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RESUMO

A seguranca e a eficdcia da imunoterapia antieenanento ofidico estdo
intimamente relacionadas a pureza e a uma cuidaldteeminacédo da poténcia do soro
(atividade bioldgica). A metodologia atualmentelizdda apresenta importantes
limitacOes, as quais este trabalho objetiva comirilA mesma € adotada como oficial
pela Farmacopéia Brasileira, tendo sido preconizaald 996 pela Portaria n° 174/MS.
Observacdes preliminares deste estudo identificgpaimcipalmente, um alto indice de
invalidacdo de ensaios e uma baixa repetibilidadgpedutibilidade, representado por
diferencas significativas no ensaio de poténcia nessltados obtidos pelo INCQS e
pelos laboratorios produtores, enfatizando a netzds de aperfeicoar a metodologia
analitica para a determinagdo da poténcia do satibo&ropico. De acordo com as
recomendacfes do “Workshop on the Standardizatmh Gontrol of Antivenoms”,
coordenado pela “Quality Assurance and Safety ofdgicals Unit” da OMS em 2001,
o estabelecimento de venenos e antivenenos deémefaer é essencial para a
padronizacdo destes ensaios e para permitir a cag§umlote a lote, assim como a
comparacao entre laboratorios.

Neste trabalho, apresentamos os resultados destuichoeinterlaboratorial para
o estabelecimento de veneno e antiveneno botrédeoreferéncia, visando o
aperfeicoamento do controle da qualidade dos santiBotropicos, com énfase na
metodologia analitica para a determinacédo da petéoom a participacdo de todos os
laboratorios brasileiros produtores de soro antilpato. Este estudo foi realizado em
duas etapas. A primeira compreendeu a reavalisg@oténcia do lote n° 05 do Veneno
Botropico de Referéncia BRA/BOT/05, a avaliacdopdééncia do candidato a Soro
Antibotropico de Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/0le a avaliacdo da
aplicabilidade de um controle da dose desafio demne referente a cinco vezes o valor
de dose letal média (5 Bd). A segunda etapa compreendera a comparagdo da
metodologia de determinagdo da poténcia do Sortdndpico pela determinacdo da
Dose Efetiva Média — Dfg (Poténcia Absoluta) com a metodologia da Poténcia
Relativa frente ao Soro Antibotropico de Referén@través da determinacdo da
poténcia de amostras codificadas. Esta monografiretanto ir4 tratar apenas do
estabelecimento do veneno e antiveneno de referénci

Os resultados obtidos permitiram a avaliagcdo da&zigbes intraensaios,
interensaios e interlaboratorial, a freqiéncia dea®s invalidos assim como as
diferentes interpretacées dos laboratorios, INC@Bodutores nacionais a monografia
do Soro Antibotrépico da Farmacopéia Brasileira.
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ABSTRACT

Safety and efficacy of antivenom immunotherapy el@sely related with
purity and an accurate potency determination (lgick activity) of the antivenom. The
murine lethality assay, still in use, present salviémitations and is not a fully validated
methodology. Preliminary data shows a high inciéen€ invalid assays and a low
repeatability and reproducibility of potency assasdenced by significant differences
between INCQS and manufacturers, indicating thed nfee improvement of the
analytical methodology. According to the recomnadimhs of the “Workshop on the
Standardization and Control of Antivenoms”, spoesgoby the Quality Assurance and
Safety of Biologicals Unit of WHO at 2001, the ddtshment of local venom reference
preparations and standard antivenom preparatiomsessential to standardize these
assays and to allow batch to batch comparisons el a8 comparisons between
different laboratories.

In this work, we present the results of an intestatorial study - with the
participation of all Brazilian manufacturers - fibre establishment of the lot 05 of the
Brazilian Bothropic Reference Venom and lot O1haf Brazilian Reference Antivenom,
looking forward the improvement of quality contadlBothropsantivenom.

This study was done in two steps. The first onasisted in the potency
evaluation of the lot 05 of the Brazilian Bothrogreference Venom, the potency
evaluation of the lot 01 of the Brazilian BothropReference Antivenom and the
evaluation of the use of a control of the challedgee of five times the median lethal
dose (5 LBy). The second step consisted on the comparisoneketithe absolute and
the relative (parallel line assay) potency evabratf commerciaBothropsantivenom,
using the Brazilian Bothropic Reference Antivenoma blind assay. This monograph
will focus only in the establishment of Brazilianeference Bothropic Venom and
Antivenom.

These results allowed us to evaluate the intrayassder-assay and inter-
laboratorial precision, the incidence of invalidags, and showed that each laboratory

interpret differently théothropsAntivenom monograph of Brazilian Pharmacopoeia.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Desde a antiguidade o homem sempre sofreu envereat@srcausados por picadas
de animais peconhentos, que sdo aqueles que produdestancias toxicas e apresentam
aparelho especializado para inoculacdo do venéravéa de glandulas que se comunicam
com dentes ocos, ferrbes, ou agulhdes, por ondmeno passa ativamente (INSTITUTO
BUTANTAN, 2006).

Jodo Batista Lacerda foi um dos pioneiros no estmmfidismo na América
Latina. Ingressou na década de 1870, no Museu Macap Rio de Janeiro - RJ, onde
produziu extensa obra, fundando o primeiro laboi@tde fisiologia em nosso pais.
Realizou trabalhos sobre toxicologia dos venergistematica ofidica, identificando novas
espécies na fauna brasileira, coBigararacussue B. urutu(DIAS, 1966).

Sewall em 1887 demonstrou em pombos que a inoaulegdetida, com doses
altamente diluidas de venenosSistrurus(um tipo de cascavel norte-americana), induzia
um estado de resisténcia contra os efeitos da pag@em aparente influéncia sobre o
estado de saude dos animais.

Em 1890, Emil Behring trabalhando com toxina difé@rem Berlim e Shibasaburo
Kitasato em Tokio, trabalhando com toxina tetamektaram que coelhos e camundongos
poderiam ser imunizados contra difteria e tétarles Eambém afirmaram que usando o
soro imune podiam curar animais infectados, assimocprevenir animais saudaveis
inoculados com as respectivas toxinas (WEN, 2003).

Em 1894, Albert Calmette apds varias tentativasuifieras, conseguiu imunizar
coelhos contra o veneno de cobra (Naja) apdés suasssoculacbes subcutaneas com
doses crescentes de veneno misturado com dosessclmies de uma solugcdo de
hipoclorito de céalcio ou de sédio. Apds oito meakgins dos coelhos eram capazes de
sobreviver a doses de 30 a 35 mg de veneno/anieh disso, o soro dos animais
imunizados era capaz de neutralizar a atividadeddso venenan vitro, assim como
tinha efeito preventivo e terapéutico contra axit@caoin vivo. Ao inocular coelhos com
o dobro da dose letal (0 que mata um coelho enxapaolamente 3 horas) e aplicar o soro
imune por via intraperitoneal ou subcutdanea apésaparecimento dos sintomas
(regurgitacdes, taquicardia, dispnéia, paresia rdembros), 0os animais permaneceram
gravemente envenenados por um periodo de tempdivael@nte longo, porém
gradualmente retornaram ao normal (HAWGOOD, 1999).



Em 1901, o Doutor Vital Brazil, médico sanitaristansciente do grande numero
de acidentes com serpentes peconhentas no Esta®faldPaulo, passou a realizar
experimentos com os venenos ofidicos. Baseandoese pnimeiros trabalhos com
soroterapia realizada pelo francés Albert Calmette 1894, desenvolveu estudos sobre
soros contra o veneno de serpentes, descobrindespeaificidade, ou seja, cada tipo de
veneno ofidico requer um soro especifico, prepacado o veneno do mesmo género de
serpente que causou o acidente (INSTITUTO BUTANTZAODG).

Entre as décadas de 1950 e 1980, as informacdesndisis sobre ofidismo eram
provenientes de estudos pontuais, realizados pélmente na regido Sudeste, com
publicagbes em Sao Paulo e escorpionismo em Mireaiss (CARDOSO, 2003).

Em 1983, a industria farmacéutica privada SyntexBdasil, diferentemente da
intencdo manifestada a opinido publica e as aatdesl sanitarias resolveu desativar a area
de producdo de imunobiolégicos no pais. Em conseigiéa producdo de antivenenos
entrou em crise, ficando o atendimento restrito @és laboratorios oficiais: Instituto
Butantan - IB (SP), Instituto Vital Brazil - IVB (B e Fundacdo Ezequiel Dias - FUNED
(MG), que nao apresentavam naquele momento, caslitécnico-operacionais para
atender a demanda nacional de soros antipeconhénfiai$a destes produtos deu origem a
uma situacdo gravissima, evidenciada no inicio385,1quando o produto efetivamente
desapareceu dos servi¢cos de saude do pais e asap@mecou a acompanhar o quadro,
relatando, para espanto da populacdo, a amputaferdas e bracos de trabalhadores
rurais e a ocorréncia de Obitos decorrentes dastéecia de soros nos hospitais e postos
de saude procurados pelas vitimas de acidentesacdimmais pegonhentos (FRANGCA,
2003). Em 1986 foi criado o Programa de Autosséfficia Nacional em Imunobioldgicos,
pelo Ministério da Saude que para atender a dem@eanianal deste produto e dos outros
imunobioldgicos, utilizados no pais, objetivando-siminuir gradativamente, a
necessidade de importacdo, sendo relevante a ipaco dos laboratérios oficiais
(CARDOSO, 2003).

Os soros antiofidicos sé@o disponibilizados gratugiate a populacéo através do
Sistema Unico de Saude — SUS, n&o sendo comeaciaiznem disponiveis na rede de
hospitais privados.

Os soros antibotrépicos atualmente utilizados nasiBrsdo produzidos pelo
Instituto Butantan — IB (SP), Instituto Vital Brbsi IVB (RJ), Fundacdo Ezequiel Dias —
FUNED (MG), através da imunizacdo de cavalos comenes provenientes das cinco
espécies do géneBothropsmais prevalentes no Brasis: jararaca— 50%,B. alternatus
B. moojeni B. jararacusswe B. neuwiedi- 12,5% cada (Secretaria de Vigilancia Sanitaria
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— Ministério da Saude, 1996), e sdo distribuidds péinistério da Saude, através da
Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA).

Os métodos de dosagem da poténcia do soro eramadesl sem qualquer
padronizacdo. Somente avaliando a atividade doneesebre o sistema de coagulacéo
sanguinea (SILES VILLARROEI, 1979). A avaliacao mzéncia do soro era realizada
com a incubacao da mistura soro-veneno a 37 °@ntB0 minutos e inoculagao por via
endovenosa em pombos. O periodo de observacéo a@@ninutos, ndo possibilitava a
quantificacao da atividade dos diversos anticogmgdxicos. Como o0 numero de resposta
para cada nivel de diluicdo era pequeno, a an&@satistica ficava prejudicada,
influenciando assim a precisdo das estimativas aténpia. Apds diversas avaliacdes
experimentais foi padronizada a metodologia delago da poténcia do soro
antibotropico, através da inoculacdo de camundongeta via intraperitoneal
(DALMORA, 1992). Apesar de ser a metodologia oficiggente, preconizada pela 4°
Edicdo da Farmacopéia Brasileira - parte |l — 20@4, foi formalmente validada.

Mesmo com este longo caminho ressalta-se a neadsside aperfeicoar a
metodologia analitica para a determinacdo da petémio soro antibotrépico,
estabelecendo um antiveneno de referéncia essgracela padronizacdo dos ensaios de
modo a permitir a comparacgdo lote a lote, assimocancomparacéo entre laboratorios,
conforme as recomendagfes da Organizacdo Mundi8hdde — OMS (THEAKSTON,
2003).

Como demonstrado, a pesquisa de métodos ideais padg@mseamento dos
antivenenos ofidicos tem sido uma constante desaldvento da soroterapia antiofidica.
Em 1954, Schoéttler ja afirmou que “por mais labssie custosa que esta tarefa possa
parecer, ela deveria ser atacada com o objetitcadsformar o atual mistério que cerca a
titulacdo dos soros antipeconhentos em meétodocpraticcessivel e cientificamente
fundado”. Theakston e colaboradores, em 2003 chaatantdo, que os testes de rotina
utilizados para liberacdo de lotes de soros ardigeEntos devem ser novamente
estabelecidos e padronizados utilizando ensaigdackls. Deste modo nosso projeto esta
buscando a metodologia mais sensivel para o gnal@ema da protecdo dos acidentes
antiofidicos no Brasil.

Por isso o Instituto Nacional de Controle de Qual&lem Sadde - INCQS achou
necessario realizar uma reunidao de trabalho (ma0G2), intitulada:Situacédo atual
perspectivas para a producdo e controle de sordgpagonhentos utilizados no Brasil
Dentre os diversos temas abordados, podemos destcaliscussdao sobre o
aperfeicoamento do controle da qualidade dos samsofidicos, com énfase na
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metodologia analitica para a determinacdo da petéiitste encontro contou com a
participacéo de todas as entidades relacionadasqooducéo, controle e distribuicdo dos
soros antipeconhentos no Brasil, que foram:

» Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 8at0tNCQS/FIOCRUZ

» Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA

* Fundacéo Nacional de Saude — FUNASA

» Centro de Producéo e Pesquisa de Imunobiol6gi€iRR}

* Fundacéo Ezequiel Dias — FUNED

* Industria Quimica do Estado de Goias — IQUEGO

» Instituto de Biologia do Exército — IBEX

* Instituto Butantan — IB

» Instituto Vital Brazil — IVB

Dentre as varias deliberacbes resultantes destaidcgupodemos destacar a
disposicdo de todos os participantes em traballmanjuctamente na avaliacdo e
implementacdo de melhorias nas metodologias aradipara o controle da qualidade dos
soros antipeconhentos assim como a necessidadepiediizir novos lotes de venenos de
referéncia botropico e crotalico, e que o titulstde venenos fossem estabelecidos através
de um estudo colaborativo interlaboratorial. Faipaconsensual que o desenvolvimento e
validacdo de uma metodologia de avaliacdo da “p@éelativa” dos soros antibotropico
e anticrotélico frente a um soro padrdo de reféaénacional, possivelmente seria a
estratégia mais adequada no sentido de se obtdtadess mais confiaveis e precisos, em
curto ou medio prazo. Isto reforgcou ainda mais oaseresse em desenvolver este estudo

que agora apresentamos.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Mundialmente, existem aproximadamente 3.000 espélgeserpentes, sendo cerca
de 600 venenosas. Estas serpentes sdo mais freq@eme encontradas nas regides
tropical e equatorial, mas podem ser encontradagoeias as regides do planeta com
excecdo da Antartida (WHO, 2007). No Brasil forapsatitas 326 espécies de serpentes,
sendo 49 peconhentas, 22 espécies da fakld@idae e 27 espécies da famiWéeridae
(SBH, 2005).

Apesar do grande numero de espécies venenosaaneptia distribuicdo geografica

destas serpentes, tanto a incidéncia global dosnemamentos ofidicos quanto a sua
4



severidade permanecem muito pouco conhecidas, goeta@ de poucos paises onde
estes acidentes sédo corretamente notificados. Dssdstudos realizados por Swaroop &
Grab em 1954, nenhum levantamento global sobrademplogia dos envenenamentos
ofidicos foi realizado.

No Brasil os acidentes ofidicos sdo um importagtexa a saude desde o periodo
pré-colonial. Em 1560, José de Anchieta fez o prioneegistro sobre serpentes
peconhentas no Brasil com interessantes observaljdE®-epidemioldgicas, na célebre e
sempre citada carta de S&o Vicente:

“[...] Até aqui tenho falado dos animais que vivem agua; tratarei agora dos
terrestres, ha os que sdo desconhecidos nestapassalo mundo. Primeiramente direi
das diversas espécies de cobras venenosas. Algoh@sadas jararacas abundam nos
campos, nos matos e até mesmo nas casas, ondeEma&s encontramos e cuja mordedura
mata no espaco de vinte e quatro horas, ainda sjwezes aplicando-se-lhe remédio se
escapa a morte, mordidos dai por diante, ndo s@aordée risco de vida, como até sentem
menos dor, como mais de uma vez experimentamos.

