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RESUMO

Os acidentes ofidicos tém alta incidéncia no Brasil, sendo a espécie Bothrops
jararaca a serpente de maior importancia médica, apresentando aproximadamente
95.000 casos de acidentes notificados de 2011 a 2015. O anico tratamento eficaz é
a soroterapia, cujo soro antibotropico é produzidos por laboratérios publicos e
oferecidos gratuitamento a populacdo pelo Programa Nacional de Imunizacdo do
Ministério da Saude. O INCQS é o orgao técnico ligado a Anvisa responsavel pelo
controle da qualidade dos soros produzidos pelos laboratérios publicos. O veneno
botropico de referéncia nacional BraBot/005 é fornecido aos produtores para o
controle da qualidade do soro antibotrépico. Esses resultados informados pelos
produtores sdo confrontados com 0s ensaios realizados no INCQS, ambos seguindo
a Farmacopeia Brasileira. N&o h& estudos cientificos sobre a biosseguranca
relacionados a manipulacdo e descarte do veneno botropico. No presente estudo
foram realizados testes para determinar a inativacdo do BraBot/005 em todas as
formulacbes que sdo utilizadas para a realizacdo dos ensaios no INCQS. As
solugcbes empregadas nos testes foram submetidas ao processo fisico de calor
Umido a 121 °C por 60 minutos e constatou-se que 100% da inativacdo do
BraBot/005, demonstrando a efetividade desse processo para eliminagéo dos riscos
toxicolégicos. Também foram conduzidos ensaios de toxicidade aguda em
camundongos Swiss Webster machos e fémeas com BraBot/005. No ensaio de
toxicidade oral aguda, baseada na diretriz da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD) 423, nas doses de 50, 300 e 2000 mg/kg de
BraBot/005 n&o foram evidenciados sinais classicos de toxicidade nos animais. No
ensaio de toxicidade dérmica aguda, através da diretriz OECD 434, foi utilizado um
animal com a dose de 1000 mg/kg e posteriormente cinco animais com a dose de
2000 mg/kg de BraBot/005, ndo evidenciados sinais de toxicidade sistémica em
ambas as doses. Entretanto, os animais expostos a dose de 1000 e 2000 mg/kg,
apresentaram sinais de irritacdo cutanea, desde o aparecimento de eritema leve a
severo.Todos 0s animais apresentaram recuperacdo tecidual total visivel até o
oitavo dia. Foram realizados exames macroscopicos e microscopicos em todos os
animais que foram expostos a dose de 2000 mg/kg e ndo foram observadas

anormalidades. Concluiu-se que o veneno ndo apresenta riscos toxicolégicos por



exposicdo aguda oral e dérmica e que o metodo de calor umido é adequado para
assegurar a inatividade toxicologica. Foi elaborado um manual de biosseguranca
para 0 manuseio e descarte do BraBot/005. Entretanto € necessario novos estudos

na area para garantir a seguranca por outras vias e tempo de exposi¢cao do veneno.

Palavras-chave: Biosseguranca. Bothrops. Residuos Toéxicos. Toxicidade.



ABSTRACT

The ophidian accidents have a high incidence in Brazil, being the species Bothrops
jararaca the snake of major medical importance, presenting approximately 95,000
cases reported from 2011 to 2015. The only effective treatment is antivenon therapy,
whose Bothrops Antivenom is produced by public laboratories and offered free of
charge to the population by the National Immunization Program of the Ministry of
Health. The INCQS is the technical entity linked to Anvisa responsible for the quality
control of sera produced by public laboratories. The Brazilian Bothrops Reference
Venom - BraBot / 005 - is supplied to the producers to the quality control of Brazilian
Bothrops Antivenom. These results informed by the producers are confronted with
the tests carried out in INCQS, both following the Brazilian Pharmacopoeia There are
no scientific studies on biosafety related to the handling and disposal of the poison.
In the present study, tests were carried out to determine the inactivation of BraBot /
005 in all the formulations that are used to perform the tests in the INCQS. The
solutions used in the tests were submitted to the physical process of humid heat at
121 °C for 60 minutes and it was verified that 100% of inativation of the BraBot/005,
demonstrating the effectiveness of this process to eliminate toxicological risks. Acute
toxicity assays were also conducted in male and female Swiss Webster mice with
BraBot / 005. In the acute oral toxicity test, based on the Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD) guideline 423, at the doses of 50, 300 and
2000 mg / kg BraBot / 005 no classical signs of toxicity were shown in the animals. In
the acute dermal toxicity test, using the OECD 434 guideline, one animal was used at
the dose of 1000 mg / kg and subsequently five animals at the dose of 2000 mg / kg
BraBot / 005, with no signs of systemic toxicity in both doses. However, the animals
exposed to the dose of 1000 and 2000 mg / kg showed signs of skin irritation, from
the appearance of mild to severe erythema. All animals presented total tissue
recovery visible until the eighth day. Macroscopic and microscopic examinations
were performed on all animals exposed to the 2000 mg / kg dose and no
abnormalities were found. It was concluded that the poison does not present
toxicological risks due to acute oral and dermal exposure and that the wet heat

method is adequate to ensure toxicological inactivity. A biosafety manual has been



developed for the handling and disposal of BraBot / 005. However, further studies are
needed in the area to ensure safety by other routes and exposure time of the venom.

Keywords: Biosafety. Bothrops. Toxic Wastes. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

Os acidentes ofidicos representam um importante problema de salde publica
pela morbimortalidade que ocasionam desde o periodo pré-colonial. Os primeiros
registros no Brasil foram realizados em 1560 por José de Anchieta, descrevendo
importantes sinais clinicos e epidemioldgicos, citada em sua carta escrita em Sao
Vicente:

“E em primeiro lugar ha diversos géneros de cobras venenosas. Umas
,chamam-se jararaca, muitissimo frequentes nos campos, nos matos e nas proprias
casas, onde nédo raro as encontramos e cuja mordedura mata no espaco de vinte e
quatro horas, se foram mordidos uma sé vez e escapam a morte, mordidos dai por
diante, ndo s6 ndo correm risco de vida, como até sentem menos dor.

Outro género se chama boicininga, isto é, ‘cobra que soa’ que tem na cauda
um cascavel, que soa quando ataca alguma coisa. Quando mordem acabou-se:
paralisam o ouvido, a vista, o andar e todos os movimentos. Ha outras
admiravelmente pintadas de diversas cores, negra, branca e vermelha, semelhante
ao coral, que se chamam ibiboboca, estas sdo as mais peconhentas de todas e,
portanto, as mais raras” (CARDOSO et al., 2003).

Os acidentes ofidicos sempre estiveram no imaginario da populacdo e
aqueles acometiam principalmente trabalhadores agricolas, ignorantes e
analfabetos, que geralmente eram pobres e estavam permeados de crendices,
sendo um dos motivos para ndo impressionar de fato a opinido publica. Portanto,
estes fatores ndo permitiam realizar uma estimativa precisa dos acidentes no pais
(CARDOSO et al., 2003).

No inicio do século XX, com base nos dados do Estado de S&o Paulo,
estimava-se que ocorriam no pais uma média anual de 4.800 Obitos e 19.200
acidentes ofidicos (BRAZIL, 1911). Atualmente a partir de dados estimados pelo
Ministério da Saude (MS), ocorreram em meédia, aproximadamente 26.000
casos/ano no Brasil de acidentes ofidicos, desde 2011, com aproximadamente
0,39% de 6bitos e 1,72% de cura com sequela (PORTAL DA SAUDE, 2016a). Deste

modo, pode-se inferir que os dados disponibilizados no inicio do século XIX estdo
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subestimados, devido a falta de registro eficaz de informacdo a época e
considerando que o pais era essencialmente agricola e com pouca infraestrutura.

Apenas no século XX, apos o inicio da producéo de soro antiofidico no Brasil,
foi realizado um estudo acerca dos acidentes ofidicos pelo Dr. Vital Brazil, a partir do
envio de “Boletins para observacdo de acidentes ophidicos” juntamente com os
frascos de soro, os quais deveriam ser respondidos e devolvidos aos laboratorios
que produziam o soro. Esta estratégia foi utilizada pelo antigo “Instituto
Serumtherapico do Estado de Sao Paulo”, atual Instituto Butantan (IB), e mais tarde
pelo Instituto Vital Brazil (IVB) no Rio de Janeiro, possibilitando a producéo de varias
publicacdes sobre o ofidismo no Brasil, por quase cinco décadas (CARDOSO et al,
2003).

Mais do que propiciar o estudo do perfil epidemiolégico do acidente, este
boletim pode ser apontado como inicio dos Sistemas Nacionais de Informacdo que
utilizamos atualmente no pais. Quase todas as informacfes que contém no atual
registro de notificacdo do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacédo
(SINAN), para Acidentes por Animais Peconhentos, ja constavam nesse boletim.
Com isso, o atual IB foi o pioneiro no estudo do ofidismo, gerando resultados
praticos capazes de garantirem em todo o pais e até mesmo na América do Sul uma

estratégia eficiente contra os acidentes ofidicos.

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Epidemiologia do envenenamento ofidico no mundo

Aproximadamente 3.000 espécies de cobras existem no mundo e destas,
aproximadamente 600 sdo venenosas, sendo 200 de interesse médico. As
serpentes apresentam distribuicdo por quase todos os ambientes no globo terrestre,
excetuando-se os ambientes congelados, algumas ilhas e regides de altitudes
elevadas, as quais impossibilitam a vida de vertebrados ectotérmicos (WHO, 2007;
KASTURIRATNE et al., 2008).

O envenenamento ofidico representa um agravo a saude importante em todo
o mundo, sendo sistematicamente ignorado por inimeras autoridades em varios

paises, constituindo-se uma doenca tropical negligenciada (GUTIERREZ et al, 2006;
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WHO, 2007, 2010). Cerca de 80% dos 6bitos em decorréncia dos acidentes com
animais peconhentos, sdo causados por serpentes, seguidas dos acidentes com
escorpides com 15% (CALVETE et al., 2009).

Recomendacdes estabelecidas pela World Health Organization (WHO, 2010),
sugerem que para que haja a diminuicdo das morbidades e melhorias nas politicas
publicas relacionadas aos acidentes ofidicos no mundo, € imperativo se que tenha
um programa de formacédo de todo corpo médico para melhor interpetacdo dos
casos de picadas de cobras, notificacdo obrigatdria, levantamentos epidemiolégicos
confidveis e implementacdo do uso da Classificacdo Estatistica Internacional de
Doencas e Problemas Relacionados a Saude na sua 102 Revisédo (WHO, 2010).

A primeira estimativa de acidentes ofidicos e mortalidade no mundo foi
relatada por Swaroop; Grab em 1954, reportando o nimero aproximado de 500.000
casos de envenenamento e 40.000 6bitos, excluindo paises como a antiga Unido
Soviética, a China e alguns paises da Europa Central por ndo possuirem dados
disponiveis (CHIPPAUX 1998a; GUTIERREZ et al., 2006).

Estudos apontam que ocorrem aproximadamente 5,5 milhdes de acidentes
ofidicos por ano no mundo. Estima-se aproximadamente a incidéncia de 1,8 milhdes
de envenenamentos, 94.000 ébitos e 375.000 sequelas graves e permanentes por
ano. A incidéncia € maior no Sul e Sudeste Asiatico e no Leste Subsaariano da
Africa, respectivamente (KASTURIRATNE et al., 2008).

Estes numeros, provenientes de registros hospitalares e estatisticas de
atendimento médico, estdo provavelmente subestimados, uma vez que a maior parte
dos acidentes ofidicos ocorre em areas rurais de paises pobres sem recursos, ou
seja, com infraestrutura deficiente. Muitas vitimas ndo tém acesso a qualquer
assisténcia, optando por remédios tradicionais e, eventualmente, muitos vém a oObito
antes de chegar a um hospital, além da escassez de antivenenos (soros
antiofidicos). Desta forma, ocorre inconsisténcias no sistema de notificacdo de
acidentes (GUTIERREZ et al, 2006; WHO, 2007; CHIPPAUX, 2008;
KASTURIRATNE et al., 2008).

Ha relatos que apenas 8,5% e 27% das vitimas de acidentes ofidicos na
Nigéria rural e no Quénia, respectivamente, procuraram algum tipo de assisténcia
(KASTURIRATNE et al., 2008).
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As espécies de importancia médica na América do Sul da familia Viperidae
sdo: Bothrops alternatus, Bothrops asper, Bothrops atrox, Bothrops bilineatus,
Bothrops brazili, Bothrops diporus, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu,
Bothrops leucurus, Bothrops mattogrossensis, Bothrops moojeni, Bothrops pictus,
Bothrops venezuelensis; Crotalus durissus; Lachesis muta (WHO, 2010).

1.2.2 Epidemiologia do envenenamento por serpentes no Brasil

No Brasil existem 392 espécies de serpentes, das quais 76 sdo peconhentas
(SBH, 2015). Este termo refere-se ao animal que possui veneno e tenha algum
mecanismo que permita a inoculagdo deste em outro organismo. Neste sentido,
temos cobras, taxonomicamente descritas na Classe dos répteis e Subordem
serpentes, que possuem veneno e ndo sao peconhentas. Apenas as familias
Elapidae e Viperidae sdo peconhentas, tendo 40 e 36 espécies, respectivamente,
com ocorréncia no Brasil (BERNARDE, 2014; SBH, 2015).

Devido ao clima tropical, hd uma presenca expressiva na biodiversidade de
animais ectotérmicos, permitindo com que o Brasil detenha a terceira maior riqueza
de répteis do mundo (SBH, 2015).

As notificagbes sobre os acidentes ofidicos tornaram-se obrigatérias desde
1988/89, possibilitando uma melhor avaliagdo dos envenenamentos por serpentes
no Brasil (MISE et al., 2007). A notificacdo compulséria imediata deve ser realizada
em até 24 horas pelo responsavel do local onde foi prestado o servico assistencial
ou pelo profissional de saude, comunicando a Secretaria Municipal de Saude (SMS)
no caso de acidente com animais peconhentos (BRASIL, 2017b).

