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RESUMO 
o MAt (sigla do inglês Monocyte Activation Test) é considerado um potencial substituto do teste 
de Pirogênios, entretanto: i. não foi avaliado para um número suficiente de produtos; ii. faltam 
dados que possam garantir sua capacidade em detectar pirogênios não endotoxinas; e iii. deve 
ser realizada a validação do método para cada classe de produtos. O objetivo foi identificar 
as monografias que requerem testes de pirogenicidade e propor os produtos que têm por base 
somente o teste de pirogênios como um ponto de partida para futuros estudos. As monografias 
específicas nas Farmacopeias Americana, Europeia e Brasileira que recomendam o Teste de 
Pirogênios ou teste de Endotoxina Bacteriana ou LAL (sigla do inglês Limulus Amebocyte Lysate) 
foram: Teste de Pirogênios: 20 monografias na Americana, 37 na Europeia e 28 na Brasileira. 
LAL: 619 monografias na Americana, 157 na Europeia e 41 na Brasileira. Somente quatro produtos 
requerem testes de pirogenicidade nas três farmacopeias analisadas. o teste de Pirogênios e 
LAL são recomendados em seis monografias na Brasileira e 15 na Europeia. Na Brasileira, a maior 
parte dessas monografias é referente a produtos biológicos, sugerindo, assim, que estes devam 
ser os primeiros a ser testados, uma vez que são ensaiados em animais.

PAlAvRAS-ChAvE: Teste da Ativação de Monócitos; Teste de Pirogênios; Farmacopeias; 
Produtos Biológicos

ABSTRACT
Monocyte Activation test (MAt) is thought to be a good replacement for rabbit pyrogen test 
(RPT); however, MAT remains controversial. MAT was not adequately evaluated in a sufficient 
number of products, and there is no sufficient data that support the ability of MAT to detect non-
endotoxin pyrogens. Furthermore, MAT was used subject to validation for each specific product. 
the aim of this study was to identify in main pharmacopoeias, whose monographs require 
pyrogenicity tests, and propose those products for which only the rabbit pyrogen test is required 
to be used as a kick-off study for future studies. Products’ monographs in pharmacopeias in the 
United States, Europe, and Brazil that are recommended for rPt or Bacterial Endotoxins test 
(BET) are as follows. RPT: 20 in American, 37 in European, and 28 in Brazilian pharmacopoeias. 
BEt: 619 in American, 157 in European, and 41 in Brazilian pharmacopoeias. Four products 
require pyrogenicity testing in three pharmacopoeias. Both rPt and BEt are recommended by 
six monographs in Brazilian pharmacopeias and 15 in European pharmacopoeias. in Brazilian 
pharmacopoeias most are biological. These products should be the first to be tested for their 
applicability to MAt because they are currently tested mainly by rPt.

KEywORDS: Monocyte Activation test; rabbit Pyrogen test; Pharmacopoeias; 
Biological products
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INTRODUÇÃO

todos os produtos injetáveis de uso humano devem ser livres de 
pirogênios, uma vez que este tipo de contaminação pode ser con-
siderado um grave problema de saúde pública podendo causar 
desde alterações vasculares até um quadro de choque e morte. 
Portanto, os testes para a detecção de pirogênios são ensaios 
de segurança toxicológicos imprescindíveis tanto nas etapas de 
produção quanto no controle da qualidade de produtos injetáveis, 
garantindo a segurança do seu uso e evitando efeitos adversos à 
saúde1,2. Existem três métodos utilizados para detectar a presença 
de pirogênios: o teste de Pirogênios realizado em coelhos, o teste 
de Endotoxina Bacteriana, também conhecido como LAL (sigla do 
inglês, Limulus Amebocyte Lysate) e o Teste de Ativação de Monó-
citos (MAt, sigla do inglês Monocyte Activation Test)2.

