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RESUMO

No Brasil ocorrem aproximadamente 20 mil acidenféticos por ano. Em cerca de 90% dos
casos em que a serpente € reconhecida, o g8uthoopsé o responsavel, sendo este o
envolvido no maior nimero de casos de acidentes serpentes venenosas no Novo
Mundo. A soroterapia € o tratamento adequado gaménuir a letalidade dos acidentes
causados por esses animais. O tratamento consisé@licacdo nos pacientes de um soro
especifico constituido por um concentrado de amox A seguranca e a eficacia da
imunoterapia antienvenenamento estdo intimameideioaadas a pureza e uma cuidadosa
determinacdo da poténcia do soro (atividade bio&)gi A metodologia atual em
camundongos, ainda apresenta importantes limitaz@pesar de adotada como metodologia
farmacopeica oficial, ndo é uma metodologia vakdadDbservacdes preliminares
identificaram principalmente um alto indice de im&cdo de ensaios e uma baixa
repetibilidade e reprodutibilidade, representado gierencas significativas no ensaio de
poténcia nos resultados obtidos pelo INCQS e pealosratorios produtores, enfatizando a
necessidade de aperfeicoar a metodologia anghi#icsaa determinacdo da poténcia do Soro
Antibotrépico. De acordo com as recomendacdes derkg¥iop on the Standardizationand
Control of Antivenoms”, coordenado pela “Qualitysdisance and Safety of Biologicals Unit”
da OMS, o estabelecimento de venenos e antivendeoeferéncia é essencial para a
padronizacao destes ensaios para permitir a coggmatate a lote, assim como a comparacao
entre laboratérios. Idealmente a atividades dosemm#nos devem ser expressas em unidades
neutralizantes de toxina baseada em um padrdonahoow regional. Foi realizado pelo
INCQS um “pool” de soros antibotropicos represevibat de todos os produtores nacionais.
A Dose Efetiva 50% (D¥g) foi determinada atraves de oito ensaios validwa perificar sua
poténcia e a variabilidade de seus resultadosefddtados foram consistentes e foi calculada
a poténcia obtendo um resultado de 6,92 mg/mL, besmdo a denominagédo de
BRA/ANTIBOT/001.

Palavras-chave Soro Antibotrépico, Padrdo de Referéncia, Deteagéio da Poténcia.
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ABSTRACT

In Brazil 20 thousand poisonous snakebites accsdard reported per year. About 90% of
cases in which the serpent is recognized,Bbthropsgenus is the responsible, being this
involved in the largest number of accidents witlspoous serpents in the New World.
Serum-therapy is the proper treatment for reduthegethality of snakebites caused by these
animals. Treatment consists in administrating @ ghtient a specific serum produced with a
concentrate of antibodies. The safety and effiaafcthe anti-poison immunoterapy depends
on the purity and on a careful determination ofepoy (biological activity). The current
official methodology using mice presents sever titons and, even being an official
pharmacopoeia monograph has not been validatetimiray observations has identified
mainly a high level of invalid assays and a loweaggability and reproducibility, revealed by
significant differences in the results of potensgay obtained by INCQS and by producer
laboratories, emphasizing the need of refining dhalytical methodology for the potency
detection of anti-bothropic sera. According to heommendations of the “Workshop on the
Standardization and Control of Antivenoms”, cooeded by “Quality Assurance and Safety
of Biologicals Unit” of OMS the establishing of stéards for venoms and antivenoms is
essential to the standardization of these asséysiag a lot-to-lot comparison, as so as an
inter-laboratory comparison. Ideally the activity antivenoms should be expressed in
Neutralizing Units of a toxin based in a National Regional Standard. A pool of anti-
bothropic sera was made by the INCQS with anti-$ewen all national producers. The
Effective dose 50% (Edg) was determinate using eight valid assays to yésfpotency and
the homogeneity of its results. The results shoteelge consistent and the potency has been
calculated obtaining the value 6.92 mg/mL, andecaBRA/ANTIBOT/001.

Keywords: Anti-bothropic Serum, Standard of Reference, Beiration of potency.
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1 INTRODUCAO

As serpentes do géneBothrops sdo responsaveis por uma morbidade maior que
qualquer outro grupo de serpentes venenosas no Mamdo. As espécies mais importantes
sao,Bothrops aspena América Central Bothrops atroxe Bothrops jararacana América do
Sul. No Brasil, as espécies @®thropssao responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos
notificados (Brasil, 1999-2000). Entre os acideries animais pe¢onhentos, o ofidico é o
principal deles, pela sua freqiéncia e gravidade.gbladro 1 as principais espécies de
Bothropsencontradas no Brasil.

