S.A”
(2014)-Ecuador. Realiz6 la validacion de la prueba de
endotoxinas bacterianas LAL (Limulus Amebocyte lisate) por el
método de gelificacion GEL-CLOT, utilizando la solucién
inyectable de Hialuronato de sodio ALURONIC Blispack,

proceso que se desarrollé en el laboratorio microbiolégico del
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departamento de control de calidad de la industria farmacéutica
GINSBERG S.A de la ciudad de Quito, provincia de Pichincha,
para ser aplicado en futuros analisis del producto. Se elaboré
un protocolo de validacion basado en la metodologia oficial de
pruebas de endotoxinas bacterianas dadas por la farmacopea
de los Estados Unidos, edicion 35, se realiz6 ensayos
preliminares y de validacién, con un muestreo al azar de tres
lotes pilotos de ALURONIC Blispack, la comprobaciéon del pH
optimo de la muestra, un ensayo de verificacion del reactivo
LAL que fue desarrollo paralelamente con la validacién del
analista, el célculo del maximo valor de dilucion, pruebas de
factores de inhibicién, interferencia o realce y la prueba limite
de coagulacion determinando que la muestra no presenta mas
de 0.25 unidades de endotoxinas bacterianas por ml de
Hyaluronato de sodio. De acuerdo a los resultados obtenidos
se concluye que el producto esta libre de endotoxinas
bacterianas y que es apto para su administracion en pacientes
qgue lo requieran y que la metodologia en mencion queda
validada. Se recomienda la aplicacion de este proceso en
futuros analisis del producto dentro de la industria farmaceéutica

y posibles revalidaciones del mismo.

2.2. Bases Teoricas:

2.2.1 INYECTABLES

El término parenteral hace referencia a la via de administracion
de los farmacos. Atravesando una o mas capas de la piel o de
las membranas mucosas usando la gravedad o la fuerza
mediante una inyeccion. La via parenteral es diariamente
empleada en atencién primaria en multitud de situaciones. Los

articulos parenterales estan preparados escrupulosamente por

23



métodos diseflados para asegurar que cumplan los
requerimientos farmacopéicos para la esterilidad y pirogenos
principalmente, entre otros. Una inyeccion es una preparacion
intencionada para la administracion parenteral y/o para

reconstituir o diluir antes de su administracion.(13)

2.2.2 VIAS DE ADMINISTRACION PARENTERALES

Se refiere a todas aquellas vias en las que se evita el paso por
el aparato digestivo, con especial referencia a los “inyectables”.
Segun Goodman&Gilman (1996).

-Intravenosa: via parenteral por excelencia, dado que existe
una suficiente cantidad de venas superficiales de buen calibre
(accesibles). Implican la disolucién del farmaco en un liquido
(generalmente agua) o vehiculo, junto con el cual se administra
directamente en la circulacion por lo que no se produce el

proceso de absorcion.

-Intramuscular: gracias a la amplia vascularizacion del tejido
muscular, puede administrarse alli una droga, la cual pasara a
la circulacion por los capilares. Esta administracion suele
retardar un poco la absorcion, por lo que se considera la
posibilidad de formacibn de depdsitos de las drogas
administradas, las cuales se ven liberando lentamente a la

sangre.

-Subcutanea: se explota la existencia de una rica red capilar en

el tejido subcutaneo; suele ser mas rapida que la intramuscular.

-Epidular - Intratecal: vias especiales, de uso mas localizado,
cuando se requiere evitar el paso por una barrera hemato

encéfalica para causar un efecto en el SNC.
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-Intraarterial: se puede considerar equivalente a la intravenosa,
exceptuando por la menor accesibilidad de las arterias a la
puncion. La administracion intracardiaca es una forma especial

de la intraarterial, limitada a muy pocos casos.

2.2.3 FUROSEMIDA, INYECCION.
2.2.3.1 Monografia oficial USP 38

La inyeccion de Furosemida es una solucion estéril de
Furosemida en agua para inyeccién preparada con la
ayuda de Hidroxido de Sodio, o si esta destinada
exclusivamente al uso veterinario, con la ayuda de
Dietanolamina o Monoetanolamina. Contiene no menos
de 90,0 por ciento y no mas de 110,0 por ciento de la
cantidad declarada de Furosemida (C12H11CIN202S).

Figura N°1 formula estructural de Furosemida

| 0
/ HN sj”
NH,

Fuente:https://es.wikipedia.org/wiki/Furosemida

Envasado y almacenamiento—Conservar en envases
monodosis o multidosis de vidrio tipo I, resistentes a la

luz.

Etiquetado—La etiqueta debe indicar si la inyeccion

esta destinada exclusivamente al uso veterinario.
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Estandares de referencia USP <11>--ER Endotoxinas
USP. ER Furosemida USP. ER Compuesto
Relacionado A de Furosemida USP. ER Compuesto

Relacionado B de Furosemida USP.

Identificacion—Transferir a un matraz volumétrico de
100 mL un volumen de inyeccion que equivalga
aproximadamente a 40 mg de Furosemida, diluir a
volumen con agua y mezclar. Diluir a volumen 2,0 mL
de esta solucion con hidroxido de sodio 0,02 N en un
segundo matraz volumétrico de 100 mL y mezclar.
Disolver aproximadamente 10 mg de ER Furosemida
USP en 6,0 mL de hidroxido de sodio 0,1 N en un
matraz volumétrico de 25 mL vy diluir a volumen con
agua. Diluir cuantitativamente 2,0 mL de la solucion
resultante con hidroxido de sodio 0,02 N para obtener
una solucion estandar de una concentracion
aproximada de 8 pupyg por mL. Determinar
concominantemente el espectro de absorcion UV de
ambas soluciones: los espectros de absorcion UV asi
obtenidos presentan méaximos y minimos a las mismas

longitudes de onda.

Endotoxinas bacterianas <85>—No contiene mas de
3,6 Unidades USP de Endotoxinas por mg de

Furosemida.

pH <791> — Entre 8,0 y 9,3 0, cuando la etiqueta
indica que el producto esta destinado exclusivamente al
uso veterinario, entre 7,0 y 7,8 si contiene
Dietanolamina, o entre 80 y 9,3 si contiene

Monoetanolamina.
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Particulas <788> — Cumple con los requisitos para

inyecciones de pequefio volumen.

Limite de compuesto relacionado B de Furosemida—
NOTA—proteger las soluciones de Furosemida de la
exposicion de la luz [Fase movil, solucion de dilucion,
soluciébn de aptitud del sistema y sistema
cromatografico—preparar segun se indica para la

prueba de compuestos relacionados en Furosemida.]

Solucion estandar—preparar una solucibn en la
Solucién de dilucién que contenga 10,0 uyg de ER
compuesto relacionado B de Furosemida USP por mL.
Solucién de prueba—transferir a un matraz volumétrico
de 10 mL un volumen de inyeccion, medido con
exactitud, que equivalga aproximadamente a 10 m de
Furosemida, agregar Solucion de diluciéon a volumen y
mezclar  Procedimiento—inyectar por separado en el
cromatografo volumenes iguales (aproximadamente 20
bL)) de la solucion estandar y de la solucion de prueba,
registrar los cromatogramas y medir las respuestas de
los picos. La respuesta a 254 nm obtenida para
cualquier pico observado en el cromatograma de la
solucién de prueba con un tiempo de retencién
correspondiente al del Estdndar de Referencia en la
solucion estandar no es mayor gque la respuesta a 254
nmobtenida para el pico en el cromatograma de la
solucion estandar, correspondiendo a no mas de 1,0 %
del compuesto relacionado B de la Furosemida.
Cuando la etiqueta indica que la inyeccion esta
destinada exclusivamente al uso veterinario, la
respuesta a un tiempo de retencién correspondiente al

del Estandar de Referencia de la solucion estandar, no
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supera en mas de 2,5 veces la respuesta a 254 nm
obtenida para el pico en el cromatograma de la
solucion estandar, correspondiendo a no mas de 2,5 %

del compuesto relacionado B de la Furosemida.

Otros requisitos—cumple con los requisitos en

Inyectables <1>.

Valoracibon— [NOTA—proteger las soluciones de
Furosemida de la exposicion a la luz.] Fase movil,
solucién de dilucién, solucion de aptitud del sistema y
sistema cromatografico—preparar segun se indica para
la prueba de compuestos relacionados en Furosemida.
Preparacion estandar—disolver una cantidad de ER
Furosemida USP, pesada con exactitud, en la Solucion
de dilucion para obtener una solucion con una
concentracion conocida de aproximadamente 1,0 mg
por mL, agregar solucién de dilucion a volumen vy
mezclar. Procedimiento—inyectar por separado en el
cromatografo volimenes iguales (aproximadamente 20
ML) de la preparacion estandar y la preparacion de
valoracion, registrar los cromatogramas y medir la
respuestas correspondientes a los picos. Empleando la
respuesta a 254 nm, calcular la cantidad, en mg, de
Furosemida (C12H11CIN205S) por mL de la inyeccion
tomado, por la formula:  10(C/V)(ru/rs)

En donde C es la concentracion, en mg por mL, de ER
Furosemida USP en la preparacién estandar; V es el
volumen, en mL, de inyeccion tomado; y ru y rs son las
respuestas de los picos obtenidas con la preparacion
de valoracibn 'y la  preparacion  estandar

respectivamente.
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2.2.4 Informacién farmacoldgica
2.2.4.1 Forma farmacéutica: Solucién inyectable (IM-1V)
2.2.4.2 Datos clinicos:
Indicaciones terapéuticas:

Hipertensibn acompafiada de una afectacion visceral
gue ponga en peligro el prondéstico vital a muy corto
plazo (emergencia hipertensiva), en particular en caso
de:

Encefalopatia hipertensiva,

Descompensacion ventricular izquierda con edema

pulmonar.