o teste de Pirogênios foi primeiramente descrito por Hort e 
Penfold em 1911 e foi introduzido na Farmacopeia dos Esta-
dos Unidos da América (FA) como método oficial em 19423. 
Este teste fundamenta-se na observação da resposta febril em 
coelhos, após injeção intravenosa da solução em análise, na 
qual se mede a temperatura retal dos animais a intervalos de 
30 minutos, por um período de 3 horas. Cabe ressaltar, que a 
relação dose-resposta é similar entre o homem e coelho, onde 
1 ng/kg (5 UE/kg) é a dose mínima que causa febre em ambas 
as espécies2,4. o teste de Pirogênios, apesar de ser um ensaio 
seguro por detectar um amplo espectro de substâncias e ser 
aplicável a um grande número de produtos, não pode ser uti-
lizado para algumas classes de medicamentos, como qualquer 
um que interfira na resposta imune e no mecanismo da febre, 
como, por exemplo, medicamentos analgésicos, antitérmicos e 
anti-inflamatórios. Além disso, os coelhos são susceptíveis à in-
terferência de fatores relacionados ao ambiente externo como 
temperatura, ruídos, umidade e ventilação. Fatores relaciona-
dos ao animal como diferenças de resposta entre raças, sexo 
e a variabilidade biológica também contribuem para possíveis 
resultados falso-positivos e falso-negativos2,5.

A partir de 1959, com a publicação do livro “the principles of hu-
mane experimental technique” foi introduzido no meio científico 
o conceito dos 3rs (do inglês Reduction, Refinement and Repla-
cement), que consiste na redução do número de animais, refi-
namento das técnicas experimentais, minimizando o sofrimento 
do animal e melhorando o seu bem-estar e, quando possível, a 
substituição dos testes realizados in vivo por testes in vitro2. 
Desde então, um grande esforço vem sendo realizado na busca 
por métodos alternativos ao teste de Pirogênios. Em 1964, Levin 
e Bang descreveram a reação de coagulação da hemolinfa do 
caranguejo-ferradura (Limulus polyphemus) após contato com a 
endotoxina. Durante a década de 1970, muitos estudos foram re-
alizados com a proposta de utilizar a formação do gel como uma 
forma de controle para parenterais e o LAL foi incluído como 
monografia oficial da FA em 19802,5.

o LAL durante muito tempo foi considerado como um potencial 
método substitutivo para o teste de Pirogênios, além de ser muito 
utilizado no controle da produção de água de hemodiálise e diluen-
tes de vacinas. Entretanto, grande parte dos produtos biológicos 

não pode ser testada neste modelo in vitro devido à capacida-
de da endotoxina de se ligar a proteínas plasmáticas – como, por 
exemplo, no caso de produtos biológicos – e não ser detectada já 
que o LAL quantifica endotoxina livre, podendo, assim, levar a 
resultados falsos negativos. Além disso, o LAL não pode ser con-
siderado um substituto completo do teste em Pirogênios por ser 
um método somente para endotoxina, não sendo capaz de de-
tectar outros pirogênios6,7. Segundo Schindler et al. (2009), em 
contrapartida ao fato da endotoxina ter sido muito investigada nos 
últimos 50 anos e o LAL amplamente utilizado, as contaminações 
por gram-positivas e fungos foram negligenciadas, apesar destas 
compreenderem a maioria dos formadores de esporos, o que re-
presenta um diferencial na contaminação pirogênica7.

Em 2005, cinco métodos baseados na liberação de citocinas 
pró-inflamatórias por monócitos humanos foram validados 
internacionalmente para medicamentos injetáveis8,9,10, sendo 
introduzidos como monografia oficial na Farmacopeia Euro-
peia11 com o nome de Teste de Ativação de Monócitos. Estes 
métodos são: (a) sangue total humano/Interleucina (IL) 1β; (b) 
sangue total humano/IL-1β com aplicação do sangue criopre-
servado, (c) sangue total humano/iL-6, (d) células mononu-
cleares do sangue periférico/iL-6 e (e) linhagem celular Mono 
Mac 6 (MM6)/iL-6. o uso do MAt foi validado para os seguintes 
produtos: Cloreto de Sódio 0,9%, Glicose 5%, Etanol 13%, Oci-
tocina, Metoclopramida, Ampicilina, Maleato de Dimetindeno, 
ranitidina e tartarato de Metoprolol10.