Outro género se chama boicininga, isto é, “cobm tine” que tem na cauda um
cascavel, que soa quando ataca alguém. Vivem nmoposa em cavidades debaixo da
terra. No tempo da procriacdo atacam os homenastejam pela erva com saltos t&o
rapidos que os indios dizem que voam. Quando moedainou-se: paralisam o ouvido, a
vista, o andar e todos os movimentos, so fica @dosentimento do veneno difundido por
todo o corpo, até que no espacgo de vinte e quatessra.

Ha outras admiravelmente pintadas de diversas,coegsas, brancas e vermelhas,
semelhante ao coral, que se chatnbobocg que quer dizer “terra cavada”, por que
rojando furam a terra como toupeiras. Estas sanaés peconhentas de todas e, portanto
as mais raras [...]"(CARDOSO & WEN, 2003).

As notificacdes de acidentes ofidicos no Brasil genforam feitas de maneira
esporadicas e ndo sistematica. Em 1901, Vital Bwziiniciar a produgdo do soro
antiofidico no Brasil e visando a coleta de infogbes sobre os acidentes ofidicos,
introduziu os “Boletins para observacdo de accekenphidicos” que enviados juntamente
com as ampolas de soro, deveriam ser preenchittosiggario e devolvidos ao laboratério
produtor. Esta estratégia foi adotada pelo InstitBerumtherapico (hoje Butantan) e
posteriormente pelo Instituto Vital Brazil. Os dadoriginados por estas notificacdes
possibilitaram inimeras publicacdes sobre ofididisno Brasil (CARDOSO & WEN,
2003).



Atualmente, no Brasil os envenenamentos por anipegenhentos sdo a segunda
principal causa de intoxicagbes em humanos, cor%d3jos casos notificados pelo
sistema Nacional de Informacdes Toéxico-FarmacodmiQuadro 2 e Gréfico 1) sé
sendo superados pelas intoxicacbes provocadas gdicamentos com 30,9% dos casos
notificados em 2007 (SINITOX, 2009). Entre os antds por animais peconhentos, o

ofidico é o principal deles, por sua freqliénciaavigade Quadro 1, 2 e Grafico 1)

Quadro 1 — Casos e 6bitos registrados em acidpateanimais peconhentos/serpentes por
regido do Brasil no ano de 2007

Casos registrados
com animais
peconhentos

(serpentes)

Obitos registrados
com animais
peconhentos

(serpentes)

Fonte: MS/Fiocruz/Sinitox

555 1232 101 503 1155

Quadro 2 - Casos de intoxicagdo humana em 200iite)si

NUMERO %

Medicamentos 33445 30,9
Agrotoxicos/Uso Agricola 5690 53
Agrotoxicos/Uso Doméstico 3433 3,2
Produtos Veterinarios 1218 1,1
Raticidas 4371 4
Domissanitarios 12441 11,5
Cosmeéticos 1439 1,3
Produtos Quimicos Industriais 6524 6
Metais 599 0,6
Drogas de Abuso 3835 3,5
Plantas 1641 15
Alimentos 1423 1,3
Animais Peconhentos 21606 19,9
Animais ndo Peconhentos 4533 4,2
Desconhecido 4441 4,1
Outro 1766 1,6

TOTAL 108405 100

Fonte: MS/Fiocruz/Sinitox



Grafico 1 — Casos de intoxicagcdo humana em 200iite%
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Os acidentes ofidicos tém grande importancia méslicanseqientemente tornam-se
um problema de Saude Publica em virtude de suééreig, gravidade e o despreparo do
profissional de saude da &rea. A padronizacdoizadal de condutas de diagndstico e
tratamento dos acidentados € imprescindivel. Paaénequipes de saude, raramente
recebem informacfes desta natureza durante o dersgraduacdo ou no decorrer da
atividade profissional (Brasil, 2001).

Estdo demonstradas nQuadro 3 e Grafico 9, no Brasil, a incidéncia dos acidentes

ofidicos.

Quadro 3 - Acidentes por animais peconhentos/step&o Brasil (1999-2007)

1999 4584
2000 4292
2001 4731
2002 5344
2003 6266
2004 6123
2005 5288
2006 5209
2007 4972
TOTAL 46809

Fonte: MS/Fiocruz/Sinitox



Gréfico 2 - Acidentes por animais pegonhentos/seegeno Brasil (1999-2007)

Acidentes por animais pegonhentos/serpentes no
Brasil (1999/2007)
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A maioria das notificacbes dos acidentes ofidicoscgdentes das regides
meridionais do pais esta relacionada ao aumentatiddade humana nos trabalhos do
campo (preparo da terra, plantio e colheita) ng®es Sul, Sudeste e Centro-Oeste, cerca
de 75% dos casos notificados sdo atribuidos a rgep@lo génerd@othrops sendo a
maioria dos pacientes do sexo masculino (70%),eoéjustificado pelo fato do homem
desempenhar com mais frequéncia atividades delhaldara da moradia, onde os
acidentes ofidicos habitualmente ocorrem. Em apradamente 53% das notificacfes, a
faixa etaria acometida situou-se entre 15-49 amaes,corresponde ao grupo de idade onde
se concentra a for¢ca de trabalho. O acometimensosdgmentos pé/perna em 70%, e
mao/antebraco, em 13% dos casos notificados, dedarn&o utilizagcdo de equipamentos
minimos de prote¢do individual, tais como sapdtotas, calcas, luvas de couro e outros
(BRASIL, 2002).

Uma vez que a identificacdo da serpente causadvracidente nem sempre é
possivel, o diagnéstico é baseado em critérioscoBne epidemioldgicos. O acidente
botropico é predominante com 90% dos casos natiica



1.2.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As serpentes do géneBothropspertencem a famili¥iperidae que compreende
cerca de 30 espécies, estao distribuidas por toelwitdrio nacional. Sdo responsaveis por
uma morbidade maior que qualquer outro grupo deesées venenosas no Novo Mundo.
As espécies mais importantes &mthrops aspena América Central Bothrops atroxe
Bothrops jararacana América do Sul. No Brasil, as espécie8dthropssao responsaveis
por 90% dos acidentes ofidicos notificados. Estagentes habitam principalmente zonas
rurais e periféricas de grandes cidades, preferamdbientes iUmidos como matas e areas
cultivadas e locais onde haja facilidade para fam@¢do de roedores (paidis, celeiros,
depdésitos de lenha). Tém habitos predominantentasttenos ou crepusculares. Podem
apresentar comportamento agressivo quando se semeacadas, desferindo botes sem
produzirem ruidos (BRASIL, 2001).

S&o muitas as espéciesBi@hropsconsideradas de interesse para a Saude Publica,
com uma ampla distribuicdo geografica, e populagesrtantes nas diversas regifes do
pais. Dentre elas destacam-sBothrops alternatus, Bothrops atrox, Bothrops
erythromelas, Bothrops jararaca, Bothrops jararasus Bothrops moojeni, Bothrops
neuwiedi(FUNDACENTRO, 2001), como mostrado Quadro 4 e nasFiguras 1, 2, 3, 4,
5,6e7



Quadro 4 — Serpentes do génBathropsde importancia médica no Brasil

NOME CIENTIFICO  NOMES POPULARES DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Urutu

Bothrops alternatu¢l)  Urutu-cruzeiro RS, SC, PR, SP, MS e MG
Cruzeira
Surucucurama

Bothrops atrox2) Jararaca-do-norte AC, AM, RR, PA, AP, MA, RO
Comboia TO, CE e MT (areas de floresta)

Jararaca-do-rabo-branco
Pl, CE, RN, PB, PE, AL, SE, BA

Bothrops erytromela3) Jararaca-da-seca MG (areas xeréfitas/caatinga)

. Jararaca .
Bothrops jararaca4) Jararaca- do-rabo-branccl)BA’ MG, ES, RJ, SP, PR, SC e Rp
Bothrops jararacuss(b) Jararacucu BA, ES, RJ, SP, PR, MG, MT e BC
Jararacao

Bothrops moojen(6) Jararaca Ell’:,;l_\;o’ DF, GO, MG, SP, MT, M|
Caicara

Bothrops neuwied{7) Jararaca-pintada Em todo pais, exceto Amazbnig

1.Poucos relatos de casos. Acidentes graves; JoRssvel pela maioria dos registros de acidentes na
regido Amazénica; 3. Disturbios de coagulagdo sdnifestacfes mais comumente registradas. Acidentes
com poucas alteracdes locais, geralmente benigndjincipal agente em MG, ES, RJ e SP. Casos grave
ou obitos pouco freqlientes; 5. Acidentes relataplascipalmente em SC. Acidentes graves ou catasfa

6. Responsavel pela maioria dos registros de aeislam oeste de SP e de MG e dos atendimentos em
Goiania/GO; 7. Distribuidas pelo territério nacihrom excecdo da Amazénia. Siglas: RS-Rio Grarwle d
Sul, SC-Santa Catarina, PR-Parand, SP-S&o Pauld/ats Grosso do Sul, MG-Minas Gerais, AC-Acre,
AM-Amazonas, RR-Roraima, PA-Para, AP-Amapa, MA-Mén&o, RO-Ronddnia, TO-Tocantins, CE-
Ceara, MT-Mato Grosso, PIl-Piaui, RN-Rio GrandeNdete, PB-Paraiba, PE-Pernabuco, AL-Alagoas, SE-
Sergipe, BA-Bahia, ES-Espirito Santo, RJ-Rio deeitanDF-Distrito Federal, GO-Goias.

Fonte: CENEPI, 1998

Figura 1-Bothrops alternatus

Boaliernatns
T, Crueic
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Figura 2 -Bothrops atrox

B atrox
calcaca dit anmardnk

Figura 3 -Bothrops erythromelas

B.erythromelas
jararacd Jda seca

Figura 4 -Bothrops jararaca

Bjararaca
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Figura 5 -Bothrops jararacussu

W

B, fararaenssi
jararacuce

Figura 6 -Bothrops moojeni

3. areeeferad
caicaca

B.neeied!
jararaca pintada
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1.3 MECANISMO DE ACAO DO VENENO

As peconhas das serpentes do géBathropssao as mais estudadas de todos os
venenos. Mais de 90% do peso seco do veneno #étafes por uma mistura de variados
peptideos e proteinas farmacologicamente ativasngueem uma grande diversidade de
sintomas nos pacientes acidentados. Também est@enpes nos venenos, proteinas nao
toxicas. A fragdo ndo protéica € composta por ddrats, lipidios, metais
(freqientemente associados a glicoproteinas e opebébinases), aminas biogénicas,
nucleotideos e aminoéacidos livres. A funcdo de caolmponente, assim como sua
interacdo no envenenamento humano ainda nédo ¢sk@eate esclarecida. (WARRELL,
1989; CARDOSO, 2003; BOURGUIGNON, 2001).

O estudo dos venenos de serpentes € de grandetampar cientifica para a
elucidacao de diversos mecanismos farmacologi@stadando-se a neurotransmissao na
juncdo neuromuscular, a estrutura e a funcdo doept@res nicotinicos, a “cascata da
coagulacao”, a fibrindlise, o sistema complementprocesso inflamatério e a atividade
hemorrégica e miotoxica.

O veneno das serpentes do gén@&uathrops € caracterizado por provocar
importanteslesdes teciduais locais, como hemorragias, neceoseema, assim como
alteracdes no sistema de coagulacdo sanguineas EsgEmenos fisiopatolégicos sao
devidos a efeitos sinérgicos de enzimas ativagiaas presentes nos venenos (OWNBY,
1990; BJARNASON & FOX, 1994 e GUTIERREZ, 1995).

As atividades fisiopatoldgicas do veneno botropsém: proteolitica, mais bem
definida como inflamatéria aguda, coagulante e hefm@a. Essas atividades sdao
extremamente complexas e podem, usualmente, #aridrs a componentes especificos.
No entanto, diferentes toxinas podem atuar singnggnte para induzir um efeito e uma
dada toxina pode ter varias atividades (ROSENFHII7)).

1.3.1 ATIVIDADE INFLAMATORIA AGUDA

E causada por um conjunto de toxinas do venendpiotr, responsaveis pelos
efeitos locais. Estdo envolvidos nesta acdo, amimegénicas pré—formadas do tipo
histamina, peptideos de baixo peso molecular ejmad como a fosfolipase A, esterases,
proteases, enzimas liberadoras de cininas (calasecininogenases) e lectinas. Diversas
toxinas do veneno tém atividade indireta, induzimdp liberando potentes autacoides,

como a bradicinina, prostaglandinas, leucotrieqmestaciclinas que atuam de modo
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bastante complexo e interdependente. Freqlentememiz Unica toxina do veneno é
capaz de induzir a liberac&o de varias substanoiasatividade inflamatoria.

As toxinas com atividade procoagulante também@pgatn na inducdo do processo
inflamatorio com a formacdo de trombos na corremierocirculatéria, provocando
hipoxia, agravamento do edema e necrose tecidual.féaddémenos hemorragicos,
determinados pelas hemorraginas, podem agravar adr@uinflamatorio, através da
ativacédo do Fator de Necrose Tumoral (TNF).

A atividade inflamatéria aguda ocorre muito proymente devida & interacdo da
acao de diversas toxinas, 0 que pode explicarragraariacdo nos sintomas observados,
tanto em estudos experimentais quanto em relatoead (FRANCISCHETTI, e col.,
1998; GUTIERREZ, 1998; CASTRO, 1999; CAMEY, 200RANCA & MALAQUE,
2003).

1.3.2 ATIVIDADE DE COAGULA(;AO

O veneno botrépico também possui capacidade dardttores de coagulacéo
sanguinea, ocasionando consumo de fibrinogéniorraafgio de fibrina intravascular,
induzindo freqlientemente a incoagulabilidade sameguiA grande maioria das serpentes
do géneraBothropspossui toxinas capazes de ativar fibrinogénio,rpnobina e fator X
(NAHAS, 1979). Sado também descritos fatores comidattle inibitéria sobre a agregacao
plaquetaria. Pode ocorrer trombocitopenia nas pramenoras, persistindo por até alguns
dias (FRANCA & MALAQUE, 2003).

1.3.3 ATIVIDADE HEMORRAGICA

Hemorragia sistémica é uma das manifestacdes sgass dos envenenamentos
por serpentes do género Bothrops em humanos. Arhegie ocorre em varios 6rgaos e é
responsavel por hipovolemia, hipotensao, hipopa&dusssular, choque cardiovascular e

severos acidentes cérebro-vasculares (GUTIERREG@, £0009).

1.4 ACIDENTE BOTROPICO

Desde a implantacdo do Programa Nacional de Cerdiad Acidentes por Animais
Peconhentos, em 1986, toda a producdo dos solips@nthentos produzidos no Brasil é

adquirida pelo Ministério da Saude e distribuids&getarias estaduais de saude que, por

14



sua vez, definem os pontos estratégicos para atentbh dos acidentes e utilizacdo dos
antivenenos. Assim garante-se 0 acesso gratuitdversal ao tratamento soroterapico.

Todavia, faz-se necessério o controle da distrémug dos estoques nos Estados, de
modo a garantir a racionalidade na utilizacdo daspbiologicos (BRASIL, 2007).