O Sistema Nacional de Informacbes Toxico-Farmacoldgicas (Sinitox), criado
em 1980 a partir da necessidade de um sistema de informacdo toxicolégica e
farmacolégica de abrangéncia nacional, tem como principal atribuicdo a
coordenacdo das coletas de dados e informacbes, a compilacdo, a analise e a
divulgacao dos casos de intoxicagdo e envenenamento, anualmente, notificados no
pais. Os Centros de Informacdo e Assisténcia Toxicologica (Ciats), quando
integrantes da Rede Nacional de Centros de Informacgéo e Assisténcia Toxicologica
(Renaciat), ttm a funcdo de disponibilizar ao Sinitox os registros das informacdes.
Entretanto, houve uma menor participacado dos Ciats nos levantamentos realizados

pelo Sinitox, sugerindo assim a menor ocorréncia de dados no Brasil (SINITOX,
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2017). No entanto, segundo os ultimos dados disponiveis no Sinitox em 2013,

(Quadro 1), as intoxicagcbes em humanos decorrentes de acidentes com animais

peconhentos representam a segunda maior causa de envenenamento, com 20,91%

dos casos notificados no sistema, perdendo apenas para a intoxicacao

medicamentosa que representou 28,45% das notificacdes, sendo o0s numeros

absolutos expressivamente elevados

subnotificacdes (SINITOX, 2016).

levando em consideracdo que houve

Quadro 1 - Casos Registrados de Intoxicagdo Humana por Agente Téxico no Brasil

em 2013.
Agente Numero de casos Freq. Relat. (%)
Medicamentos 11.985 28,45
Animais Peconhentos/Serpentes 983 2,33
Animais Peconhentos/Aranhas 774 1,84
Animais Peconhentos/Escorpifes 5.903 14,01
Outros animais Peconhentos/Venenosos 1.148 2,73
Drogas de Abuso 4.334 10,29
Domissanitarios 3.601 8,55
Animais ndo peconhentos 3.063 7,27
Produtos Quimicos Industriais 2.420 5,74
Agrotoxicos/ Usos Agricola 1.907 4,53
Agrotoxicos/ Usos Doméstico 967 2,30
Raticidas 1.126 2,67
Cosméticos 636 1,51
Alimentos 538 1,28
Plantas 441 1,05
Produtos Veterinarios 307 0,73
Metais 157 0,37
Desconhecido 1.229 2,92
Outros 609 1,45
Total 42.128 100

Fonte: (Adaptado de SINITOX, 2016).

Dados mais recentes disponiveis no Portal da Saude do MS (Grafico 1)

apontam que no ano de 2015 ocorreram 24.467 acidentes com serpentes no Brasil,

representando uma incidéncia de 13,3 casos por 100.000 habitantes. Entretanto,

esse numero de notificacbes vem diminuindo a cada ano, desde 2011 com o registro
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de 31.145 casos e uma incidéncia de 16,2 acidentes por 100.000 habitantes
(PORTAL DA SAUDE, 2016a)

Gréafico 1 - Niumeros de casos de ofidismo no Brasil entre 2011 e 2015.
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Fonte: (Adaptado do Portal da Saude, 2016a).

Os casos de ofidismo no Brasil apresentam um aumento da atividade de 40%
nos meses de verdo devido aos fatores climéaticos e aumento da atividade humana
nos trabalhos rurais (PORTAL DA SAUDE, 2016b), conforme demonstrado no
Gréfico 2, ocorrendo um decréscimo significativo em outras estacfes do ano
conforme dados disponiveis no SINAN referente ao ano de 2015 (SINAN, 2016). A
maior prevaléncia ocorre nas criangas e trabalhadores agricolas jovens, do sexo
masculino, representando desta forma um importante agravo a satude e também um
fator consideravel na economia, pois muitas vezes 0s envenenamentos deixam
sequelas fisicas e psicologicas incapacitantes para retornar ao trabalho
(GUTIERREZ et al., 2006; WHO, 2007).

Gréfico 2 - Distribuicdo mensal dos casos de ofidismo no Brasil em 2015.
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Existe uma variacao significativa com relagéo a incidéncia nos acidentes com

animais pegonhentos nas regides brasileiras, com registros mais elevados na regiéo

Norte e Centro-Oeste. A regido Norte manteve-se com uma incidéncia alta e

apresentou uma discreta diminuicdo entre 2011 a 2015 (menos de 5% em relacéo a

2011) e nas demais regides apresentaram uma diminuicdo de até 30% no mesmo

periodo aproximadamente, sugerindo uma fuga do trabalhador rural do campo ou

pelas campanhas de conscientizacdo quanto ao risco envolvendo esse publico

(Quadro 2).

Quadro 2 - Incidéncia de casos de ofidismo/ 100.000 habitantes notificados pelo

SINAN, no Brasil, por regido, no periodo de 2011 a 2015.

2011 2012 2013 2014 2015

Regido Geogréfica
Numero de casos de ofidismo/ 100.000 habitantes

Regido Norte 58,0 54,8 57,3 56,1 55,4
Regido Nordeste 15,5 12,6 11,5 11,0 11,0
Regido Sudeste 9,3 8,7 8,4 7,1 7,1
Regigo Sul 9,7 8,8 8,1 8,5 8,4
Regido Centro-Oeste 23,4 214 19,0 18,9 18,6
Brasil 16,2 14,6 14,2 13,5 13,3

Fonte: (Adaptado de PORTAL DA SAUDE, 2016b).

A maior ocorréncia de acidentes ofidicos de importancia médica no Brasil

pertence as serpentes do género Bothrops (familia Viperidae), sendo responséaveis
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por 81,7% dos casos, seguido das serpentes do género Crotalus com 8,53%,
Lachesis com 4,18% e Micrurus com 1,07%, entre 2011 e 2015 (Grafico 3).

Acidentes com cobras ndo peconhentas, correspondem a apenas 4,52%.

Gréfico 3 - Notificacdo de acidente por género de serpentes no Brasil no periodo de

2011 a 2015.

,, 22000

S 20000

S 18000

'S 16000

9 14000

£ 12000

2 10000

8000

S 6000

(@]

S 4000

£

3 2008 I 1 | I ™1 | H_=n i = H .m

2011 2012 2013 2014 2015

Género de serpentes por ano

Fonte: (Adaptado de SINAN, 2016).
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Apesar da serpente do género Bothrops apresentar uma grande incidéncia a

letalidade é relativamente baixa (0,4%) em relacdo aos outros géneros (Quadro 3).

Quadro 3 - Notificacdo de Obitos, acidentes e letalidade por tipo de serpente no

Brasil, no periodo de 2011 a 2015.

Numero de
Género de serpente Numero de 6bitos Acidentes Letalidade (%)
Bothrops 384 95635 0,4
Crotalus 103 9985 1,03
Micrurus 1 1070 0,09
Lachesis 31 4178 0,74

Fonte: (Adaptado de SINAN, 2016).

1.3 Envenenamento ofidico e tratamento

1.3.1 Composicao geral dos venenos ofidicos
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As serpentes possuem um sistema anatémico especial responséavel pela
producdo (glandulas exocrinas) e inoculacdo do veneno (CALVETTE et al., 2009).
Os venenos séo constituidos por misturas complexas de proteinas e peptideos, com
diversas atividades biolégicas. Apresentam ainda em sua composi¢do cations
metélicos (Sddio, Zinco e Calcio), nucleosideos, carboidratos — na forma de
glicoproteinas — aminoacidos, lipidios e metaloproteinases dependentes de zinco e
calcio. As proteinas representam cerca de 95% do peso seco, do veneno
(MARKLAND, 1998).

As proteinas sdo basicamente divididas em toxinas e enzimas com base nas
propriedades farmacocinéticas relacionadas a soroterapia. As toxinas possuem
massa molecular variavel, geralmente inferior a 30 kDa, ligando-se a receptores
especificos, podendo ter especificidade neurolégica, cardiovascular ou muscular,
sendo o efeito farmacol6gico proporcional ao nimero de receptores. As enzimas,
geralmente de massa molecular superior as toxinas, apresentando propriedades
cataliticas. Primeiro, os produtos da degradacdo, mesmos que toxicos, nao
apresentam efeitos imunogénicos ao organismo envenenado e, em segundo,
farmacologicamente sdo mais dependentes do tempo de reagdo enziméatica
(CHIPPAUX, GOYFFON, 1998b).

1.3.1.1 Atividades toxico-farmacolégicas do veneno de Bothrops jararaca

As principais atividades toxico-farmacologicas dos venenos botropicos
incluem danos ao tecido local, caracterizados por processos inflamatorios agudos,
inchaco, bolhas, hemorragia, necrose do musculo esquelético devido a acdo de
fosfolipases A2 e metaloproteinases dependentes de zinco. Tais efeitos tendem a se
desenvolver abruptamente, consequentemente, uma demora na assisténcia medica
pode resultar em danos irreversiveis ao tecido, levando a uma invalidez permanente
(GUTIERREZ et al., 2006).

Além dos efeitos locais, as manifestacdes sistémicas induzidas pelo veneno
incluem hemorragia espontanea, hemorragia cerebral, disseminada coagulacéo
intravascular, choque cardiovascular secundario, hipovolemia, vasodilatacdo e

efeitos diretos no musculo do coragdo. Além disso, pode ocorrer insuficiencia renal
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aguda, em decorréncia da presenca das fosfolipases A2 que causam a rabdmidlise,
insuficiéncia respiratéria aguda e sindrome do desconforto (GUTIERREZ et al.,
2006).

O perfil eletroforético em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil-sulfato
de sodio (SDS/PAGE) com gradiente de 7,5% a 17,5%, corado por Azul de
Coomassie - do veneno botropico de referéncia nacional BraBot/005 de Bothrops
jararaca mostra a presenca de 12 bandas de proteinas, sendo predominantes 5
bandas de pesos moleculares de 62, 32, 28, 18 e 14,4 kDa (ANEXO A) (INCQS,
2014).

1.3.2 Tratamento com soros antipeconhentos — “Soroterapia”

Em paradoxo com muitos outros problemas de salde, os casos de Obitos por
envenenamento oriundos de acidentes por animais pecgonhentos podem ser
totalmente reversiveis, existindo assim um tratamento eficaz a partir da utilizacdo de
antivenenos, ou seja, soro especifico para cada caso. Estes soros estao inseridos na
Lista da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de Medicamentos Essenciais, sendo
preconizado utilizd-los nos cuidados iniciais dos agravos a saude ocasionados por
animais peconhentos (WHO, 2017).

A descoberta da soroterapia no mundo data de mais de um século. Surgiu a
partir de experimentos realizados com pombos expostos ao veneno de Sistrurus
catenatus (cascavel pigmeu), que demonstrou a resisténcia ao desafio de seis doses
letais deste veneno. A partir destes, outros estudos e protocolos foram realizados
por Calmette em Saygon — Vietna e pelo Instituto Pasteur, em Paris — Franca, até
que foi observado a atividade terapéutica do soro produzido a partir das
imunizacdes. Calmette foi o pioneiro na producdo de antiveneno para os medicos
usarem contra a picada de cobra indiana. Logo a seguir, outros cientistas
comecaram a desenvolver antivenenos (CHIPPAUX, GOYFFON, 1998).

No Brasil, os soros antipeconhentos sao produzidos por quatro laboratérios:
IB, IVB, Centro de Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI) e Fundacéo
Ezequiel Dias (Funed), sob a forma de preparagdes liquidas injetaveis, a partir do
plasma de equinos hiperimunizados com venenos especificos. Os seguintes soros

hiperimunes séo disponiveis: Soro Antibotopico pentavalente (mistura de veneno de
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B. jararaca 50%, B. jararacussu, B. alternatus, B. moojeni e B. neuwedi, 12,5%
cada), Soro anticrotalico (C. durissus terrificus), Soro antibotrépico-crotélico (pool do
Soro Antibotropico pentavalente com o Soro Anticrotalico), Soro antibotropico-
laguético (pool do Soro Antibotrépico pentavalente com L. muta), Soro anti-elapidico
(Frontalis micrurus), Soro antiscorpionico (Tityus serrulatus), Soro anti-aracnidico
polivalente (Tityus spp., Phoneutria spp. e Loxosceles spp.), Soro antiloxoscélico
(Loxosceles gaucho, Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta), Soro
antilatrodectico (Latrodecus curacaviensis) e Soro antilondmico (Lonomia obliqua).
Estes antivenenos séo distribuidos gratuitamente aos hospitais pelo Programa
Nacional de Imunizacao (PNI) (ARAUJO et al., 2008).

1.3.2.1 Tratamento com o Soro Antibotropico Pentavalente

A soroterapia deve ser conduzida em ambiente hospitalar pois pode ocasionar
reacoes adversas graves, em decorréncia da presenca de proteinas heterélogas
presentes na formulacdo do soro antibotrépico. Caso ocorra a reacdo adversa
precoce (durante a infusdo e nas duas primeiras horas subsequentes) € impreterivel
a interrupcdo da soroterapia e iniciar o tratamento. Caso evolua para um quadro de
urticaria generalizada, crise asmatiforme, edema de glote, colapso circulatério, perda
de consciéncia, bradicardia, hipoxemia e choque anafilatico, deve-se proceder a
administracdo de adrenalina, corticosteroides e anti-histaminicos. Apds a remissao
do quadro de hipersensibilidade a soroterapia devera ser reinstituida. As reacdes
adversas podem ser classificadas em: (1) reagbes muito comuns, ocorrendo em 10%
dos pacientes (inicia-se imediatamente e em até 24 horas da infusdo do soro
antibotrépico com sinais e sintomas como prurido, urticaria, rubor facial,
angioedema, exantema morbiliforme, taquicardia, rinorreia, espirros, tosse, nauseas,
cOlica abdominal e diarreia), (2) reacées comuns, ocorrendo entre 1% a 10% dos
pacientes (apresentam reacgOes benignas locais como dor, edema, hiperemia e
equimose, além de reacéo tardia, apds 5 a 24 dias apoés a infusdo, como a Doenca
do Soro, caracterizada por febricula, urticaria, erupcdes cutaneas, comprometimento
articular e raramente pode ocorrer vasculite e nefrite), (3) reacdes incomuns,
ocorrendo entre 0,1% a 1% dos pacientes (como a reacao pirogénica acompanhada

de calafrios e sudorese) e (4) reacdes raras, ocorrendo entre 0,01% a 0,1% dos
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pacientes (reacdes imediatas evoluindo a quadros graves como: palidez, edema de
glote, dispneia, insuficiéncia respiratdéria com hipoxemia, taquicardia intensa,
bradicardia, hipotensdo arterial, evoluindo para sincope e choque, perda de
consciéncia e colapso respiratorio persistente) (SORO ANTIBOTROPICO, 2017).

As doses preconizadas dependem da gravidade do envenenamento
botrépico, os quais sdo avaliados conforme as manifestacdes clinicas do paciente
(Quadro 4).

Quadro 4 - Soroterapia recomendada em funcao das manifestacdes clinicas do

paciente e gravidade do acidente botrépico

Manifestac@es e tratamento ElasShichc
& Leve Moderada Grave

Locais:
Dor; Ausentes ou .