Os acidentes ofidicos tém importancia médica enuder de sua grande frequéncia e
gravidade. A padronizacdo atualizada de condutasdidgnostico e tratamento dos
acidentados é imprescindivel, pois as equipes ddesaom freqliéncia consideravel, nao
recebem informacdes desta natureza durante o dargmaduacao ou no decorrer da atividade
profissional (Brasil, 2001).

Quadro 1: Serpentes Botrdpicas de Importancia MéuicBrasil

NOME CIENTIFICO | NOMES POPULARES| DISTRIBUICAO GEOGHRACA

Urutu
Bothrops alternatus(L)Urutu-cruzeiro RS, SC, PR, SP, MS e MG
Cruzeira
Surucucurama
Bothrops atrox (2) Jararaf:_a-do-norte AC, AM, RR, PA, AP, MA, RO, TO, C
Comboia e MT (areas de floresta)

Jararaca-do-rabo-brancp
Pl, CE, RN, PB, PE, AL, SE, BAe M

Bothrops  eryromelq ;, - raca-da-seca

(3) (areas xerofitas/caatinga)

Bothrops jararaca (4) jggggg do-rabo-branctBA MG, ES, RJ, SP, PR, SC e RS

(BS‘;thmpS Jararacussiyararacucu BA, ES, RJ, SP, PR, MG, MT e SC
Jararacéo

Bothrops moojeni (6) | Jararaca Pl, TO, DF, GO, MG, SP, MT, MS e PR
Caicara

Bothrops neuwiedi (7) Jararaca-pintada Em todo pais, exceto Amazonia

1. Poucos relatos de casos. Acidentes graves; gpoRsavel pela maioria dos registros de acidenges n
Amazodnica; 3. Distlrbios de coagulagdo sdo maafésis mais comumente registradas. Acidentes cooapou
alteracdes locais, geralmente benignos; 4. Priheipente em MG, ES, RJ e SP. Casos graves ou (lutao
freqlientes; 5. Acidentes relatados, principalmenteSC. Acidentes graves ou casos fatais; 6. Redpelnsela
maioria dos registros de acidentes no oeste ded®PMG e dos atendimentos em Goiania/GO; 7. Disitids
pelo territério nacional, com excecdo da Amazdrate: CENEPI/FNS (2006)



No Estado do Rio de Janeiro, os acidentes ofididesam a lista de acidentes por animais

peconhentosyuadro 2 e grafico).

Quadro 2: Acidentes por Animais Peconhentos nadRidaneiro - 2003

ANO ARANHA ESCORPIAO SERPENTE TOTAL %
1990 33 96 733 85
1991 84 248 924 74
1992 60 201 974 79
1993 64 188 971 79
1994 82 132 979 82
1995 55 129 906 83
1996 49 109 724 82
1997 58 112 734 81
1998 60 95 513 77
1999 56 83 664 83
2000 56 87 705 83
2001 57 95 697 82

TOTAL 714 1575 9524 81

Fonte: SES-RJ/SUSC/ADIN

Grafico 1: Acidentes por Animais Peconhentos nod@idaneiro — 2003

| @Aranha B Escorpido B Serpente

Fonte: SES-RJ/SUSC/ADIN



No Brasil a producédo de Soro Antibotropico € emamaiimero em relagcdo a outros Soros

Antipeconhentos, devido a enorme incidéncia descasorridos com este génegrdfico 2).

Gréfico 2: Soros Antibotropicos X Soros Antipecomtos (periodo de 2001-2005)

Fonte: INCQS (Setor de Soros Antipdngmtos)
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1.1  HISTORICO

Desde a mais remota antiguidade o homem sempreusefivenenamentos causados
por picadas de animais peconhentos, que sdo ospipiizem substéncias toxicas e
apresentam um aparelho especializado para inoculdedta substancia que é o veneno,
através de glandulas que se comunicam com dentss ag ferrbes, ou agulhdes, por onde o
veneno passa ativamente (Instituto Butantan, 2006).

Joao Batista Lacerda foi um dos pioneiros no estiedofidismo. Na década de 1870
realizou trabalhos sobre toxicologia dos venenasstematica ofidica, identificando novas

espécies na fauna brasileira, coBigararacussue B. urutu(Dias, 1966).