O quadro clinico local, no acidente botropico sead@riza por uma picada que se
constitui, na maioria dos casos, em uma inoculagoutanea ou intramuscular de veneno
na vitima. O sangramento no sitio de inoculacae@ientemente observado, porém sua
presenca nem sempre indica comprometimento sistéi@iedema ocorre precocemente,
sendo caracteristicamente tenso (ou firme), aptaséo muitas vezes tonalidade violacea
em decorréncia do sangramento subcutaneo. A eqgainmbcal da picada pode acometer
porcdo extensa do membro. O edema inicialmentair@rito pode em até 24 horas
estender-se a todo o membro. Em poucas horas adserse linfadenomegalia regional,
com ganglios aumentados e dolorosos, podendo apresEuimose no trajeto dos vasos
que drenam a regidao. Algumas horas apdés o acidemtiem aparecer bolhas em
quantidade e proporcdes variaveis, com conteudosserhemorragico ou necrotico
(FRANCA & MALAQUE, 2003).

1.4.1. GRAVIDADE DO ACIDENTE

As principais complicagbes locais sdo: abscessocrose e sindrome
compartimental.

Abscesso, celulite e erisipela podem ser observaddscal da inoculacdo. Estas
infeccbes sdo frequentes, devido as condicbes qmepiao crescimento bacteriano
provocado pela reacdo inflamatéria aguda, assinogosta presenca de abundante flora
bucal nas serpentes (bactérias anaerdbicas e gmgativras). A incidéncia de abscessos
pode variar de 1 a 17,2% dos casos. Os fendmeflamatdrios inerentes ao acidente
botrépico dificultam a avaliagéo clinica da presede infeccdo. O edema, o eritema, a dor
e o calor local podem tanto ser provocados pela dgaveneno, quanto pela infeccao
local.

A incidéncia de necrose € bastante variavel (de&Q,6%0) geralmente limitada ao
tecido subcutaneo, podendo comprometer estruturais profundas como tenddes,
musculos e 0ssos. A intensidade e a extensao daseeestdo intimamente ligadas a
utilizacdo de torniquetes e a demora entre o0 a@de administracao da soroterapia. Em
casos extremos pode ser necessaria a amputacaaartle dop membro acometido
(FRANCA & MALAQUE, 2003).
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Além do quadro de envenenamento local, o quadit@énsiso € extremamente
importante. Pequenos sangramentos como gengivastagnicrohematuria, puarpuras
(equimoses em locais longe das picadas, devidgegd®s intramusculares ou pequenos
traumatismos) e sangramentos em feridas recentégsmpacorrer nos casos leves e
moderados. Com menor frequéncia pode ocorrer heimatiacroscopica, hemoptise,
epistaxe, sangramento conjuntival, hipermenorragiamatémese (KAMIGUTI & SANO-
MARTINS, 1995). Em casos graves sao observadas rhagms intensas podendo
acometer Orgaos vitais, choque e insuficiéncialré&@@o relatadas como causas de obito,
hemorragia digestiva e do sistema nervoso cemrakincipal complicacdo sistémica do
acidente botrépico sdo as insuficiéncias renaislaguque podem ser provocadas por

coagulacéo intravascular disseminada e hipotenséao.

1.5 SOROTERAPIA

O unico tratamento especifico, atualmente dispbmige o acidente por animais
peconhentos, € a soroterapia, que consiste naaggticnos pacientes de um soro
constituido por um concentrado de anticorpos. Atsoapia tem a finalidade de combater
uma doenca especifica (no caso de doencas infastios um agente tdxico especifico
(venenos ou toxinas).

Com a descoberta do principio da imunizacdo atitracealmente induzida e que o
sangue dos animais imunizados continha anticorgos, ndo sO destruiam o0s agentes
invasores, como apresentavam poder terapéuticmféapco, teve inicio a soroterapia
antiofidica (INSTITUTO BUTANTAN, 2006).

Em 1901, Vital Brasil comecou a produzir antiveremeono e poli especificos
(Soro Antibotrépico, Anticrotélico e Antiofidico)oninstituto Soroterapéutico, localizado
na Fazenda Butantan (BRASIL, 1987). Em 1903 puhliczatrabalho onde resume suas
pesquisas na imunologia dos envenenamentos poensesp (BRAZIL, 1903). Neste
trabalho, ndo somente demonstra exaustivamentpegifsidade dos antivenenos, como
também da existéncia, em certos casos, de umapagéespecifica, conferindo alguma
imunidade cruzada entre espécies filogeneticamapteximadas. Também apresenta
observacdes sobre vinte e um pacientes tratadosoms antipeconhentos produzidos no

Instituto Butantan.
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Atualmente mais de um século depois, com algumadificex;0es a soroterapia,
como proposta por Calmette e Vital Brasil em 1&94dinda o Unico tratamento especifico
contra os acidentes ofidicos.

Desta forma a soroterapia constitui a principalai@enta para o tratamento destes
acidentes. Sua indicacédo baseia-se nos critéfimsasd de gravidadeQuadro 5). O soro
utilizado é constituido de imunoglobulinas espeatffi purificadas, obtidas a partir de
plasma de equinos hiperimunizados, com antigengét®roBothrops composto por
venenos das serpentes citadas anteriormente.

Cada ampola de soro antibotropico contém 10 meuwtraliza no minimo 50 mg
de veneno-referéncia d& jararaca(soroneutralizagdo em camundongos).

Os soros antiofidicos sé@o disponibilizados gratuéate a populacdo através do
Sistema Unico de Saude — SUS, n&o sendo comeaciatiznem disponiveis na rede de

hospitais privados.

Quadro 5 — Acidente botropico: Classificacdo quantpavidade e quantidade aproximada
de veneno a ser neutralizada

Sistémicas: Quantidade
- o aproximada
apmerte "o’ oo tevenena  Viade
GRAVIDADE : ini 3
NS edema choque, (TC) * a ser administragéo
(avaliagdo inicial) g neutralizada
andria
(mg)
Normal
Leve (L) Discreto Ausentes ou 100 [V **
alterado
Ausentes Normal
Moderada (M) Evidente ou ou 200 Y
presentes  alterado
Normal
Grave (G) Intenso Evidentes ou 300 v
alterado

(*) TC normal: até 10 minutos; TC prolongado: deal® minutos; TC incoagulavel: > 30 minutos

(**) IV = intravenosa

Observacéo: a determinacao do TC tem sido usada pandmetro da eficacia da dose de antiveneno. Se
ap6s 12 horas do inicio do tratamento o sangueeesiicoagulavel, deve-se realizar uma soroterapia
adicional para neutralizar 100 mg de veneno.

A administracdo do soro antiofidico deve ser feitaais precocemente possivel,
por via intravenosa, em solucéo diluida com salbgico (NaCl - 0,9%) ou glicosado

(glicose - 0,5%). E importante, apds a soroterapimcompanhamento continuo de
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alteracdes locais e sistémicas para a deteccdmaangnto precoce das complicacoes e,
eventualmente, a administracao de doses adicideastivenengQuadro 6).

Por tratar-se de produto bioldgico da mais altavé@icia para a Saude Publica o
soro antiofidico ideal, deve ser seguro, eficazde provocar efeitos adversos quando

administrado por via sistémica.

Quadro 6 - Numero de ampolas de soros para tratarderacidentes ofidicos

GRAVIDADE
ACIDENTE TIPO DE SORO

LEVE MODERADO GRAVE

Soro Antibotrépico
Bothrops jararaca 2 - 4 4-8 12 Soro Antibotrépico-crotélico
Soro Antibotrépico-laquético

Fonte: CENEPI, 1998
1.6 A PRODUGAO DE SOROS ANTIPECONHENTOS NO BRASIL

Os soros antibotrépicos atualmente utilizados nasiBrsao produzidos pelo
Instituto Butantan — IB (SP), Instituto Vital Brhsi VB (RJ) e Fundacdo Ezequiel Dias —
FUNED (MG), através da imunizacdo de cavalos comenes provenientes das cinco
espécies do géneRBothropsmais prevalentes no BrasB. jararaca— 50%,B. alternatus
B. moojeniB. jararacusste B. neuwiedi- 12,5% cada (BRASIL, 1996), e sao distribuidos

pelo Ministério da Salde, através da Fundagdo Natide Saide (FUNASA Todos

seguem 0 mesmo processo de produgao

1.6.1 ETAPAS DA PRODUCAO

» Extrag&o do veneno.

» Liofilizacdo

e Tratando-se do botrépico, 0 veneno proveniente daso espécies mais
prevalentes no BrasilB( jararaca:50%; B. alternatusB. moojeniB. jararacussu
e B. neuwiedi 12,5% cada) é diluido e injetado em cavalos. gsieesso leva 40
dias e é chamado hiperimunizacao.

* Realizacdo de uma sangria exploratoria, retiramm@ amostra de sangue para

medir o teor de anticorpos produzidos em respastiajecdes do antigeno.
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» Dosagem do teor de anticorpos. Ao atingir o nivedejado, € entdo realizada a
sangria final retirando-se cerca de quinze litressangue de um cavalo de 500 kg
em trés etapas, com um intervalo de 48 horas.

e O soro é obtido a partir da purificacdo e concedwado plasma, onde sao
encontrados 0s anticorpos.

Observacédo: As hemacias sao devolvidas ao animalyra processo chamado
plasmaferese. Esta técnica de reposicdo minimizfait®s colaterais provocados
pela sangria do animal.

e O soro purificado é concentrado através de ultradiio molecular, submetido a
filtracdo clarificante e esterilizantEigura 8).

» O soro é estocado entre 2 e 8 °C e submetido sies tde controle da qualidade.

e Apls o controle da qualidade, o soro é formuladioidb para alcancar o titulo
desejado (> 5,0 mg/mL), adicionando o conservaenelf(< 0,35%), isotonizado
((NaCl - 0,7 a 0,9%), tendo o pH ajustado na faixiae 6 e {Quadro 7).

* No final do processo, o soro terminado a granallk'®h € novamente submetido a
testes de controle da qualidade citados abaixe@, Ig@@racéo do lote, conforme o

preconizado na Farmacopéia Brasileira 4° edic&te Ha5° fasciculo.

FLASHA PAHA JER
FRAOCESSALD
EWaHan SEds FILTRAGAD DE
= FIMAL ‘
ﬂlll'll'ﬂ'lhl

8

Figura 8 — Processamento do Plasma para obtenc¢@arde
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Quadro 7 — Fases do processo de producéo e codérsieros

CONTROLE

OBJETIVO MECANISMO DA
QUALIDADE

Tamponamento do Adicionar tampéao

1 plasma Melhorar a qualidade acido citrico pH 4,8 Verificar o pH
5 Purificacéo do Conservar e manter Adicionar fenol e Analisar teor de
plasma estavel centrifugar fenol
3 Desnaturacéo das Precipitar e eliminar aAdicionar sulfato de '::l?;';a;éeor de
proteinas albumina e pigmentosamaonia e centrifugar ” .
amonia
Adicionar acido
Tamponamento e .
salinizacéo da . . ) cIoannc;o ou fosfato 3
4 ~ Otimizar a digestdo de calcio pH 3,2 e Verificar o pH
suspensao de o
: cloreto de sodio e
proteinas .
centrifugar
. ~ Eliminar Purificar por Verificar a
5 Filtracdo molecular . . . .
imunoglobulinas cromatografia turbidez

Eliminar residuos de Filtrar em tubos de Analisar teor

6 Dialise o T de sulfato de
sulfato de amonia hemodialise P
amonia
- L Analisar teor
7 Clarificacao Eliminar a turbidez Ad'C'Ona}r .h'de'do de hidréxido de
de aluminio gel L.
aluminio
8 Esterilizacao Purificar o produto Adicionar etano Analisar teor
de etanol
Estabilizacéo e Estabelecer a validad%\ - , Analisar teor de
9 % dicionar timerosal ..
preservagao do produto timerosal
10 Padronizacdo do  Verificar parametros Coletar amostras do Analisar o
produto final de qualidade “bulk” final “bulk” final

Fonte:Instituto Butantan (2006)

1.7 CONTROLE DA QUALIDADE DE SOROS ANTIPECONHENTOS

Todas as metodologias analiticas utilizadas paraomtrole da qualidade e
consequente liberacdo dos lotes de soros antiofidaram realizadas de acordo com as
Normas Oficiais Brasileiras, “Imunosera ad usum &oom e Immunoserum
bothropicum”, publicadas pela Farmacopéia BrasildBRASIL, 2004), detalhadas na
Portaria n® 174, que aprova as normas técnicasadkigho e controle da qualidade dos
Soros Antiofidicos, Antitoxicos e Anti-rabicos (BSA., 1996).

Os protocolos de determinacdo daspd da DEp foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Fiocruz (CEUA), agadlo protocolo n° 0135/02.
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1.7.1 TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE DO PRODUTO FINAL

TESTE DE SEGURANCA BIOLOGICA :
» Esterilidade - para a deteccdo de eventuais congaes durante a producéo.
* Pirogénio - para detectar a presenca de substaremataminantes, que provocam
alteracOes de temperatura nos pacientes (febre).
* Inocuidade — para avaliacdo de seguranca quantss@diumano (realizada até
2001).

TESTES FISICO-QUIMICOS (sdo utilizados para qualificar e quantificar os
componentes do soro):
* Determinacdo do volume médio, teor de fenol, tepnsulfato de amonia, pH, teor

de cloreto de sodio, proteinas e nitrogénio protéic

ATIVIDADE BIOLOGICA
* Determinacdo da poténcia (B (para verificagdo da quantidade de anticorpos

produzidos).

Um soro ideal deve ser seguro e eficaz, portaraale&ie provocar efeitos adversos
quando administrado por via sistémica, além deb#xo custo. Bioquimicamente, o
melhor soro deve apresentar uma alta pureza egat@om um minimo de conteudo de
proteinas totais. Clinicamente, é aquele que aptesemelhor eficiéncia terapéutica com
a menor dose e sem efeitos colaterais, e economitanfalando, é aquele que oferece o
melhor balanco entre eficacia terapéutica e custos.

A seguranca e eficacia da imunoterapia antienvenent estdo intimamente

relacionadas a pureza e a uma cuidadosa determidagéténcia do soro (WHO, 1969).

1.8 RELEVANCIA DO ESTUDO

Pelo exposto, com o objetivo de aperfeicoar o ensk poténcia do soro
antibotrépico, torna-se necessario o estabelecongmtVeneno Botropico de Referéncia
(lote 05) e do Soro Antibotrépico de Referénciate(l®1l) através de um estudo
interlaboratorial para a validacdo do ensaio denm relativa e da atividade biolégica do

Soro Antibotrépico de Referéncia Nacional.
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Com os resultados obtidos neste estudo, também pmesdivel qualificar a
metodologia oficial, preconizada pela Farmacopéiasiira (BRASIL, 2004) e pelo
Procedimento Operacional do INCQS (POP 65.3440.004)

Portanto, consideramos este estudo de relevandia paSaude Publica e

consequentemente para a Vigilancia Sanitaria dsilBra

18.1A INSER(;AO DO INCQS NESTE ESTUDO

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade emad8a(INCQS), pertencente a
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no Rio de JaneRd) (tem como misséo,
“Contribuir para a promocao e recuperacdo da salpgeevencdo de doencgas, atuando
como referéncia nacional para as questbes ciextifictecnoldgicas relativas ao controle
de qualidade de produtos, ambientes e servicosilahas a Vigilancia Sanitaria’. Desta
forma se justifica realizar o presente estudo. Bd€B6, o INCQS tem como atividade o
Controle de Qualidade dos soros antipeconhentogredeles o soro antibotrépico. No
parque industrial nacional de imunobioldgicos, termolB — SP, IVB — RJ e FUNED -
MG responsaveis pela producdo. A utilizacdo e idisgdo no pais estdo sob a
Coordenacdo Geral do Programa Nacional de Imungzsa¢GGPNI) do Ministério da
Salde. E importante ressaltar que todos os lotedupidos sdo analisados, antes da
liberacao, pelo INCQS.