. : Evidente Intensas
Edema; discretas
Equimose.
Sistémicas:
Hemorr§g|a grave, Ausentes Ausentes Presentes
Choque;
Andria.

. S -

Soroterapia (n° de frascos/ampolas-10 2a4 4238 12
mL/frasco)
Via de Administragéo Intravenosa

Fonte:(Adaptado de SORO ANTIBOTROPICO, 2017).

1.4 Controle da qualidade do soro antibotrépico

1.4.1 Veneno botrdpico de referéncia nacional

O veneno de referéncia € uma mistura homogénea de venenos de serpentes
Bothrops jararaca, obtidos a partir da distribuicdo geografica da espécie que o
compde. O veneno botropico de referéncia deve ser padronizado através da
determinacdo da dose letal média (DLso) ou dose de veneno que leva a 6bito 50%
dos animais, no caso, camundongos da linhagem Swiss Webster. O valor de DLsg
obtido é utilizado nos ensaios de determinacdo da poténcia dos soros produzidos
pelos laboratorios produtores. O veneno de referéncia, assim como, as instrucdes
para sua utilizacdo sao fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS), unidade da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (BRASIL, 1996;
BRASIL, 2010a).
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Atualmente, é utilizado como veneno botrépico de referéncia nacional o lote 5
(BraBot/005), produzido a partir de 4.430 extracdes de veneno da serpente B.
jararaca, coletadas em vérias regides do Brasil (49,2% no estado de S&o Paulo,
24,2% no Espirito Santo, 15,6% em Santa Catarina, 10,1% no Parana, 0,8% em
Minas Gerais e 0,1% no Rio de Janeiro). Em 2003, foram produzidos um total de
4.398 frascos com aproximadamente 30 mg de veneno botropico liofilizado e aferida
uma DLsy de 47,8 pg/0.5 mL em camundongos Swiss Webster, 20 g de peso
corporeo, por via IP (limite inferior de 45,65 pg/0.5 mL e limite superior de 50,13
pg/0.5 mL). Em um estudo interlaboratorial, em 2008, com a participagédo do IB,
Funed, IVB e o INCQS, realizou-se uma reavaliagdo da poténcia do BraBot/005 e
atribuiu-se o valor de 40,29 ug/0.5 mL (limite inferior de 39,46 pg/0.5 mL e limite
superior de 41,46 pug/0.5 mL), sendo utilizado até o momento (ARAUJO et al., 2008,
2017; INCQS, 2014).

Os venenos séo liofiizados e mantidos a uma temperatura de -20 °C
(BRASIL, 2010a). Para o controle da estabilidade do veneno sdo realizados no
minimo trés ensaios anuais para a determinacdo da DLsy de modo a aferir sua
poténcia (INCQS, 2017a).

1.4.2 Determinagdo da dose letal média (DLso) do veneno botrépico de referéncia
nacional (BraBot/005)

A determinagdo da DLsy do BraBot/005 é realizada em camundongos
convencionais Swiss Webster, machos ou fémeas, com massa corporal de 18 a 22 g
através da inoculacdo de 0,5 mL de diferentes concentracfes de veneno botrépico
diluidos em solucdo fisiolégica de cloreto de sédio 0,85% (salina) por via
intraperitonial (IP).

A reconstituicdo do veneno em salina ocorre na proporcéo de 1:1, ou seja, 1
mg de veneno botrépico para 1 mL de sallina. Utilizam—se cinquenta camundongos,
separados em cinco grupos de dez animais, 0os quais recebem diluicbes de veneno
utilizando a salina como diluente, sendo o fator de diluicdo entre grupos de 1:1,2,
igualando-se os volumes finais. O calculo da DLsy é realizado pelo método
estatistico de probitos, através do software CombStats®, a partir do resultado do

namero de Obitos ocorridos 48h ap6s a inoculacdo do veneno. O ensaio €
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considerado valido se: (1) os O6bitos verificados estiverem proporcionalmente
relacionados as doses do veneno, (2) a regressao for altamente significativa com
relacdo linear significativa e (3) se o valor da DLsy estiver compreendido entre os
limites de confianca de 50% e 200% do valor nominal do veneno botropico de
referéncia. Os valores sado espressos em microgramas de veneno por 0,5 mL
(ARAUJO et al., 2008, 2017; BRASIL, 2010a).

1.4.2.1 Controle de estabilidade do veneno botrépico de referéncia nacional
(BraBot/005)

Sao realizados no minimo trés ensaios anuais para aferir a toxicidade do
BraBot/005 ao longo do tempo. Os resultados sdo plotados em um grafico de
controle através do software SPC Explorer RT® (Quality America Inc), de modo que
possa ser identificada qualquer alteracdo que inviabilize o seu emprego ou que
possa ter alterado o atual valor da toxicidade do BraBot/005, DLs5,=40,29 pg/0.5
mL/20 g em camundongos Swiss Webster, por via IP (INCQS, 2017a).

1.4.3 Teste de poténcia do soro antibotropico e determinacdo da dose efetiva média
(DEsyo)

No controle da qualidade dos soros antipeconhentos produzidos no pais, as
amostras sdo encaminhadas ao INCQS na modalidade de analise de orientacdo. A
guantidade de ampolas por lote (amostras) tem que ser suficiente para atender
todos os testes que a legislacdo impde, tais como: analise e avaliacdo do rétulo e
embalagem, teste de pirogénio, esterilidade, poténcia e andlises fisico-quimicas. O
Departamento de Imunologia do INCQS é o responsavel pela analise de protocolo,
rétulo, embalagem e pela realizacdo do teste de determinacdo de poténcia biologica
(doseamento).

O teste de poténcia do soro antibotropico tem como objetivo determinar a

dose efetiva média (DEso) do soro necessaria para neutralizar a acdo do veneno nos
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animais testados, ou seja, dos efeitos letais de uma dose fixa do BraBot/005
(soroneutralizacdo). O soro antibotropico deve conter no minimo, em cada mililitro,
imunoglobulinas suficientes para neutralizar 5 mg de veneno botrépico de referéncia
(BRASIL, 2010a).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010a):

O soro antibotrépico pentavalente é uma solucdo que contém
imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a partir de plasma de
animais hiperimunizados com antigeno do género Bothrops, composto por

venenos das serpentes Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops

moojeni, Bothrops alternatus, Bothrops neuwiedi. Cumpre as especificagfes

e testes prescritos na monografia Soros hiperimunes para uso humano.
Contém em cada mililitro imunoglobulinas suficientes para neutralizar 5 mg

de veneno de referéncia de B. Jararaca. (BRASIL, 2010a)

A DEso do soro é determinada utilizando-se camundongos Swiss Webster,
machos ou fémeas, com massa corporal de 18 a 22 g a partir da inoculacéo, por via
IP, de 0,5 mL de solucdo contendo soro antibotrépico e BraBot/005 em salina a
quatro grupos com oito animais cada. A reconstituicdo do liofilo do veneno botropico
é realizada da mesma forma como no ensaio de DLsp, contendo como dose o
equivalente a 5 DLsg/animal em todos os grupos. Neste ensaio, 0 soro antibotrépico
€ diluido na proporcdo de 1:1,3 em salina e adicionado o veneno na quantidade
mencionada. Esta mistura é incubada por 60 min. a 37 °C. A DEs, é calculada pelo
meétodo estatistico padréo — probitos - através do software CombStats®, a partir do
resultado de nimero de Obitos ocorridos 48h apds a inoculacdo das 4 diferentes
doses do soro antibotropico. Paralelamente ao ensaio da determinacao da poténcia
do soro antibotrépico € realizado outro ensaio com 10 animais, para o controle
positivo administrados com a dose equivalente a 5 DLsg/animal de BraBot/005
diluido em salina. O ensaio € considerado valido se: (1) o valor de protecéo de 50%
dos animais (DEsp) estiver compreendida entre a maior e a menor dose de dilui¢ao,
(2) regresséao altamente significativa com relagéo linear significativa e (3) se o ensaio
do controle positivo for considerado valido, neste caso com numero de 6bitos acima
de 80% (ARAUJO et al, 2008; BRASIL, 2010a).
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1.5 Sistema de Classificagcdo Harmonizado Globalmente (GHS) da OECD

A classificacdo da toxicidade aguda das substancias deve ser obtida para
determinar o potencial das substancias causarem danos a saude humana,
principalmente sob o ponto de vista de letalidade ou toxicidade severa. Em 1981, a
Organizagéo para Cooperagao Econdémica e Desenvolvimento (OECD) incorporou o
Teste de DLsp (OECD n° 401) em suas diretrizes e em 2002 o Conselho da OECD
eliminou esta diretriz pois foi amplamente aceito que a precisdo estatistica,
inclinagdo da curva dose-resposta, intervalo de confianca da DLsp e sinais toxicos
Nao eram necessarios para estabelecer a avaliacao de risco (VALADARES, 2006)

O Teste de Toxicidade Agudo Oral pelo método Toxico Agudo de Classe
(TAC) — OECD n° 423 (OECD, 2001) e o Teste de Toxicidade Dérmica —
procedimento de doses fixas (PDF) — OECD n° 434 (OECD, 2004) permitem a partir
de doses fixas, classificar as substancias quimicas ou misturas de acordo com
valores proximos aos obtidos no teste de DLsp porém com numero menor de
animais, baseando-se na letalidade (VALADARES, 2006).

Os animais que estejam em sofrimento ou dor severa e morte iminente devem
ser submetidos a eutanasia humanitaria, classificando-os como Obitos decorrentes
do ensaio, devendo ser avaliado por um médico-veterinario. Sao sinais evidentes
para a realizacdo da eutanasia: 6bito previsivel (incapacidade de chegar a agua ou a
comida, perda excessiva de peso, convulsbes, tremores substanciais ou
incapacidade de sobreviver mesmo apoés tratamento), dor intensa (automutilacdes,
infeccOes locais, feridas abertas ou ulceracdes na pele, diminuicdo da ingesta de
alimentos, protecdo das partes afetadas e aversdo ou evasdo ativa a estimulos),
sofrimento (realizar uma analogia entre o sofrimento que acomete ao homem pela
mesma condi¢cdo que se encontra o animal) e angustia ( mudanca comportamental)
(OECD, 2000).

A classificacdo toxicolégica preconizada nas diretrizes 423 e 434 (categorias
1,2,3,4 e 5 do Sistema de Classificagdo Harmonizado Globalmente -GHS) baseia-se
em um procedimento passo-a-passo com um numero minimo de animais por etapa
para obtencdo de informacdo suficiente da toxicidade aguda e permitir a sua

classificacdo. O grau maior de toxicidade est& presente na menor categoria GHS 1,
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por ser necessario uma quantidade menor da substancia-teste para causar danos a
saude humana (OECD, 2001; OECD, 2004).

1.5.1 Ensaio de toxicidade aguda oral segundo a diretriz OECD n° 423

Para o ensaio de toxicidade oral aguda, baseado na diretriz da OECD n° 423
— Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method (OECD, 2001), aprovado pela
Portaria Normativa n° 18 de 24 de setembro de 2014 pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (Concea) (BRASIL, 2014), sao preconizadas
dose de 5, 50, 300 ou 2000 mg/kg por animal, preparadas no dia do ensaio levando
em consideracdo a massa corporea dos animais. O método baseia-se na
observacdo do numero de animais moribundos ou de 6bitos para determinar sua
classificacdo (Quadro 5), sendo utilizado apenas 3 animais por etapa (dose). Caso
haja a presenca de 2 ou 3 animais com sofrimento severo (moribundos) e/ou 6bitos
€ imediatamente atribuida a classificacdo nesta etapa. Caso ocorra, como dose
inicial de partida, apenas 1 Obito e/ou sofrimento severo ou nenhuma morte e/ou
sofrimento severo, o teste prossegue administrando-se a dose subsequente (Figuras
1,2,3 e 4). A dose inicial deve ser escolhida conforme informacgfes prévias existentes

acerca da substancia, caso ndo seja possivel preconiza-se a dose de 300 mg/Kg.

Quadro 5 — Faixas de categorias do Sistema de Classificagdo Harmonizado
Globalmente (GHS) para a classificagdo toxicolégica no ensaio de toxicidade oral
aguda segundo a diretriz OECD n° 423

Categorias Faixas em mg/kg
1 >0-5
2 >5-50
3 >50 - 300
4 > 300 - 2000
5 > 2000 - 5000

Fonte: (Adaptado de OECD, 2001).
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fonte: (Adaptado de OECD, 2001).

Figura 3 - Sistema de Classificagdo Harmonizado Globalmente (GHS) na
determinacao da toxicidade oral aguda com dose de entrada de 300 mg/kg
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Figura 4 - Sistema de Classificagdo Harmonizado Globalmente (GHS) na

determinacao da toxicidade oral aguda com dose de entrada de 2000 mg/kg
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1.5.2 Ensaio de toxicidade aguda dérmica segundo a diretriz OECD n° 434
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Para o ensaio de toxicidade dérmica aguda, baseado na diretriz da OECD n°
434 — Acute Dermal Toxicity — Fixed Dose Procedure (OECD, 2004) sé&o
preconizadas doses de 50, 200, 1000 ou 2000 mg/kg por animal, preparadas no dia
do ensaio levando em consideracdo a massa corpérea dos animais. O método
baseia-se na observacdo do niumero de animais sem sinais evidentes de toxicidade
ou 0 numero de animais com sinais evidentes de toxicidade ou do niumero de Gbitos
para determinar sua classificacdo (Quadro 6), sendo utilizado no estudo inicial
apenas 1 animal por etapa (Figuras 5, 6, 7 e 8) para selecdo da dose inicial do
estudo principal com 5 animais por etapa (Figuras 9, 10, 11 e 12). A dose inicial
empregada deve ser escolhida conforme informacdes prévias existentes acerca da
toxicidade da substancia, caso nao seja possivel preconiza-se a dose de 1000
mg/Kg como dose inicial.

No ensaio para aferir a dose inicial podem ocorrer trés situacgdes distintas: (I)
caso ocorra o 6bito do animal, utiliza-se a dose anterior, (II) caso sejam evidentes 0s
sinais de toxicidade utiliza-se a dose empregada para o0 ensaio no estudo principal
com 5 animais e (lll) caso ndo ocorra sinais evidentes de toxicidade, utiliza-se a
dose subsequente com apenas 1 animal. No entanto, caso a dose inicial seja a
menor possivel (50 mg/kg) é atribuida a classificagdo 1. Porém, se for necesséria a
confirmacdo do resultado, faz-se novamente o ensaio com 1 animal que, (a)
ocorrendo o 6bito é definitivamente classificado na categoria 1 e (b) caso ndo ocorra
o Obito, utilizam-se mais 3 animais em um terceiro ensaio, levando em consideracao
os resultados dos 2 ensaios anteriores, realizados com 1 animal cada, para compor
0 estudo principal com 5 animais (2 animais referentes aos dois ensaios e mais 3

animais referente ao terceiro ensaio).