O Doutor Vital Brazil médico sanitarista, consceenio grande namero de acidentes
com serpentes pegonhentas no Estado passou aareakperimentos com 0S venenos
3



ofidicos. Baseando-se nos primeiros trabalhos anoterapia realizados pelo francés Albert
Calmette, desenvolveu estudos sobre soros contesmeno de serpentes, descobrindo-a sua
especificidade, ou seja, cada tipo de veneno afichquer um soro especifico, preparando
com o veneno do mesmo género de serpente que cawsndente. O Instituto Butantan foi
criado por Vital Brazil em fevereiro de 1901 panaradugéo do soro antipestoso, no combate
a epidemia de peste bubdbnica que surgia no PortSadéos (Brasil, 1987). A prioridade
inicial do Instituto era produzir soros antivenerumsn especificidade para serpentes da
América do Sul. Em 1984, foi lancado o Programa Adeo-Suficiéncia Nacional em
Imunobioldgicos, para atender a demanda nacionaleptes produtos e tentar eliminar a
necessidade de importacdo, sendo relevante aipacéo do Instituto Butantan, Instituto

Vital Brazil e Fundacéo Ezequiel Dias.

1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O veneno das serpentes do gérthrops saaaracterizados por importantesdes
teciduais locais, como hemorragias, necrose e edassan como alteracdes no sistema de
coagulacdo sanguinea. Esses complexos fendmemysafdogicos sdo devidos a efeitos
sinérgicos de enzimas ativas e toxinas presentes/&enos (Ownby, 1990; Bjarnason &
Fox, 1994 e Gutierrez, 1995).

As espécies deBothrops mais significativas para a saude publica, sao anuit
abundantes, com uma ampla distribuicdo geograécapm populagdes importantes nas
diversas regides do pais, sdoBsthrops alternatus, Bothrops atrox, Bothrops emythelas,
Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothropsoopeni, Bothrops neuwiedi
(FUNDACENTRO, 2001)



Figura 1: Bothrops alternatus
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Figura 2:Bothrops atrox
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Figura 4:Bothrops jararaca

B.jararaca

Figura 5:Bothrops jararacussu
- '

B. jararacussit
jararacucu

Figura 6:Bothrops moojeni

B.moojeni
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Figura 7:Bothrops neuwiedi

B.neeied!
jararaca pintada




1.3 MECANISMO DE ACAO DO VENENO

As principais atividades toxico-farmacolégicas prées no veneno botropico séo:
hemoréagica, procoagulante, necrosante, proteglitid#rinolitica e fosfolipasica
(Francischetti, 1998; Gutierrez, 1998; Castro, 1928mey, 2002).

Os venenos de serpentes contém uma mistura dedesripeptideos e proteinas
farmacologicamente ativas que induzem uma grandersidlade de sintomas nos pacientes
(Bourguignon, 2000). Entre os principais efeitagofpatologicos dos venenos destacam-se:
lesGes locais por danos capilares e necroses &sjidAcoes coagulantes e anticoagulantes,
hipotensdo aguda e dor. A responsabilidade de svéfigitos biolégicos tem sido creditada
principalmente as proteases e fosfolipases presantevenenos (Soares, 1998; Francischetti,
1998, Bourguignon, 2000).

A atividade coagulante do veneno botrépico é digdem trombina-simile e pro-
coagulante. A primeira ocorre pela acdo de enztrasbina-similes, que sédo serinoproteases
acidas, glicosiladas. Transformam diretamentebontbgénio em fibrina. Com excecéo da
enzima purificada dé. insularis nenhuma outra enzima trombina-simile foi inibukda
heparina. Algumas enzimas trombina-similes puxfisados venenos d& jararacatambém
liberam bradicinina. A segunda pela acao de doaisnas ativadoras do fator X, dependentes
do célcio, formadas pela unido de duas cadeiapgpiidicas e parecem ser isoformadas da
mesma enzima. A acdo destas enzimas pode serarpbld heparina. Além de ativar o fator
X 0 veneno botropico possui também ativadores detrgnbina (fator |Il), as
metaloproteinases, inclusive o venenddgararaca(Brasil, 1987).



1.4 A SOROTERAPIA

Um dos principais avancos no tratamento foi o desleimento da SOROTERAPIA,
gue consiste na aplicacdo no paciente, de um satercdo um concentrado de anticorpos. A
soroterapia constitui a principal terapia paraidextte botrépico. Sua indicacao baseia-se nos
critérios clinicos de gravidadegyadro 3). No local da picada as manifestacbes mais
freqlentes sdo: edemas, necrose, equimose e samjparlteracdo sistémicas, como a
incoagulabilidade sanguinea (avaliado pela detextdim do tempo de coagulacdo), pode ser
acompanhada de fenbmenos hemorragicos como geragjimrhematuria, sangramento por
ferimentos recentes. Oligoanuria e/ou alteragdesodamamicas, como hipotensdo arterial
persistente e choque que definem os casos comegyfBrasil, 1999-2000). Cada ampola de
soro antibotropico contém 10 mL e neutraliza noitmén50 mg de veneno — referénciakle
Jararaca (soroneutralizacdo em camundongos). A administrdgésoro heterdlogo deve ser
feita 0 mais precocemente possivel, por via inttase, em solucdo diluida em soro
fisioldgico ou glicosado, e a quantidade dependergravidade do acidentquadro 4). O
controle da eficacia do soro antibotropico deversalizado pela determinacéo do TC (tempo
de coagulacdo) 12 e 24 horas apos o término déesap@. Se decorridas as 12 horas, o TC
permanecer incoagulavel (acima de 30 minutos)eapss 24 horas ndo estiver normalizado,
recomenda-se dose a dose adicional de 2 ampoksaantibotropico.