1.9 ESTUDO COLABORATIVO

De acordo com as recomendacbes de “Workshop onStaedardization and
Control of Antivenoms”, coordenado pela “Qualityséisance and Safety of Biologicals
Unit” da OMS (THEAKSTON, 2003) “o estabelecimente denenos e antivenenos de
referéncia é essencial para a padronizacdo desta®s de modo a permitir a comparacao
lote a lote, assim como a comparacao entre labb@atddealmente as atividades dos
antivenenos devem ser expressas em unidades rrautted de toxina baseada em um
padrdo nacional e regional”, certamente esta éaipal recomendacao deste Workshop.

Com este objetivo foi estabelecido no INCQS um smibotropico de referéncia,
parte importante deste estudo. Foi originario dessantibotrépicos de producao rotineira,

enviadas e analisadas pelos produtores naciotamstEm pelo INCQS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Aperfeicoar a metodologia analitica para a deteagéo da poténcia do Soro

Antibotropico de acordo com as recomendacdes danagcdo Mundial de Saude (OMS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Coordenar o estudo colaborativo e definir o pratode trabalho.
» [Estabelecer o soro antibotropico de referéncia.

» [Estabelecer a D) do veneno botrépico de referéncia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA (BRA/BOT/05)

O lote n° 05 do Veneno Botropico de Referéncia -AB®T/05, € uma preparacao
liofilizada com 4.398 frascos de venenoBl#hrops jararacaestocado a —20 °C, contendo
30 mg/frasco, com uma Re.de 47,8 ng/0,5 mL, determinada pelo INCQS e umg D&
33,1149/0,5 mL determinada pelo Instituto Butantan momento de sua preparacao.
Consiste em um “pool” obtido partir de 4.430 exdes; de veneno dgothrops jararaca
coletadas em diferentes regides do Brasil. Estel*doi obtido por 2.180 extracdes de
serpentes coletadas no estado de Sao Paulo (4912988 coletadas no Espirito Santo
(24,2%); 691 em Santa Catarina (15,6%); 448 nor@a(0,1%); 34 em Minas Gerais
(0,77%) e 04 no Rio de Janeiro (0,09%). Possui6®0%, 40,30 ug de proteina/mg de
veneno e um perfil eletroforético em SDS-PAGE (gnae de 7,5% a 17,5%, corado por
Azul de Coomassie), com 12 bandas de proteinadps®nco bandas predominantes, com
pesos moleculares de 62, 32, 28 e 14,4 kBgufa 9). Este lote foi preparado e
caracterizado em 2002 pelo Instituto Butantan etilizado pelo INCQS e todos os

laboratorios produtores até a presente data.

Figura 9: Perfil eletroforético do Veneno Botropicte Referéncia lote 05 —
BRA/BOT/05.
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3.1.2 SORO ANTIBOTROPICO DE REFERENCIA (BRA/ANTIBOT /01)

O Soro Antibotrépico Candidato a Referéncia foiigdtcom um “pool” de
amostras de soros antibotrépicos (384 ampolas denll0dos laboratérios: IB, VB,
FUNED e CPPI; Quadro 8), aliquotado em frascos, constituindo um lote #& &mpolas
com 3 mL, estocado entre 4 e 8 °C no INCQS. Apdpool” das amostras de soros
antibotrépicos avaliou-se quanto a esterilidadetdrana e fungica, pelo método de
filtracdo por membrana (BRASIL, 2004).

3.1.3 ANIMAIS UTILIZADOS

Nos ensaiosn vivo para o estabelecimento do Soro Antibotropico dierRaecia
Nacional foram utilizados camundongos suigo-albidesl8 a 22 gramas de ambos 0s
sexos, sadios, procedentes do CECAL da Fiocruzlimaiados no SAL do INCQS
(temperatura de 23 °C2-°C, umidade aproximadamente de 70% e fotopeodociclos
de oito horas), mantidos em gaiolas plasticas @adade aco inoxidavel, com maravalha
autoclavada.

Este ensaio foi aprovado pela Comissdo de Eticilswde Animais da Fiocruz
(CEUA), através do protocolo n° 0135/02.
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Quadro 8 - Relacao dos lotes gmbdl” do candidato a Soro Antibotropico de Refe-

réncia.

AMOSTRA LOTE PRODUTOR  QUANTIDADE TOTAL
1298/00 0004052-A |. Butantan 10
1299/00 0004052-B |. Butantan 10
1300/00 0004052-C |. Butantan 10
3762/98 9807070-A |. Butantan 15
3763/98 9807070-B |. Butantan 15
3764/98 9807070-C . Butantan 15
3093/98 980043-A |. Butantan 10 160
3094/98 980043-B |. Butantan 15
3095/98 980043-C |. Butantan 15
4277/98 9808078-A |. Butantan 15
4278/98 9808078-B |. Butantan 15
4279/98 9808078-C |. Butantan 15
1102/98 980201 . Vital Brazil 18
3483/98 980604-A . Vital Brazil 14
3484/98 980604-B . Vital Brazil 14
4828/98 980707 . Vital Brazil 21
5242/98 980909 |. Vital Brazil 26 123
1986/00 991113 . Vital Brazil 19
3470/00 000801 |. Vital Brazil 03
4254/00 000905 |. Vital Brazil 03
4570/00 000902 . Vital Brazil 02
5166/00 001110 |. Vital Brazil 03
3235/98 97070815 FUNED 10
4980/98 971015/20 FUNED 15
5474/98 980929/05-B FUNED 15
5476/98 980929/05-C FUNED 23 119
2967/99 990504-18 FUNED 21
3492/99 990517-22 FUNED 16
4670/99 990915-45 FUNED 19
418/00 B02/99 CPPI 21 21
TOTAL 423*

*Foram utilizadas 384 ampolas. Das 423, inicialragirbpostas, 39 ampolas dos diferen-

tes produtores, foram quebradas na confeccéo dg™'po
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3.2 METODOS

3.2.1 SORONEUTRALIZACAO
O método utilizado teve como base a soroneutrd@zag vitro e posterior
inoculagdo em camundongos, como preconizado pelad€apéia Brasileira 42 edicao,

parte Il, 5° fasciculo.

3.22 OBTENCAO DO *“POOL” DE SORO ANTIBOTROPICO E
DETERMINAGAO DA POTENCIA DO SORO CANDIDATO A REFERE NCIA

O Setor de soros antipeconhentos do INCQS utilB&uampolas contendo 10 mL
de soro antibotrépico dos diferentes produtoresionacs para fazer um “pool” do
candidato a Soro Antibotropico de Referéncia NaaigQuadro 8).

Foram realizados pelo INCQS oito ensaios paraabekicimento da Dfgdo soro
antibotrépico de referéncia. O resultado final espp em valor médio da BY: seus
limites inferior e superior foram obtidos pelo mé#@ale combinac¢do dos resultados através
da média ponderada referendado pela Farmacopéwmpétar(Council of Europe, 2008)
(Quadro 9, Grafico 3. A homogeneidade dos resultados dos ensaios/édiada pelos
testes de Qui-quadrado e de Grubbs. AsDdbtida foi 27,63ug/dose, com um limite
inferior de 26,22ug/dose e um limite superior de 29yh/dose Quadro 10), que
corresponde a uma poténcia@e2 mg/mL, com um limite inferior de 6,57 mg/mL e um

limite superior de 7,29 mg/mL.
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Quadro 9 — Determinacdo das doses efetivas médiksy)(do Soro Antibotrépico
candidato a Referéncia - combinacéo de 8 ensaios.

DEsg LI LS

27,66 22,85 33,48
26,82 23,23 30,96
27,61 23,25 32,78
33,48 27,15 41,29
26,75 22,25 32,18
24,94 21,66 28,71
25,93 22,97 29,28
32,25 27,92 37,24

Teste de Homogeneidade
X?calc P X?tab
12,479 0,0859 14,067

Dados homogéneos

DEsg 27,63 png/dose

LI 26,22 pg/dose
LS 29,11 png/dose
Poténcia 6,92 mg/mL
LI 6,57 mg/mL
LS 7,29 mg/mL

DEso. dose efetiva médid;l : limite inferior; LS: limite superior;X2calc. qui-quadrado
calculado;X2tab: qui-quadrado tabeladope valor de probabilidade.

Gréfico 3 — Determinacdo das doses efetivas médi&s,) do Soro Antibotropico
candidato a Referéncia - combinacéo de 8 ensaios.
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Quadro 10 — Dpdo Soro Antibotropico de Referéncia - BRA/ANTIBOT/0

CALCULO DA DE 5

LIMITE INFERIOR 26,22
png/dose
DEso
png/dose 27,63
LIMITE SUPERIOR 2911
png/dose

Conforme descrito no POP 65.3440.005, a determinaga poténcia do Soro
Antibotrépico é feita seguindo a férmula:

Poténcia = (TV-1) x Db, do Veneno Botropico de referénciande
DEso

TV = nimero de Dig utilizadas por camundongo na dose teste de veneno.

Poténcia = (4) x 47,85 6,92 mg/mL
27,63
3.2.3 DETERMINAQAO DA DOSE LETAL MEDIA (DL s DO VENENO DE RE-
FERENCIA

Reconstituiu-se a preparacdo do veneno brutoitaflb na concentracdo de 1
mg/mL em NaCl 0,85%. Foram efetuadas diluicbes srgrpssdo geométrica, utilizando
fator de diluicdo constante, ndo superior a 1gualando os volumes finai@gadro 11).

Foi inoculado com seringa de 1 mL, por via intrépeeal, volume de 0,5 mL por
camundongo de cada diluicdo em grupos de, no mjrliloamundongos suico-albinos de
18 a 22 gramas. Os animais foram observados niodoede 24 e 48 horas apos
inoculagdo e o numero de mortos em cada diluicdo régistrado. Os animais
sobreviventes foram sacrificados em camara de CODLs, foi calculada, utilizando o
meétodo estatistico de probitos (FINNEY, 1971). Axdade resposta (porcentagem de
mortes) deve estar compreendida entre 10% e 908 nddp a curva de regressao que deve
apresentar relacao linear. Os limites de confiad@gadevem ser amplos, indicando melhor
precisao do ensaio. Expressar o resultado em mamas de veneno por 0,5 mL.
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Quadro 11 — Protocolo de diluicdo para determinagébDLs

SOLUQAO DE VENENO SALINA
VENENO/CAMUNDONGO
(2 mg/mL)
62,2 ug 0.74 mL 5,26 mL
51,8 ug 0,62 mL 5,38 mL
43,2 ug 0,51 mL 5,49 mL
36,0 ug 0,43 mL 5,57 mL
30,0 pg 0.36 mL 5,64 mL

Fonte: Manual da Qualidade do INCQS, POP n° 65.8040

3.2.3.1 CRITERIOS PARA ACEITACAO DO ENSAIO

* A DLso do veneno deve estar dentro dos limites de cagdi@ompreendidos entre
50 e 200% do valor nominal do veneno de referénCacalculo para a
determinacdo da Dkfoi feito através do método estatistico de prob(EBINEY,
1971) utilizando programa fornecido pela OMS (WH@RR 1997).

e Os animais utilizados no ensaio devem morrer papoalmente a quantidade do
veneno presente na diluicdo em pelo menos tréig@lesi consecutivas.

» A faixa de resposta (porcentagem de mortos) detae esmpreendida entre 10 e
90%, obtendo a curva de regressao que deve amesel#cao linear, ou seja,

desvio de linearidade néo significativo (p>0,05).

3.24 DETERMINAQAO DA POTENCIA DO SORO ANTIBOTROPIC O

Foram efetuadas diluicdes progressivasato em solucao fisiologica a 0,85 %,
utilizando fator de diluicdo constante, ndo supesid,5 de maneira que o volume final
apos a mistura com a dose desafio de veneno &sgjicol em todos os tubos de ensaio. O
veneno de referéncia foi reconstituido e diluidmpana solu¢éo contendo 1 mg/mL com
solucéo de cloreto de sédio a 0,85 %. Foi adicioread cada tubo um volume constante
de veneno, de modo que cada dose a ser inoculadmipeal contenha 5 Bk (Quadro
12). A mistura foi homogenizada e incubada a 37 °C8ominutos. Foi inoculado com
seringa de 1 mL, por via intraperitoneal o volunee0j5 mL por camundongo, de cada
mistura, em grupos de, no minimo, 8 camundongg®<albinos de 18 a 22 g. Os animais
foram observados no periodo de 24 e 48 horas aposlacdo o nimero de sobreviventes
de cada diluicdo foi registrado. A BEem microlitros, foi calculada utilizando método
estatistico de probitos (FINNEY, 1971).
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A poténcia em miligramas por mililitro foi calculkadutilizando a equacéo:

Poténcia (mg/mL) = TV-1x Dig do veneno
DEso
TV = nimero de Dig utilizadas por camundongo na dose teste de veneno.

O titulo da poténcia foi expresso em miligramase@®eno neutralizados/1 mL de soro.

Quadro 12 — Protocolo de diluicdo para o ensasodeneutralizacéo (Bg)

VENENO (1mg/mL) SORO SALINA
2,8 mL 0,50 mL 2,70 mL
2,8 mL 0,38 mL 2,82 mL
2,8 mL 0,29 mL 2,91 mL
2,8 mL 0,22 mL 2,98 mL

Fonte: Manual da Qualidade do INCQS, POP n° 65.8040

3.2.4.1 CRITERIOS DE VALIDACAO DO ENSAIO

* O ensaio de determinacao da atividade do venemefei€ncia usando 5 DL50 do
veneno deve estar dentro dos limites de confia®@a (L00% de mortes);

e Os animais utilizados no ensaio de soroneutrd@izagleverdo sobreviver
proporcionalmente a quantidade de soro presendéuigéo;

* No caso do ensaio da amostra se tornar invalidde{se repetir utilizando outra
faixa de diluicdo de acordo com a leitura obseryada

« Para o calculo da DE50 deve-se levar em contamitelde confianca deve estar
compreendido entre 50 e 200% da poténcia estimad&ixa de resposta
(porcentagem de sobrevivéncia) deve estar compceerdtre 10 e 90%, obtendo
a curva de regressao que deve apresentar relagio (jp>0,05) utilizando-se o
resultado de, pelo menos, trés diluicbes consexsjtsendo que a dose que protege
50% deve estar no intervalo compreendido entre iarneaa menor diluicdo do
ensaio.

* O produto é considerado satisfatrio se a poténciano minimo, igual a 5 mg de

veneno/mL de soro.
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3.2.4.2 VALORES ABERRANTES

Com o objetivo de avaliar a homogeneidade dos testagd identificando valores
aberrantes, os grupos de resultados foram subraetids testes de Grubbs e de Qui-
quadrado em planilha de Combinacdo Ponderada dedsnslesenvolvida e validada de
acordo com a Farmacopéia Européia (Council of Eyr@p08), os valores identificados

como aberrantes foram eliminados dos calculos.

3.2.5 PROTOCOLO DO ESTUDO COLABORATIVO UTILIZADO (c onforme

enviado aos produtores).