Quadro 6 - Faixas de categorias GHS para ensaio de toxicidade dérmica aguda
segundo a diretriz OECD n° 434

Categorias Faixas em mg/kg
1 >0-50

2 > 50 - 200

3 > 200 - 1000

4 > 1000 - 2000

5 > 2000 - 5000

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).
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Figura 5 - Sistema de Classificacdo Harmonizado Globalmente (GHS) na

determinacdo da toxicidade dérmica aguda, com dose de entrada de 50 mg/kg no
estudo inicial

INICIO
v |
1 animal 1 animal 1 anmal 1 animal
50 mafkg 200 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
]
Q}‘) B (Jc‘::)_ A (B (c? (AJ((JD (A)( )
Clzssificar
GHS-Cat1
e 50 200 100C o z:oo 2000
|_Dose (mgg)
RESULTADD “ Para 0 resuiaco A emn S0 Mg, M8 um procedimento supliiementar (opTional) para
Amcre confirmar & classitcaclo GHS
B wuicicace evidems
C nanhuma uxicicdade

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).
Figura 6 — Sistema de Classificacdo Harmonizado Globalmente (GHS) na

determinacdo da toxicidade dérmica aguda, com dose de entrada de 200 mg/kg no
estudo inicial

B INICIO —l —l
1 animal 1 animal 1 animal 1 animal
50 mg/kg 200 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
Cassificar
GHS-Catt l I i I i I i
MJ' ] 50 200 200 1000 1000 000 2000
|_Dose imohg)
RESULTADD “ Pars 0 resuisdo A em 50 moig, N8 um procedimeano suplemantar (opoionall para
Amone confirmar & classitzacho GHS.
8 uxicicage avidgeme
C nanhuma oicicace

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).
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Figura 7 - Sistema de Classificacdo Harmonizado Globalmente (GHS) na
determinacéo da toxicidade dérmica aguda, com dose de entrada de 1000 mg/kg no

estudo inicial
. INICIO =
| | b 4 :
1 animal 1 anima 1 animal 1 animal
50 ma/kg 200 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mglkg
®® PO  ®O® | @@ ©
Cuassncar |
G-S-Catt ! v
Comecanco estad|cg 0 200 200 1000 1000 2000 2000 I
| Dosegmong |
RESULTADD = Para o resulaco A em S0 Mg, Nd um procedimanto suplemeantar (opoional) para
Amore confirmar a classicacho GHS
S nxicidace avideme
C nanhuma wxicidade

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).

Figura 8 - Sistema de Classificagdo Harmonizado Globalmente (GHS) na

determinacao da toxicidade dérmica aguda, com dose de entrada de 2000 mg/kg no

estudo inicial
I— — 1* INICIO
- - ~ v ' - l

1 animal 1 animal 1 animal 1 animal

50 mg/kg ‘ 200 mgikg 1000 mg/xg 2000 mg/kg
Cassficar | ' ‘ i i
&GS -Cat ﬂ') v

e J 50 50 20 200 ™0 2000 |

RESULTADD “ Para o resulado A am S0 mgAg. N um procedimanto suplemantar (opoional) pars
A more confirmar s classicaclo GRS
5 wxicioage avidenie
C nenhuma xicidace

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).

Apoés conhecida a dose de entrada do ensaio no estudo inicial, utilizam-se 5
animais, sendo contabilizado a utilizacdo do animal proveniente do ensaio para
estabelecer a dose inicial. Caso haja o 6bito de 2 animais (resultado A), utiliza-se a
dose anterior a que foi realizada o ensaio [no caso da dose inicial seja a menor dose
- 50 mg/Kg - atribui-se a classificacdo 1 com 2 ébitos (resultado A), classificacdo 2
com 1 6bito e/ou 1 com sinal evidente de toxicidade (resultado B) ou na auséncia de
toxicidade evidente ou o6bitos (C) utiliza-se a dose subsequente para avaliar a
classificagdo em outro ensaio com 5 animais. Ressalta-se que nesta dosagem sao

levados em consideragcdo os animais provenientes do ensaio com 1 animal e sua
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repeticdo, mencionadas no paragrafo anterior. No caso da presenca de 1 animal

com sinais evidentes de toxicidade e/ou o 6bito de 1 animal (resultado B), classifica-

se de acordo com a categoria da dose testada. Entretanto, ndo havendo animais

com sinais de toxicidade (resultado C) é realizado outro ensaio com a dosagem
superior a preconizada na diretriz (Figuras 9, 10, 11 e 12) (OECD, 2004).

Figura 9 - Sistema de Classificacdo e Harmonizacao Globalizado, toxicidade dérmica

aguda, com dose de estudo de 50 mg/kg no estudo principal

T imat =nois
il | 300 o4
ngm { \ 2 2 3 3 : : ’ m:s’f:npo]

Resultado:

A = 2 mortos (ver pachgealio 19 8o 2 ou 3 mones)
B = 1 com toxkidade evidento; e / ou € 1 morte
C = Sem toxicidade evidente mom mortes

Tamanho do grupo
0% 5 animais om cada grupo do estudo principal incluirbo qualquer dose do estudo
proviameste investigada

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).

" Prionizat 0 bam-estat anmal Ca30 e3ta concentragio tenha Cautados mone no
0 estudo de cdsenvacdo da dose moal entdo os anemans ndo serdo testados i destaments para o
1amanha do gueo A

Figura 10 - Sistema de Classificacdo e Harmonizagdo Globalizado, toxicidade

dérmica aguda, com dose de estudo de 200 mg/kg no estudo principal

——— INICIO " —
5 animais 5 animais 5 animais I 5 animais
1000 mg/kg* 2000 mg/kg
,i i ‘
| Classificar GH3 { 1 3 : 4 5 Slsm ]

Resultado:

A = 2 mones (vor patagralo 19 se 2 ou 3 mortes)
B = 1 com 1oxicidade evidento; e / ou § 1 mone
C = Sem toxicidade ovidents nom mortes

Tamanho do grupo
(03 5 animails om coda grupo do estudo principal incluirdo qualquer dose do ostudo
proviamento isvestigoda.

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).

* Pronzar 0 beonestar anwmal C290 0523 CONCONtAC B0 Lenha Causadon mone no
0 estudo G obaenacho da dose incial, entdo o5 anumns ndo serdo testados. ¥ dretamente pam o
tamanho 30 grupo A
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Figura 11 - Sistema de Classificacdo e Harmonizagdo Globalizado, toxicidade
dérmica aguda, com dose de estudo de 1000 mg/kg no estudo principal

INICIO
| ~
5 animais Gofimais: | 5 animais 5 animais
200 ma/kg 1000 ma/kg 2000 ma/kg

| € ‘ ___@@ 00
e [ e I i

Resultado: Tamanho do grupo
A = 2 mottas {ver pardgralo 19 36 2 ou 3 mones) [Os 5 animais em cada grupo do estudo principal incluirho gualquer dose do estudo
B = 1 com toxicidade evidente; o / ou S 1 morte [previamente investigada

C = Sem noxicidade evidento nem mortes

* Prienzar © bem-estar ansmal Caso esta concenttagdo tenha Causadon n‘-.- ng
© estudo de obsenaglo da dose incal. entdo 05 annans nllo serdo testades ém.xmmlo para o
tamanho do Grupe A

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).

Figura 12 - Sistema de Classificacdo e Harmonizacdo Globalizado, toxicidade

dérmica aguda, com dose de estudo de 2000 mg/kg no estudo principal

I— INICIO

oo TGRS
5 animais 5 animais 5 animais 5 animais
50 mg/kg 200 mag/kg 1000 mg/kg* 2000 mg/kg

@ @0@_@?@ ®>®®
=t T

| Resultado: | Tamanho do grupo

4 5 Sisam |
ciassficagdo|

A = 2 mortes {ver pardgrado 19 se 2 ou ) mortes) (03 § andmals e cada grupo do estudo principal Inclulzbo qualquer dose do estudo
B = 1 com toxickdade evidonto; ¢ / ou £ 1 mone previamente investigada.
C = Sem roxicidade evidente nem mortes

* Prionzar 0 bemeestar anmal Caso esta concentragio tenda causadoa monte no
© #310d de 0sena B0 da dose il entBo 08 sumies Ao S50 tealadas k Sretamente P ©
tamanho do grupo A

Fonte: (Adaptado de OECD, 2004).

1.6 Biosseguranca

A Comissdo Técnica de Biosseguranca da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ, 2005; apud SIMONETTI, 2014) define biosseguranga como o0 conjunto
de acles voltadas para a prevencdo, minimizagdo, controle ou a eliminagdo de
riscos inerentes as atividades de pesquisa, produgdo, ensino, desenvolvimento
tecnoldgico e prestacdo de servicos, que podem comprometer a saude do homem,

dos animais, do meio ambiente ou a qualidade dos resultados.
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A biosseguranca esté relacionada aos agravos proporcionados pelos agentes
quimicos, fisicos, biolégicos, ergondmicos e psicossociais, em ambientes de
trabalho do campo da saude em geral (BORBA et al., 2009). A Constituicdo Federal

de 1988, no seu artigo n°® 225 e Inciso primeiro estabelece que:

...Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de
uso comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao
Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as

presentes e futuras geracoes.
§ 1° - Para assegurar a efetividade desse direito, incumbe ao Poder Publico:

| - preservar e restaurar 0s processos ecoldgicos essenciais e prover o

manejo ecoldgico das espécies e ecossistemas;

Il - preservar a diversidade e a integridade do patrimdnio genético do Pais e
fiscalizar as entidades dedicadas a pesquisa e manipulacdo de material

genético;

Il - definir, em todas as unidades da Federacg&o, espacos territoriais e seus
componentes a serem especialmente protegidos, sendo a alteracdo e a
supressdo permitidas somente através de lei, vedada qualquer utilizacdo

que comprometa a integridade dos atributos que justifiquem sua protecéo;

IV - exigir, na forma da lei, para instalacdo de obra ou atividade
potencialmente causadora de significativa degradacdo do meio ambiente,

estudo prévio de impacto ambiental, a que se dara publicidade;

V - controlar a producdo, a comercializacdo e o emprego de técnicas,
métodos e substancias que comportem risco para a vida, a qualidade de

vida e o0 meio ambiente;

VI - promover a educacdo ambiental em todos os niveis de ensino e a

conscientizacdo publica para a preservacao do meio ambiente;

VII - proteger a fauna e a flora, vedadas, na forma da lei, as praticas que
cologuem em risco sua funcdo ecolégica, provoguem a extingdo de

espécies ou submetam os animais a crueldade (BRASIL, 1988).

No Brasil, existem duas vertentes da biosseguranca, sendo uma delas com
fundamentacéo legal, ou seja, regulamentada pela Lei n° 11.105/05 que define os

parametros quanto a manipulagdo de organismos geneticamente modificados
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(OGM’s) e de células tronco. A segunda, ndo regulamentada e denominada
praticada, estda voltada e relacionada aos riscos quimicos, fisicos, biolégicos,
ergondmicos e de acidentes encontrados nos ambientes laborais (BORBA et al.,
2009; SIMONETTI, 2014), amparada principalmente pelas normas
regulamentadoras ndo especificas como do Ministério do Trabalho e Emprego
(MTE), Resolucdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama), entre outras.

Os acidentes e doencas decorrentes do ambiente laboral constituem um
problema de saude consideravel em todo o mundo e, historicamente, os
trabalhadores da area da saude ndo eram percebidos como profissionais de alto
risco. Estudos realizados nas ultimas trés décadas demonstraram dados alarmantes
guanto aos acidentes de trabalho e doencas ocupacionais nesta categoria de
trabalhadores, uma vez que sdo expostos a indmeros riscos, como: fisicos,
quimicos, biolégicos, ergondmicos, psicossociais e acidentes (BRASIL, 2010b).

Medidas de seguranca e protecdo a saude dos trabalhadores ligados aos
servicos de laboratério, bem como de promocao e assisténcia a saude devem ser
direcionadas onde houver qualquer probabilidade de exposi¢cdo aos riscos citados.
Essas medidas perpassam por acdes do Programa de Prevencdo de Riscos
Ambientais (PPRA) e do Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional
(PCMSO), os quais determinam as medidas de prevencdo necessarias para
minimizacdo dos riscos, como: utilizacdo adequada de equipamento de protecéo
individual (EPI) e equipamento de protecao coletiva (EPC), treinamentos, transporte
e armazenamento de residuos, medidas de prevencdo de exposicdo a

perfurocortantes, limpeza e conservacgao entre outros (BRASIL, 2005b).

1.6.1 Tipos de riscos

Os profissionais de laboratério devem considerar todos os fatores de risco
gue estdo sujeitos no seu cotidiano. Os principais riscos sdo: (1) riscos fisicos
(equipamentos que geram calor ou chamas, baixas temperaturas, umidade, ruidos e
vibracOes, radiacdo nado ionizante como a luz natural, ultravioletas e outras), (2)
riscos quimicos (substancias volateis, inflamaveis, irritantes e outras), (3) riscos

ergondmicos, (4) riscos de acidentes (equipamentos de vidro, perfurocortantes, entre
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outros) e (5) os riscos com o0s agentes biolégicos. Conhecer o material que esta
sendo manuseado, principalmente se houver patogenicidade e viruléncia, permite
que o trabalhador avalie sua conduta e evite uma exposi¢cao desnecessaria, ou seja,

gue se coloque em uma situacao de risco (HIRATA, 2012a).

1.6.1.1 Riscos biologicos

Segundo Hirata (2012a), estdo enquadrados nos riscos bioldgicos o0s
materiais biolégicos provenientes de seres vivos como: animais, plantas, fungos,
parasitas, bactérias, leveduras, amostras biolégicas provenientes de animais e do
homem e OGM’s.

Conforme o ultimo levantamento dos agentes biologicos realizado pela
Comissdao de Biosseguranca em Saude (CBS), do Ministério da Saude (MS), ndo ha
mengao aos riscos inerentes as toxinas e/ou venenos utilizados na fabricacdo de
medicamentos (BRASIL, 2017a), mesmo constando como agentes manipulados
(venenos de B. jararaca, C. durissus terrificus, M. frontalis, L. muta, L. intermedia)
pelo INCQS em levantamentos anteriores (FIOCRUZ, 2005).