A presenca do edema e sua extensdo é utilizada aoitésio de gravidade,
especialmente quando o paciente é avaliado naseipgnhoras do acidente. Sendo a
progressao do edema usual no acidente botropiaierpas admitidos tardiamente com
freqiéncia apresentam edema extenso. Nesses casitizagdo desse critério como Unica
variavel na avaliacdo deve ser feito de modo @der Uma vez que a capacidade
neutralizante do processo inflamatério pelo antwen € limitada, € discutivel a
administracdo de dose adicional de antiveneno acemges, baseado apenas na progressao
do edema. E importante, apds a soroterapia, acdrapanto continuo de alteracdes locais e
sistémicas para a deteccdo e tratamento precoceamaglicacbes e, eventualmente, a
administracdo de doses adicionais de antivenenoscdinendado, quando necessario, o uso
de antimicrobianos, a fim de evitar complicacbe=ai® decorrentes do ferimento causado
pela picada. E também pode ser feito o debridameniogico, a aspiracdo do liquido de

bolhas, (pois tem sido observada a presenca dexwaressas bolhas), e em ultimo caso a



fasciotomia (descompressao cirargica) em casofndeosne compartimental evidente e ainda
profilaxia do tétano, embora seja raro o relatgulisa picada de serpentes (Cardoso, 2003).

Um soro antiveneno ideal deve ser seguro e efeamn, provocar efeitos adversos
quando administrado por via sistémica. Bioquimicai@efalando, o melhor soro deve
apresentar uma alta pureza e atividade, com ummuinie contelldo de proteinas totais.
Clinicamente, € aquele que apresenta a melhoéedia terapéutica com a menor dose e sem
efeitos colaterais (WHO — 1969).

Atualmente, mais de um seéculo depois, com algun@ascgs modificacdes, a
soroterapia, como proposta por Calmette e VitakiBrainda € o Unico tratamento especifico
contra os acidentes ofidicos. Os métodos atualmaiiieados por praticamente todos os
produtores de soros antipeconhentos, em nivel raljq@ira o isolamento e concentracao dos
anticorpos contra venenos e seus fragmentos dedvaénzimaticamente, Ss&o
aperfeicoamentos da técnica originalmente despotaPope em 1938, e modificada por
Harms em 1948 e Pope & Stevens em 1951, constittsadbasicamente pela precipitacéo
salina, com ou sem digestdo enzimatica e desnaturggelo calor. Constantes
aperfeicoamentos e padronizacdo das varias etapadvidas na producdo, purificacdo e
controle da qualidade, resultaram em um puro, segugficiente concentrado de fragmentos
F(ab’)2 de IgG. Também sao utilizadas preparacdetendo fragmentos Fab ou a molécula
inteira de IgG (Theakston, 2003).

O soro antibotropico € uma solucdo que contém imlobalinas especificas
purificadas, obtidas a partir de plasma de equimpsrimunizados, com antigeno do género
Bothrops composto por venenos das serpenBxthrops jararaca (50%), Bothrops
jararacussy Bothrops moojeni Bothrops alternatus Bothrops neuwiedi(12,5% cada).
Contém em cada mililitro imunoglobulinas suficienfgara neutralizar, no minimo 5 mg de

veneno de referéncia @othrops jararaca

10



Quadro 3 — Acidente Botropico: Classificacdo quantgravidade e quantidade aproximada

de veneno a ser neutralizada.