1° Etapa: Reavaliagdo da poténcia do lote n°® 05 déeneno Botrépico de Referéncia
BRA/BOT/05 e a avaliagdo da poténcia do candidato &oro Antibotrépico de
Referéncia Nacional (BRA/ANTIBOT/01).
Foram realizados trés ensaios independentes @épstem momentos diferentes) das
seguintes determinagdes:
 Determinagdo da Dk do Soro Antibotropico de Referéncia Nacional
(BRA/ANTIBOT/01). Esta determinag&o devera ser emplidata.
» Determinagdo da Dk do Veneno Botropico de Referéncia BRA/BOT/05. Esta
determinacao foi feita em paralelo com as deterpdes da Db e poténcia do
Soro de Referéncia.
* Avaliagdo da aplicabilidade de um controle de vengaralelamente a cada
determinacdo de poténcia devera ser inoculado cobidp um grupo de 10

animais.
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3.2.5.1 MATERIAL

BRA/ANTIBOT/01: Foram enviados para cada laboratério 12 frascasodw candidato,
para a determinacdo da poténcia em unidades rieabtals (UN) e para a comparacao

entre as metodologias de determinacéo da potéalddiis, e pela Poténcia Relativa.

BRA/BOT/05: Foramenviados para cada laboratério 05 frascos de vehetropico de
referéncia.

E o protocolo do estudo colaborativo esta no Ariexo

3.2.6 COLETA E ANALISE DOS DADOS

O INCQS foi responsavel pelo recebimento, revisdoodificacdo dos dados
submetidos pelos laboratérios participantes, pekdise estatistica e interpretacdo dos
resultados. Os laboratoérios foram identificados yor cédigo em todas as analises para
manter a confidencialidade dos resultados. Um detat final serd preparado
posteriormente e distribuido para todos os paditigs.

A poténcia do Veneno Botropico de Referéncia fgirezsa em quantidade de
veneno, em ng/0,5 mL capaz de causar a morte endb68%nimais inoculados (B4). A
poténcia dos soros antibotropicos foi expressauaatidade de veneno de referéncia (em
mg) neutralizado por 1 mL de Soro Antibotrépico (mg). O INCQS utilizou planilha
eletrénica desenvolvida e distribuida pela Orgaydi@aaMundial de Saude (WHOPROG,
1997). Os dados brutos de todos os laboratériesrfaalculados pelo INCQS utilizando a
planilha da OMS do referido programa.

Todos os ensaios foram revalidados quanto a sudadal de acordo com os
seguintes critérios:

e 0s animais utilizados deverdo morrer/sobreviveppraonalmente a dose
de veneno/soro presentes nas diluicoes;

» deve ser utilizado, para efeito do calculo, o tesid de pelo menos 03
(trés) diluicdes consecutivas;

* adose letal/efetiva 50% deve estar no intervatopreendido entre a maior

e a menor diluigao utilizada.

A determinacédo da DBk e DEy foi feita pelo método dos probitos. A precisao
intraensaio (repetibilidade), interensaios (prexisatermediaria) e interlaboratorios
(reprodutibilidade) dos ensaios de poténcia do Weri&otropico e do Soro Antibotrépico
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foram calculadas através do coeficiente de varig€dd) de acordo com a seguinte
formula: (TIAN, 2005)

CV = (Desvio Padraay 100.
Média

3.2.6.1 CRITERIOS DE ACEITAGAO

Os materiais de referéncia (soros e venenos) ssasiderados aptos, caso a
precisédo interlaboratorial (reprodutibilidade) dessaios de Dig do soro e da Dy do
veneno apresentem coeficientes de variacao inésri@ar50% (WHO, 1997; van der Ark e
cols, 2000). A metodologia da poténcia relativaéi semsiderada aplicavel, caso a preciséo
interlaboratorial (reprodutibilidade) seja maior goe para a poténcia absoluta, ou seja,
apresente coeficientes de variagcao (CV) infericrgseles observados para a poténcia
absoluta. A aplicabilidade da implantacdo da mdumgia, caso seja considerada apta,

devera ser definida apds uma avaliacdo de custfibien
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS

Este estudo foi inicialmente proposto para serizadd em duas etapas, porém
devido ao prazo de defesa desta dissertacdo deales?rofissional (24 meses), e tendo
em vista que todos os resultados ndo foram rensetidotempo habil para a inclusao neste
trabalho, iremos abordar somente os resultadosergés a primeira etapa do estudo.

A primeira etapa compreendeu a reavaliacdo da pat&o lote n°® 05 do Veneno
Botrépico de Referéncia Nacional BRA/BOT/05 e aliagao da poténcia do candidato a
Soro Antibotrépico de Referéncia Nacional BRA/ANTUB/01. Da segunda etapa sO
foram utilizados, para efeito dos calculos os \edomédios referentes as poténcias
determinadas do soro BRA/ANTIBOT/O1.

Este estudo ainda mostrou que os resultados obpieositiram a avaliagdo das
precisdes intraensaios, interensaios e interlatmdoatdos ensaios de poténcia do veneno
botrépico e do soro antibotrépico, a freqliénciaesas dos ensaios invalidos assim como
as diferentes interpretacdes dos laboratorios aografia do Soro Antibotropicoda
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2004).

A. Determinacéo da DLsp do Veneno Botrépico de Referéncia BRA/BOT/05

Foi solicitado que cada laboratorio realizassedré&sios independentes (repeticdes
em momentos diferentes) para determinacdo dg @i Veneno Botropico de Referéncia
BRA/BOT/05. Observamos que os laboratorios 01 ee@Bzaram cinco ensaios, portanto
dois acima do solicitado.
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LABORATORIO: INCQS

Ensaio de Dkon°: 1 Data: 15/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicdo ngci/e;rtl;angoaa Salina Veneno N°de | N°de mortos
(19) (mL) (mL) animais | em 48 horas

1 62,2 5,26 0,74 10 8

2 51,8 5,38 0,62 10 8

3 43,2 5,49 0,51 10 7

4 36,0 5,57 0,43 10 5

5 30,0 5,64 0,36 10 0

DL s 39,69 pg/0,5 mL

Ensaio de Do n°: 2 Data: 30/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

ilicao | de venons | Salina | Veneno | N°de | N° de mortos
(ug) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 9
2 51,8 5,38 0,62 10 8
3 43,2 5,49 0,51 10 5
4 36,0 5,57 0,43 10 4
S 30,0 5,64 0,36 10 0

DL s 42,53 pg/0,5 mL

Ensaio de Do n°: 3 Data: 14/05/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Concentraca

O

N Salina Veneno N° de | N°de mortog
Diluicao | de (\:l(;r;eno (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 9
2 51,8 5,38 0,62 10 9
3 43,2 5,49 0,51 10 5
4 36,0 5,57 0,43 10 3
5 30,0 5,64 0,36 10 1

DL 50 40,96 ug/0,5 mL



LABORATORIO: 01

Ensaio de DEyn°: 1 Data: 08/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluica ngi/eggrea;]goa:) Salina Veneno N° de | N° de mortos
ui¢ao (19) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 6
2 51,8 5,38 0,62 10 9
3 43,2 5,49 0,51 10 8
4 36,0 5,57 0,43 10 7
5 30,0 5,64 0,36 10 5
DL50InvéIido

Ensaio de Dy n°: 2 Data: 12/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicao ngi/e;ﬁr;goaj Salina Veneno N° de | N° de mortos
¢ (1) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 9
2 51,8 5,38 0,62 10 5
3 43,2 5,49 0,51 10 7
4 36,0 5,57 0,43 10 4
5 30,0 5,64 0,36 10 1
DL 50 38,49 ug/0,5 mL

Ensaio de Dy n°: 3 Data: 13/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicio ngi/e;:r;goaj Salina Veneno N° de | N° de mortog
¢ (1) (mL) (mL) animais | em 48 horas

1 62,2 5,26 0,74 10 6

2 51,8 5,38 0,62 10 7

3 43,2 5,49 0,51 10 8

4 36,0 5,57 0,43 09 4

5 30,0 5,64 0,36 10 2

DL5g 36,78 ug/0,5 mL
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Ensaio de Dkyn°: 4 Data: 14/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicso ngci/e;rtl;angoaa Salina Veneno N° de | N° de mortos
uie (1) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 9
2 51,8 5,38 0,62 10 9
3 43,2 5,49 0,51 10 5
4 36,0 5,57 0,43 10 6
5 30,0 5,64 0,36 10 7

DL g Invalido

Ensaio de DEyn°: 5 Data: 03/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Dilicao | de venans | Salina | Veneno | N°de | N°de mortos
(ug) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 10
2 51,8 5,38 0,62 10 8
3 43,2 5,49 0,51 10 6
4 36,0 5,57 0,43 10 8
5 30,0 5,64 0,36 10 2

DLsg Invalido



LABORATORIO: 02

Ensaio de DEyn°: 1 Data: 02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicdo ngi/egrzre?}goaj Salina Veneno N° de_ N° de mortos
(L) (mL) (mL) animais | em 48 horas

1 62,2 5,26 0,74 10 6

2 51,8 5,38 0,62 10 8

3 43,2 5,49 0,51 10 4

A 36,0 5,57 0.43 10 3

5 30,0 5,64 0,36 10 0

DL 5o 43,62 ug/0,5 mL

Ensaio de Dy n°: 2 Data: 02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicio ngi/e;:reigoaj Salina Veneno N° de | N° de mortos
¢ (1) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 7
2 51,8 5,38 0,62 10 1
3 43,2 5,49 0,51 10 1
4 36,0 5,57 0,43 10 1
5 30,0 5,64 0,36 10 0
DL 5 59,76ug/0,5 mL

Ensaio de Do n°: 3 Data: 03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicso ngci/e;rtl;angoaa Salina Veneno N° de a- | N° de mortos
uie (19) (mL) (mL) nimais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 2
2 51,8 5,38 0,62 10 5
3 43,2 5,49 0,51 10 3
4 36,0 5,57 0,43 10 1
5 30,0 5,64 0,36 10 0
DLsg Invalido
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Ensaio de Dkyn°: 4 Data: 14/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicso ngci/e;rtl;angoaa Salina Veneno N° de | N° de mortos
uie (1) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 7
2 51,8 5,38 0,62 10 7
3 43,2 5,49 0,51 10 4
4 36,0 5,57 0,43 10 8
5 30,0 5,64 0,36 10 1

DL g Invalido

Ensaio de DEyn°: 5 Data: 05/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Dilicao | de venana ! Salina | Veneno | N°de | N°de mortos
(L) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 7
2 51,8 5,38 0,62 10 4
3 43,2 5,49 0,51 10 9
4 36,0 5,57 0,43 10 2
5 30,0 5,64 0,36 10 0

DL 5o 38,72 ug/0,5 mL



LABORATORIO 03

Ensaio de DEyn°: 1 Data: 20/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diluicdo ngi/egrzre?}goaj Salina Veneno N° de_ N° de mortos
(L) (mL) (mL) animais | em 48 horas

1 62,2 5,26 0,74 10 9

2 51,8 5,38 0,62 10 8

3 43,2 5,49 0,51 10 6

4 36,0 5,57 0,43 10 3

5 30,0 5,64 0,36 10 1

DLso 41,57 pug/0,5mL

Ensaio de Do n°: 2 Data: 26/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Diico | devenens| Saina | Veneno | Nede | N°demortos
(ug) (mL) (mL) animais | em 48 horag
1 62,2 5,26 0,74 10 9
2 51,8 5,38 0,62 10 8
3 43,2 5,49 0,51 10 7
4 36,0 5,57 0,43 10 5
5 30,0 5,64 0,36 10 1

DLso 39,01 pug/0,5mL

Ensaio de Do n°: 3 Data: 28/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

ilicao | de venans | Salina | Veneno | N°de | N°de mortos
(ug) (mL) (mL) animais | em 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10 9
2 51,8 5,38 0,62 10 8
3 43,2 5,49 0,51 10 6
4 36,0 5,57 0,43 10 2
5 30,0 5,64 0,36 10 1

DLso 42,42 pg/0,5mL
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Na avaliacdo dos resultados apresentados, ficouomsrada que cada
laboratério interpreta diferentemente as recomeetagla Farmacopéia Brasileira,
monografia deSoro Antibotrépico(BRASIL, 2004) que estabelece critérios para a
aceitacdo do ensaio de determinacéo dg Db Veneno Botrépico de referéncia como

valido.

A Farmacopéia Brasileira preconiza que:

“A faixa de resposta (porcentagem de mortes) det@ e€ompreendida entre
10% e 90%, formando a curva de regressdo que dmesemtar relacdo linear. Os
limites de confianga ndo devem ser amplos, indieanelhor precisdo do ensaio quanto
menor forem 0s seus limites. Expressar o resukadanicrogramas de veneno por 0,5

ml”.

O INCQS em seu Procedimento Operacional Padroniz&d®5.3440.006
“Determinacéo da Dose Letal 50% dos vendBothrops jararacae Crotalus durissus

terrificus’ estabelece que para que um ensaio seja considedtido, € necessario que:

a) o valor da Dby do veneno testado deve estar dentro dos limitesuganca (p
= 0,95) compreendidos entre 50 e 200% do valor naimilo veneno de
referéncia;

b) os animais utilizados no ensaio devem morrepgnaonalmente a quantidade
de veneno presente nas diluicbes, em pelo mersodilnécdes consecutivas;

c) a dose que mata 50% dos animais deve estatergdlo compreendido entre a
maior e a menor diluicdo do ensaio;

d) a faixa de resposta (porcentagem de sobrev@gueve estar compreendida
entre 10 e 90% formando a curva de regressdo quee afmesentar relagéo

linear, ou seja, desvio de linearidade nao sigatifro (p>0,05).

Obs: a interpretacdo dos critérios preconizadoa pelrmacopéia Brasileira para a
aceitacdo dos ensaios defk DE;y foi estabelecida pelo INCQS, com a colaboracéo
do Dr. Bertrand Poirier estatistico da “Agence Eease de Sécurité Sanitaire des

Produits de Santé — Afssaps”, em 2005, quandmuisitinstituto.
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Dos 16 ensaios de [}, realizados nos laboratérios produtores todosnfora
avaliados pelos critérios de aceitacdo de ensaiom@dos pelo INCQS, cinco ensaios
(31,25%) foram considerados como invalid@siédro 13).

Quadro 13 - Determinacéo da £ldo Veneno Botropico de Referéncia BRA/BOT/05,
realizada pelo INCQS e pelos laboratérios prodstore

INCQS Laboratério 01 Laboratério 02 Laboratorio 03

ENSAIO | (ug/0,5mL) 39,69  INVALIDO 43,62 41,57
ENSAIO Il (ug/0,5 mL) 42,53 38,49 59,76* 39,01
ENSAIO Il (ug/0,5 mL) 40,96 36,78 INVALIDO 42,42
ENSAIO IV (ug/0,5mL) NR  INVALIDO  INVALIDO NR
ENSAIOV (ug/0,5mL)  NR  INVALIDO 38,72 NR
MEDIA (pg/0,5 mL) 41,06 37,64 47,37 41,00
DESVIO PADRAO 1,42 1,21 11,01 1,78
CV INTERENSAIO (%) 3,46 3,21 23,24 4,33

* Resultado considerado aberrante pelo teste dequpdrado na planilha de
combinacéo ponderada de resultados (Council ofe,2008)

NR - Nao realizado

Os principais motivos das invalidagdes dos endaiasn:

1. A auséncia de linearidade em pelo menos trésicdéds consecutivas,
evidenciada pela inversao dos pontos da curvandguam maior valor obtido
nao corresponde ao maior estimulo aplicado — omdpa curva de regressao

apresentou um valor de p < 0,05.

2. Quando a dose que mata 50% dos animais naocsaten no intervalo
compreendido entre a maior e a menor dose. Em sndds casos, a dose letal
50% estava exatamente sobre a maior ou a menorodoag mesmo fora da

curva, o0 que nao é considerado como valido.