Urgencias cardiolégicas: edema pulmonar agudo,

asistolia.

Retencion de sodio grave de origen cardiaco, renal,

cirrético.

Puede utilizarse en reanimacion pediatrica.

2.2.4.3 Posologia y forma de administracion:

En el tratamiento de la emergencia hipertensiva, la
dosis debera adaptarse de modo que la reduccion de la
presion arterial no supere el 25% del nivel inicial
durante la hora posterior al inicio del tratamiento
inyectable; de hecho, una caida demasiado brusca de
la presion puede permitir una isquemia miocardica,

cerebral o renal.
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Adultos Via parenteral: De 2 a 3 ampollas diarias por
via L.V. lento por via I.M.: - Para tratar un edema
pulmonar agudo, es posible volver a administrar la
inyeccidén en caso de un resultado insatisfactorio. - Es
posible efectuar una nueva administracion por via oral
en cualquier momento del tratamiento 3 horas después
de una inyeccion de Furosemida. Nifios Via IV: 0,5 a 1

mg/kg diarios.

Propiedades farmacologicas

Propiedades farmacodindmicas Diurético de Asa.
Cddigo del Sistema de Clasificacion Anatdmica,
Terapéutica, Quimica (ATC): CO3CA01

Accion diurética natriurética: A las dosis terapéuticas
habituales, la furosemida actua principalmente al nivel
de la rama ascendente del asa de Henle o inhibe la
reabsorcién del cloro y, como resultado, del sodio.
Posee una accion complementaria al nivel del tabulo
proximal y del segmento de dilucion. Ademas,
incrementa el flujo sanguineo renal para beneficio de la
zona cortical. Esta propiedad es especialmente
interesante en caso de asociacion con los
betabloqueantes que pueden ejercer un efecto inverso.
No altera la filtracion glomerular (en ciertas
circunstancias, se ha podido constatar un incremento
de ésta). La accion diurética natriurética aumenta en
2proporcion a las dosis administradas y persiste en

caso de insuficiencia renal.

Accion antihipertensora y otras acciones: Posee una
accion hemodindmica que se caracteriza por la
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2.24.5

2.24.6

disminucién de la presion capilar pulmonar incluso
antes de la aparicion de diuresis, y por el incremento de
la capacidad de almacenamiento del lecho vascular
venoso constatado por  pletismografia  (estas
propiedades se han estudiado de forma més detallada
por via IV). La furosemida se utiliza para tratar todas
las formas de retencion hidrosalina con una respuesta
proporcional a la dosis. La furosemida ejerce una
accién antihipertensora debida a la reduccion de sodio

y a la acciébn hemodinamica.

Propiedades farmacocinéticas

Tras la administracion parenteral, la eliminacién se
realiza esencialmente por la orina. El efecto diurético
natriurético se observa a partir de los 5 minutos
posteriores a la administracion intravenosa. La
semivida de eliminacion media es de una hora,
aproximadamente. Esta semivida es mayor en los
bebés prematuros. La eliminacién digestiva (biliar) es
mayor en caso de insuficiencia renal. Por esto, no se
produce acumulacion del producto. La furosemida se

excreta en la leche materna.

Contraindicaciones:

Este medicamento no debe administrarse en caso de:
Insuficiencia renal aguda funcional.

Encefalopatia hepatica.

Alergia a las sulfamidas.
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Obstruccion en las vias urinarias en caso de oliguria.
Hipovolemia o deshidratacion.
Lactancia.

En pacientes sometidos a hemodidlisis y con
insuficiencia renal grave, serd necesario eliminar la
hepatitis en evolucion y la insuficiencia hepatocelular
grave, ya que debido a la insuficiencia renal asociada la
eliminacién se realiza por via biliar, por lo que existe
riesgo de acumulacion. En general, no se recomienda
el uso de este medicamento durante el embarazo ni

tampoco en asociacion con litio o sultoprida.

2.2.4.7 Advertencias:

La toma accidental de furosemida puede conllevar
hipovolemia con deshidratacion. En pacientes con
insuficiencia hepatocelular, el tratamiento debera
administrarse con prudencia bajo control
hidroelectrolitico  estricto dado el riesgo de
encefalopatia hepatica. Si se produjera, el tratamiento
debera interrumpirse inmediatamente. El incremento
hipertensivo que suele acompafar a los accidentes
cerebrovasculares no suele constituir una indicacion
para el tratamiento antihipertensor de emergencia. La
decision debe tomarse en funcién de la presencia de
complicaciones viscerales que pongan en peligro el

prondstico vital a corto plazo.
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Interaccién con otros medicamentos y otras formas de

interaccion Asociaciones no recomendadas:

- Litio: incremento de la litemia con signos de
sobredosis, como en caso de una dieta sin sodio

(disminucién de la eliminacion urinaria de litio).

Si no es posible evitar la asociacion, sera necesario
efectuar un control estricto de la litemia y adaptar la

posologia.

- Sultoprida: incremento del riesgo de trastornos del
ritmo ventricular, en concreto torsades de pointes (la
hipopotasemia es un factor contributivo). Control

clinico, bioldgico y electrocardiogréfico.
Asociaciones que requieren precauciones de empleo:

- AINE (via sistémica), incluyendo los inhibidores
selectivos de la COX-2, el acido acetilsalicilico, etc.:
insuficiencia renal aguda en enfermos de riesgo
(ancianos o0 deshidratados) por disminucién de la
filtracion glomerular (inhibicion de las prostaglandinas
vasodilatadoras debido a los AINE).

- Hipopotasemiantes: amfotericina B (via V), gluco y
mineralocorticoesteroides (via sistémica),
tetracosactida, laxantes estimulantes: incremento del

riesgo de hipopotasemia (efecto aditivo).

- Digitalicos: hipopotasemia que favorece los efectos
toxicos de los digitalicos.

- Diuréticos ahorradores de potasio (amilorida,
canreonato de potasio, espironolactona, triamtereno): la

asociacion racional, util en determinados pacientes, no
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excluye la apariciébn de hipopotasemia o, en particular
en pacientes con insuficiencia renal y diabéticos, la

hiperpotasemia.

- Aminoglucésidos (via parenteral): incremento de los
riesgos  nefrotoxicos y  ototoxicos de  los
aminoglucésidos  (insuficiencia  renal  funcional
relacionada con la deshidratacion provocada por el
diurético). La asociacidon se permite bajo control del
estado de hidratacion y de las funciones renales y
cocleovestibulares 'y, llegado el caso, de las

concentraciones plasmaticas del aminoglucésido.

- Fenitoina: disminucion del efecto diurético que puede
alcanzar el 50%. Es posible utilizar dosis superiores de

diurético.
- Carbamazepina: riesgo de hiponatremia sintoméatica

- Inhibidores de la enzima conversora de angiotensina
(IECA), antagonistas de la angiotensina IlI: riesgo de
hipotension arterial extrema o insuficiencia renal aguda
por el inicio del tratamiento con un IECA o un inhibidor
de la angiotensina Il, en caso de deshidratacién

isotdnica preexistente.

- Metformina: acidosis lactica debida a la metformina
desencadenada por una posible insuficiencia renal
funcional relacionada con los diuréticos y, mas
concretamente, los diuréticos de asa. No utilizar
metformina si la creatininemiaes superior a 15 mg/litro
(135 pmol/llitro) en hombres y 12 mg/litro (110

pmol/litro) en mujeres.
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- Medios de contraste yodados: en caso de
deshidratacion provocada por diuréticos aumenta el
riesgo de insuficiencia renal aguda, en particular al
utilizar dosis importantes de medios de contraste
yodados.

- Baclofeno: incremento del efecto antihipertensor.
Control de la presion arterial y adaptacién posoldgica

del antihipertensor si es necesario.
Asociaciones a tener en cuenta:

- Corticoesteroides, tetracosactida (via sistémica)
(salvo hidrocortisona empleada como tratamiento
sustitutivo en la enfermedad de Addison): reduccion del
efecto antihipertensor (retencion hidrosalina de los

corticoesteroides).