ManifestagOes e tratamento
Gravidade
(avaliacéo inici- Locais: Sistémicas Tempo de| Quantidade
al) principalmente hemorragia Coagulacapaproximadg Via de
edema grave, (TC) * de veneno| administracag
choque, a ser
anuaria neutralizada
(mg)
Leve (L) Discreto Ausentes| Normal 100 [V **
ou
alterado
Moderada (M) Evidente Ausentes| Normal 200 \Y,
ou ou
presentes| alterado
Grave (G) Intenso Evidentes| Normal 300 \Y,
ou
alterado

Quadro 4 - Numero de Ampolas de Soros para Trat@ntenAcidentes Ofidicos

GRAVIDADE
ACIDENTE TIPO DE SORO

Leve| Moderado | Grave

Soro Antibotrépico/ Soro
Bothrops jararacgd 2 - 4 4-8 12 Antibotrépico-crotalico/ Soro
Antibotrépico-laquético

Fonte: CENEP/FNS (2006)

Os soros utilizados no Brasil sdo produzidos pe$tituto Butantan, Instituto Vital
Brazil, Fundacdo Ezequiel Dias e Centro de PesquiBaoducdo de Imunobioldgico e sdo

distribuidos pelo Ministério da Saude, através dBASA.
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A PRODUCAO DE SOROS

Os soros séo utilizados para tratar intoxicacéesqmuadas pelo veneno de animais

peconhentos. A primeira etapa da producdo de sotgzeconhentos é a extracdo do veneno

também chamado pe¢onha. Apos a extracdo, a pe¢osiiiametida a um processo chamado

liofilizacdo, que desidrata e cristaliza o veneAoproducdo do soro obedece as seguintes

etapas:

A extracdo do veneno de animais peconhentos.

Liofilizac&o

Tratando-se do botrépico, 0 veneno provenientectda® espécies mais prevalentes
no Brasil: 8. jararaca: 50%;B. alternatusB. moojenj B. jararacusste B. neuwiedi
12,5% cada) € diluido e injetado em cavalos. Esieegso leva 40 dias e é chamado
hiperimunizacao.

Apo6s a hiperimunizacao, é realizada uma sangritoetpria, retirando uma amostra
de sangue para medir o teor de anticorpos prodsizdo resposta as inje¢cdes do
antigeno.

Quando o teor de anticorpos atinge o nivel desgjédoealizada a sangria final
retirando-se cerca de quinze litros de sangue deavalo de 500 kg em trés etapas,
com um intervalo de 48 horas.

No plasma sé&o encontrados os anticorpos. O sotwi@do a partir da purificacédo e
concentracdo desse plasma, onde se inicia o pmodagzroducdo do sorqyadro 5).

As hemacias sao devolvidas ao animal, em um procgssmnado plasmaferese. Esta
técnica de reposicéo reduz os efeitos colateraigpados pela sangria do animal.

O soro purificado é concentrado através de ultrafifio molecular, submetido a
filtrac&o clarificante e esterilizante.

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

Apoés o controle da qualidade, o soro é formuladuidb para alcancar o titulo
desejado (> 5,0 mg/mL), adicionando o conservaai®lf (< 0,35%), isotonizado
((NaCl - 0,7 a 0,9%), tendo o pH ajustado na faixiae 6 e 7.
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No final do processo, o soro obtido € submetidestes de controle da qualidade.

« ATIVIDADE BIOLOGICA: para verificacdo da qualidadie anticorpos produzidos.

 ESTERILIDADE: para a deteccdo de eventuais contagdies durante a producao.

* INOCUIDADE: para avaliacao de seguranca quantosachumano.

« PIROGENIO: para detectar a presenca de substarmataminantes que provocam
alteracOes de temperatura nos pacientes (febre).

« TESTES FISICO-QUIMICOS: s&do utilizados para quedifi e quantificar os

componentes do soro.

1.5.1 TESTE DE CONTROLE DE QUALIDADE DO PRODUTO FIN AL
+ TESTE DE SEGURANCA BIOLOGICA

Estelilidade e Pirogénio

« TESTES FISICO-QUIMICOS
Volume médio, teor de fenol, teor déado de amdnia, ph, teor de cloreto de sédio,

proteinas e nitrogénio protéico.

« DETERMINACAO DA POTENCIA
Dose efetiva 50% (Di)