Inicialmente o valor médio das determinacfes deermid do veneno de
referéncia botropico (DJg) foi calculado pelo INCQS, pela planilha eletr@nic
(WHOPROG, 1997) utilizando todos os ensaios conadites validos, segundo os
critérios adotados pelo INCQS com o objetivo ddfiear o impacto das diferentes
interpretacbes dos critérios recomendados pela deapéia Brasileira nas

determinacdes da R¢.
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O valor médio obtido com os critérios e os ensamssiderados validos pelo
INCQS foi de 42,14 pg/0,5 mL com os valores do efadrdo e do Coeficiente de
Variacdo (DP = 6,20 e CV = 14,71%){adro 14).

Quadro 14 - Determinacao do valor médio dadlo Veneno Botropico de Referéncia
BRA/BOT/05 (INCQS).

INTERLABORATORIAL
DL50 Poténcia (ng/0,5 mL) 42,14
Desvio Padrao 6,20
CV Interlaboratorios (%) 14,71

Tendo em vista que cada laboratorio realizou trérchinacdes da Bb
independentes (ndo foram feitos experimentos erticdigs), ndo foi possivel calcular
a precisdo intraensaios, porém ndo comprometehjesvos deste estudo.

A precisdo interensaios variou entre um CV de 3,21%b 01); 3,46 %
(INCQS); 4,33 % (Lab 03) e 23,24% (Lab 02). A pséai interlaboratérios apresentou
um CV de 14,71 %Quadro 13 e 14. Estes resultados representam, em termos de
ensaios bioldgicos, um desempenho excelente, arasido-se que um CV de até 20 %
para imunoensaios como ELISA € um valor aceitaveeh der ARK et al., 2000) e um
CV maior de 50 % pode ser obtido em ensaios cormoode animais e células como
substrato (WHO, 1997).

Com o objetivo de eliminar resultados aberrantescaltulo da poténcia
declarada do lote n°® 05 do veneno botrépico deréefta — BRA/BOT/05 foram
aplicados os testes de Grubbs e de qui-quadragtangha de Combinacdo Ponderada
de Ensaios, recomendada pela Farmacopéia Eurdpeim¢il of Europe, 2008) onde
foi identificado como aberrante o valor de 59,7@0,ymL obtido pelo laboratério 02.
Apoés a exclusédo dos resultados aberrantes pele destGrubbs. Foi obtido o valor
meédio da Dk de40,05 pg/0,5 mL.com um limite inferior de 38,92 ug/0,5 mL e limit
superior de 41,21 pg/0,5 mQadro 15).
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Quadro 15 — Determinacgdo da 43ldo Veneno Botrépico de Referéncia - combinacao
de 10 ensaios

DLsg LI LS

39,69 35,87 43,91
42,53 38,3 47,23
40,96 37,01 45,34
38,49 34,59 42,83
36,78 33,09 40,89
43,62 39,37 48,32
38,72 36,56 41

41,57 37,16 46,5
39,01 34,39 44,25
42,42 38,13 47,19

Teste de Homogeneidade
X?calc P X?tab
11,570 0,2387 16,919

Dados homogéneos

DLso 40,05 png/dose
LI 38,92 pg/dose
LS 41,21 pg/dose

Gréfico 4 — Determinacdo da Bldo Veneno Botropico de Referéncia - combinacao de
10 ensaios.
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B. Determinacdo da poténcia do Soro Antibotropico andidato a Referéncia

Nacional BRA/ANTIBOT/01
Foi solicitado que cada laboratorio realizasse tw@saios independentes

(repeticbes em momentos diferentes) da determinalg@iopoténcia do Soro de
Referéncia BRA/ANTBOT/01, sendo que cada ensaiaeplicata. Observamos que o

laborat6rio 01 realizou dez ensaios, portanto guetima do solicitado.

LABORATORIO: INCQS

Ensaio de poténcia n°: IA  Data: 15/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

] . . o N° de sobre-
.. ~ | Titulo do| Soro/Animall Salina | Soro | Veneno | N°de | .
Diluigéo Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 2
DEso 28,63 ug
Poténcia 6,69 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: IBata: 15/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
o 4
..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N de sobre
Diluicado Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
H9 48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 29,70ug

Poténcia 6,44 mg/mL
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Ensaio de poténcia n°: [IA Data: 30/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 1

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEso Invalido (p<0,05)
Poténcia Invalido
Ensaio de poténcia n°: [IB Data: 30/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre
Diluigéo Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 2

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEsg Invalido (p<0,05)
Poténcia Invalido

47



Ensaio de poténcia n°: [lIA  Data: 14/05/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 29,70ug
Poténcia 6,44 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: [IIB  Data: 14/05/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre
Diluigéo Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 2

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 7

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEsg 27,04 ug

Poténcia 7,08 mg/mL
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22 Etapa Determinacdo da poténcia do Soro Antibotrépico aadidato a
Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/01

| Ensaio de poténcia nP: | Data:11/07/08|

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de NO de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 6
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEso: 28,82|J,g
Poténcia: 6,64 mg/mL
| Ensaio de poténcia r®: | Data: 10/09/08§
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de NO de sobre
Diluicado Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 4
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 2

DEso: 29,52|J,g
Poténcia: 6,48 mg/mL
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LABORATORIO: 01

Ensaio de poténcia n°: IA  Data: 08/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

. : . N° de sobre-
..~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de | .
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 6
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 4
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 3
DEso 22,79 ug
Poténcia 8,40 ug/0,5 mL
Ensaio de poténcia n°: IBData: 08/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
..~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 7
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 0
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEso 32,12 pg

Poténcia 5,96 ug/0,5 mL
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Ensaio de poténcia n°: [IA Data: 12/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

. . . N° de sobre-
.. ~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de .
Diluicao Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 4
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8 0
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEsg Invalido
Poténcia Invalido
Ensaio de poténcia n°: [IB Data: 12/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
.. ~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre-
Diluicao Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 7
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 2
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8 1
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 33,94 ug

Poténcia 5,64 mg/mL
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Ensaio de poténcia n°: [IIA  Data: 13/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

. . . N° de sobre-
.. ~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de .
Diluicéo Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 6
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 3
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 33,10ug
Poténcia 5,78 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: [IIB  Data: 13/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
.. ~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre-
Diluicéo Soro (LQ) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 4
DEso 28,63 ug

Poténcia 6,69 mg/mL

52



Ensaio de poténcia n°: IA(l)

Data: 13/02/2008

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animall Salina | Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicéo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 7

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 2

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 3
DEsg Invalido
Poténcia Invalido
Ensaio de poténcia n°: IB(I) Data: 13/02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animal Salina| Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicédo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 4

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 3

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 4
DEsg Invalido
Poténcia Invalido

(I) — ensaios invalidos
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Ensaio de poténcia n°: IA(Rpata: 03/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animall Salina | Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicdo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 10 10

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 10 4

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 10 4

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 10 0
DEso 29,32 ug
Poténcia 6,53 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: IB(R) Data: 03/04/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animal Salina| Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicéo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 6

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 4

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 0

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEso 34,32 ug

Poténcia 5,58 mg/mL

(R) - repeticdo
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22 Etapa Determinacdo da poténcia do Soro Antibotrépico aadidato a
Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/01

| Ensaio de poténcia rnP: | Data:16/04/08]

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

. : . N° de sobre-
..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de | .
Diluicao Soro (1Q) (mL) (mL) (mL) animais viventes con
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 7
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 0
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 0
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso: Invalido
Poténciainvalido
| Ensaio de poténcia r®: | Data: 25/06/08
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
..~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 6
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 7
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 3
DEso: Invalido
Poténcia Invalido
| Ensaio de poténcia r8: | Data: 01/07/08
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre
Diluicao Soro (LQ) (mL) (mL) (mL) animais viventes con
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 6
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 4
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 4
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1

DEso: 38,099
Poténcia: 5,02 mg

55



LABORATORIO: 02

Ensaio de poténcia n°: IA

Data: 02/2008

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

. . . N° de sobre-
.. ~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de .
Diluicéo Soro (LQ) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 7
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 2
DEsp 26,97 g
Poténcia 7,10 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: IBata: 02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
.. ~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre-
Diluicéo Soro (LQ) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 6
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8 0
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEso 30,37 ug

Poténcia 6,30 mg/mL

56



Ensaio de poténcia n° [IA Data: 02/2008

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 7

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 7

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 3

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 2
DEso 24,37 ug
Poténcia 7,85 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: [IB Data: 02/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 6

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 2
DEso 27,78 ug

Poténcia 6,89 mg/mL
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Ensaio de poténcia n°: [lIA  Data: 03/2008

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 8

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 4

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 4
DEso Invalido
Poténcia Invélido
Ensaio de poténcia n°: [IIB  Data: 03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 5

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 3

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEsp 26,82 ug

Poténcia 7,14 mg/mL
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22 Etapa Determinacdo da poténcia do Soro Antibotrépico aadidato a
Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/01

| Ensaio de poténcia rnP: | Data:03/08 |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 8
DEso: Invalido
Poténcia Invalido
| Ensaio de poténcia r®: | Data:04/08 |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
..~ | Titulo do|Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de '\.IO de sobre
Diluicao Soro (LQ) (mL) (mL) (mL) animais viventes con
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 4
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 0
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 2

DEso: 31,809
Poténcia: 6,02 mg/mL
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LABORATORIO 03
Ensaio de poténcia n°: IA  Data: 20/03/2008

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animal Salina| Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicéo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 6

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 4

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 3
DEso 22,79 ug
Poténcia 8,40 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: IBata: 28/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animall Salina | Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicdo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 6

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 3

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 25,97ug

Poténcia 7,40 mg/mL
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Ensaio de poténcia n°: [IA Data: 28/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo | Soro/Animall Salina | Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicéo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 7
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 3
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 25,14 ug
Poténcia 7,61 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: [IB Data: 26/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
o J
..~ | Titulo |Soro/Animal Salina| Soro | Veneno| N°de N de sobre
Diluigao do Soro (1g) (mL) | (mL) (mL) | animais viventes cor
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 6
4 10,14 18,8 2,98 0,27 2,8 8 3
DEs(.20,44

Poténcia 9,36 mg/mL
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Ensaio de poténcia n°: [IIA  Data: 20/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animall Salina | Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicéo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 2

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 0
DEso 32,49ug
Poténcia 5,89 mg/mL
Ensaio de poténcia n°: [IIB  Data: 20/03/2008
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so-
Titulo |Soro/Animal Salina| Soro | Veneno| N°de | breviventes
Diluicéo | do Soro (ng) (mL) | (mL) (mL) | animais| com 48 ho-
ras

1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8

2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 3

3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 1

4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1
DEso 31,52 ug

Poténcia 6,00 mg/mL
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22 Etapa Determinacdo da poténcia do Soro Antibotropico aadidato a
Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/01

| Ensaio de poténcia nP: | Data:04/04/08|

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

..~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de NO de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 7
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 2
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 0
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 4
DEso: 35,15|J,g
Poténcia 5,45 mg/mL
| Ensaio de poténcia r®: | Data:04/04/08]
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
..~ | Titulo do| Soro/Animal Salina | Soro | Veneno | N°de N° de sobre
Diluigéo Soro (1g) (mL) (mL) (mL) animais viventes com
48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8 7
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8 2
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8 1

DEso: 25,91|J,g
Poténcia: 7,39 mg/mL
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Na avaliacdo dos resultados da spE poténcia do candidato a Soro de
Referéncia, também ficou evidente que cada labdoabdterpreta diferentemente as
recomendagfes da Farmacopéia Brasileira, monogrdéiaSoro Antibotrépico
(BRASIL, 2004). Portanto, todos os experimentoarfoavaliados seguindo os critérios
de aceitacdo de ensaios adotados pelo INCQS pefgrgmma WHOPROG, mesmo
procedimento adotado para a determinacdo da pat@acdVeneno de Referéncia.

A Farmacopéia Brasileira preconiza que:

“A faixa de resposta (porcentagem de sobrevivéragape estar compreendida
entre 10% e 90%, formando a curva de regressadepesapresentar relacao linear. Os
limites de confianca ndo devem ser amplos, indieanedlhor precisdo do ensaio quanto
menor forem o0s seus limites. Expressar o resultamo miligramas de veneno

neutralizado por mL de soro”.

O INCQS em seu Procedimento Operacional Padronizéd®5.3440.004
“Ensaio de Poténcia para o Soro Antibotropico VINO” estabelece que para que um

ensaio seja considerado valido, é necessario que:

a. para o calculo da BEdeve-se levar em conta: o limite de confianca (p =
0,95) compreendidos entre 50 e 200% da poténcraae;

b. os animais utilizados no ensaio devem sobrevpreporcionalmente a
guantidade de soro presente nas diluicdes, em rpelws trés diluicdes
consecutivas;

c. a dose que mata 50% dos animais deve estarteiwalo compreendido
entre a maior e a menor diluicdo do ensaio;

d. a faixa de resposta (porcentagem de sobrevagdeve estar compreendida
entre 10 e 90% formando a curva de regressédo queeageresentar relacéo

linear ou seja, desvio de linearidade nao signifiogp>0,05).
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Os resultados obtidos para as titulagcdes do “SerBaferéncia” na 2° etapa do
estudo, também foram considerados para efeito&oslos do valor médio da poténcia
do candidato BRA/ANTIBOT/01Q@uadro 16 — Ensaios IV e Y

Dos 37 ensaios de poténcia realizados nos labarstprodutores todos foram
avaliados pelos critérios de aceitacdo de ensalot@dos pelo INCQS, dez ensaios

foram considerados como invalid&duadro 16).

Quadro 16 - Determinacdo da poténcia do Soro Amtip@o de Referéncia
BRA/ANTIBOT/01, realizada pelo INCQS e pelos prautes.

la Ib lla llb llla b v \%
INCQS | 6,69| 6,44, INV| INV| 6,44, 7,08 6,64 6,48
8,40 | 596 | INV | 564 | 578| 6,69 INV | INV
INV INV 6,53 | 5,58 NR NR | 5,02* NR
Lab02 | 7,10*| 6,30/ 7,857 6,89 INV 7,14 | INV | 6,02*
Lab 03 | 8,40*| 7,40% 7,614 9,367 5,89fr 6,00 5,45*7,39*
INV - Ensaio invalido
NR - Nao realizado

* Resultado considerado aberrante pelo teste degupdrado na planilha de
combinacéo ponderada de resultados (Council of,2008)

Lab 01

Os principais motivos das invalidagdes dos endaiasn:
1. Na&o apresentar as trés diluicbes consecutivasy ©s animais sobrevivendo
a quantidade de soro presentes nas dilui¢des.
2. Quando a dose que mata 50% dos animais naocsaten no intervalo
compreendido entre a maior e a menor dose. Em sndie casos, a dose
letal 50% estava exatamente sobre a maior ou armtise ou até mesmo

fora da curva, o que néo é considerado como valido.

Inicialmente o valor médio das determinagfes dérmid do soro antibotropico
de referéncia foi calculado pelo INCQS, pela plamitletrénica (WHOPROG, 1997)
utilizando todos os ensaios considerados validegursedo os critérios adotados pelo
INCQS com o objetivo de verificar o impacto das#htes interpretacdes dos critérios
recomendados pela Farmacopéia Brasileira nas datgies da Dig.

O valor da poténcia do soro antibotropico de refeigé obtida por cada
laboratorio com os critérios e 0s ensaios congibsraalidos pelo INCQS foi de 6,63
mg/mL com CV intraensaios de 7,51% (INCQS), 6,13mhgcom CV intraensaios de
16,23% (Lab.01), 6,88 mg/mL com CV intraensaiod 84©5% (Lab. 02) e 7,19 mg/mL
com CV intraensaios de 12,82% (Lab. OQuéadro 17).

65



E o valor médio “interlaboratorial” da poténcia &oro antibotropico de
referéncia antibotropico obtido com os critériogseensaios considerados validos pelo
INCQS foi 6,73 mg/mL, com o valor do Desvio Padd#o1,01 e dos Coeficientes de
Variacdes: CV interensaios de 12,26% e CV interaldoios 15,03%Quadro 18).