A Associacdo Internacional de Transportes Aéreos (IATA - International Air
Transport Association), através do regulamento para mercadorias perigosas (DGR —
Dangerous Goods Regulations), estabelece que sdo considerados produtos
bioldgicos, os produtos derivados de organismos vivos, 0s quais sao fabricados e
distribuidos de acordo com as autoridades nacionais, sendo estes utlizados para
prevencao, tratamento e diagndstico de doengcas em seres humanos ou animais,
assim como para o desenvolvimento, experimentos ou investigacdo de produtos
relacionados a estes, como vacinas. Entretanto, consideram as toxinas oriundas de
vegetais, bactérias ou animais que ndo contenham substancias infecciosas como
substancias toxicas, classe 6.1, que sdo substancias susceptiveis de prejudicar a
saude humana, causar lesdes e até a morte, caso sejam inaladas, engolidas ou em
contato com a pele. (IATA, 2017). No mesmo sentido, a Agéncia Nacional de
Transportes Terrestres (ANTT) em sua Resolucdo n® 5232 de dezembro de 2016,
estabelece que toxinas extraidas de organismos vivos, devem ser enquadradas

como produtos perigosos na classe téxica - 6.1 (BRASIL, 2016).
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Os agentes biolégicos representam um risco real ou iminente para o meio
ambiente e ao homem, sendo necessario que sejam estabelecidas medidas para
prevencdo dos riscos em laboratorios de pesquisa. Sado agrupados em quatro
classes de risco (Quadro 7) com base na patogenicidade, viruléncia, endemicidade,
modo de transmisséo, profilaxia e terapéutica (WHO, 2004; TEIXEIRA, BORBA,
2010).

Quadro 7 — Classes de risco para agentes biolégicos

Risco 1 Agentes jamais descritos como causadores de doencas para o homem e
animal e que nao oferecem risco ao meio ambiente. Possuem baixo risco

individual e coletivo

Risco 2 Agentes patogénicos ao homem e ao animal, pouca probabilidade de alto
risco aos profissionais do laboratério, sendo limitada sua propagacédo e
disseminacdo ao meio ambiente, com medidas profilaticas e terapéuticas

eficazes. Possuem risco individual moderado e coletivo limitado

Risco 3 Agentes patogénicos potencialmente letais ao homem e aos animais, com
capacidade de transmissdo por via respiratéria de pessoa a pessoa,
representando risco ao meio ambiente e a comunidade se disseminado.
Existem medidas profilaticas e terapéuticas. Possuem risco individual

elevado e coletivo baixo

Risco 4 Agentes patogénicos altamente infecciosos, de répida propagacédo e
potencialmente letais ao homem e aos animais e com alto risco aos

profissionais do laboratorio. Possuem alto risco individual e coletivo.

Fonte: (Adaptado de TEIXEIRA; BORBA, 2010).

1.6.1.2 Riscos quimicos

Existem diversas substancias quimicas para as quais se desconhecem seus
efeitos ao homem, animais e ao meio ambiente. S&0 manuseados nas mais diversas
atividades (saude, industria, comércio e a domicilio). As informacfes basicas a
respeito dos efeitos sobre os seres vivos, ao ambiente de trabalho e ao meio
ambiente devem ser disponibilizadas aos profissionais que utilizam os agentes
guimicos durante o manuseio, armazenamento e descarte, de modo que possam ser
tomadas medidas eficazes com o objetivo de antever, prevenir e administrar no caso
de acidentes (CARVALHO; COSTA, 2010).
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Os agentes quimicos podem ser considerados explosivos, oxidantes,
inflamaveis, toxicos, corrosivos, irritantes e perigopsos ao meio ambiente
(CARVALHO; COSTA 2010; INCQS, 2016a).

1.6.1.3 Riscos fisicos

Sao os riscos provocados por algum tipo de energia, tais como: calor, frio,
vibracbes, ruidos, variacbes de pressdo, umidade, radiacbes (ionizantes, nao-

ionizantes, ultravioleta) e outros (HIRATA, 2012a).

1.6.1.4 Riscos de acidentes

S&o todos 0s riscos que possam gerar acidentes ao se manipular utensilios e
equipamentos. Utensilios frageis (vidraria), perfurocortantes (agulhas, bisturis,
equipamentos) ou equipamentos pesados, com engrenagens ou com gas

comprimidos séo suscetiveis aos acidentes (HIRATA, 2012a).

1.6.1.5 Riscos ergondmicos

Considera-se risco ergondémico qualquer fator que possa interferir nas
caracteristicas psicofisioldgicas do trabalhador causando desconforto ou afetando
sua saude. S&o os riscos inerentes as condi¢bes de trabalho e que podem incluir
aspectos relacionados ao levantamento, transporte e descarga de materiais, ao
mobiliario, aos equipamentos e as condicbes ambientais do posto de trabalho e a
prépria organizacdo do trabalho (BRASIL, 1990), ou seja, esforco fisico intenso,
postura inadequada resultante de nao-adequacdo de mobiliario, controle rigido de
produtividade, longas jornadas de trabalho, monotonia e repetitividade.

1.6.2 Biosseguranca em laboratorios
Apesar dos avancos em relacdo a biosseguranca de laboratorios, a legislacao

de biosseguranca vigente no Brasil, criada em 1995, enfoca apenas a tecnologia de

engenharia genética, estabelecendo os requisitos para o manejo de OGM’s. No
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7

entanto, € sabido que o trabalho em laboratério transcende aos parametros das
pesquisas com manipulacdo genética. Por isso, foi criada a CBS, instituida pela
Portaria GM/SM n° 1.683, de 28 de agosto de 2003, para tratar as questdes relativas
a biosseguranca. A CBS esta vinculada ao MS, sob coordenacédo da Secretaria de
Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE) e tem como meta tracar
estratégias que permitam estabelecer uma ligacdo entre o0 MS e outras instituicdes
de forma a atuar, acompanhar e avaliar as acfes ligadas a biosseguranca (BRASIL,
2010b).

Os niveis de biosseguranca em laboratérios sdo divididos em quatro
categorias, baseadas nos riscos biol6gicos dos agentes bioldégicos manuseados que,
apresentados no Quadro 8, devem atender a requisitos de seguranca para
contencéo fisica (HIRATA, 2012b)

Quadro 8 - Categorias de Niveis de Biosseguranca (NB) em laboratorios de acordo

com os riscos dos agentes biol6gicos manuseados?*

NB 1 Manuseio de organismo do grupo de risco 1. Bom planejamento espacial e funcional,
adotando praticas seguras de laboratério

NB 2 Manuseio de organismo do grupo de risco 2. Necesséria ado¢do de praticas de
maior contengdo para equipe laboral

NB 3 Manuseio de organismo do grupo de risco 3. Construcdo com especificacfes
especiais, restricdo a profissionais autorizados e equipe com treinamento
especializado

NB 4 Manuseio de organismo do grupo de risco 4. Area de maior contencéo. Deve ser
restrito as demais &reas. Laborat6rio com barreiras de contengdo, equipamentos de
seguranca bioldgica especiais, com ventilagcdo e suporte laboratorial especifico.
Pessoal com treinamento especializado.

'Quadro 7 (TEIXEIRA; BORBA, 2010)
fonte: (Adaptado de HIRATA, 2012b)

1.6.3 Biosseguranca em biotérios

Os animais representam um risco para 0s profissionais que 0s manipulam,
mesmo que ndo experimentalmente estejam infectados, pois podem carrear agentes
patogénicos, como zoondticos. As atividades realizadas em biotérios devem ser
executadas de acordo com as boas praticas, as normas e 0s procedimentos técnicos
de biosseguranca. Esses procedimentos devem se basear nas classes de risco dos

agentes biolégicos, as quais norteiam as medidas de prevencdo. As praticas em
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biotérios devem levar em consideracdo a classificacdo dos agentes de riscos
biolégicos, citados no Quadro 7 e, consequentemente o nivel de biosseguranca
apresentado no Quadro 8 (ANDRADE, 2010; SOUZA, 2015).

O Nivel de Biosseguranca Animal 1 (NBA-1) é considerado de risco baixo,
exigindo instalagbes basicas, manejo padrdo para as colbnias convencionais. O
NBA-2 representa um risco individual moderado e comunitario limitado, requerendo
instalacdes béasicas, com uso obrigatério de EPIs como luvas e jalecos, além da
restricdo do acesso, sinalizacédo e desinfeccdo dos materiais infectados e gaiolas. O
NBA-3 requer instalagbes de alta seguranca, envolvendo risco individual elevado e
comunitario baixo. As praticas desenvolvidas devem seguir os padrées do NBA-2
com uniforme especial e acesso mais rigoroso. O NBA-4, com alto risco individual e
comunitario, requer os procedimentos adotados no NBA-3, acrescidas das
exigéncias que envolvem préticas direcionadas a contengdo méxima nas atividades

com os patégenos desse nivel (ANDRADE, 2010).

1.6.4 Residuos de Servico de Saude

No Brasil, a Anvisa e 0 Conama tém como objetivos: orientar, definir regras e
regular a conduta dos agentes de risco no tocante ao manejo e descarte dos
residuos de servico de saude (RSS), com a finalidade de preservar o meio ambiente
e a saude, garantindo assim a sustentabilidade (BRASIL, 2006). Logo, O Conama
através da Resolucdo n° 358/2005 e a Anvisa, por meio da Resolucdo RDC n°
306/2004, definem como geradores de RSS todos os servicos relacionados ao
atendimento a saude humana ou animal, incluindo os servicos de laboratérios
analiticos de produtos para saude, assisténcia domiciliar e de trabalhos de campo;
necrotérios, funerarias e servicos onde se realizem atividades de embalsamamento
(tanatopraxia e somatoconservacao); servicos de medicina legal, drogarias e
farmécias inclusive as de manipulacdo; estabelecimentos de ensino e pesquisa na
area de saude; centros de controle de zoonoses; distribuidores de produtos
farmacéuticos, importadores, distribuidores e produtores de materiais e controles
para diagnostico in vitro; unidades méveis de atendimento a saude; servigcos de
acupuntura; servicos de tatuagem, dentre outros similares, ndo sendo aplicada as
fontes radioativas seladas (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005a).
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Os RSS séo classificados em cinco grupos:

= Grupo A: RSS bioldgico

O Quadro 9 abaixo define as 5 classes de residuos biolégicos (A1 a A5) de
servicos de saude (BRASIL, 2004)

Quadro 9 - Classes de Residuos de Servico de Saude biolégico (Grupo A)

Classe Residuos

Al Culturas e estoques de microrganismos residuos de fabricagcdo de produtos bioldgicos,
exceto os hemoderivados; meios de cultura e instrumentais utilizados para
transferéncia, inoculagdo ou mistura de culturas; residuos de laboratérios de
manipulagdo genética;

Residuos resultantes de atividades de vacinagdo com microrganismos vivos ou
atenuados, incluindo frascos de vacinas com expiracdo do prazo de validade, com
conteldo inutilizado, vazios ou com restos do produto, agulhas e seringas;

Residuos resultantes da atencdo a saude de individuos ou animais, com suspeita ou
certeza de contaminacgéo bioldgica por agentes Classe de Risco 4, microrganismos com
relevancia epidemiolégica e risco de dissemina¢do ou causador de doenca emergente
gue se torne epidemiologicamente importante ou cujo mecanismo de transmisséo seja
desconhecido;

Bolsas transfusionais contendo sangue ou hemocomponentes rejeitadas por
contaminagdo ou por m& conservagdo, ou com prazo de validade vencido, e aquelas
oriundas de coleta incompleta; sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou
liqguidos corpéreos, recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a
saude, contendo sangue ou liquidos corpdreos na forma livre.

A2 Carcacas, pecas anatdmicas, visceras e outros residuos provenientes de animais
submetidos a processos de experimentacdo com inoculagdo de microorganismos, bem
como suas forracdes, e os cadaveres de animais suspeitos de serem portadores de
microrganismos de relevancia epidemiol6gica e com risco de disseminacao, que foram
submetidos ou ndo a estudo anatomopatoldgico ou confirmagéo diagndstica.

Pecas anatdmicas (membros) do ser humano;

A3 Produto de fecundac¢éo sem sinais vitais, com peso menor que 500 gramas ou estatura
menor que 25 centimetros ou idade gestacional menor que 20 semanas, que hao
tenham valor cientifico ou legal e ndo tenha havido requisicdo pelo paciente ou seus
familiares.

A4 Kits de linhas arteriais, endovenosas e dialisadores;

Filtros de ar e gases aspirados de area contaminada; membrana filtrante de
equipamento médico-hospitalar e de pesquisa, entre outros similares;

Sobras de amostras de laboratério e seus recipientes contendo fezes, urina e
secrecles, provenientes de pacientes que ndo contenham e nem sejam suspeitos de
conter agentes Classe de Risco 4, e nem apresentem relevancia epidemiol6gica e risco
de disseminacdo, ou microrganismo causador de doenca emergente que se torne
epidemiologicamente importante ou cujo mecanismo de transmisséo seja desconhecido
ou com suspeita de contaminagdo com prions;

Tecido adiposo proveniente de lipoaspiracao, lipoescultura ou outro procedimento de
cirurgia plastica que gere este tipo de residuo; Recipientes e materiais resultantes do
processo de assisténcia a saude, que ndo contenham sangue ou liquidos corpéreos na
forma livre; pecas anatdmicas (6rgdos e tecidos) e outros residuos provenientes de
procedimentos cirdrgicos ou de estudos anatomo-patolégicos ou de confirmagéo
diagnéstica;
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Continuacéo do Quadro 9

Carcagas, pecgas anatdmicas, visceras e outros residuos provenientes de animais nao
submetidos a processos de experimentacdo com inoculacdo de microorganismos, bem
como suas forracdes; cadaveres de animais provenientes de servicos de assisténcia;
Bolsas transfusionais vazias ou com volume residual pés-transfuséo.

A5 Orgaos, tecidos, fluidos organicos, materiais perfurocortantes ou escarificantes e
demais materiais resultantes da atengdo a sadde de individuos ou animais, com
suspeita ou certeza de contaminagéo com prions.

Fonte: (BRASIL, 2004).