Devido à recomendação do Comitê organizador interagências 
para Validação de Métodos Alternativos (iCCVAM, sigla do in-
glês Interagency Coordinating Committee on the Validation of 
Alternative Methods) sobre a inconsistência de dados em relação 
à resposta do MAt para pirogênios não endotoxinas e a necessida-
de de validação caso a caso, para cada classe de produtos, tais 
como biológicos e artigos de saúde, a monografia do MAT preco-
niza seu uso apenas como um terceiro teste para detecção de 
pirogênio10. Portanto, atualmente, as Farmacopeias Americana 
e Brasileira preconizam o teste de Pirogênios e o LAL e a Farma-
copeia Europeia recomenda além destes o MAt. Uma complexa 
revisão sobre o MAt e sua capacidade em detectar pirogênios não 
endotoxinas foi recentemente apresentada12. Apesar dos avan-
ços, fica evidente a necessidade de se demonstrar a aplicabilida-
de do MAt para qualquer produto que não foi objeto do estudo 
de validação. Cabe ressaltar que a legislação brasileira sobre 
Métodos alternativos, a Lei no 9.605/1998 contra crimes ambien-
tais e a Lei no 11.794/2008, que regulamenta o uso de animais 
na experimentação e no ensino no Brasil, partilham entre si o 
reconhecimento de que, quando existe método alternativo, não 
é permitido usar animais13,14. Portanto, o teste de Pirogênios se 
contrapõe à tendência mundial da substituição do uso de animais 
por métodos alternativos.

Apesar de todos os esforços pela busca de alternativas ao uso de 
animais na experimentação e devido à falta de informação so-
bre a plena aplicabilidade da MAt, o teste de Pirogênios ainda é 
amplamente utilizado e preconizado para a maioria dos produtos 
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biológicos2. Portanto, frente ao grande número de monografias 

que requerem testes de pirogenicidade e o número restrito de 

produtos validados para o MAt, houve a necessidade de se ter um 

diagnóstico dos principais produtos de interesse nacional, prin-

cipalmente os produtos preconizados exclusivamente pelo tes-

te de Pirogênios. Com o intuito de incentivar o reconhecimento 

do MAt como método substitutivo, o objetivo deste estudo foi 

identificar nas monografias das farmacopeias Brasileira, Ameri-

cana e Europeia os produtos injetáveis que requerem o teste de 

Pirogênios e/ou o LAL e assim propor os produtos que têm por 

base somente o teste em coelhos como um ponto de partida para 

estudos que irão avaliar a aplicabilidade do MAt.

METODOlOGIA

Foi realizado levantamento de todas as monografias de produtos 

injetáveis da Farmacopeia Europeia (FE) de 2010 (7ª edição)11, 

Farmacopeia Americana (FA) de 2009 (32/NF27)15 e Farmacopeia 

Brasileira (FB) de 2010 (5ª edição)16 que requerem os testes 

de Pirogênios e LAL. Foi construída uma planilha no software 

MS-Excel® com todos os produtos e substâncias classificados pelo 

tipo de teste preconizado (teste de Pirogênios e/ou LAL) para 

cada farmacopeia.

RESUlTADOS E DISCUSSÃO

A utilização do MAt como método substitutivo possui a vantagem 

de associar a detecção do amplo espectro de pirogênios do teste 

in vivo com a sensibilidade do LAL, podendo também ser utiliza-

do para amostras ambientais como ar e poeira17. Além disso, é 

baseado no mesmo princípio do teste de Pirogênios, ou seja, no 

mecanismo da febre, só que usando substrato de origem huma-

na, facilitando possíveis correlações in vivo e in vitro8.

A avaliação das monografias dos produtos injetáveis que atual-

mente usam obrigatoriamente o LAL e principalmente o teste de 

Pirogênios torna-se importante para estimular e nortear estudos 

sobre a aplicabilidade do MAt para produtos não contemplados 

no processo de validação, contribuindo para suprir a lacuna de 

dados na literatura, apontada pelo iCCVAM como um dos proble-

mas para a não aceitação imediata do MAt como substituto do 

teste em coelhos.

os resultados indicaram que somente quatro produtos são pre-

conizados nas três farmacopeias simultaneamente quanto à 

exigência de se testar a contaminação pirogênica (tabela 1). 