- Neurolépticos, antidepresivos imipraminicos
(triciclicos): Incremento del efecto antihipertensor y el

riesgo de hipotension ortostéatica (efecto aditivo).
- Amifostina: Incremento del efecto antihipertensor.

- Calcio (sales de): Riesgo de hipercalcemia por la

disminucion de la eliminacion urinaria del calcio.

- Ciclosporina: Riesgo de incremento de la
creatininemia sin modificacién de las concentraciones
plasmaticas de ciclosporina, incluso en ausencia de

deshidratacion isoténica.
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2.2.4.8 Embarazo y lactancia:

Los estudios efectuados en animales han puesto de
manifiesto un efecto  teratégeno. - En clinica, no se
dispone de datos lo bastante pertinentes para evaluar
una posible malformacion o fetotoxicidad de la
furosemida al administrarla durante el embarazo. Por
regla general, la furosemida no debe administrarse en
mujeres embarazadas y no debe recetarse nunca en
casos de edema fisiolégico del embarazo (que, por lo
tanto, no requieren tratamiento). En efecto, los
diuréticos pueden provocar isquemia fetoplacentaria,
con riesgo de hipotrofia fetal. No obstante, los
diuréticos (en forma oral) siguen siendo un elemento
esencial del tratamiento de los edemas de origen

cardiaco, hepatico y renal en embarazadas.

Lactancia: La furosemida se excreta en la leche
materna. Los diuréticos de asa reducen la secrecion
lactica y la lactancia se inhibe a partir de una dosis
unica de 40 mg. Por consiguiente, el uso de este
medicamento estd contraindicado en mujeres en

periodo de lactancia.
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2.2.4.9 Reacciones adversas:

Ocasionalmente, durante el tratamiento puede
producirse un incremento discreto de la uricemia (del
orden de 10 a 30 mg/l), y de forma excepcional un
ataque de gota. A veces se observa un incremento de
la glucemia, con frecuencia durante la administracion
corta e intensa sobre todo por via intravenosa. Solo se
han descrito casos excepcionales de disminucion de la
tolerancia a la glucosa. Es posible observar
alteraciones hidroelectroliticas en relacion con la
actividad del producto: deshidratacion, hiperazotemia,
hiponatremia, hipovolemia acompafiada de hipotension
ortostatica que justifica la suspension del medicamento
o la reduccion de la posologia. La asociacion a una
dieta sin sodio demasiado estricta favorece estas

alteraciones.

Es posible observar algunas hipopotasemias asociadas
0 no a alcalosis metabdlica. Suelen ser mas frecuentes
al utilizar dosis altas o en pacientes cirréticos,
desnutridos o con insuficiencia cardiaca. Estas
hipopotasemias pueden ser especialmente graves en
pacientes con insuficiencia cardiaca y, por otro lado,
pueden comportar trastornos graves del ritmo, en
particular torsades de pointes (potencialmente
mortales), sobre todo en asociacion con antiarritmicos
del grupo de la quinidina. Se han observado algunos
casos infrecuentes de calcificaciones renales asociadas
a hipercalciuria en bebés muy prematuros tratados con
dosis altas de furosemida inyectable, en caso de
cardiopatia congénita con insuficiencia cardiaca. En

caso de insuficiencia hepatocelular, existe la posibilidad
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de desencadenamiento de encefalopatia hepética. Se
han constatado algunos casos infrecuentes de
reacciones cutdneas ocasionalmente ampollares,
dolores lumbares, leucocitopenias y trombocitopenias.
Posibilidad de trastornos digestivos. La administracion
de dosis muy altas de furosemida inyectable, en
particular cuando no se ha observado la velocidad de
inyeccion recomendada (de 4 a 6 minutos para la
inyeccion IV directa 0 4 mg por minuto para la infusion),
puede provocar reducciones transitorias de la agudeza
auditiva y, en asociacién con un antibiético del grupo de
los aminoglucosidos, ototdxicos, se han observado
algunos casos infrecuentes de afectaciones definitivas

de forma excepcional.

2.2.5 Las Bacterias Gram Negativas

La pared celular es la capa rigida que da forma a la bacteria y
que cubre la membrana citoplasmaética, protegiéndola de la lisis

osmotica y de sustancias toxicas.

La tincion Gram el cristal violeta actia como tincion primaria
uniéndose a la pared celular bacteriana después de un
tratamiento con una solucién yodo-yodurada que sirve como
mordiente para union del colorante. Debido a la naturaleza de
su pared celular, las bacterias Gram positivas tienen la
habilidad de retener el cristal violeta aun después de
decoloracién con solucién organica (alcohol- acetona) viéndose

azul-violeta al microscopio.
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Las bacterias Gram negativas pierden la tinciébn del cristal
violeta al decolorarse debido al alto contenido lipidico de su
pared celular y posteriormente captan la coloracion de la
safranina viéndose rojas al microscopio. Otro grupo de
bacterias al cual pertenecen las micobacterias son
denominadas bacterias alcohol-acido resistente, estan
cubiertas de un grueso material céreo que resiste la tincion
pero una vez tefiidas con carbolfucsina resisten la decoloracion

con solventes organicos fuertes como alcohol - acido.(7)

La diferencia estructural entre las bacterias Gram positivas y
Gram negativas se puso de manifiesto con el desarrollo del
microscopio O6ptico de transmision: la pared celular Gram
positiva esta formada por una Unica capa homogénea de 20 a
80nm de espesor (figura 4), por el contrario, la pared de la
célula Gram negativa es bastante compleja pues posee una
capa de peptidoglicano de 2 a 7 nm de grosor rodeada por

Espacio Periplasmico Peptidoglucano

Membrana plasmatica una membrana externa de 7 a 8nm), se
observa ademas un espacio entre la membrana plasmatica y la
membrana externa denominado espacio periplasmico que es
mas pequefo en las bacterias Gram positivas. (6) La estructura
de la pared celular de las bacterias Gram negativas hacen que
se decoloren y tomen el color de la safranina viéndose rosadas
al microscopio. Las bacterias Gram negativas presentan una
pared celular mucho mas compleja y en ella una sustancia
lipopolisacérida: la endotoxina bacteriana que es un
componente téxico de gran importancia en la industria de

productos parenterales.
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Figura N°-2: Dibujo de las diferencias entre las envolturas

celulares de las bacterias Gram positivas y Gram negativa.

GRAM POSITIVA GRAM NEGATIVA

Peptidoglican ¢, Teicaico Lipopolisacarido

{Mureina)

MEMBRANA

PARED
EXTERNA

CELULAR

ESPACIO
PERIPLASMICO

MEMBRANA Pepticaglicar—
CITOPLASWICA  MMureina)  CXOCH

HEMBRANA
CITOPLASIACA

ac. Lipoteicoico

Fuente: http://es.slideshare.net/TraviesoCarmesi/1-

generalidades-de-bacterias

2.2.6 Los componentes de la pared celular de las BGN son:

1. Capa de peptidoglicano: da forma a la bacteria y previene de

lisis osmética.

2. Membrana externa : estructura de bicapa lipidica exclusiva

de las bacterias Gram negativas que se encuentra en la
superficie externa de la bacteria, compuesta de fosfolipidos,
lipoproteinas, lipopolisacaridos (LPS) y diversas proteinas,
como las purinas o canales proteicos. Los LPS de la
membrana externa son Unicos y especificos de las bacterias
Gram negativas, y son las responsables de las propiedades
biolbgicas.

3. Espacio periplasmico - Periplasma: Se encuentra entre la

membrana externa y la membrana citoplasmatica. Contiene al
periplasma que es un material gelatinoso, contiene enzimas

importantes para la nutricion en estas bacterias (3).
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2.2.7 Historia de las endotoxinas

La historia de las endotoxinas bacterianas se remonta al siglo
pasado. En 1892, Richard Pleiffer, descubri6 que el Vibrio
cholerae, microorganismo causante del colera, sintetizaba una
sustancia resistencia al calor, que solo se liberaba al exterior

cuando este se desintegraba.

Por ser una toxina que pertenece al interior de la bacteria la
denomino “endotoxina”, término que es inexacto puesto que las
endotoxinas residen en la superficie de la bacteria y no en su

interior.

Simultaneamente los estudios de Centanni condujeron a la
obtencibn de una toxina termoestable a partir de
Salmonelltyphi, a la cual determino “pirotoxina”. La endotoxina
de Pleiffer y la pirotoxina de Centanni resultaron basicamente

idénticas.

En la década de los treintas, Boivin y Co, trabajando con
extractos relativamente impuros, coincidieron en que la
endotoxina termoestable de todas las bacterias gram negativas
estudiadas contienen en su estructura un polisacarido, un lipido
y una proteina, elucidando asi una aproximacién a la

composicion real de la endotoxinas.