= Grupo B: RSS quimico

Segundo descrito no apéndice | da RDC 306/2004, os RSS quimicos sao
residuos que contenham substancias quimicas que possam representar risco a
salude publica ou ao meio ambiente devido as caracteristicas de inflamabilidade,
corrosividade, reatividade e toxicidade. Como exemplos apresentados pela
resolucdo constam: o0s produtos hormonais e produtos antimicrobianos,
antineoplasicos, citostaticos, imunossupressores, imunomoduladores, residuos de
saneantes, desinfetantes, desinfestantes, residuos contendo metais pesados,
reagentes para laboratério e demais produtos considerados perigosos, conforme
classificacdo da NBR 10.004 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
entre outros (BRASIL, 2004).

A norma ABNT NBR 10.004:2004, classifica e lista os residuos solidos
conforme o risco potencial de contaminacdo ao meio ambiente em: Classe | —
perigosos; Classe Il — ndo perigosos (Classe lla — ndo inertes e Classe llb — inertes)
(ABNT, 2004; PALMA; VITTA, 2012)

= Grupo C: RSS radioativo

Aplica-se a todos os rejeitos radioativos oriundos da atividade humana que
contenham radionuclideos presente e em limites superiores aos estabelecidos pela
Norma 6.05 da Comissédo Nacional de Energia Nuclear (CNEN), sendo considerados
residuos nao radioativos apds o tempo necessario para que haja o decaimento até

os valores limites estabelecidos pela norma (BRASIL, 2004)
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=  Grupo D: RSS comum ou domiciliar

Compdem-se de residuos que nao apresentam riscos a saude humana ou ao
meio ambiente, sendo assemelhados aos residuos domiciliares, tais como papéis,

metais, vidros, plasticos e residuos organicos (BRASIL, 2004).

» Grupo E: RSS perfurocortantes e abrasivos

Sao residuos resultantes da assisténcia a salde e que podem conter agentes
biologicos, quimicos ou radioativos, além de apresentar riscos aos manuseios
inerentes a sua finalidade. S&o considerados perfurocortantes: agulhas, laminas de
bisturi, ampolas de vidro, tubos capilares, escalpes, micropipetas; laminas e
laminulas; espatulas; e todos os utensilios de vidro quebrados no laboratério e
similares (BRASIL, 2004; INCQS, 2016a).

1.6.4.1 Gestédo dos residuos no INCQS

A gestdo dos RSS no INCQS segue as fundamentacdes legais da Anvisa -
RDC 306/2004 e do Conama 358/2005, através do Plano de Gerenciamento de
Residuos de Servicos de Saude (PGRSS), o qual compreende um conjunto de
acfes que englobam a segregacdo do residuo na fonte, acondicionamento,
identificacdo, coleta interna, armazenamento temporario, transporte e destinacao
final do RSS, visando as questdes relativas a biosseguran¢a com intuito de reduzir a
geracdo de residuos, prevencdo de acidentes de trabalho e impactos ao meio
ambiente (BRASIL, 2004; INCQS, 2015a).

De acordo com a Resolugdo RDC 306/2004 da Anvisa:

Todo gerador deve elaborar um Plano de Gerenciamento de Residuos de
Servicos de Salde - PGRSS, baseado nas caracteristicas dos residuos
gerados e na classificacdo constante do Apéndice |, estabelecendo as
diretrizes de manejo dos RSS. (BRASIL, 2004).

E impreterivel que os residuos estejam em condi¢es seguras para que haja

o descarte, 0s RSS podem ser tratados a partir de um método, técnica ou processo
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que modifique as caracteristicas dos riscos inerentes aos residuos, reduzindo ou
eliminando o risco de contaminacédo, de acidentes ocupacionais ou de dano ao meio
ambiente.

Segundo a Resolucdo 358/2005 do Conama:

X — Residuos de servicos de salde: sdo todos aqueles resultantes de
atividades exercidas nos servigos definidos no art. 10 desta Resolugcéo que,
por suas caracteristicas, necessitam de processos diferenciados em seu
manejo, exigindo ou ndo tratamento prévio a sua disposigcéo final” (BRASIL,
2005a).

“Art. 21. Os residuos pertencentes ao Grupo B, constantes do Anexo | desta
Resolucdo, com caracteristicas de periculosidade, quando n&do forem
submetidos a processo de reutilizacdo, recuperacdo ou reciclagem, devem
ser submetidos a tratamento e disposicado final especificos.

8 10 As caracteristicas dos residuos pertencentes a este grupo sdo as
contidas na Ficha de Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos-
FISPQ.

8§ 20 Os residuos no estado solido, quando n&o tratados, devem ser
dispostos em aterro de residuos perigosos - Classe I. § 30 Os residuos no
estado liquido ndo devem ser encaminhados para disposi¢do final em
aterros. (BRASIL, 2005a).
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da auséncia de estudos sobre biosseguranca que aborde o correto
manuseio e descarte de venenos ofidicos, torna-se necessaria a realizacdo e
padronizacado dos métodos de descarte e manipulacao de produtos perigosos, assim
como estimar a toxicidade em relagédo a exposi¢cao dos trabalhadores e aos residuos
ambientais durante o seu manuseio (BRASIL, 2004; 2005a; 2005b)

A biosseguranca é considerada um tema de extrema relevancia por estar
relacionada aos agravos causados pelos agentes de riscos (BORBA et al., 2009).
Medidas de seguranca e protecdo ao trabalhador e ao meio ambiente devem ser
elaboradas para a minimizacao dos riscos (BRASIL, 2005b).

Este estudo busca um diagndstico da situacdo atual de descarte dos rejeitos
dos ensaios realizados no INCQS que utilizam o BraBot/005, avaliando a efetividade
da inativacdo da toxicidade do BraBot/005 apds o tratamento pelo processo de
autoclavacdo. Conjuntamente, avaliar a toxicidade aguda pela via oral e dérmica do
BraBot/005 de modo a fornecer informacdes sobre os riscos a salde em eventuais
exposicdes aguda por estas vias, subsidiando assim a elaboracdo de um manual de
biosseguranga especifico para os procedimentos que envolvam o BraBot/005 nos
ensaios realizados no ambito do INCQS/Fiocruz. Além disso, podera ser utilizado
como fonte de referéncia atualizada para outros estudos na area de biosseguranca
relacionadas ao manuseio e descarte de outros venenos de animais peconhentos.

O estudo se justifica também pela prépria missao do INCQS, uma vez que, a
instituicdo € referéncia nacional para as questdes cientificas, normativas e
tecnolégicas de diversos produtos, tendo a funcdo de executar acBes analitico-
laboratoriais previstas na legislacdo sanitaria ou por demanda de 6rgdos oficiais;
desenvolver, adequar ou implantar metodologias analiticas aplicadas a verificacéo
da qualidade de produtos de salde; emitir pareceres sobre questbes técnico-
cientificas relacionadas a Vigilancia Sanitaria; elaborar normas técnicas e
procedimentos operacionais padronizados relacionados ao controle da qualidade de

produtos, ambientes e  servicos, entre outros (INCQS, 2016b).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Elaborar um manual de biosseguranca para manipulacdo e descarte do
veneno botropico de referéncia (BraBot/005) no ambito do INCQS — Fiocruz/RJ”

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade oral aguda do BraBot/005 em camundongos Swiss
Webster segundo o Sistema de Classificacdo Harmonizado Globalmente (GHS)
constante na Diretriz OECD n° 423;

Avaliar a toxicidade dérmica aguda do BraBot/005 em camundongos Swiss
Webster segundo o Sistema de Classificacdo Harmonizado Globalmente (GHS)
constante na Diretriz OECD n° 434;

Avaliar a inativacdo da toxicidade do BraBot/005 como residuos dos ensaios
de determinacéo de poténcia do soro antibotropico;

Avaliar a inativacdo da toxicidade do BraBot/005 como residuos dos ensaios
de determinacéo de DLso do veneno botrdpico;
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi dividido em trés etapas:

Na primeira etapa foram determinadas a toxicidade oral aguda e a toxicidade
dérmica aguda do BraBot/005 em categorias GHS constantes nas diretrizes
da OECD numero 423 e 434 (OECD, 2001; 2004). Além destes 2 ensaios
foram realizados ensaios biologicos para verificacdo da inativacdo do
BraBot/005.

Na segunda etapa foram estabelecidos os procedimentos de descarte dos
rejeitos oriundos dos ensaios realizados no INCQS que utilizam o BraBot/005.
Esses rejeitos incluem todas as solugbes preparadas nos ensaios da
determinacao da DLsy do BraBot/005 e da determinacao da poténcia do soro
antibotropico (DEsp), além do proprio veneno liofilizado que é diluido na
proporcdo de 1 mg/mL (1 mg de liéfilo para 1 mL de salina) e utilizado em
todas as solucdes dos ensaios, visando um diagndstico do procedimento de
descarte realizado no INCQS/Fiocruz.

A terceira etapa envolveu a elaboracdo de um manual de biosseguranga para
uso de todas as pessoas envolvidas no processo do controle da qualidade do
soro antibotrépico.

4.1 Preparo das solucdes

A pesagem do BraBot/005 empregado em todos os ensaios foi realizada em

balanca analitica (Shimadzu®, modelo AY 220, série D305600158) e calibrada para a

faixa de peso de 0,001 g a 220 g.

Para o ensaio de toxicidade aguda oral foram preparadas 3 solucbes de

BraBot/005 em salina nas concentra¢cfes indicadas na Tabela 1, nas doses de 50,

300 e 2000 mg/kg de acordo com a média do peso corporeo dos animais obtidos no

dia do ensaio, no volume de 0,5 mL/animal. As concentragfes preparadas estéo

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Preparo da solucdo do Veneno Botrépico de Referéncia Nacional
(BraBot/005) baseado na média corporal de 3 camundongos Swiss Webster,

machos, para as doses de 50, 300 e 2000 mg/kg do ensaio de toxicidade aguda oral

Média Desvio Concentracdo BraBot/005 Salina
Dose (mg/kg) .
Corporal (g) Padrao (g) (mg/mL) (mg) (mL)
50 40 0,41 4 8 2
300 39,83 0,47 23,9 47,8 2
2000 39,83 0,24 159,32 318,64 2

Ponte: (Préprio autor, 2017).

No ensaio de toxicidade aguda dérmica foram preparadas 3 solucdes de
BraBot/005 em salina, correspondentes as doses de 1000 e 2000 mg/kg de acordo
com a média do peso corpéreo dos animais obtidos no dia deste ensaio, no volume

de 0,5 mL/animal. As concentracdes preparadas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Preparo da solucdo do Veneno Botrépico de Referéncia Nacional
(BraBot/005) baseado na média corporal de 5 dos camundongos Swiss Webster,

fémeas, para as doses de 1000 e 2000 mg/kg do ensaio de toxicidade aguda

dérmica
Dose Média Desvio Concentragao BraBot/005 Salina
(mg/kg) Corporal (g) Padréo (g) (mg/mL) (mg) (mL)
1000 39" - 78 78 1
2000 34,4 1,39 137,6 412,8 3

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! Peso corporal referente a 1 camundongo Swiss Webster, fémea, de 11 semanas

Em ambos os ensaios, as solucbes foram preparadas em tubos plasticos
conicos (marca BD®) de 15 mL, homogeneizados em vortex (IKA® modelo MS 3D)
até que o veneno liofilizado fosse totalmente dissolvido, a 3000 rpm e deixados em
repouso em estufa a 37 °C por 30 min para manter a temperatura mais proxima a
temperatura dos animais no momento da administragéo.

As solug¢des empregadas nos ensaios destinados a estabelecer a eficacia da
inativacao da toxicidade do BraBot/005, foram preparadas e formuladas em volume
igual ao dobro do que foi apresentado nos Quadros 10, 11 e 12, para que fossem

submetidas também ao processo de autoclavacao.
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O esquema de diluicdo empregado no preparo das solugcdes no ensaio de
determinacao da poténcia do soro antibotrépico (DEsp) estéa descrito no Quadro 10; o
preparo da solucdo de BraBot/005 correspondentes a 5 DLsgp ho Quadro 11 e o
esquema de diluicbes do ensaio de determinacdo da DLsy do BraBot/005 esta
descrito no Quadro 12. O volume aplicado foi de 0,5 mL/animal para as trés
preparacoes.

Sao considerados residuos dos procedimentos laboratoriais: O veneno
botrépico na concentracdo de 1 mg/mL, diluido em solucdo salina, utilizados nos
ensaios de determinacdo da poténcia do soro antibotropico e de determinacdo da
DLso, 0 veneno liofilizado que é manipulado para a formulacdo desta solugéo
mencionada, soro antibotropico com volumes variaveis de 0,23 a 0,5 mL (Quadros
10 e 12) e solucéo contendo 5 doses letais médias utilizadas como controle positivo

nos ensaios determinacao da poténcia do soro antibotropico (Quadro 11).

Quadro 10 - Esquema de diluicbes empregado no preparo das solu¢cdes de soro
antibotropico administradas no volume de 0,5 mL/animal no teste de determinacao

da poténcia do soro antibotrépico

Soro
Caixa Micrograma/ Salina 0,85% ) o Veneno
- ; Antibotrépico .
(8 animais cada) animal (mL) Botrépico (mL)
(mL)
1 42,41 31 0,5 2,4
2 32,23 3,22 0,38 24
3 24,79 3,31 0,29 24
4 19,18 3,37 0,23 24

Fonte: (Adaptado de INCQS,2017b).

Quadro 11 - Preparo da solucdo do Veneno Botrépico de Referéncia Nacional
(BraBot/005) equivalente a 5DLsp

Salina Veneno (mL) (1 mg/mL)

3,6 2,4

Fonte: (Adaptado de INCQS,2017b).
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Quadro 12 - Esquema de diluicbes empregados no preparo das solu¢des de Veneno
Botropico de Referéncia Nacional (BraBot/005) no ensaio para a determinacdo da
dose letal média de BraBot/005

Caixa ; ) Solucédo de Veneno .
o Micrograma/ animal Salina 0,85% (mL)
(10 animais cada) (1 mg/ mL)
1 62,2 0,74 mL 5,26 mL
2 51,8 0,62 mL 5,38 mL
3 43,2 0,51 mL 5,49 mL
4 36,0 0,43 mL 5,57 mL
5 30,0 0,36 mL 5,64 mL

Fonte: (Adaptado de INCQS, 2017a).

Nestes ensaios, as solucbes foram preparadas em tubos de ensaios,
homogeneizados em vortex (IKA®, modelo MS 3D) até que o veneno liofilizado fosse
totalmente dissolvido, a 2500 rpm e deixados em repouso em estufa a 37 °C por 60
minutos. As solucdes destinadas ao estabelecimento da inativacdo da acao téxica
do veneno botrépico foram autoclavadas no ciclo de descontaminacdo em autoclave
calibrada e validada (Luferco®, modelo 39206) por 60 minutos, a 121 °C, resfriado
até atingir 37 °C.