13



Quadro 5 — Fases do Processo de Producgao de Soros

FASE

OBJETIVO

MECANISMO

CONTROLE
DA
QUALIDADE

Tamponamento do

Adicionar tampéao

1 plasma Melhorar a qualidade 4cido citrico pH 4,8 Verificar o pH
5 Purificacdo do Conservar e manter |Adicionar fenol e Analisar teor de
plasma estavel centrifugar fenol
3 Desnaturacdo das |Precipitar e eliminar gAdicionar sulfato de Qgiﬁg t(t)eg;
proteinas albumina e pigmentog amonia e centrifugar P
amonia
Adicionar acido
Tamponamento e o
salinizagdo da . . ~ Clo“@”@ ou fosfato -
4 ~ Otimizar a digestdo |de calcio pH 3,2 e | Verificar o pH
suspensao de 1
: 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 1 de sulfato de
sulfato de aménia hemodialise P
amonia
- L Analisar teor
7 | Clarificacao Eliminar a turbidez Ad'C'Ona}r .h'drOX'do de hidroxido de
de aluminio gel o
aluminio
8 | Esterilizacao Purificar o produto Adicionar etano Analisar teor
de etanol
Estabilizacao e Estabelecer a validads\ - : Analisar teor
9 ~ dicionar timerosal |,.
preservacao 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)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral produzir taledecer através de testes com
resultados consistentes o Soro Antibotrépico deiRatia Nacional - BRA/ANTIBOT/001.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter um pool de amostras de soro antibotropicod (8&polas de 10 mL),
provenientes de 4 produtores nacionais (Institutal\Brasil, Instituto Butantan, Fundagé&o
Ezequiel Dias e Centro de Producéo e Pesquisau®liiologico).

Realizar titulagcdes independentes do soro antipaipdandidato a referéncia
nacional, proveniente dos quatro produtores.

Obter pelo menos oito resultados validos na detexgdio da Dose Efetiva 50 % (BE
pelo métodan vivo, preconizado pela Farmacopéia Brasileira.
Calcular a poténcia do soro BRA/ANTIBOT/001.

15



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA (BRA/BOT/05) - O Veneno Botropico
de Referéncia utilizado foi um “pool” de veneno \d&ias serpentes do géneBothrops
produzido pelo Instituto Butantan, liofilizado, ntiglo a —20 °C em frascos de 30 mg
padronizado pela determinacéo da Dose Letal 50friel@a pelo INCQS.

3.1.2 SORO ANTIBOTROPICO CANDIDATO A REFERENCIA
(BRA/ANTIBOT/001) — O Soro Antibotrépico Candidato a Referéncia folido com um
“pool” de amostras de soros antibotropicos (384 @agpde 10 mL) dos laboratérios: IB,
IVB, FUNED e CPPI; produzido pelo INCQS e aliquatan frascos de 3 mL.
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Quadro 6- Relacao dos Lotes gmbdl” do Candidato a Soro BRA/ANTIBOT/001:

AMOSTRA LOTE PRODUTOR |QUANTIDADE TOTAL
1298/00 0004052-A |. Butantan 10
1299/00 0004052-B I. Butantan 10
1300/00 0004052-C |. Butantan 10
3762/98 9807070-A |. Butantan 15
3763/98 9807070-B I. Butantan 15
3764/98 9807070-C |. Butantan 15
3093/98 980043-A |. Butantan 10 160
3094/98 980043-B I. Butantan 15
3095/98 980043-C |. Butantan 15
4277/98 9808078-A |. Butantan 15
4278/98 9808078-B I. Butantan 15
4279/98 9808078-C |. Butantan 15
1102/98 980201 . Vital Brazil 18
3483/98 980604-A l. Vital Brazil 14
3484/98 980604-B . Vital Brazil 14
4828/98 980707 . Vital Brazil 21
5242/98 980909 . Vital Brazil 26
1986/00 991113 . Vital Brazil 19 123
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
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3.1.3 CAMUNDONGOS SUICO-ALBINOS

Nos ensaiodn vivo para o estabelecimento do Soro Antibotropico déerencia
Nacional foram utilizados camundongos suico-albo®48 a 22 gramas de ambos 0s sexos,
sadios, procedentes do CECAL da Fiocruz e aclinoatad SAL do INCQS por 24 horas
onde foram efetuados os ensaios e obtidos osadesltelacionados a presente proposta.

A manipulacédo dos animais de laboratorio teve cbase o Manual de Biosseguranca
(POP 65.1000.003), Boas Praticas em Experimentagénal (POP 65.3340.002) e o Ensaio
de Poténcia para o Soro Antibotrépicm-vivo (POP 65.3440.004).

3.2 METODOS

O método utilizado teve como base a soroneutr@@iagvitro e posterior inoculacao

em camundongos, como preconizado pela Farmacopesédira.

3.2.1 OBTENQAO DO POOL DE SORO ANTIBOTROPICO

O Soro Antibotropico Candidato a Referéncia foiiddotcom um “pool” de amostras
de soros antibotrépicos (384 ampolas de 10 mL)lalmsratorios: IB, IVB, FUNED e CPPI;
(quadro 6), aliguotado em frascos, constituindo um lote #& 8mpolas com 3 mL, estocado
entre 4 e 8 °C no INCQS. Apos o “pool” das amostlassoros antibotrépicos avaliou-se
quanto a esterilidade bacteriana e fungica, pekodoéde filtracdo por membrana (BRASIL,
2004).
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3.2.2 DETERMINACAO DA DOSE LETAL 50% (DL s)

Reconstituir a preparacéo liofilizada na conce@dmagde 1 mg/mL com solucéo
fisiologica 0,85%. Efetuar diluicbes em progresg@omeétrica, utilizando fator de diluicao
constante, ndo superior a 1,5, e igualando os \edudmais quadro 7).