Quadro 17 - Média dos resultados da poténcia do dmotibotropico candidato a
Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/01

INCQS Laboratorio 01, Laboratério 02 Laboratério 03

Poténcia (mg/mL) 6,63 6,15 6,88 7,19
Desvio Padréo 0,25 1,11 0,66 1,34
CV Intraensaios (%) 7,51 16,23 11,95 12,82
CV Interensaios (%) 3,70 18,04 9,61 18,64

Quadro 18 - Preciséo do ensaio de poténcia doAtibotrépico de Referéncia

INTERLABORATORIAL
Poténcia (mg/mL) 6,73
Desvio Padrao 1,01
CV Interensaios (%) 12,26
CV Interlaboratorios (%) 15,03

A preciséo interlaboratérios apresentou um CV d@3% Quadro 18). Este
resultado representa, em termo de ensaio biologicon, desempenho excelente,
considerando-se que um CV de 50% pode ser obtidensaios com o0 uso de animais e
células como substrato (WHO, 1997).

Com o objetivo de eliminar resultados aberrantescalzulo da Poténcia
Declarada do Lote n © 01 do Soro Antibotrépico eééeFencia — BRA/ANTIBOT/01 foi
aplicado o teste de Grubbs na Combinagdo Pondeedansaios, recomendado pela
Farmacopéia Européia (Council of Europe, 2008) ofatam identificados como
aberrantes os valores de 8,40 e 5,02 mg/mL par@borhtorio 01, os valores de 7,10;
7,85 e 6,02 mg/mL para o Laboratorio 02 e os valde 8,40; 7,40; 7,61; 9,36; 5,89;
5,45 e 7,39 mg/mL para o Laboratorio 03. A homogkate dos dados avaliados pelo
teste de Grubbs, obteve o valor médio daJDie 29,84u9/0,5 mL, com um limite
inferior de 29,03.9/0,5 mL e limite superior de 30,6i/0,5 mL, que corresponde a
uma poténcia dé,41 mg/mL, com limite inferior de 6,24 mg/mL e limite supmride
6,59 mg/mL Quadrol9).
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Quadro 19 — Determinacao das doses efetivas m@dlias) do Soro Antibotrépico de
Referéncia - combinacéo de 15 ensaios.

DEsg LI LS

28,63 25,31 32,38
29,70 26,76 32,96
29,70 26,76 32,96
27,04 24,51 29,83
28,82 26,16 31,76
29,52 25,99 33,53
32,12 28,77 35,86
33,94 29,71 38,77
33,1 26,25 41,73
28,63 25,31 32,38
34,32 30,19 39,01
30,37 28,13 32,78
27,78 24,75 31,19
26,82 23,23 30,96
31,52 28,24 35,18

Teste de Homogeneidade
X2 calc p X%tab
23,420 0,0538 23,685

Dados homogéneos

DEsg 29,84 pg/dose
LI 29,03 pg/dose
LS 30,67 pg/dose

Poténcia 6,41 mg/mL
LI 6,24 mg/mL
LS 6,59 mg/mL

Grafico 5 — Determinacdo das doses efetivas méDiBsy) do Soro Antibotropico de
Referéncia - combinagéo de 15 ensaios
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4.2 DISCUSSAO

O Instituto Nacional de Controle da Qualidade ead® (INCQS), pertencente a
Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ no Rio de Janeif@J;-tem como missao
contribuir para a promocéo e recuperacao da sajmlevencdo de doencas atuando
como referéncia nacional para as questfes cietifee tecnoldgicas relativas ao
controle da qualidade de produtos, ambientes ei¢cesrwinculados a Vigilancia
Sanitaria. Aléem de realizar o papel de institutaiaf de controle da qualidade de
imunobiolégicos, onde sdo analisados 0s soros pitosie utilizados no pais.

O Brasil pela sua grande extenséo territorial es sdiferencas regionais de
desenvolvimento também demonstra situacdes espeqa@nto aos relatos dos
acidentes ofidicos e conseqiientemente as provaieneicessarias e urgentes. Merece
destaque a regido nordeste que registra o maidicieoée anual de acidentes ofidicos
por regides fisiograficas, e maior indice de |dedie desse agravo (SINITOX, 2009).
Ha, portanto a necessidade de maior vigilancia tguans acidentes ofidicos. Estes
indices elevados podem ser pela falta de unidadesadde equipadas e com pessoal
técnico treinados nesta regido do pais ou tambénadms os tratamentos empiricos
rotineiros nesta area. Situacdo oposta € encontradeegido sul. Esta apresenta o
grande numero de notificacfes de casos de envepatasrofidicos no pais e a menor
taxa de letalidade. Observa-se a necessidade dstimento na preparacdo de pessoal
especializado e maior numero de unidades de atentthmpara fornecer uma real
situacao nacional dos acidentes ofidicos.

O desenvolvimento desta area necessita também sidpiipa para melhoria dos
antivenenos oferecidos a populacdo e consequenteraepadronizacdo de meétodos
para dosagem de sua eficacia. Sendo o INCQS, mefar@o Ministério da Saude nesta
area, a partir de 1991 criou-se o Setor de Sordgpégonhentos, considerando-se 0
interesse em projetos de pesquisa de relevanci@agramas de monitoramento dos
produtos, oferecidos a populacdo, bem como o dentfos mesmos para a saude
publica.

A Unidade da Garantia da Qualidade e Segurancaaliéggizos da OMS organizou
em fevereiro de 2001 em Londres o “Workshop onStamdardization and Control of
Antivenoms”, para discutir o progresso na padray@imae controle da qualidade de
antivenenos. Recomendou-se o estabelecimento déegsade referéncia nacionais ou
regionais para o ensaio de poténcia de modo a freantomparacéo lote a lote, assim

como a comparacao entre laboratorios.
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Sob a responsabilidade do INCQS foi realizada weuni&o em maio de 2002, com
todas as entidades relacionadas com a producatroleor distribuicdo dos soros
antipeconhentos no Brasil, aonde vimos o interpste implantacdo de melhorias nas
metodologias analiticas para o controle da quatiddmb soros antipeconhentos assim
como a necessidade de se produzir novo lote denwethe referéncia, e que o titulo
deste veneno fosse estabelecido atraves de unoesiladorativo interlaboratorial. Até
hoje a poténcia (em Bb) do veneno botropico (lote 05) foi estabelecidacaimente
pelo INCQS o valor de 47,8 ug/0,5mL, sendo esteadio por todos os laboratérios
produtores.

O trabalho recente de Araujo e cols, (2008) carnstim dos poucos onde é
realizada a avaliacdo de metodologias para detag@in da poténcia do soro
antibotdépico no Brasil. Neste é proposto, a metmglal da poténcia relativa para
determinacao da poténcia do soro antibotropico.

Desta forma esperamos que nossa linha de trabalisa gontribuir para a area de
controle da qualidade de soros antiofidicos, 4sta o carente de publicagbes em
NOSso pais.

Um estudo colaborativo visando determinar a po#rmn veneno e do soro
antibotropico de referéncia foi realizado no anc2667 e contou com a participacéo
dos produtores nacionais, onde, na realizagcdo deprimeira etapa, foi reavaliada a
poténcia do veneno botropico e avaliada a poté@wisoro antibotropico de referéncia.
Os resultados obtidos mostraram uma homogeneidpddrenizacdo na realizagdo dos
ensaios necessarios.

De acordo com os critérios de aceitacdo previamesitbelecidos para este estudo
(ANEXO 1), que previa que “os materiais de refer@n(soro e veneno) seriam
considerados aptos, caso a precisdo interlababt@aprodutibilidade) apresentasse
coeficientes de variacdo inferiores (CV) a 50 %inas que a poténcia declarada em
DLso do lote 05 do veneno botrépico de referéncia gessar a ser de 40,0 ug/0,5 mL,
este valor devera ser adotado por todos os labmstém substituicdo ao valor de
47,85 ug/0,5 mL, tendo em vista que a precisaolamteratorios (CV) foi de 14,71 %,
resultado considerado excelente. Tendo em vistaupue(CV) de até 20 % para
imunoensaios como ELISA € um valor aceitavel (vanARK et al., 2000) e um (CV)
maior de 50 % pode ser obtido em ensaios com odesanimais e células como
substrato (WHO, 1997).

69



Coube ao INCQS, 6rgédo da Vigilancia Sanitaria céomgéo por ser também o
organizador deste estudo, o estabelecimento deowonamitibotropico de referéncia.
Foram utilizadas amostras de soros enviadas e apnewite analisadas pelos
laboratorios produtores nacionais. Estas amostomstituiram um “pool”, dando
origem ao lote de soro antibotropico candidatoferéacia, conforme descrito na parte
da obtencédo do “pool” de soro antibotrépico (3.2 resultados encontrados desPE
foram 27,63 pg/0,5 mL, com um limite inferior de,25 pg/0,5 mL, e um limite
superior de 29,11 pg/0,5 mL e a sua poténcia derG@mL, estando este valor dentro
do limite aceito pela Farmacopéia Brasileira (BRASI004). Aliquotas desse pool do
soro antibotrépico candidato a referéncia foramlizatlas no presente estudo
interlaboratorial.

Como resultado desse estudo o valor dap@btida foi de 29,84 png/0,5 mL,
com um limite inferior de 29,03 ng/0,5 mL, e umitensuperior de 30,67 ug/0,5 mL,
sendo sua poténcia de 6,41 mg/mL, com um limiterior de 6,24 mg/mL e limite
superior de 6,59 mg/mlQuadrol19), o que estaria de acordo com a poténcia minima
para liberacdo de lote de soro antibotrépico segunBarmacopéia Brasileira € de 5,0
mg/mL. O CV interlaboratorial obtido foi de 15,04(%uadro 18 menor do que os 50
% - valor aceitavel pela OMS - estando apto, pavhjetivo proposto.

Todos os experimentos foram avaliados seguindorit&rios de aceitacdo de
ensaios adotados pelo INCQS e calculados pelogara(WHOPROG, 1997), sendo o
mesmo procedimento adotado para a determinacdo otBngm do Veneno de
Referéncia, assim como para a determinacdo da gq@t@&o soro antibotropico de
referéncia.

Este estudo mostrou além dos resultados signifegtia necessidade da
continuidade desta linha com estudos interlabaedtatesenvolvendo e validando uma
metodologia de avaliacdo da “Poténcia Relativasal@ antibotropico frente a um soro
padrdo de referéncia nacional, possivelmente seristratégia mais adequada no

sentido de se obter resultados mais confidveis@sws, em curto e médio prazo.
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5 CONCLUSAO

Baseado nos resultados expostos podemos conchiir qu

v' A poténcia declarada em BRJdo lote n°® 05 do Veneno Botrépico de Referéncia
(BRA/BOT/05) passa a ser 40,0 pg/0,5 mL. Este vdlre ser adotado por
todos os laboratérios nos ensaios de poténcia lilaesacdo de lotes em

substituicdo ao valor anteriormente utilizado.

v' A poténcia declarada do lote n°® 01 do Soro Antdmto de Referéncia
(BRA/ANTIBOT/01) € de 6,41 mg/mL. Este valor dews adotado por todos os
laboratorios nos estudos de avaliacdo da metodottagpoténcia relativa para a
liberacdo de lotes do Soro Antibotropico em suligiio a metodologia oficial
da poténcia absoluta.

v' Os ensaios de poténcia do veneno botropico (BRA/B®)Te do soro
antibotrépico (BRA/ANTIBOT/01) revelaram que a peéo obtida foi

satisfatéria por ser menor de 50%, valor aceita @#¥S.

v' O candidato a Soro Antibotrépico de Referéncia pedsultados apresentados,
esta apto para ser adotado como a Referéncia Né&comprindo, portanto um

dos objetivos deste estudo.
v Ha necessidade de revisdo da monografia atual de Sotibotropico da

Farmacopéia Brasileira, bem como uniformizar asrdiftes interpretacdes dos

laboratorios, mostradas neste estudo.
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ANEXO |
ESTUDO COLABORATIVO .

DETERMINACAO DA POTENCIA
DE UM CANDIDATO A SORO AN-
TIBOTROPICO NACIONAL
BRA/ANTIBOT/01, PARA A AVALI-
ACAO DA METODOLOGIA DA PO-
TENCIA RELATIVA E PARA

REAVALIACAO DA POTENCIA DO
LOTE N° 05 DO VENENO BOTRO-
PICO DE REFERENCIA BRA/BOT/05
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ESTUDO COLABORATIVO PARA A DETERMINACAO DA POTENCIA DE
UM CANDIDATO A SORO ANTIBOTROPICO DE REFERENCIA NAC IONAL

BRA/ANTIBOT/01, PARA A AVALIACAO DA METODOLOGIA DA  POTEN-
CIA RELATIVA E PARA REAVALIACAO DA POTENCIA DO LOTE  N°05 DO
VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA BRA/BOT/05

. INTRODUCAO:

Com o objetivo de aperfeicoar a metodologia amalifara a determinacdo da
poténcia do Soro Antibotrépico e de acordo com @somendacdes do
“Workshop on the Standardization and Control of veroms3 realizado em
Londres em 2001 e coordenado pel@uality Assurance and Safety of
Biologicals Unit da Organizacdo Mundial de Saude (Theakston, 20933
preconiza ‘.. 0 estabelecimento de venenos e antivenenosefdeemcia é
essencial para a padronizacdo destes ensaios ep&raitir a comparacao lote
a lote, assim como a comparacao entre laboratétidsalmente a atividade dos
antivenenos deve ser expressa em unidade neutredizie toxina baseada em

um padrao nacional ou regional”

O INCQS se propde a organizar um estudo colaboratm o objetivo de:

1. Avaliar a poténcia de um candidato a Soro Antibotr@pico de Referén-

cia Nacional.

O lote candidato a Soro Antibotrépico de Referéndiacional
BRA/ANTIBOT/01, foi produzido no INCQS a partir den pool de 360
frascos provenientes dos seguintes produtoresir&Ceet Produgéo de
Pesquisa de Imunobiolégicos — CPPI; Fundacdo Ege@uas — FU-
NED; Instituto Butantan — IB e Instituto Vital Bibs- IVB. Este lote
consiste em uma preparacéo liquida em aliquot8swle estocado entre
4e8°C.

2. Comparar a metodologia de determinacdo da Potéiacdo Soro Anti-

botropico pela determinacdo da Dose Efetiva 50% (Djg) com a me-

todologia da Poténcia Relativa
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Com o objetivo de discutir as questdes relacionada®ducao e contro-
le da qualidade dos soros antipegconhentos prodaizidgais o INCQS
convocou uma oficina de trabalho nos dias 22 ee2@aio de 2002, inti-
tulada: Situacédo atual e perspectivas futuras @greoducao e controle
de soros antipeconhentos utilizados no Brasil. EEstaido contou com a
participacdo das seguintes entidades: InstitutdoNat de Controle de
Qualidade em Saude - INCQS/FIOCRUZ, Agéncia NadideaVigilan-
cia Sanitaria — ANVISA, Fundacéo Nacional de Sat#f®JNASA, Cen-
tro de Producéo de Pesquisa de ImunobiologicosPl,GRindacdo Eze-
quiel Dias — FUNED, Industria Quimica do EstaddGteas — IQUEGO,
Instituto de Biologia do Exército — IBEX, InstituButantan — IB e Insti-
tuto Vital Brasil — IVB. Dentre varias deliberac@esultantes da reuniéo,
podemos destacar a disposi¢cao de todos os envslgiarabalhar con-
juntamente na avaliacdo e implementacao de methonas metodologias
analiticas para o controle da qualidade destesupyedFoi ponto con-
sensual que o desenvolvimento e validacdo de urtzdoiegia de avali-
acao da poténcia relativa do soro antibotrépicotéres um soro padrao
de referéncia nacional, possivelmente seja a égteamais adequada no
sentido de se obter resultados mais confidveis;Leto prazo.