Continuando estas investiganciones, Wesphal y Luderitz
desarrollaron una técnica que permiti6 obtener a partir de
bacterias gran cantidad de extracto toxico, muy puro,
constituido por un lipido y un polisacérido junto con fosforo.
Este resultado indico que las moléculas debian ser
practicamente idénticas desde el punto de vista quimico. A
partir de entonces el termino pirotoxinas cay6 en desuso y se
empled instantaneamente el de endotoxinas o]
lipopolisacaridos. Ademas contribuyeron a demostrar que todas
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las bacterias gram negativas producen endotoxinas. Segun
Morrison (1992).

A medida que progresaban los trabajos estructurales se
acumulaban las pruebas que apoyaban las pruebas de un
lipido A responsable, a la vez de las alteraciones producidas
por las endotoxinas, asi como el refuerzo de la inmunidad.
Quedo de esta manera demostrado que la cadena polisacarida
(antigeno o/y nucleo) no era necesaria para la toxicidad ni la

induccién de la fiebre. Segun Mills (1976).

En 1983, Zohrinerg y Col, descifraron la estructura
complementa del lipido A de E. coli. Simultaneamente un grupo
de investigadores de la universidad de Wisconsin determinaron
la organizacion estructural del lipido A en la Salmonella
typhimurium resultando ser idéntico al de la E. coli. Kusumoto y
Col en 1984 sintetizaron quimicamente el lipido A de E. coli.
Demostraron poseer las mismas propiedades del lipido A

natural.

2.2.8 Pirégenos:

Endotoxinas bacterianas La palabra pirébgeno se deriva de los
vocablos: piro = fuego y gen = origen. Las primeras
observaciones de reacciones pirogénicas datan de 1911 por
Wechbelman quien describi6 ocasionales aumentos de
temperatura y escalofrios en pacientes a quienes les
administraba  Arsfenamia  por inyecciébn intravenosa.
Posteriormente Hart y Peridolf comprobaron que la inyeccion
de agua destilada en un aparato de vidrio no producia fiebre si
se administraba recién destilada. En 1923 Sieber evidencié que
las fiebres descritas por Wechbelman se originaban por
presencia de sustancias de origen bacteriano, dando el nombre
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de pirégenos, estableciendo que dichas sustancias podian ser
bacterias muertas, intactas o desintegradas o generalmente
productos del metabolismo bacteriano. Sus experiencias le

condujeron a desarrollar la prueba de pirébgenos en conejos. (4)

Las bacterias Gram positivas, mico bacterias, hongos e incluso
virus pueden producir sustancias pirogénicas, sin embargo los
pirogenos producidos por las bacterias Gram negativas, las
—Endotoxinasll poseen actividad pirogénica mayor que la de
cualquier otra sustancia, es por ello que se ha generalizado
que la ausencia de endotoxinas en un inyectable, indica

ausencia de compuestos pirogénicos en general.

Las endotoxinas  bacterianas son  complejos  de
lipopolisacéaridos (LPS) de alto peso molecular que constituyen
el principal componente de la pared celular de las bacterias
Gram negativas patdégenas o no patdégenas tales como E. Coli,

Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophillus y otros.

Las células viables producen pequefias cantidades de
endotoxinas durante su vida, pequefas cantidades pueden ser
liberadas en forma soluble especialmente por los cultivos
jovenes, sin embargo la mayor cantidad tiene lugar después de
la muerte vy lisis de la célula bacteriana. (2) Durante casi 100
afios, el término endotoxina ha descrito una toxina
termoestable, pirdgena y potencialmente letal de las bacterias
Gramnegativas que se habia constituido en una plaga para la
Industria farmaceéutica pues la administracion de farmacos
contaminados con éstas producia complicaciones e incluso la

muerte de los pacientes. (2)(4)
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Figura N°3: Estructura quimica de la pared celular de la
bacteria Gram negativo, se aprecia el complejo lipopolisacarido

LPS y sus partes.
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citoplasmatica

Fosfolipidos

Fuente: Dibujado por J. Solis a partir de “The Grapes of Staph” A
Microbiology Lab Manual
http://www.cat.cc.md.us/courses/biol230labmanua 1999 Gary E.
Kaiser, Acceso 15-11-03

2.2.9 Regiones de las Endotoxinas Bacterianas:

Las endotoxinas tienen tres regiones denominadas como |, Il y
1.

Reqion I: El lipido A es el componente lipidico, es la regién
hidrofébica del LPS, consiste en un disacarido de N-
acetilglucosamina (NAG) fosforilada con 6 a 7 acidos grasos
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saturados. La estructura del lipido A es muy similar entre las

bacterias Gramnegativas.

Reqion 1I: Se encuentra unida a la posicion 6 de un NAG. El
antigeno R consiste en una corta cadena de azlcares. Se
consideran 2 subregiones: La fraccion del ndcleo interno: Se
encuentran 2 carbohidratos tipicos de las bacterias
Gramnegativas: el acido 2-ceto-3-deoxioctonoico (KDO) y L-
glicero-D-manoheptosa. EI KDO es Unico y siempre presente

en LPS y constituye un indicador de endotoxinas.

La fraccion del nucleo externo: Esta constituido a base de
hexosas (glucosa, galactosa), NAG, y a veces algunas hexosas
mas raras. Con algunas variaciones ligeras, el polisacéarido es
comun en todos los miembros de las bacterias del género
Salmonella, pero es estructuralmente diferente en otros
géneros de bacterias Gramnegativas. Los géneros de
Salmonella, Shigella y Escherichia tienen su parte polisacéarida

similar pero no idéntica.

Reqién lll: Se encuentra unido al polisacarido R. Consiste en
subunidades repetidas de oligosacaridos de 3 a 4 azucares.
Las cadenas individuales varian en longitud hasta mas de 40
unidades repetidas. El polisacarido es méas grande que el
nucleo polisacarido y mantiene el dominio hidrofilico del LPS,

es el principal determinante antigénico de la pared celular. (6)

Con la finalidad de protegerse de una infeccion, la primera
medida de nuestro organismo es detectar la presencia de
microorganismos extrafios, reconociendo moléculas no
asociadas a células humanas. Estas moléculas infecciosas se
unen a un receptor promoviendo la liberacién de proteinas de
defensa denominadas citoquinas. Este principio también se

aplica en las endotoxinas. La secuencia de la reaccion
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pirogénica (Ver figura N° 3) es la siguiente: El lipopolisacéarido
(LPS) es liberado de la membrana externa de su pared celular
por lisis de la bacteria (el LPS puede encontrarse por ejemplo
en un producto inyectable contaminado y llega al torrente
sanguineo durante la administracién); se une a una proteina de
union al LPS, formandose un complejo —LPS-Proteina de
unionll, este complejo viaja a través de la sangre y se une al
receptor CD14 ubicado en la superficie de los macrofagos;
(este es el mecanismo normal de defensa por el cual el
organismo reconoce que hay invasion por bacterias). Los
macrofagos se activan liberando moléculas de defensa, las
citoquinas. Las citoquinas se unen a sus receptores en células
especificas produciéndose mediadores inmunolégicos de
defensa innatos como, fiebre, inflamacién, fagocitosis. Si se
liberasen gran cantidad de citoquinas, se produciria dafio a
nivel de vasos sanguineos, disfuncion respiratoria, destruccion

de tejidos, hipotension, shock y muerte.

2.2.10 Mecanismo de la fiebre

El LPS posee escasa bioactividad directa, pero es una sefal
molecular que induce a los macréfagos para que produzcan
pirbgenos endbégenos los cuales a su vez inducen la
produccion de mediadores como las prostaglandinas que
actuan directamente sobre los centros de control de
temperatura del cerebro. Estos pirégenos endogenos incluyen:
IL -1 (Interleucina 1), TNF - a (Factor de necrosis tumoral alfa),
IL — 6, etc. Las tres primeras citokinas inducen fiebre a través
de la induccién de sintesis de prostaglandinas (PG- E2) las
cuales actuan en forma directa sobre los centros de fiebre en el
hipotalamo. Las prostaglandinas también causan aumento de
la permeabilidad vascular.(2)

46



2.2.11 Toxinas bacterianas

Existen dos tipos de toxinas bacterianas: las exotoxinas y las
endotoxinas. El termino endotoxinas se emplea para describir
las actividades toxicas que se relacionan con componentes de
la cubierta bacteriana. Suele referirse a las actividades de la
parte del lipido A en el Lipopolisacarido (LPS) de bacterias
Gram negativas. Las endotoxinas llevan el sufijo —endoll
porque forman parte de la estructura de la bacteria, mientras
que a las exotoxinas se les antepone —exoll porque son
productos bacterianos no estructurales que se liberan al
ambiente. Las exotoxinas son proteinas (a menudo enzimas)
solubles, termolabiles que el microorganismo patdgeno libera
en su microambiente durante su crecimiento. Son sintetizados
por agentes patdgenos especificos que poseen plasmidos o
profagos que transportan los genes codificadores de la
exotoxina, son proteinas termolabiles que se inactivan entre los
60 y 80° C son tbxicas en dosis pequefias (ug/g por ejemplo
con la toxina del botulismo), estimulan la produccién de
anticuerpos (antitoxinas), son incapaces de producir fiebre y se
clasifican como neurotoxinas, citoxinas o enterotoxinas segun
su mecanismo de accién. (6) Las endotoxinas estan presentes
en la pared externa de las bacterias Gram negativas. Se
denominan asi porque estan ligadas a la bacteria y se liberan
cuando el microorganismo es destruido, parte de las
endotoxinas también se liberan durante la multiplicacion
bacteriana. Son termoestables, tdxicas en dosis elevadas, por
lo general las endotoxinas se liberan en forma de burbujas de
membrana externa, fuertemente impregnadas con LPS; estas
burbujas activan los complementos a través de la via alterna y
conducen a la formacién de interleucina |, factor de necrosis

tumoral, factor activador de plaquetas, Oxido nitrico y otras
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moléculas efectoras que causan la fiebre, la trombosis y la

hipotension caracteristicas de la sepsis.