4.2 Animais

Os animais utilizados em todos os ensaios foram camundongos (Mus
musculus), da linhagem Swiss Webster. Estes sdo utilizados rotineiramente nos
ensaios de determinacdo da poténcia do soro antibotropico e na determinacdo da
DLsp do veneno botropico preconizados na Farmacopeia Brasileira 52 Edicéo
(BRASIL, 2010a). Adicionalmente, a linhagem Swiss Webster foi empregada por ser
amplamente utilizada em pesquisas biomédicas, especialmente em farmacologia
(NEVES et al, 2013) e extensivamente utilizada em testes de pesquisas e seguranga
de drogas (TACONIC, 2018).

A OECD preconiza a utilizacao de roedores, de preferéncia ratos, fémeas, de
8 a 12 semanas de vida. Entretanto, ndo ha restricbes quanto ao uso de

camundongos (OEDC, 2001; 2004). A escolha deste modelo animal deu-se por
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possuir uma massa corporal menor, utilizando menos insumos, principalmente do
BraBot/005.

Os camundongos foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB) da Fiocruz, aclimatados no biotério do Servico de Animais de
Laboratorio (SAL) vinculado ao Departamento de Farmacologia e Toxicologia/INCQS
de acordo com cada protocolo experimental, descritos no item 4.3 e seus subitens.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ), licenciado sob o nimero LW-26/17
(ANEXO B) e acompanhados pela médica-veterinaria responsavel pela licenca.

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Ensaio para determinacdo da toxicidade aguda oral para o Veneno de
Referéncia Nacional.

Foram utilizados camundongos machos, Swiss Webster, com idade de 10
semanas, com 37 a 40,5 g de peso corporal, aclimatados por 5 dias no SAL,
separados em grupos de 3 animais durante todo o periodo no SAL, em caixas de
polipropileno de tamanho 29 x 12 x 17 cm, contendo enriguecimento ambiental
(papel toalha alternando a cada troca com tubo de PVC com 3,5cm de diametro,
seccionado na metade com 7 cm de comprimento para propiciar condicdo de
realizacdo de ninho e abrigo) e livre acesso a agua e racdo (Nuvilab®) nao
autoclavadas (jejum de racdo nas 4 h antecedentes a gavagem). Os animais foram
mantidos em estantes ventiladas, que possuem caracteristicas fisicas de um
ambiente de fluxo de ar coletivo, em condi¢cdes controladas de temperatura (22 °C

+/- 3), umidade (55% +/- 10%) e ciclo alternado claro/escuro de 12 h.

Os grupos experimentais foram:
=  Grupo controle negativo (C) presente na 12 22 e 3° etapas: Solucéo
salina
= Grupo experimental (E) 12 etapa: Dose inicial de 50 mg/Kg -
Administragcéo de solucdo de BraBot005 em salina na concentracdo de

3,82 mg/mL no volume de 0,5 mL/animal
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= Grupo experimental (E) 22 etapa: Dose de 300 mg/Kg— Administracao
de solucao de BraBot0O05 em salina na concentracdo de 23,9 mg/mL no
volume de 0,5 mL/animal

= Grupo experimental (E) 32 etapa: Dose de 2000 mg/Kg— Administracéo
de solucdo de BraBot0O05 em salina na concentragédo de 159,32 mg/mL

no volume de 0,5 mL/animal

Foram separados dois grupos contendo 3 camundongos machos. Os animais
foram pesados e realizada a média do peso dos animais do grupo experimental (E),
sendo preparada a solucdo baseado na média do grupo. No grupo E, os animais
foram expostos ao veneno botrépico com salina como veiculo. No grupo Controle
(C), os animais foram expostos apenas a solug¢do salina. Em ambos 0s grupos, a
administracao foi realizada em dose Unica (0,5 mL), no periodo matutino, por via oral
com sonda orogastrica apropriada (gavagem), canula em aco inox BD-10, com 1 mm
de diametro, esfera de 1,74 mm, raio de 40 mm e comprimento de 31 mm em
camundongos jovens adultos, sendo privados de alimento 3 h antes do
procedimento.

Para o acompanhamento, os animais foram marcados com solugéo de azul
de metileno na cabeca (animal 1), no dorso (animal 2) e na cauda (animal 3). Os
animais foram designados C1 (animal 1 do grupo controle), C2 (animal 2 do grupo
controle), C3 (animal 3 do grupo controle), E1 (animal 1 do grupo experimental), E2
(animal 2 do grupo experimental) e E3 (animal 3 do grupo experimental. Estes foram
pesados antes do inicio do ensaio e nos dias 1, 7 e 14 de ensaio. Foram observados
diariamente (APENDICE A e B), sendo nas primeiras 4 h de inicio, a cada 30 min até
120 min e cada 60 min de 120 a 240 min, fornecendo um registro que subsidiou a
verificacdo da evolugdo dos sinais clinicos de toxicidade (OECD, 2000 e 2001).
Foram realizados ensaios com a dose de 50, 300 e 2000 mg/Kg (OECD, 2001). O
grupo C esteve presente em todas as doses empregadas no grupo E como o
controle negativo deste. Quanto ao controle positivo do efeito do veneno, ndo houve
a necessidade de realizar o ensaio em paralelo devido a estabilidade do veneno
mencionada no item 1.4.2.1, diminuindo assim o uso de animais de laboratorio.

Todos os animais foram submetidos a eutandsia humanitaria e realizada a
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necropsia, coleta dos 6rgaos (figado, baco, estomago, intestino delgado e rins) e
processamento dos tecidos.

Durante o periodo de observacdo, os animais foram avaliados quanto aos
sinais clinicos classicos de toxicidade como perda de peso, prostracéo,
hipoatividade e letalidade. Os protocolos experimentais foram baseados na diretriz
OECD n° 423 — Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method (OECD, 2001).

4.3.2 Ensaio para determinacdo da toxicidade aguda dérmica para o Veneno de

Referéncia Nacional.

Foram utilizados camundongos fémeas, Swiss Webster, com idade de 11
semanas, com 33 a 39,5 g de peso corpéreo, aclimatadas por 5 dias no SAL, em
condicbes semelhantes as descritas no ensaio para determinacdo da toxicidade
aguda oral, exceto que nao houve restricdo ao acesso a agua e racao durante todo o
protocolo e com relacdo aos grupos de animais por caixa, formando grupos de 5
animais durante o periodo de aclimatacdo e individualmente ap6s o inicio dos
ensaios.

Os grupos experimentais foram:

= Grupo controle negativo (C) presente na 12 e 22 etapas: Solucao salina

= Grupo experimental (E) 1% etapa: Dose inicial de 1000 mg/Kg de
solucao de BraBot0O0O5 em salina na concentragéo de 78 mg/mL

= Grupo experimental (E) 22 etapa: Dose de 2000 mg/Kg de solugéo de

BraBot005 em salina na concentracédo de 137,6 mg/mL

Os camundongos foram submetidos a tricotomia na regiao dorsal (Figura 13),
48 h antes do inicio do experimento, com aparelho de tosquiar (Oster®, modelo
78997-010), sendo os animais previamente anestesiados com a associagdo de
cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e quetamina (80 — 100 mg/Kg), via I.M, no muasculo
posterior da coxa (agulha de 13 X 0,45 mm e volume ajustado para o peso do
animal) de modo a conferir sedacdo e analgesia (conferida pela auséncia de
respostas aos pincamentos interdigitais) necessaria para realizar a tricotomia sem

causar estresse ao animal.
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Figura 13 - Tricotomia da regido dorsal dos animais nos ensaios de toxicidade

dérmica aguda

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Foi utilizada a formula de Meeh para o célculo da area da superficie corporal
total: ASCT= k x p?*, onde ASCT é expresso em cm?, k= 9,1 é uma constante
especifica para camundongos, p € a massa corporal do camundongo expressa em
gramas. O resultado em cm? foi utilizado para confeccédo de compressas de gaze
estéreis utilizadas como superficie de contato entre a pele do animal e a solucéo do
BraBot/005 embebida nesta (ROCHA, 2010)

Foi utilizado apenas um animal para determinacdo da dose de entrada, como
ensaio piloto. A dose inicial utilizada foi de 1000 mg/kg sugerida pela diretriz OECD
n°® 434 quando nado ha evidéncias da toxicidade da substancia, seguida pela dose de
2000 mg/kg, sendo esta a dose utilizada no ensaio para a classificacdo da toxicidade
dérmica aguda. Assim sendo, foram separados dois grupos contendo 5 animais
cada.

No dia do inicio do experimento, os animais de ambos o0s grupos foram
pesados, realizada a média corporal do grupo, o célculo da superficie corporal e

corte das compressas de gaze. A dose de veneno utilizada foi de 2000mg/Kg



73

baseada nesta média, diluida com salina como veiculo para o grupo E. No grupo C,
0s animais foram expostos apenas a solu¢do salina. Em ambos o0s grupos, a
exposicao foi realizada em dose unica (0,5 mL), no periodo matutino, com uma
compressa de gaze embebida na solucdo previamente preparada para cada grupo,
colocada sobre a regido dorsal do animal, envolvida com esparadrapo
hipoalergénico de modo a conferir a adesdo necessaria por 24 horas, em

camundongos jovens adultos (Figura 14).

Figura 14 - Preparacdo com esparadrapo para adesédo das compressas de gaze embebidas

em solucéo.

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Para o acompanhamento, os animais foram marcados com caneta atéxica de
tinta resistente (Sharpieg, séries n°37000), na base da cauda, sendo designados C1
(animal 1 do grupo controle), C2 (animal 2 do grupo controle), C3 (animal 3 do grupo
controle), C4 (animal 4 do grupo controle), CO (animal 5 do grupo controle), E1
(animal 1 do grupo experimental), E2 (animal 2 do grupo experimental) e E3 (animal
3 do grupo experimental) E4 (animal 4 do grupo experimental) e EO (animal 5 do
grupo experimental). Estes foram pesados antes do inicio do ensaio, nos dias 1, 7 e
14 de ensaio. Foram observados diariamente (APENDICE C, D), sendo nas
primeiras 4 h de inicio, a cada 30 min até 120 min e a cada 60 min de 120 a 240
min, fornecendo um registro que subsidiou a verificacdo da evolu¢do dos sinais
clinicos de toxicidade (OECD, 2000; OECD, 2004). O grupo C foi considerado o
controle negativo em relagcdo ao grupo E. Quanto ao controle positivo do efeito do

veneno, ndo houve a necessidade de realizar o ensaio em paralelo devido a
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estabilidade do BraBot/005 mencionada anteriormente. Todos os animais foram
submetidos a eutanasia humanitaria e realizada a necropsia, coleta dos 6rgaos
(figado, baco, pele e rins) e processamento dos tecidos.

Durante o periodo de observacdo, os animais foram avaliados quanto aos
sinais clinicos classicos de toxicidade como perda de peso, prostracao,
hipoatividade e letalidade. Os protocolos experimentais foram baseados na diretriz
OECD n° 434 — Acute Dermal Toxicity — Fixed Dose Procedure (OECD 2004).

4.3.3 Ensaio para estabelecer os procedimentos para a manipulacao e o tratamento
dos residuos do veneno botropico, baseados nos ensaios de rotina do Setor de

Soros Antipeconhentos do INCQS.

Foram utilizados camundongos machos ou fémeas, com peso corporeo de 18
a 22 g, aclimatados por 24 horas no SAL e mantidos em condi¢cdes semelhantes as
descritas nos ensaios de determinacao da toxicidade aguda oral e dérmica.

Os animais foram observados por 48 h, sendo retirados os animais que
vieram a o6bito no decorrer do experimento. Os protocolos experimentais foram

baseados na Farmacopeia Brasileira 52 Edi¢gao (BRASIL, 2010a).

4.3.3.1 Ensaio para determinacdo da inativacdo da toxicidade do BraBot/005 como
residuo do Ensaio de determinacéo de poténcia do soro antibotrépico

Foram realizados 3 ensaios distintos para a determinacéo de poténcia do soro
antibotrépico (amostras 3167/16 e 3168/16; 3639/16 e 3640/16; e 3787/16)
recebidas para andlise de orientacdo no Setor de Soros Antipeconhentos. Os
animais foram distribuidos em 2 grupos, grupo | e grupo Il. O grupo |, sendo o
controle, ou seja, referente ao ensaio oficial realizado no INCQS e o grupo Il sendo o
grupo experimental.

Para os ensaios oficiais de determinacdo da poténcia do soro antibotropico
foram utilizados 42 camundongos de 18 a 22g, machos ou fémeas, separados em 4
caixas contendo oito animais cada e 1 caixa contendo dez animais como controle
positivo do ensaio mencionado, administrados com a dose equivalente a 5DLso do

BraBot/005 (200 pg/animal). Os grupos foram formados com animais do mesmo



75

sexo. Os animais foram inoculados por via IP, com volume fixo de 0,5 mL da
solucdo/animal contendo soro antibotropico em 4 diferentes diluicdbes e dose
equivalente a 5DLso de BraBot/005, utilizando agulha 13 x 0,45 mm e seringas de 1
mL. As solu¢cBes administradas estédo descritas nos Quadros 10 e 11. Estes animais
foram acompanhados por 48 h para verificagdo de ocorréncia de Obitos e animais
sobreviventes para efeito de célculo estatistico, usando o método de probitos, a
partir do programa estatistico CombiStats® (BRASIL, 2010a).

Concomitantemente, foi realizado 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente, para o grupo Ill, com as mesmas solugdes utilizadas nos ensaios
oficiais, porém as solu¢Bes foram previamente autoclavadas no periodo matutino, a
121 °C por 60 min. Apoés o resfriamento das solucbes a 37 °C, os animais do grupo |l
foram submetidos aos mesmos procedimentos do grupo | no periodo da tarde,
seguindo o mesmo padrado de acompanhamento por 48 h.

Os animais sobreviventes, de cada grupo, foram submetidos a eutanésia,

(descrita no item 4.4) no final do periodo de observacao de 48 h.

4.3.3.2 Ensaio para determinacdo da inativacdo da toxicidade do BraBot/005 como

residuo do Ensaio de Determinacéo da DLsodo Veneno Botropico.

Foram realizados 3 ensaios anuais para a determinacdo da toxicidade do
BraBot005 conforme preconiza o POP 65.3440-006 em sua 82 revisdo para estudo
de estabilidade do veneno ao longo do tempo. Os animais foram distribuidos em 2
grupos, grupo | e grupo II. O grupo I, sendo o controle, ou seja, referente do ensaio
oficial realizado no INCQS e o grupo Il sendo o grupo experimental.