Inocular, por via intraperitoneal, volume de 0,5 pdr camundongos de cada diluicéo
em grupos de, no minimo, 10 camundongos suicoedhile 18 a 22g. Observar 0s animais
no periodo de 24 e 48 horas apoés inoculacéo enagisniumero de mortos em cada diluicao.
Calcular a Dl utilizando método estatistico (Probitos). A faiardsposta (porcentagem de
mortes) deve estar compreendida entre 10% e 90%afmo a curva de regressédo que deve
apresentar relacao linear. Os limites de confiaréga devem ser amplos, indicando melhor

precisdo do ensaio . Expressar o resultado em gnaras de veneno por 0,5 mL.

Quadro 7 — Esquema de Diluicbes daspL

ng veneno/camundongo Solucédo de Veneno SALINA
(mL) (mL)

62.2 0,50 2,70

51.8 0,38 2,82

43.2 0,29 2,91

36.0 0,22 2,98

Fonte: Manual da Qualidade do INCQS
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3.2.3 DETERMINACAO DA DOSE EFETIVA 50% (DE s0)

Efetuar diluicbes progressivas do soro em soluggioldgica a 0,85%, utilizando fator de
diluicdo constante, ndo superior a 1,5, de mamieao volume final apds a mistura com a
dose desafio de veneno seja idéntico em todos hmss tde ensaio. Reconstituir e diluir o
veneno de referéncia com solucdo fisioldégica 0,85%dicionar em cada tubo volume
constante, de modo que cada dose a ser inoculadanpoal contenha 50k (quadro

8) homogenizar e incubar a mistura a 37 °C por 45 tosnunocular, por via intraperitoneal,
volume de 0,5 mL por camundongo, de cada mistuna, geupos de, no minimo, 8
camundongos suico-albinos de 18 a 22g. Observaniosais no periodo de 24 e 48 horas
apos inoculacao e registrar o numero de vivos da oastura. Calcular a Dose Efetiva 50%
(DEsg) em microgramas, utilizando meétodo estatisticoolffw). A faixa de resposta
(porcentagem de sobrevivéncia) deve estar compdeerdtre 10% e 90%, formando a curva
de regressao que deve apresentar relacdo linealimidss de confianca ndo devem ser
amplos, indicando melhor precisdo do ensaio. Caical poténcia em miligramas por

mililitro, utilizando a equagao:

Poténcia (mg/mL) = TV-1x Dig do veneno
DEso

Em que TV = nimero de Rb.utilizadas por camundongo na dose teste de veneno.

O titulo da poténcia é expresso em miligramas demne neutralizados por 1 mL da amostra.
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Quadro 8 — Esquema de Diluigdo do Ensaio de sot@ligacao

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

Fonte: Manual da Qualidade do INCQS

3.2.4 CONTROLE DO LOTE CANDIDATO

ESTERILIDADE - para a deteccdo de eventuais comapdes de Bactérias e Fungos
durante a manipulac¢ao do pool.
POTENCIA — DE — dose neutralizante necessaria para protegeaangmscetiveis, contra o

efeito de uma dose fixa de veneno de referéncia.

3.2.5 CRITERIOS DE VALIDACAO DO SORO CANDIDATO

O método € o preconizado pela Farmacopéia Brasileir

Para a realizagdo do calculo da spEmétodo estatistico Probito) deve ser utilizado o
resultado de, pelo menos, trés diluicbes conseasjteendo que a dose que protege 50% deve
estar no intervalo compreendido entre a maior eeaomdiluicdo do ensaio. A poténcia é
calculada em miligramas por mililitro. A amostraa@nsiderada satisfatoria se a poténcia for
= ou > 5,0 mg/mL. O laboratério deve ter proceditnende controle da qualidade para
monitorar a validade dos ensaios realizados. Atamiédade do valor obtido com a amostra
de controle da qualidade deve ser verificada, momu sete vezes antes que esta amostra seja

usada como um controle da qualidade (REBLAS- 2002).
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4 RESULTADOS