2.2.12 PRUEBA DE ENDOTOXINA BACTERIANA

Durante la elaboracién de productos inyectables hay que tomar
todas las medidas concebibles para evitar la contaminacion
pirogénica, asi como disponer de un ensayo confiable de
control en el producto terminado. En los Ultimos afios, los
principales organismos reguladores de productos
farmacéuticos (Farmacopeas) exigen cada vez mas en sus
monografias la aplicacién del método del lisado de amebocitos
de Limulus (LAL) para la liberacion de pirdgenos en productos
terminados parenterales. El andlisis de pirégenos constituye
uno de los principales ensayos en el control de calidad de la
fabricacion de inyectables por su repercusion en la salud
humana, puesto que la presencia y administracion de los
mismos, es capaz de provocar una serie de respuestas
fisiologicas, en su mayoria de caracter perjudicial y en casos
extremos, la muerte del paciente. Por las razones anteriores,
existe un creciente interés en el conocimiento y dominio de
estos métodos. Por mas de 40 afos el ensayo de pir6genos
mediante la determinacion de la respuesta febril en conejos,
permanecié practicamente invariable y su efectividad fue
escasamente cuestionada. En la actualidad, para la aprobacion
y comercializacion de gran parte de los productos
farmacéuticos y biotecnoldgicos disefiados para ser
administrados por via parenteral, las principales instituciones
reguladoras internacionales exigen el control de pirdgenos por
el método del lisado de amebocitos de Limulus (LAL). EI LAL
es un método in vitro que detecta con alta sensibilidad la
presencia de endotoxinas bacterianas. (7)
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La prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL), cuando
es utilizada de acuerdo a las directivas de la Administracion de
Alimentos y Drogas (FDA, Food and Drug Administration) de
los Estados Unidos, (21) puede reemplazar la prueba de
pirégenos (prueba de fiebre de conejos) de la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP), para el control de producto
terminado de —drogas inyectables para uso humano
(incluyendo productos biolégicos), drogas inyectables para uso
animal vy dispositivos médicosll. La prueba oficial a la que se
hace referencia en monografias especificas de la USP es la
Prueba de Endotoxinas Bacterianas de la USP (USP
Bacterial Endotoxins Test) (11) Ante las disposiciones de las
Farmacopeas e Instituciones Reguladoras Internacionales, el
ensayo del LAL gana cada vez mas el interés de la Industria
Farmacéutica y Biotecnolégica nacional. Teniendo en cuenta
ademas el notable desarrollo que ha alcanzado el método y su
importancia para el cumplimiento de las Buenas Préacticas en el
proceso de fabricacion de inyectables, se presenta a

continuacion parte de su historia y el desarrollo de la prueba.

2.2.13 Historia reactivo LAL

La historia del descubrimiento del reactivo LAL comienza en
1956, cuando el doctor Frederick B. Bang reporta la muerte por
coagulacion intravascular en el cangrejo herradura americano
Limuluspolyphemus. Bang, junto a Jack Levin, revela en 1964
que las endotoxinas son el vector causante de la coagulacion
de la hemolinfa del Limulus. Cuatro afios mas tarde, estos
investigadores comprueban que los elementos responsables de
la coagulacion inducida por endotoxinas son de naturaleza
enzimética, y se encuentran dentro de los amebocitos, Unico
tipo de células presentes en la hemolinfa azul de los cangrejos
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herraduras. Por lo tanto, el reactivo LAL es un extracto acuoso
de los amebocitos, compuesto por una cascada de enzimas
serino proteasas tipo tripsina capaz de reaccionar frente a
pequefias cantidades de endotoxinas. La bioquimica de la
reaccion del LAL se conoce en detalle y el mecanismo en
cascada parece ser el responsable de su extraordinaria
sensibilidad. (2)

El Limulus habita en algunos puntos de la costa del Atlantico de
los Estados Unidos hasta el Golfo de México, existen otras 3
especies de cangrejos herraduras oriundos del continente
asiatico: el Tachypleustridentatus, el Carcinos

corpiusrotundicauda y el Tachypleus gigas.

Estos animales son artropodos marinos muy conocidos por su
récord fosil debido a que evolucionaron muy poco en los
ltimos 300 millones de afios.

Las células sanguineas circulantes (amebocitos) del sistema
circulatorio [hemolinfa] presentes en ciertas especies de
Limulidos, en especial el cangrejo bayoneta
(Lymuluspolyphemus) y el cangrejo japonés
(Tachypleiustridentatusspp.) contienen granulos de proteina
que se gelifica en la presencia de endotoxina de muchas

especies de Gram negativos.

El hemocito granular o amebocito es la principal célula
circulante en el cangrejo adulto. Se caracteriza por contener
granulos grandes y pequefios: los granulos mayores contienen
4 factores de coagulacion y un factor antimicrobiano (factor anti
LPS), se liberan mas rapidamente que los pequefios, ambas
poblaciones se liberan por exocitosis y coagulacién, con un
lapso de aproximadamente de 90 seg. El mecanismo de
reaccion se basa en enzimas con actividad de proteasas de
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serina en forma de zimégenos (factores C, B, una enzima
procoagulante, y el coagulégeno). Esta reaccion ha sido
empleada como la base de un ensayo -cualitativo o
semicuantitativo para endotoxina, siendo el reactante la
proteina obtenida de los amebocitos lisados de Lymulus,
ensayo conocido como Lisado de Amebocito de Limulus (LAL).
El objetivo final de este ensayo es la deteccion de la
gelificacion de la proteina después de ser incubada con
endotoxina bajo ciertas condiciones.

Figura N°4: Imagen del cangrejo de la herradura.

Fuente:http://zeppelindreams.com/zepshop/es/criaturas-
increibles/305-cangrejo-de-herradura-0095866261405.html

2.2.13.1 Principios Biolégicos.

El sistema de coagulacién de Lymuluspolyphemus esta
contenido en los amebocitos, y las proteinas derivadas
de los amebocitos lisados se coagulan en presencia de
la endotoxina, siendo la ruta de esta reaccion
dependiente de la concentracion de endotoxina. Bang y
Levine fueron los primeros en sugerir que la gelacion
inducida por endotoxina era mediada enzimaticamente.
El mecanismo de reaccion se cree que implica la

activacion de una enzima procoagulante por Ca 2+ y
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2.2.13.2.

endotoxina. Esta enzima activada cataliza la ruptura
hidrolitica de una proteina coagulable [coagul6geno] a
subunidades polipeptidicas. La naturaleza quimica del
coagulégeno ha sido estudiada en las dos especies de
limalidos descritos: en el cangrejo bayoneta, el
coagulégeno es un polipéptido de 235 residuos de
aminoéacidos. La coagulacion ocurre por clivaje en el
aminoacido 45 a partir del carboxilo terminal,
resultando en la liberacién de un péptido C soluble, y
un residuo insoluble de 170 aminoacidos. Este péptido
insoluble de 170 residuos se denomina coagulina, y es
el responsable de la polimerizacién para formar un
coagulo estable. ElI mecanismo por el cual el
coaguldégeno es clivado por la enzima procoagulante se
cree que es similar al de la tripsina, una hidrolasa de
serina, o al de la activacion de protrombina para formar

trombina. (2)
Bioguimica LAL- Endotoxina:

Reaccion de Coagulacion En presencia de
endotoxinas, el reactivo LAL produce una cascada de
reacciones enzimaticas conocida como la Via del
Factor C que se compone de tres zimbégenos serina
proteasas intracelulares: Factor C, Factor B y una
enzima pro-coagulante que actian sobre el
coagulégeno (proteina coagulable de los invertebrados
similar al fibrinbgeno) El factor C es un biosensor que
detecta las endotoxinas iniciando la cascada de
reacciones con su activacion autocatalitica, al contacto
con endotoxinas, el factor C se activa; este hidroliza y
activa al factor B. El factor B activa a la enzima pro-

coagulante (enzima de coagulacion inactiva), la cual en
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presencia de cationes divalentes (Ca ++ / Mg ++) (18)
se convierte en la enzima coagulante (enzima de
coagulacion activada). La enzima coagulante se une al
sitio especifico del coagulégeno (sustrato) y produce un
gel de coagulina. (Ver figuras N°5 y N°6). La pared
celular de hongos y levaduras contienen diversos
polimeros que incluyen celulosa, quitina, mananos y
(1,3) beta glucanos. Se conoce que existe otra reaccion
de coagulacion conocida como la Via de Factor G, por
la cual los (1,3) beta glucanos de la superficie de
algunos hongos activan el factor G que convierte la
enzima procoagulante en enzima coagulante y actla

sobre el coaguldégeno produciendo coagulina.