Cabe ressaltar que, destes, apenas a Ampicilina Sódica foi um 

dos produtos validados no MAt.

Quando o total de monografias dos produtos injetáveis foi con-

tabilizado por farmacopeia, observou-se que os testes de Pirogê-

nios e LAL são preconizados para 639 produtos na FA, 194 na FE e 

69 na FB. Quando as monografias são separadas por testes, pode 

ser observado que o LAL é mais utilizado do que o teste de Piro-

gênios, sendo o primeiro preconizado em 619 monografias da FA, 

157 da FE e 41 na FB. Apesar de menos utilizado do que o LAL, 

o teste de Pirogênios é preconizado em todas as farmacopeias, 

sendo 20 monografias na FA, 37 na FE e 28 na FB (Figura). A 

grande diferença no quantitativo de monografias entre Estados 

Unidos e demais países deve-se – em grande parte – aos medica-

mentos que, no caso do Brasil e da Europa, passam unicamente 

por teste de esterilidade. Cabe ressaltar que cada país tem sua 

legislação e necessidades específicas, portanto, nem todos os 

produtos figuram nas três farmacopeias, o que leva, também, a 

uma diferença no número de testes preconizados.

Buscando identificar as principais classes de produtos que passam 

exclusivamente pelo teste de Pirogênios e que sejam de interesse 

nacional, os resultados também foram avaliados em relação às 

classes de produtos preconizados nas monografias para cada teste 

descrito na FB. Foi observado que, dos 69 produtos injetáveis que 

passam por testes de pirogenicidade, 41 fazem exclusivamente o 

LAL e 28, o Teste de Pirogênios. No primeiro caso, dos 41 produtos 

injetáveis, 39 são medicamentos e apenas dois são produtos bioló-

gicos (vacinas febre amarela e anti-poliomielite 1, 2, 3 inativada). 

isso demonstra que o LAL, no caso da FB, é preconizado apenas 

para 5% dos produtos biológicos. No caso das 28 monografias pre-

conizadas para o teste de Pirogênios, nove são medicamentos, 

sendo que destes somente três fazem exclusivamente o teste de 

Pirogênios, representando 33% destes produtos (Arteméter, Clori-

drato de Metoclopramida e Flunitrazepam). os 21 restantes são 

produtos biológicos (hemoderivados, vacinas e soros hiperimunes) 

Tabela 1. Monografias que possuem testes para a detecção de pirogênios 
nas três farmacopeias.

Produto
FB FA FE

In vivo In vitro In vivo In vitro In vivo In vitro

Água - injetáveis – LAL – LAL – LAL

Ampicilina Sódica P LAL – LAL – LAL/MAt

Cefoxitina Sódica – LAL – LAL – LAL

Heparina Sódica – LAL – LAL – LAL

Farmacopeia Brasileira (FB), 2010 (5a ed.), Farmacopeia Americana (FA), 
2009 (32/NF27), e Farmacopeia Europeia (FE), 2010 (7a ed.).

P (Teste de Pirogênios), LAL (Lisado de Amebócitos do Limulus) e MAt 
(Teste de Ativação de Monócitos).

Figura. Número de monografias de produtos injetáveis na Farmacopeia 
Brasileira (FB), 2010 (5a ed), Farmacopeia Americana (FA), 2009 (32/NF27), 
e Farmacopeia Europeia (FE), 2010 (7a ed.), que requerem o teste de 
Pirogênios e LAL.
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sendo que, destes, 19 passam exclusivamente pelo teste de Piro-
gênios, representando 90,4% destes produtos (Tabela 2). Destes 19 
produtos biológicos, os soros hiperimunes, representam 68%, um 
valor extremamente significativo.