3. Reavaliar a poténcia do lote n® 05 do Veneno Bopico de Referéncia
BRA/BOT/05.
De acordo com as conclusdes e recomendac¢des dip esilaborativo

para o estabelecimento do veneno botropico de émfexr nacional
realizado em marco de 2003 onde foi consenso Juedo em vista 0s
diferentes resultados obtidos pelos Laboratériogicgzantes, ndo é
possivel a determinacdo de um valor dgd}ara o Lote 05 do Veneno
de Referéncia que represente o comportamento @oengs diferentes
Laboratérios nas condi¢cdes atualmente observadtshleém, até que
seja possivel a titulagdo do Lote 05 do Veneno Bopico de
Referéncia através de um Estudo Colaboratioos Laboratorios
deverdo utilizar como referéncia o valor daspte 47,85 pg/0,5 mL,
obtido pelo INCQS”, propomos a uma reavaliacaoitdotdo lote n° 05

do Veneno Botrdpico de Referéncia.
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4. Avaliar a aplicabilidade de um controle de venem

Tendo em vista que a metodologia preconizada pelan&copéia
Brasileira ndo prevé a realizacdo de controle pospara a dose de
veneno utilizada no desafio, propomos a avaliagiapdicabilidade da
introducédo de um controle positivo para a dose fatle¢d DLso), em

paralelo as determinagbes da poténcia. Em obsa&wagteliminares
evidenciamos, com uma certa frequéncia, que a desafio (5 Dls)

pode ndo matar 100% dos animais inoculados, o @geramente

interfere significativamente nos resultados obtidos
Este estudo consistirA em duas etapas, primeitamsgra determinada a
poténcia do soro candidato a referéncia, reavaladidbulo do lote n°® 05 do Veneno
Botropico de Referéncia BRA/BOT/05 e avaliada dcapilidade de um controle de
veneno. Em uma segunda etapa sera realizada a ram@pantre as metodologias de
determinacao da poténcia peladp& pela Poténcia Relativa.

II. PARTICIPANTES

Laboratérios brasileiros produtores de Soro Aritiiqmco e o INCQS.

[ll. MATERIAL

BRA/ANTIBOT/001: Serdo enviados 12 frascos do soro candidato, para
determinacao da poténcia em unidades neutraliz8dise para a comparacéo entre as
metodologias de determinacéo da poténcia peka ®Rela Poténcia Relativa.

BRA/BOT/005: Seréo enviados 05 frascos de veneno botropicefdeencia.

Amostras codificadas Serdo enviados 04 frascos de quatro amostras

codificadas (de A a D).
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IV. METODO

12 Etapa Avaliacdo da poténcia do candidato a Soro Antibobpico de
Referéncia Nacional BRA/ANTIBOT/01, reavaliacdo dgooténcia do lote n® 05 do
Veneno Botropico de Referéncia BRA/BOT/05 e avalidg da aplicabilidade de um
controle de veneno

Deverao ser realizados trés ensaios independergpsticbes em momentos

diferentes) das seguintes determinacdes:

- Determinacdo da DE do Soro Antibotropico de Referéncia Nacional.

BRA/ANTIBOT/01. Esta determinacao devera ser feita em duplicata
- Determinacdo da Dk do Veneno Botrépico de Referéncia BRA/BOT/05

Esta determinacéo devera ser feita em paraleloacdeterminacéo da R&

- Avaliacdo da aplicabilidade de um controle deevenParalelamente a cada

determinacao de poténcia, devera ser inoculadosxcbinso um grupo de 10

animais.

22 Etapa Comparacao da metodologia de determinacdo da Paoiéa do
Soro Antibotropico pela determinagdo da Dose Efetv 50% (DEsp) com a
metodologia da Poténcia Relativa

As quatro amostras codificadas deverdo ser titaladen dois ensaios
independentes (repeticdes em momentos diferenteppealelo com o soro candidato a
referéncia.

Todas as amostras serdo analisadas de acordo 4difadaicdo da Farmacopéia
Brasileira, parte Il, 2004. As determinacfes dasoDd DEy deverdo ser realizadas

seguindo os procedimentos operacionais padronizieloada laboratdrio.

V. COLETA E ANALISE DOS DADOS

O INCQS sera responsavel pelo recebimento, reveséodificacdo dos dados
submetidos pelos laboratérios participantes. Uratdeb serd preparado e distribuido
para todos os participantes, para comentariosalwdtorios serdo identificados por
um cédigo em todas as analises para manter a eocfalidade dos resultados.

Os materiais de referéncia (soros e venenos) seEndsiderados aptos, caso a
precisao interlaboratorial (reprodutibilidade) eammte coeficientes de variagao
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inferiores a 50% (WHO. 1997. A WHO guide to goodnuomfacturing practice (GMP)
requirements, Part 2: Validation. Chp. 15. Validatiof analytical assays. p. 65- 69.
Geneva).

A metodologia da poténcia relativa sera consideegd@&avel, caso a precisao
interlaboratorial (reprodutibilidade) apresente fmbentes de variacdo do ensaio da
poténcia relativa inferiores aqueles observadosa par poténcia absoluta. A
aplicabilidade da implantagcdo da metodologia, a&ga considerada apta, devera ser

definida apds uma avaliacao de custo beneficio.

VI. PUBLICAGCAO DOS RESULTADOS

O INCQS sera responsavel pela publicacdo dos aemgitdo estudo em revista
cientifica especializada. Serdo considerados aurequipe técnica do INCQS e até

dois técnicos de cada laboratério participanteigdeslo pelo investigador principal.

VIl. CRONOGRAMA

O estudo seguira o seguinte cronograma:
- Confirmacao da participacdo no estudo: até 1ledembro de 2007.
- Remessa das amostras pelo INCQS: até 15 de dexemB007.
- Envio dos resultados e dados brutos da 12 etpal5 de marco de
2008.
- Envio dos resultados e dados brutos da 22 estéd5 de abril de 2008.

VIIl. CORRESPONDENCIA

Correspondéncia, dados brutos e resultados dewveenc@minhados para:
Maria Aparecida Affonso Boller
Fundacdo Oswaldo Cruz
Departamento de Imunologia
Laboratério de Vacinas Bacterianas e Soros Hipareau
Av. Brasil 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ
CEP:21045-900
e-mail: maria.boller@incgs.fiocruz.br
Tel: (21) 3865-5130 Fax: (21) 2290-0915
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ESTUDO COLABORATIVO:

AVALIACAO DA POTENCIA DO CANDIDATO A SORO ANTI-

BOTROPICO DE REFERENCIA NACIONAL

BRA/ANTIBOT/01

REAVALIACAO DA POTENCIA DO LOTE N° 05

DO VENENO BOTROPICO DE REFERBRA/BOT/05

AVALIACAO DA APLICABILIDADE DE UM CONTROLE DE

VENENO (5DL )

AVALIACAO DA METODOLOGIA DA POTENCIA RELATIVA
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12 Etapa

1. Avaliacdo da poténcia do candidato a Soro Antiimpico de Referéncia
Nacional. BRA/ANTIBOT/01.

Nome do Laboratério

Ensaio de poténcia nA

Data:

I 1]

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so
Titulo |Soro/Animal Salina |Soro |Veneno |N° de|breviventes
Diluicdo |do Soro | (1Qg) (mL) (mL) |(mL) animais [com 48 ho
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia:
| Ensaio de poténcia nB |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
N° de so
Titulo |Soro/Animal Salina |Soro |[Veneno [N° de|breviventes
Diluicdo | do Soro | (ug) (mL) (mL) |(mL) animais [com 48 ho
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia:
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12 Etapa

1. Avaliagdo da poténcia do candidato a Soro Antiidpico de Referéncia
Nacional. BRA/ANTIBOT/01.

| Ensaio de poténcia ltA | Data:

[

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so
Titulo |Soro/Animal Salina |Soro |Veneno |N° de|breviventes
Diluicdo |do Soro | (1Qg) (mL) (mL) |(mL) animais [com 48 ho
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia;
| Ensaio de poténcia®B |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
N° de so
Titulo |Soro/Animal Salina |Soro |[Veneno [N° de|breviventes
Diluicdo | do Soro | (ug) (mL) (mL) |(mL) animais [com 48 ho
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia:
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12 Etapa

1. Avaliacdo da poténcia do candidato a Soro Antiimpico de Referéncia
Nacional. BRA/ANTIBOT/01.

| Ensaio de poténcia A |Data: / [/ |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

N° de so
Titulo |Soro/Animal Salina |Soro |[Veneno |[N° de|breviventes
Diluicdo | do Soro | (ug) (mL) (mL) |(mL) animais [com 48 ho
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia;
| Ensaio de poténcia itIB  |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05): 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3
N° de so
Titulo |Soro/Animal Salina |Soro |[Veneno [N° de|breviventes
Diluicdo | do Soro | (ug) (mL) (mL) |(mL) animais [com 48 ho
ras
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia;
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12 Etapa:
2. Determinacgéo da Dlsp do Veneno Botropico de Referéncia BRA/BOT/05

|Ensaio de Dkon®:1  |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Concentrat;él:)Salina veneno N° de a N° de sobrer
Diluicdo |de Veneno(mL) (mL) nimais viventes em
(HQ) 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10
2 51,8 5,38 0,62 10
3 43,2 5,49 0,51 10
4 36,0 5,57 0,43 10
5 30,0 5,64 0,36 10
DLsg:
|Ensaio de Dkon®:2  |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2
Concentragap_. _,. N° de sobrer
Diluicdo |de Venenc)(srgll_';]a z/n?Ir_])e no rl\lli(;n:ig #viventes em
(1Q) 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10
2 51,8 5,38 0,62 10
3 43,2 5,49 0,51 10
4 36,0 5,57 0,43 10
5 30,0 5,64 0,36 10
DLsg:

|Ensaio de Dkon®:3  |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do veneno: 1,2

Concentrag;a:)Salina Veneno N° de a N° de sobrer
Diluicdo |de Veneng (mL) (mL) nimais viventes em
(1Q) 48 horas
1 62,2 5,26 0,74 10
2 51,8 5,38 0,62 10
3 43,2 5,49 0,51 10
4 36,0 5,57 0,43 10
5 30,0 5,64 0,36 10
DLsg:
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12 Etapa:

3. Avaliacao da aplicabilidade de um controle de veeno

| Experimento n°: 1 | Data: / /|
Concentragdo OI'?Salina veneno .. |N° de sobreviven
veneno (mL) 1 mg/mL N° de animais tes em 48 horas
(1 mg/mL) (mL)
5 DL 50 3,2 2,8 10
| Experimento n°: 2 | Data: / /|
Concentragdo OI":'Salina veneno .. |N° de sobreviven
veneno (mL) 1 mg/mL N° de animais tes em 48 horas
(1 mg/mL) (mL)
5 DL 50 3,2 2,8 10
| Experimento n°: 3 | Data: / /|
Concentragdo OI":'Salina veneno .. |N° de sobreviven
veneno (mL) 1 mg/mL N° de animais tes em 48 horas
(1 mg/mL) (mL)
5 DL 59 3,2 2,8 10
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22 EtapaComparacdo da metodologia de determinacao dad¢latdo Soro Antibo-

tropico pela determinacdo da Dose Efetiva 50%s(P&m a metodologia da Potén-

cia Relativa.

| Ensaio de poténcia rP: | Data:

/1

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

Titulo N° de so
Amostra do Soro/Animal Salinal Soro | Veneng N° de| breviven-
Diluicido Soro (ng) (mL) |(mL)|(mL) |animas|/tes em 48
horas
1 461 41.4 2,70 0,50 2,8 8
Soro de 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
Referéncia 3 7,80 245 291 0,29 28 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia;
7 (0] -
Amostra Diluic&o g('JtUIO Soro/Animal Salina) Soro| Veneno N° de \I>liveor|1?e580berren
Soro (ng) (mL) |(mL)|(mL) |animas 48 horas
1 461 41.4 2,70 0,50 2,8 8
Soro A 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 291 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2.8 8
DEs:
Poténcia;
Titulo N° de so-
Soro/Animal Salina| Soro | Veneno| N° de | breviven-
Amostra | ., . ~ do .
Diluicédo Soro (Lg) (mL) |(mL)| (mL) |animas| tes em 48
horas
1 4,61 41.4 2,70 0,50 2,8 8
Soro B 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 245 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia:
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Titulo , , o N° de sobre;
Amostral Diluicio| do Soro/Animal Salina] Soro| Veneno N© de viventes em
Soro (1) (mL) {(mL)| (mL) |animas 48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
Soro C 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 291 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98| 0,22 2.8 8
DEs:
Poténcia:
Titulo , , o N° de sobre-
Amostral Diluicio| do Soro/Animal Salina] Soro| Veneno N© de viventes em
Soro () (mL) |(mL)| (mL) |animas 48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
Soro D 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 291 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 2,98 0,22 2,8 8
DEs:
Poténcia:

Avaliacao da aplicabilidade de um controle de venen

| Experimento n°: 1 | Data: / /|
Com\:/irr]lt(;igao - Salina 1V %g?rrxl)_ N° de animais N° de sobreviven
(1 mg/mL) (mL) (mL) tes em 48 horas
5 DL 59 3,2 2,8 10
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| Ensaio de poténcia re: |Data: / /

Veneno de referéncia (BRA/BOT/05) — 1 mg/mL
Fator de diluicdo do soro: 1,3

Titulo N® de so-
Soro/Animal Salina] Soro| Veneng N° de | breviven-
Amostra ..~ | do .
Diluicado Soro (ng) (mL) [(mL)| (mL) [animas tes em 48
horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
Soro de 2 6,00 31,8 282 0,38 2,8 8
Referéncia| 3 7,80 24,5 291 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2,8 8
DEsg:
Poténcia:
z (0] 4
T Titulo Soro/Animal Salinal Soro| Veneng N° de N de sobre
Amostra Diluigdo| do (1g) mL) | (mL)| (mL) |animas viventes em
Soro HY 48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
Soro A 2 6,00 31,8 282 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2.8 8
DEs:
Poténcia:
z (0] _
I Titlo Soro/Animal Saling Soro| Veneno N° de N de sobre
Amostra Diluicdo| do (1Q) ML) | (mL)| (mL) | animas viventes em
Soro HY 48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
Soro B 2 6,00 31,8 282 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 2,91 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 28 8
DEs:
Poténcia:
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Titulo , , o N° de sobre-
Amostra Diluicdo| do Sor(z/Ar)umal S(r?]l:_r;a (Sn?[()) V(enr]llc_e)n 9 al:lﬂrng viventes em
Soro HY 48 horas
1 4,61 41,4 2,70 0,50 2,8 8
Soro C 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 291 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2.8 8
DEs:
Poténcia:
Titulo , , o N° de sobre-
Amostra Diluicdo| do Sor(z/Ar)umal S(r?]l:_r;a (Sn?[()) V(enr]llc_e)n 9 al:lﬂrng viventes em
Soro HY 48 horas
1 4,61 41,4 270 050 2,8 8
Soro D 2 6,00 31,8 2,82 0,38 2,8 8
3 7,80 24,5 291 0,29 2,8 8
4 10,14 18,8 298| 0,22 2.8 8
DEs:
Poténcia:

Avaliacao da aplicabilidade de um controle de venen

| Experimento n°: 2 | Data: / /|
Com\:/irr]lt(;igao - Salina 1Vr?1rg];:1(l)_ N° de animais N° de sobreviven
(1 mg/mL) (mL) (mL) tes em 48 horas
5 DL 50 3,2 2,8 10
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