Figura N°5: Representacion de la cascada de
reacciones que  experimenta el reactivo LAL en

presencia de endotoxinas
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- et
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Sustrato / ") Proteing
coaguldgena cooguling
[gelficacian]

Modelo Lenin 1979. Tomado de "LAL Methods and

applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999.
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Figura N°6: Representacion de la cascada de
reacciones que experimenta el reactivo LAL en

presencia de endotoxinas.
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Fuente: Modelo Nakamura 1983 Tomado de "LAL
Methods and applications”, Associates of Cape Cod
Inc, 1999.

2.2.13.3. Métodos del LAL

Existen 3 variaciones basicas del ensayo del LAL en el
mercado: método de gelificacibn o gel-clot,
turbidimétricos y cromogénicos. Cada fabricante de
reactivos describe su propia metodologia, pero en
general la diferencia entre los protocolos es pequefa.
La correlacion entre los métodos se basa en comparar
la menor dilucion de un producto dado a la cual se

elimina la interferencia.
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LAL significa Limulus amebocyte lysate que describe
al reactivo: Limulus es el nombre cientifico del cangrejo
de la herradura, amebocyte (amebocito) es la célula
sanguinea que contiene la sustancia que produce
coagulacion y lysate (lisado) describe el proceso de
lisis al que es sometida dicha célula sanguinea para la
obtencién del reactivo. Para la elaboracion del reactivo
LAL, los cangrejos son colectados del mar vy
transportados al laboratorio donde son desangrados
por puncién en el corazén con una aguja larga; la
sangre o hemolinfa conteniendo los amebocitos se
colecta por gravedad en una botella de centrifuga.
Puede colectarse el 30% de su sangre sin afectar al
animal que es luego devuelto al mar. (7) En general,
existe una correlacion moderada entre los métodos
cuando el reactivo LAL es producido por el mismo
fabricante e incluso mejor si es del mismo lote,
mientras que puede ser muy diferente hasta para el
mismo método cuando el reactivo se produce por
distintos fabricantes. Es por esto que uno de los
aspectos criticos es la validacion del ensayo, con lo
cual se garantiza independientemente del método o
lote que a una dilucién determinada del producto no
existan interferencias y por lo tanto, sea confiable la
cuantificacion de endotoxinas en dicha muestra. Aun
subsisten confusiones con respecto a la validacion del
método, hay que puntualizar que lo que se valida es la
muestra o su dilucion, no se trata, por ejemplo, de
realizar ensayos de linealidad, exactitud o precision
como se describe para la mayoria de los métodos
analiticos. La validacion del LAL se presenta en detalle
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en la guia de la FDA, la cual se toma de referencia para

el desarrollo de la presente.

Método de gelificacion o gel-clot. El método de gel-clot
es el ensayo clasico y el mas elemental entre los
métodos del LAL. La reaccion desarrollada en el tubo
de ensayo es esencialmente la misma que ocurre in
vivo en la hemolinfa del cangrejo herradura frente a las
endotoxinas. Es el ensayo menos susceptible a
inhibicion y requiere de un equipamiento mas sencillo y
menos costoso. La presencia de endotoxinas es
determinada por la formacion de un gel o coagulo
insoluble. Se puede desarrollar de forma cuantitativa o
semicuantitativa (ensayo limite). Produce resultados
binarios, positivo (+) o negativo (-). Un tubo es positivo
cuando el gel permanece intacto después de que se
invierte cuidadosamente un angulo de 180 °, cualquier
otra condicion es interpretada como negativa. El
alcance del método esta limitado uUnicamente por la
sensibilidad del lisado. El mercado oferta reactivos para
gel-clot con sensibilidades de 0,03; 0,06 y 0,12 UE/mL
(unidades de endotoxinas por mililitro). Con este
método no se podran cuantificar endotoxinas por
debajo del nivel (sensibilidad) al cual se forma un gel
sélido. (16)
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2.2.13.4 Interferencias en el ensayo LAL

La reaccion LAL se ve interferida frecuentemente por la
muestra que estd siendo ensayada y puede ser

causada por diferentes factores.
Hay tres clases de interferencias:

Inhibicion: es el tipo de interferencia mas comun y se

reconoce pr una disminucion de la sensibilidad del LAL.

Todo producto debe ser ensayado previamente para
verificar la ausencia de inhibicién, ya que esta puede

llevar a resultados falsos positivos.

La inhibicion se presenta cuando las muestras a
ensayar interfieren con la reaccion de LAL. La

interferencia puede ser causada por varios factores:

El pH de la dilucion debe estar entre 6 y 8, y el del LAL
debe estar entre 5.5 y 8.5. aunque el reactivo del LAL
posee cierta capacidad bufferizante, la mezcla del
producto-reactivo puede resultar critico. Segun Werner
(1998) y Cooper (1998).

Las proteinas que tengan la capacidad de unirse a la
endotoxina. Las proteasas pueden desnaturalizar las
proteinas de la cascada enzimatica. El calentamiento
puede desnaturalizar las proteinas por lo que si este es
adecuado puede permitir que las endotoxinas sean

detectadas.

Los agentes Quelantes que desnaturalizan las
proteinas como alcoholes y fenoles, los cuales pueden
ser eliminados por evaporacion o calentamiento

adecuado. Estos no deben ser eliminados a sequedad
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porque pueden afectar a las endotoxinas. Los agentes
Quelantes como EDTA enlazan los cationes divalentes

causando inhibicion.

Las sustancias inmiscibles con el reactivo LAL también
puede ser otra causa de inhibicion. Los cationes
divalentes pueden causar inhibicion, pues neutralizar
carga negativa de endotoxina, incrementan agregacion
disminuyendo actividad potencia. Sal excesiva puede
inhibir la reaccién. Los tubos con restos de NaOH
causan interferencia y como resultado una inhibicién

en la formacion del gel. Segun Prior (1990).

2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

- AGUA APIROGENADA: agua altamente purificada, ausente de
endotoxinas detectable en la técnica del LAL.

- CONTROL DE ENDOTOXINA ESTANDAR (CSE): Endotoxina
purificada de E. coli la cual es estandarizada contra una
endotoxina estandar de referencia (RSE) el CSE es
suministrado por el proveedor del LAL.

- DROGA PARENTERAL: Se refiere a drogas que son dadas
intravenosamente, las drogas parenterales son clasificadas en
grandes volimenes o pequefios volumenes, dependiendo en
cuanto se le suministra al paciente, en una hora. Todas las
drogas requieren testng de endotoxina.

- ENDOTOXINA: Molécula toxica derivada de la membrana
celular exterior de las bacterias gram negativas. La endotoxina
es una molécula compleja de polisacéarido, lipido A y otros
componentes de la pared celular. Es llamada pir6geno debido a
que induce fiebre.
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ENDOTOXINA ESTANDAR DE REFERENCIA: es la
endotoxina estandar de referencia de la farmacopea de los
Estados Unidos USP, es también conocida como EC-6. Es un
liofilizado de una endotoxina derivada de E. Coli que es
mantenida por la USP.

FALSOS NEGAIVOS: ocurre cuando la reaccion de
endotoxinas y LAL es inhibida por diversos factores como pH,
cationes divalentes, agentes quelantes y residuos de NaOH en
el material de vidrio.

FALSOS POSITIVOS: ocurre cuando el LAL reacciona con una
sustancia que no es endotoxina. Ej.: Glucanos.

FDA: Administracién de vigilancia de drogas y alimentos de los
estados unidos, que regula los productos del LAL y los estudia
a través del centro para la evaluacion bilégica e investigacion.
INHIBICION: Condicion donde la muestra en el test LAL
disminuye la sensibilidad al LAL de controles de interferencia.
INTERFERENCIA: algun tipo de desencadenamiento quimico
o fisico o condicién de inhibicion, el cual altera la recuperacion
de endotoxina en una muestra. La inhibicion.

LAMBDA (A): Simbolo para la sensibilidad del LAL dado en
UE/ml, para el ensayo del gel-clot.

LIMITE DE ENDOTOXINAS: es el maximo aumento de
endotoxinas permitido en un producto parenteral o aparato
médico. Los limites son especificos para cada producto. El
limite de endotoxina dado por la FDA para farmacos es de
5UE/Kg/hr o 0.2 UE/Kg/hr para productos intratecales, el limite
para aparatos es de 0.5 UE/ml.

LISADO DE AMEBOCITO LIMULUS: Extracto acuoso de
células sanguineas circulantes (amebocitos) del cangrejo de
herradura, Limulus Polyphemus.