Cabe ressaltar que os soros hiperimunes são produtos largamen-
te utilizados no tratamento de acidentes com animais peçonhen-
tos, assim como no tratamento de infecções bacterianas e virais, 
sendo considerados de grande interesse pelo Ministério da Saú-
de (MS). Um dos pontos a ser destacado é que o Brasil possui o 
Programa Nacional de imunizações (PNi) para o qual o iNCQS faz 
análises lote a lote de soros e vacinas, antes da distribuição dos 
mesmos para as Secretárias Estaduais e Municipais. Estas análises 
correspondem a cerca de 90% dos produtos analisados no Teste de 
Pirogênios pelo iNCQS. Portanto, uma vez reconhecida a aplicabi-
lidade do MAt para soros e vacinas, o número de coelhos pode ser 
drasticamente reduzido com a substituição do uso desses animais, 
ratificando os conceitos éticos e reduzindo o custo das análises.

Portanto, este estudo também indica a necessidade da avalia-

ção em paralelo in vivo e in vitro para cada produto específico 

de forma a contemplar a recomendação do iCCVAM em rela-

ção ao MAt na detecção de pirogênios em diferentes produtos 

destinados à saúde. Cabe ressaltar que os produtos biológicos, 

além do interesse nacional, também podem ser exportados e, 

desta forma, é importante ratificar o papel do Centro Brasilei-

ro de Métodos Alternativos (BraCVAM) em estimular a condu-

ção destes estudos, pois, em termos internacionais, refletirá 

a credibilidade do país no processo de produção e exportação 

destes produtos biológicos analisados dentro de padrões éti-

cos e de qualidade.

Apesar das vantagens e do reconhecimento do MAt como um 

potencial substituto do teste de Pirogênios, alguns estudos pu-

blicados recentemente apontaram possíveis restrições a sua 

aplicação quando se necessita de uma grande quantidade de 

sangue por ensaio, assim como o procedimento de coleta do 

sangue que pode ser considerado invasivo e causar desconforto 

aos doadores21,22,23. A limitação do uso de grandes quantidades de 

sangue fresco foi contornada com o processo de criopreservação 

do sangue total desenvolvido por Schindler et al. (2004), sendo 

seu uso validado posteriormente em 2006. A utilização do sangue 

criopreservado de pelo menos quatro doadores é uma alternativa 

viável, tanto economicamente como experimentalmente, quan-

do comparada ao sangue fresco, principalmente quando o uso do 

sangue é necessário em maiores quantidades9,24.

recentemente, alguns estudos apresentaram a utilização de 

outras fontes de células mononucleares21,22,23 para contornar 

a necessidade de se obter maiores quantidades de sangue 

quando necessário. o primeiro foi um estudo conduzido por 

Wunderlich et al. (2014), o qual sugere a utilização do sangue 

bovino no lugar do sangue humano para o MAt. Segundo os au-

tores, o uso do sangue bovino evitaria possíveis contaminações 

e a influência de fatores relacionados à genética e ao estilo 

de vida dos doadores humanos, já que os animais poderiam ser 

livres de patógenos e mantidos em ambientes apropriados. En-

tretanto, os resultados encontrados demonstraram que o sangue 

bovino foi menos reativo e menos sensível do que o sangue hu-

mano, principalmente para pirogênios não endotoxinas (ácido 

lipoteicóico e peptidioglicano)21. Cabe ressaltar que o uso do 

sangue do bovino, por mais próximo que seja ao do homem, 

pode retornar ao problema de extrapolação de dados entre es-

pécies, que é um dos alvos de críticas do teste de Pirogênios que 

é realizado em coelhos.

A outra opção foi proposta por Koryakina et al. (2014) sobre 

o desenvolvimento de um processo de criopreservação de cé-

lulas mononucleares do sangue periférico originadas de filtros 

leucocitários que podem aumentar a disponibilidade deste 

tipo celular para ensaios em escala industrial, além de evitar 

o desconforto da coleta do sangue (flebotomia). Ainda, segun-

do os autores, à utilização destes filtros, normalmente tratados 

como bio-resíduos em hospitais e centros de doação de sangue, é 

uma forma de se evitar a manipulação de sangue humano fresco 

nos laboratórios de nível de biossegurança 223.