Foram realizados oito ensaios para o estabeleantuenDES0 do soro antibotropico de
referéncia. O valor da RE seus limites inferior e superior foram obtidodopmétodo
combinacdo dos resultados através da média pordeefdrendado pela Farmacopéia
Européia — 2005 (COMBIM)quadro 9) para a obtencédo do resultado final pela média. A
DEso obtida pelo COMBIN foR27,63ug/dose com um limite superior d29,1Ing/dosee um
limite inferior de26,22pg/dose(quadro 10).
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Quadro 9 - Combinacdo Ponderada de Ensaios

0O © O O N N O 0

DEsq LI LS GL Ln pot (M) | L(amplit) t Peso(W) MW
3,3200 0,3820 2,086 119,28 395,9
3,2891 0,2873 2,086 210,93 693,8
3,3182 0,3435 2,086 147,50 489,4
3,5109 0,4192 2,086 99,02 347,6
3,2865 0,3690 2,086 127,82 420,1
3,2165 0,2818 2,086 219,21 705,0
3,2554 0,2427 2,086 295,45 961,7
3,4735 0,2880 2,086 209,78 728,6
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00
N GL total | W Total MW total M médio t s(Mmed) LI LS
8 160 1428,99 4742,53 3,32 1,975 0,02645 3,2666 7183
DEq 27,627 |ug/dose
Teste de homogeneidade: Lim Inf 26,22 |ug/dose
X?calc p X2tab Limsug 29,11 |ug/dose
12,479 0,0859 14,067

Dados homogéneos

Teste de Grubbs para resultados aberrantes:

Valor maximo é valido

Valor minimo é valido

A DE50 obtida pelo COMBIN foi de 27,63 pug/dose

Fonte: European Parmacopoeia 4
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Grafico 3: Grafico dos controles das {gE
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Quadro 10 — Dydo Soro Antibotropico - BRA/ANTIBOT/001

CALCULO DA DE g

Limite Inferior

pg/dose 26,22
DEso
pg/dose 27,63

Limite Superior
png/dose 29,11

Conforme descrito no POP 65.3440.005, a determindgdoténcia do Soro Antibotropico &

feita seguindo a formula:

Poténcia = (TV-1) x Dk do Veneno Botropico de referéncia
DEso

RESULTADO DA POTENCIA DO SORO DE REFERENCIA

BRA/ANTIBOT/001

6,92 mg/mL
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5 DISCUSSAO

A Unidade da Garantia da Qualidade e Segurancaaodgios da OMS organizou em
fevereiro de 2001 em Londres um “Workshop on tlen@rdization and Control of Antive-
noms”, para discutir o progresso na padronizagé&an&ole da qualidade de antivenenos. Es-
se encontro contou com a participacao de espeamlile instituicbes académicas, produtores
de antivenenos e Autoridades Nacionais Regulat@iga1 paises e revisou a producao de
antivenenos e meétodos de controle da qualidadepbritancia dos acidentes ofidicos com
um problema de saude publica foi novamente enthiiz@s participantes concordaram que
h& muito espaco para aperfeicoar a producdo, eaterta qualidade e o perfil de seguranca
desses produtos.

Foi discutida a necessidade de uma melhor padig@vzeanto dos venenos quanto dos
antivenenos, também conclui que padrdoes e matat@ieferéncia internacionais ndo séo
apropriados no campo de antivenenos devido asdmyaseis variagdes nas caracteristicas
dos venenos da mesma espécies de regido para. iégrém recomendou o estabelecimento

de padrdes de referéncia nacionais ou regionaiE ARKSTON, 2003).
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6 CONLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nas 8 titutaédeterminacédo do titulo e dos
desvios médios), seguindo o descrito no POP — &nleaPoténcia para o Soro Antibotropico
—in vivo (65.3440.004) e no POP — Determinacéo da Dose bétalos Veneno€rotalus
durissus terrificuse Bothrops jararaca-in vivo (65.3440.006). Foi de extrema importancia o
estabelecimento e padronizagcédo do soro antibotr@w®aeferéncia nacional. A determinacao
da poténcia relativa do soro antibotropico tesenté a um soro antibotropico de referéncia
permitird uma diminuicdo da variagdo dos resultamliglos nos diferentes laboratérios. Os
resultados apresentaram valores homogéneos no INCOQ8ue é muito importante e
significativo diante da necessidade de se estadreteateriais de referéncia nacionais, com o
objetivo de melhorar a determinacéo da poténcidica do soro antibotropico. Concluindo
gue esta amostra candidata a um soro antibotrapécaeferéncia nacional, podera ser
utilizada em ensaios de determinacdo da poténieiiveedo soro antibotropico, recebendo a
nomenclatura BRA/ANTIBOT/001.
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