LIPOPOLISACARIDO (LPS): Endotoxina bacteriana purificada,

libre de proteina.
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MAXIMA DILUCION VALIDA (MDV): Calculo usado para
determinar cuando producto parenteral o materia prima puede
ser diluido y aun detectar el limite de endotoxina.

MINIMA CONCENTRACION VALIDA (MCV): Es la mas baja
concentraciéon de farmaco especifica que puede permitir la
deteccion del limite de endotoxina.

SPIKE: muestra a la cual se le ha condicionado una
concentracion de endotoxina, con titulo conocido, con el
proposito de verificar si hay interferencia por parte de la
muestra a la endotoxina, con una serie de diluciones, usando la
técnica del LAL gel-clot.

UNSPIKE: muestra a la cual se le realizan diluciones en agua
apirdgena, con el propdsito de verificar si existe algun tipo de
inhibidor o sustancia potenciadora que reacciones con el

reactivo LAL.
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CAPITULO IlI
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de Investigacion:

Basica

3.1.1 Nivel de Investigacion

Descriptivo:

Utiliza la I6gica o razonamiento deductivo, comienza con la
teoria y se derivan expresiones légicas (hipétesis) que el
investigador busca someter a prueba.

3.1.2 Método de la Investigacion

Inductivo:

Porque el proceso de investigacion va desde de lo especifico
del ensayo aplicado a un lote de ampollas de furosemida
hacia lo general como caracteristica de toda la poblacion.

El método empleado es inductivo.

Campo:
En el presente estudio se saldra a recolectara la muestra en

el hospital Guillermo Almenara Irigoyen.
3.1.3 Disefio de la Investigacion
Experimental:
Porque la presente investigacion lleva su proceso con

manipulacion de la variable ya que puede manipular de

manera intencional.
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3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion

3.2.1 Poblacion:

3.2.1.1 Delimitacion cualitativa de la poblacion:
La poblacion de la investigacién esta constituida por
todas las furosemida 20mg inyectable que se expenden

en la farmacia del hospital Guillermo Almenara Irigoyen

3.2.1.2 Delimitacién cuantitativa de la poblacion:
El tamafio de la muestra seleccionada esta
determinado por el nimero de lote de furosemida 20mg
inyectable seleccionada.

3.2.2 Muestra:

Se recolectaron 40 furosemida 20mg inyectable del lote
75HK1967 de laboratorio Sanderson.

3.2.2.1 Criterios de inclusion.
- Denominacién comercial furosemida 20mg/2ml
- Presentacion ampolla de furosemida 20mg/2mi
- Fabricacion por laboratorio Sanderson
- Pertenece al lote 75HK1967

3.2.2.2 Criterios de exclusion.
- Que no presente denominacidbn comercial
furosemida 20mg/2ml.
- Que no tenga la presentacion en ampolla.
- Que no sea fabricado por laboratorio Sanderson.
- Que no pertenezca al lote 75HK1967.
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3.3 Variables e Indicadores

VARIABLE:

VARIABLE

INDICADORES

Cuantificacion de

furosemida 20mg inyectable

Visualizacion de la coagulacion

Parametros USP 38

endotoxinas bacterianas en | Maxima dilucion

3.4 Procedimiento, Técnicas e

Datos

3.4.1 Procedimientos

Recoleccion de la muestra :

Instrumentos de Recoleccion de

Se recolecto 40 furosemidas 20mg/2ml inyectable las cuales se

utilizaron para la cuantificacon de endotoxinas.

El vial del LAL tiene 5000 UE/ vial siendo reconstituida con 5ml

obteniéndose 1000 UE/mL hasta obtener una concentracion

final de 2 A.

Tabla N°1: Sensibilidad del reactivo LAL

TUbos Concentracion del CSE (UE/mL) Confol 4
2 A 091 0.25)

1° (+) (+) (-] (] (-]

r +) (+) () (] (]

¢ (+) (+) () (-] (-]

£ (+) (+) (] (] (]
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Tabla N°2: Confirmacion de la sensibilidad del reactivo LAL

Tubo Endpaint Logantma Promedio Antilogantmao
# UE/mL Endpaint
1 0.03 -1.5228787 X =-6091515 Antilog-1. 5228787
2 0.03 -1.5228787 4
3 0.03 -1.5228787
4 0.03 -1.5228787 = -1.5228787 = 003
E=-6091515

Luego para obtener la maxima dilucion valida realizar la

siguiente ecuacion:

20 X 3.6
MDV = 2 = 1200
0.03

Se prepard un pool donde se diluyeron los inyectables de la

muestra con el fin de obtener una muestra homogénea y
representativa dentro de un beaker despirogenado se removio
y se procedié a realizar las diluciones seriaras 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048.

Figura N°7: Diluciones seriaras

I0
12 14 18 116 132 164 1128 1. 256 1:512 1:1024 1:2048

Fuente:https://compositae.files.wordpress.com/2013/10/manu

aldepracticas.pdf
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Procedimiento general de preparacion de tubos

El procedimiento general para llevar a cabo el ensayo es
mezclar cada una de las diluciones preparadas se le
agregara (0.1 mL)del reactivo de LAL en los tubos, e
incubarlos en bafio de agua a 37°C % 1°C, durante 60 *
2min. Una vez iniciada la incubacion evitar vibraciones y

mantener en reposo absoluto todos los tubos de prueba.

Figura N°8: Procedimiento general de preparacion de tubos.

ey ¥ 4
= \.

Incubar 37°C £ 1°C,
durante 60 £ 2min

Fuente: http://ri.ues.edu.sv/2457/

Interpretacion de resultados Se indico la manera adecuada de
realizar las lecturas de los tubos una vez transcurrido el tiempo
de incubacién: tomar cuidadosamente cada tubo e invertirlo
lentamente hasta 180°C. Un resultado positivo (+) se
caracteriza por la formacion de un gel firme que mantiene su
integridad cuando se invierte el tubo. Un resultado negativo
(-), se caracteriza por la ausencia de un gel firme o por la
formacion de una masa viscosa que no mantiene su integridad

cuando se invierte el tubo.
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Figura N°9: Esquema de interpretacion de resultados.

k/) ' Resultado positivo:
' gel firme
T, Resultado negativo:

Ausencia de gel fiime o
formacion de masa

Transcumdo el tiempo viscosa

de mcubacion mvertir
lostubos 180 °

Fuente: http://ri.ues.edu.sv/2457/

Prueba de limite de coagulacién de la muestra Se indico
preparar las siguientes soluciones por duplicado, tal cual lo

indica la metodologia de la USP 38

3.4.2 Técnicas
Medicion cuantitativa y cualitativa de los indicadores, (muestreo
de poblacién), mediante ensayos de lisado de amebocito

Limulus por el método de gelificacion.

La técnica de lisado de amebocito Limulus:

Es una prueba para determinar la concentracion de
endotoxinas bacterianas que pueden estar presentes en la
muestra. Se basa en la propiedad que tiene la endotoxina de
inducir la coagulacion de lisado de amebocitos del Limulus

Polyphemus o “cangrejo herradura”.
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Método de Gelificacion:

Es el método permite determinar presencia y concentracion de
endotoxinas en formas farmacéuticas parenterales, productos
biol6gicos, material médico, uso de inyectable. Ademas de
ofrecer como ventaja su rapidez, especificidad, facilidad de
realizacién, requerimientos mas sencillos y de menos costos
por su utilizacion de volimenes minimos de reactivos y
muestras, ademéas de ofrecer resultados confiables en corto
tiempo, con menor susceptibilidad a la inhibicion y alta

sensibilidad para la deteccion de endotoxinas bacterianas.

3.4.3 Instrumentos

Hoja de resultados
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Tabla N°3 PRUEBA DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS

PRODUCTO FARMACEUTICO

FUROSEMIDA 20mg/ 2ml

LOTE 75HK1967
ORDEN DE TRABAJO 00203553
CODIGO DE MUESTRA 160032001
CANTIDAD DE MUESTRA 40 AMPOLLAS
PRESENTACION AMPOLLAS
FECHA DE EXP. 10/2017
FECHA DE ANALISIS 14/01/2016
HORA DE ANALISIS 17:15 H

METODO

USP 38 (PRUEBA DE
ENDOTOXINAS BACTERIANAS —
TECNICA DE COAGULACION
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TABLA N°4 CALCULO DE LA MAXIMA DILUCION VALIDA

CALCULO DE MDV (méxima dilucion valida)

Concentraciéon del Limite de Sensibilidad del
producto endotoxinas reactivo LAL
Furosemida 20mg/2ml <3.6 0.03

Calculo a partir de la ecuacién general:

(PRODUCTO) X LIMITE DE ENDOTOXINAS
VOLUMEN

MDV=
SENSIBILIDAD DEL REACTIVO LAL

Solucién:

20 X 3.6
MDV = 2 = 1200
0.03

MDV 1, 200. 00
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Se realiza el calculo de la MDV para furosemida inyectable el cual se
toma los valores de concentracion del producto por el limite de
endoxinas que esta declarado en USP 38 sobre la sensibilidad del
reactivo LAL, que se encuentra declarada en la etiqueta del reactivo. La
maxima dilucion valida es la dilucidbn maxima permitida de una muestra

a la que se le puede determinar el limite de endotoxinas.