Tabela 2. Monografias da Farmacopeia Brasileira: produtos injetáveis que 
requerem o teste de Pirogênios e LAL.

Produtos Classificação In vivo In vitro

Ampicilina Medicamento

Ampicilina Sódica Medicamento

Ampicilina Sódica (Pó) Medicamento

Ampicilina tri-Hidratada Medicamento

Arteméter Medicamento

Cloridrato de Metoclopramida Medicamento

Flunitrazepam Medicamento

glicose Medicamento

Sulfato de Morfina Medicamento

Fator Vii  humano Biológico

Fator Viii  humano Biológico

Fator ix   humano Biológico

Fibrinogênio humano Biológico

Plasma humano Biológico

Soro Anti-botrópico crotálico 
laquético

Biológico

Soro Anti-botrópico crotálico Biológico

Soro Anti-botrópico laquético Biológico

Soro Anti-botrópico Biológico

Soro Anti-botulínico Biológico

Soro Anti-crotálico Biológico

Soro Anti-difitérico Biológico

Soro Anti-elapidico Biológico

Soro Anti-escorpiônico Biológico

Soro Anti-lonômico Biológico

Soro Anti-loxoscélico Biológico

Soro Anti-rábico Biológico

Soro Anti- tetânico Biológico

Vacina Anti-rábica inativada Biológico

Vacina Anti-poliomielite 1,2 3 
inativada 

Biológico

Vacina Febre amarela Biológico

Vacina Febre amarela Biológico
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também é importante destacar que vários trabalhos têm demons-
trado a aplicabilidade do MAT para produtos biológicos, o que 
representa uma grande vantagem sobre o LAL mesmo no caso 
onde este pode ser aplicado, como no caso da avaliação de segu-
rança de vacinas. Para a produção da vacina de diferentes cepas 
de Neisseria meningitidis do grupo B, foi utilizada a liberação de 
IL-6 e TNF-α do sangue total humano e de células mononucleares 
do sangue periférico durante todo o processo, demonstrando que 
o MAt foi altamente sensível na detecção de pirogênios19. outro 
estudo realizado por Perdomo-Morales et al20. (2011) concluiu 
que seus resultados associados a estudos anteriores suportam a 
substituição do teste de Pirogênio pelo MAt para Albumina Sérica 
Humana e para outros hemoderivados que contenham proteínas 
de uso terapêutico. Além disso, os autores indicam que, no caso 
da Albumina sérica humana, apesar do LAL ser o método preconi-
zado este apresentou problemas no percentual de recuperação da 
endotoxina nas condições experimentais avaliadas20.

É importante destacar que alguns estudos também apresentam 
bons resultados com relação à aplicabilidade do MAt na avaliação 
da contaminação de células utilizadas na terapia celular, como as 
células tronco, assim como na biocompatibilidade de próteses, 
além de demonstrar alta sensibilidade para soluções de diálise18.

Portanto, com base nos resultados do levantamento das mo-

nografias dos produtos que passam pelo Teste de Pirogênios e 

na importância do controle da qualidade destes no Brasil, fica 

evidente a necessidade de se estabelecer os produtos biológi-

cos como ponto de partida para estudos de aplicabilidade do 

MAt e, consequentemente, o seu reconhecimento como método 

alternativo ao uso de animais na detecção de pirogênios. Estes 

resultados não significam que outros produtos não devam ser 

analisados, apenas sugerem uma priorização daqueles em que a 

substituição do uso de animais poderá se dar de forma imediata.

CONClUSÃO

Os resultados deste estudo demonstraram que os produtos biológi-

cos são a principal classe de medicamentos injetáveis que reque-

rem testes de pirogenicidade, principalmente o teste de Pirogê-

nios. Este dado reflete na avaliação do controle da qualidade destes 

produtos que representam mais de 90% dos Testes de Pirogênios 

realizados no iNCQS. Portanto, devido à importância desta classe 

de produtos no contexto epidemiológico sanitário brasileiro, prin-

cipalmente em relação aos soros hiperimunes, estes devem ser os 

primeiros a ser testados para demonstrar aplicabilidade do MAt.
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