TABLA N°5 PRUEBA LIMITE DE COAGULACION

PRUEBA LIMITE DE COAGULACION
A B C D E
REPLICAS | Muestra | Muestra/ | 2 Ade LAL Material
2 Nde CSE/ agua
CSE agua LAL
1 ) (+) (+) ) Q)
2 ) (+) (+) ) Q)
RESULTADOS
Cantidad de endotoxinas Unidades
<3.6 Unidades USP endotoxinas / mg
de furosemida

muestra directa
muestra directa mas endotoxinas a unaconcentracion de2 A

agua LAL mas endotoxina

C 0o w2

agua del reactivo LAL
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Las soluciones B y C de control positivo contienen la preparacion de
endotoxinas estandar a una concentracion que corresponde al doble de
la sensibilidad declarada en la etiqueta del reactivo LAL.L a solucién D de
control negativo es agua de reactivo LAL.

TABLA N°6 DILUCION DE TRABAJO

ITEM DILUCIONES DE TRABAJO

1 |12 |1/4|1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024

MUESTRAL () 1 O | O 1O | O | O | O () ) () ()

QOO 6060 () ) () ()

CONROL () [ [0 | M| ® | O | ® | & | ® | ® | ®

POSITIVO

QO[O ®H]®H | & |G O (+) *) (+)

Control (+): indica presencia de endotoxinas
Control (-): indica ausencia de endotoxinas
Muestra: Es la muestra diluida mas endotoxinas

Control Positivo: Es la muestra mas endotoxinas a 2 A

La MDV es 1200 esto quiere decir que se puede utilizar hasta una
dilucion de 1:1200 por factor de dilucién 1:2.

Se ve que en la dilucién 1/8 hay presencia de endotoxinas que puede
ser medida.
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DISCUSION

v En el trabajo de tesis “Validacion de la prueba de endotoxina
bacteriana (LAL) por el método gel — clot utilizando el producto
furosemida (20 mg) inyectable” de la bachiller Claudia Beatriz
Osorio Colindres - 2011
Se observa que se trabajé con un reactivo de menor sensibilidad
(0.125), lo que conllevo a una MDV: 1:512, por lo consiguiente en
este trabajo de investigacion se trabajé con un reactivo de
sensibilidad (0.03UE/ml) dandonos una MDV: 1:1200 lo que

permite eliminar con mejor resultado las posibles interferentes.

v" En el articulo “Estudio de validacién del método de endotoxinas en
medicamentos de 15 dipirona y clindamicina-control y andlisis
microbiolégico de materias primas” de Pacerizu docente de
biologia y quimica,-2012, también se siguieron los lineamientos
segun USP.

Como se hace mencion en este articulo la reaccion LAL se ve
interferida frecuentemente por la muestra que estd siendo
ensayada y puede ser causada por diferentes factores inhibidores
como el pH de la muestra, los alcoholes, sustancias inmiscibles con
el reactivo LAL, cationes divalentes y agentes quelantes que estan
asociados a los productos.

La inhibicion es el tipo de interferencia mas comun y se reconoce
por una disminucion de la sensibilidad del LAL.

Por lo tanto en este trabajo de investigacién no se considero el pH
como factor de inhibicion para la cuantificacion de endotoxinas ya
gue para el inyectable de furosemida 20mg se obtuvo un pH de
7.12 que se encuentra en el rango establecido para este tipo de
pruebas (6.0-8.0) segun USP38.
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v' En el articulo “Valoracion de endotoxinas bacterianas en el

inyectable &cido zoledronico mediante la prueba de lisado del
amebocito de Limulus” de MSc. Nancy Burguet Lago, | MSc. Maria
Isabel Reyes Tur, | MSc. Lazaro C. Brito Godoy, Il MSc. Yenilen
Troche Concepcion-2007. Como hace mencion este articulo el
ajuste del pH es fundamental como parte del ensayo ya que los
valores obtenidos se encuentran en el rango de (1.8-2.0) al estar
por debajo de lo establecido (6-8), ocasionan interferencia con los
resultados al afectar la formacion del coagulo, por lo contrario en
este trabajo de investigacion no fue necesario un ajuste de pH ya
que este se encuentra dentro del rango establecido segun USP 38,
por lo cual no se considera que el pH de la muestra (furosemida
20mg) ocasione interferencia con los resultados y formacion del

coagulo.

En el articulo “Valoracion de endotoxinas bacterianas en el
inyectable acido Zoledronico mediante la prueba de lisado del
amebocito de Limulus” de MSc. Nancy Burguet Lago, | MSc. Maria
Isabel Reyes Tur, | MSc. Lazaro C. Brito Godoy, Il MSc. Yenilen
Troche Concepcién-2007. Como hace mencion este articulo en
cuanto a sus diluciones en que la muestra estd marcada con
endotoxinas, el producto evidencia una inhibicidn total del reaccion
hasta la diluciéon 1/16; a partir de 1/32 hasta la MDV 1/112 muestra
resultados positivos, lo que indica que no presenta ninguna
inhibicion ni interferencia que afecte la prueba LAL, a diferencia
este trabajo de investigacion presenta una interferencia o inhibicion
hasta la dilucién 1/4; a partir de 1/8 hasta la MDV 1/1200 muestra
resultados positivos, lo cual nos permite deducir que a mayor
dilucion de la muestra, menor serén las interferencias e inhibicion

en la muestra.
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v En el trabajo de tesis “Desarrollo y validacién de la prueba de
endotoxinas bacterianas LAL (limulus amebocyte lysate) por el
meétodo gel-clot en la solucidn inyectable de hialuronato de sodio
Aluronic blispack de gisberg Ecuador S.A” realizada por: Llanga
Huaraca, Kristian Anibal (2014)-Ecuador. Como se hace mencion
en este trabajo de tesis tanto para el producto puro como para sus
diluciones seriadas no presenta inhibiciébn ni interferencia que
afecte la prueba debido a que se presentan resultados positivos en
todos los casos hasta la MVD. A diferencia este trabajo de tesis el
producto puro no presenta interferencias que afecte los resultados,
pero sus diluciones con reactivo LAL a 2 A, si presentaron
interferencias e inhibiciébn por lo tanto afectaron los resultados ya
gue estos fueron negativos hasta la dilucion 1/4, presentando

positivo a partir de la dilucion 1/8.

v' Segun con lo especificado en USP 38 para la prueba limite de
coagulacion las soluciones B y C son positivas por duplicado y la
solucion D debe ser negativa también por duplicado. Cuando se
obtiene un resultado negativo para ambas determinaciones
repetidas de la Solucion A y su media geométrica se debe
encontrar en los rangos de 0.5 A y 2 A por los que cumple con

esta regla la preparacion en analisis cumple con la prueba.
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CONCLUSIONES

Presento coagulacion a partir de la dilucion 1/8 hasta la dilucién

1/1200 donde se pudo hallar presencia de endotoxinas.

Se hall6 la cantidad de endotoxinas en furosemida 20mg/2mi
inyectable el cual es 0,24 UE/mg, lo cual indica que el inyectable
esta por debajo de 3,6 UE/mg que es el rango establecido segun
USP 38.

Se determind la maxima dilucién valida (MDV) para furosemida
20mg/2ml inyectable es 1200 por ello se tom6 como maxima

dilucion valida hasta la dilucion 1/1024.

Se confirmd que el método de gelificacion empleado para detectar
la concentracién de endotoxinas es eficaz, confiable, rapido y de
facil ejecucion e interpretacion y ademas no se requieren de

equipos muy costosos.
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RECOMENDACIONES

Verificar el pH de la muestra que debe estar en el rango / 6-8/.

Al reconstituir el reactivo LAL no agitar, mas bien se recomienda
dejar en reposo por 10 minutos hasta que todo el liofilizado se

disuelva solo.

Encender el bafio maria por lo menos a la mitad del trabajo para

tenerlo listo y regulado a la temperatura deseada.

Durante la adicion de las soluciones a los tubos introducir la punta
de la micropipeta hasta aproximadamente 2cm para evitar que la

solucion quede en las paredes de los tubos.

Utilizar mayor cantidad de ampollas para un mejor analisis de un

lote especifico.
Implementar dentro de la microbiologia aplicada y control de

calidad de productos farmacéuticos el tema prueba de endotoxinas
bacterianas por el método de gelificacion,
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ANEXOS

Figura: Equipo de bafio a maria

Figura: Bafio a maria (37°C)

Figura: Micropipetas, gradillas
y tubos esteriles
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Figura: Cabina de flujo laminar

Figura: Reactivo LAL y agua
LAL despirogenada
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