Para os ensaios oficiais foram utilizados 50 camundongos de 18 a 229,
machos ou fémeas, separados em 5 caixas contendo dez animais do mesmo sexo.
Os animais foram inoculados via IP, com volume fixo de 0,5 mL da solugdo de
BraBot/005 em 5 diferentes concentragdes, utilizando agulha 13 x 0,45 mm e
seringas de 1 mL. As solugdes administradas nos animais estao descritas no Quadro
12. Os animais foram acompanhados por 48 h, para verificacdo de ocorréncia de
obitos e animais sobreviventes para efeito de célculo estatistico, usando o programa
estatistico pelo método de probitos, a partir do programa estatistico CombiStats®
(BRASIL, 2010a).
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Concomitantemente, foi realizado 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente, para o grupo Il, com as mesmas concentracdes de solucdes
utilizadas nos ensaios oficiais, porém as solucdes foram previamente autoclavadas
no periodo matutino, a 121 °C por 60 minutos. Apoés o resfriamento das diluicdes até
37 °C, os animais do grupo Il foram submetidos aos mesmos procedimentos do
grupo | no periodo da tarde, seguindo o mesmo padrao de acompanhamento por 48
h.

Os animais sobreviventes, de cada grupo, foram submetidos a eutanasia

(descrita no item 4.4) no final do periodo de observacéo de 48 h.

4.3.3.3 Ensaio para determinacéo da inativacdo da toxicidade do veneno botrépico e
de outros residuos oriundos dos ensaios descritos no Ensaio de Determinacdo da
Poténcia do Soro Antibotrépico e no Ensaio de Determinac¢do da DLsy do Veneno

Botrépico.

Foram considerados como outros residuos dos ensaios oficiais do INCQS a
solucéao de BraBot/005 na concentracédo de 1 mg/mL e o BraBot/005 liofilizado. Estes
residuos foram provenientes dos 3 ensaios de determinacéo da DLsy do BraBot/005.
Os animais foram distribuidos em 2 grupos, grupo | (controle) e grupo |lI
(experimental). No grupo |, foram utilizados 10 camundongos, machos ou fémeas,
de 18 a 22 g, inoculados no periodo da manha, via IP, com o volume fixo de 0,5
mL/animal da solu¢do de 1 mg/mL de BraBot/005 reconstituido em solugéo salina,
utilizando agulha 13 x 0,45 mm e seringas de 1 mL. Estes foram acompanhados por
um periodo 48 h.

No grupo II, foram utilizados 20 camundongos, machos e fémeas, de 18 a 22
g, sendo distribuidos em 2 caixas, contendo 10 animais do mesmo sexo em cada
(caixa lla e llb). Previamente, as solugdes contendo 1 mg/mL de BraBot/005
reconstituido em solugéo salina e o frasco contendo 25 mg de BraBot/005 liofilizado,
aberto, foram autoclavados no periodo matutino, a 121 °C por 60 min. Apds o
resfriamento da solucdo e do veneno liofilizado a 37 °C, este foi reconstituido em
solucdo salina a 0,85%, homogeneizado em vortex por 5 min a 3000 rpm. Os
animais das caixas lla e llb foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos

acima no periodo da tarde, sendo inoculados 0,5 mL da solugdo de BraBot/005
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autoclavada por animal na caixa lla e 0,5 mL da solucéo obtida pela reconstituicdo
do liofilo de BraBot/005 autoclavado na caixa Ilb. Estes animais foram
acompanhados por um periodo 48 h. Os animais sobreviventes, de cada grupo,

foram submetidos a eutanasia no final do periodo de observacéao de 48 h.

4.4 Eutandsia dos animais

ApOs o0 periodo de acompanhamento experimental, todos o0s animais
sobreviventes foram eutanasiados. A eutanasia foi precedida pela administracédo
prévia da associacdo de cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (80 — 100
mg/kg) por via I.P. Os animais foram contidos mecanicamente, usando a pele do
dorso, préximo a cabeca, realizando a antissepsia com compressa de gaze e alcool
70%, inclinando-o ligeiramente para baixo, permitindo que os 6rgédos do abdome se
acomodassem de modo a deixar um flanco vazio no quadrante inferior direito,
possibilitando um melhor resultado na administracdo, utilizando agulhas de calibre
13 x 4,5 mm, com profundidade de penetracdo de 6 mm e administrando o volume
de até 0,5 mL da associa¢cao anestésica mencionada conforme peso no momento da
administracdo da medicacdo. Apds a inducdo da pré-anestesia, a eutanasia foi
realizada através da administracdo do anestésico inalatério isoflurano 4,5%,
insuflado por 2L/min de oxigénio em camara de inducdo anestésica no SAL. Apos 10
min. foi realizada a confirmacé&o do ébito através da observacédo do cessamento dos
batimentos cardiacos com auxilio de um estetoscopio cardiaco (CFMV, 2012;
NEVES et al., 2013)

4.5 Exame anatomopatolégico

Foram realizadas as coletas dos 0rgaos e processamentos histologicos para a
realizacdo do exame anatomopatolégico dos animais.
Todo procedimento de necropsia, processamento dos tecidos e analise

anatomopatologica foram autorizados pela Coordenagdo de Pesquisa e
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Experimentacdo Animal (CPEA) / ICTB e realizado pelo médico-veterinario
responsavel pelo Laboratdrio de Histotécnica da CPEA (ANEXO C)

A necropsia, técnica que possibilita descrever alteracbes macroscopicas, tem
a funcdo de identificar processos patologicos oriundos de agentes infecciosos,
quimicos, processos neoplésicos entre outros. Durante a necropsia, foram coletados
para o ensaio de toxicidade aguda oral o figado, baco, rins, estomago e intestino
delgado e para o ensaio de toxicidade aguda dérmica o figado, baco, rins e pele
(epiderme, derme e hipoderme).

4.5.1 Preparo histologico

Os orgaos foram coletados, fixados em formaldeido a 10% (por 24 a 48 h) e
clivados a uma espessura de 3 mm. O processamento histologico foi realizado em
um processador automatico (Lupetec® PT 05) que consistiu na desidratacdo com
alcool etilico, clarificacdo com xilol e impregnacdo com parafina. Foi realizada a
técnica de inclusdo (imerséo do tecido previamente impregnado com parafina em um
molde com parafina liquida) e posteriormente, os moldes de parafinas foram
seccionados, com espessura de aproximadamente 4 pum, com auxilio de um
micrétomo (Leica® RM 2125RT). Foram preparadas as laminas, as quais receberam
o tratamento de desparafinizacdo, hidratacdo, coloragdo com hematoxilina e eosina,
desidratacédo, clarificacdo e selagem da lamina. Foi utilizado o microscépio, marca
Zeiss® e modelo Primo Star para a analise das laminas e a captacdo das imagens
foi realizada através da camera, marca Zeiss®, modelo Axiocam ERc 5s, acoplada
ao microscoépio, sendo as imagens disponiveis no formato eletrénico através do
software AxioVision SE64 Rel.4.9.1(CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio para determinacao da toxicidade oral aguda do veneno botropico de

referéncia

O ensaio de toxicidade oral aguda com a dose inicial de 50 mg/kg (Figura 2)
administrados a 3 camundongos Swiss Webster, machos, do grupo experimental (E),
foi realizado concomitantemente com o grupo controle (C). Apos o0s
acompanhamentos, durante 14 dias (Tabela 3 e 4), verificou-se que nao houve
sinais evidentes de toxicidade, tanto em relacdo a perda de peso quanto aos sinais

clinicos dos animais.

Tabela 3 - Peso corpoéreo (g) por camundongo, Swiss Webster, machos e média de
peso (g) por dia de acompanhamento para o grupo controle (C) administrado com
solucédo salina referente ao grupo E administrado com a dose de 50 mg/kg de
BraBot/005 no Teste de Toxicidade Oral Aguda.

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Animal Peso em gramas
C1 38 38 40 42,5
Cc2 37,5 37 41 44
C3 39 38,5 41,5 42,5
Média do grupo 38,17 37,83 40,83 43

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 4 - Peso corporeo (g) por camundongo, Swiss Webster, machos e média de
peso (g) por dia de acompanhamento para o grupo E administrado com a dose de
50 mg/Kg de BraBot/005 no Teste de Toxicidade Oral Aguda.

Dia O Dia 1 Dia 7 Dia 14
Animal Peso em gramas
El 40 39,5 42 45
E2 39,5 39 43 45,5
E3 40,5 39,5 41,5 43
Média do grupo 40 39,33 42,17 44,5

Fonte: (Proprio autor, 2017).
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Utilizou-se o mesmo protocolo experimental com a dose de 300 mg/kg (grupo
E) preconizada na diretriz OECD n © 423 (Figura 3) junto ao grupo controle negativo
(C). Apbs o periodo de acompanhamento foi constatado também que ndo houve
indicios de sinais téxicos e perda de pesos dos animais conforme Tabelas 5 e 6

(acompanhamento do peso) e também da observacgéo clinica dos animais.

Tabela 5 - Peso corporeo (g) por camundongo, Swiss Webster, machos e média de
peso (g) por dia de acompanhamento para o grupo controle (C) administrado com
solugédo salina referente ao grupo E administrado com a dose de 300 mg/kg de
BraBot/005 no Teste de Toxicidade Oral Aguda

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Animal Peso em gramas
C1 39,5 39 41 44
Cc2 37 36,5 39 42
C3 38,5 38,5 40 43,5
Média do grupo 38,33 38 40 43,17

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 6 - Peso corporeo (g) por camundongo, Swiss Webster, machos e média de
peso (g) por dia de acompanhamento para o grupo E administrado com a dose de
300 mg/Kg de BraBot/005 no Teste de Toxicidade Oral Aguda.

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Animal Peso em gramas
El 39,5 39,5 42 43
E2 39,5 38,5 41,5 435
E3 40,5 39,5 43 45
Media do grupo 39,83 39,17 42,17 43,83

Fonte: (Proprio autor, 2017).

No ultimo ensaio com a dose preconizada pela diretriz da OECD n° 423, de
2000 mg/kg (Figura 4) verificou-se que também ndo houve sinais de toxicidade,
observado através do peso e pelo acompanhamento clinico dos animais. Constatou-

se 0 ganho de peso ao final do ensaio em ambos os grupos (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7 - Peso corporeo (g) por camundongo, Swiss Webster, machos e média de
peso (g) por dia de acompanhamento para o grupo controle (C) administrado com
solucéo salina referente ao grupo E administrado com a dose de 2000 mg/kg de
BraBot/005 no Teste de Toxicidade Oral Aguda

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Animal Peso em gramas
C1 39,5 39 43 45
C2 39,5 38,5 42 43,5
C3 40 40 40,5 42
Média do grupo 39,67 39,17 41,83 43,50

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 8 - Peso corpoéreo (g) por camundongo, Swiss Webster, machos e média de
peso (g) por dia de acompanhamento para o grupo E administrado com a dose de
2000 mg/Kg de BraBot/005 no Teste de Toxicidade Oral Aguda.

Dia O Dia 1 Dia 7 Dia 14
Animal Peso em gramas
El 40 40 42,5 44,5
E2 40 39,5 43 45
E3 39,5 38 41 42,5
Média do grupo 39,83 39,17 42,17 44,00

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Além disso, os animais do grupo controle e do grupo experimental
administrado com 2000 mg/kg de BraBot/005 ndo tiveram alteracbes fisicas e

comportamentais alterados (Figura 15, 16 e 17).
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Figura 15 - Grupo experimental de camundongos apds 14 dias de observagéo
administrado com dose Unica de 2000 mg/kg de BraBot/005 no teste de toxicidade

oral aguda.

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Figura 16 - Planilha de acompanhamento diario de camundongos machos Swiss

Webster durante 14 dias do grupo controle (C) administrado com solucédo salina no
teste de toxicidade oral aguda com a dose de 2000 mg/kg de BraBot/005.

PLANILHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO DE CAMUNDONGOS - 14 DIAS
TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA - Grupo Controle (C)
Material Administrado: S o v cAo KSiolo Grea Data: 0%/ o / 1}
Pesquisador Responsavel: 7440 4. ) .1 Ling ] mady Ay £ Bollse
Linhagem: < .WzeoEL[Sexo: M icikg [ldade: ' Via:  p2at Vo.. 05 [Dilvicao: 0 7S 7.
DIA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
<30'| 60" | 90' | 120' [ 180" | 240'
Cabega(C)|— |— | —|— |[— |[— = - i = = = = = = i = ==
Dorso (C2) — e -| - o = - - - = e - = _ - - _
caudaeay |~ 1= | == |=|=| = e - - = = i = - = =
Total S35 3|13[Bl3|153]|]3|3]|2|3|2|13|22]3|3 3| =
rarca | W N [ Y] o[ e [ [V [ Y] L] ]S/
T T T T 1 T T 1§ T T T 7
Legenda: (S) Sintoma (M) Morimbund (+) Morte  (-) Sem sintoma:
Obs.:

Fonte: (Proprio autor, 2017).
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Figura 17 - Planilha de acompanhamento diario de camundongos machos Swiss
Whbebster durante 14 dias do grupo E administrado com a dose de 2000 mg/kg de

BraBot/005 no teste de toxicidade oral aguda

PLANILHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO DE CAMUNDONGOS - 14 DIAS
TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA - Grupo Experimental (E)

Material Administrado: a0 PoMePito + Sduths  heeloéue Q857 Data: 0b/ 06 ! ¥

Pesquisador Responsavel: faz/0 [L.nA Lismd [ Moz AFz 00 £y Roles

Linhagem: < ylo. b<len [Sexo: mia¢ ihe [Idade: [Via: ~ ol [Vol. S wl_ [Diluicao: 2o wig [ W
1 2: 3 4 5 6 i 8 9 10 1 12 13 14

DIA

<30'| 60" | 90' [ 120' | 180'| 240

Cabeca (E1) ] e - = - = — =5

Dorso (E2) — il - - -_ - - - = = s =

Cauda(E3) | — |[|—

~

Rubrica "\E hb' "’( /\‘/1 (“P M ’\/’ »\7; "J [’\/ L’\/ /’\/ éA/ 'L\{) LI‘*{// W( V"‘/ ’\‘( L"{

Total 3|3 3 = <3 > S 3 3 = 3 3 3 S 3 =
T { 1y T X
Legenda: (S) Sintoma (M) Morimbundo  (+) Morte  (-) Sem sintomas

Obs.:

Fonte: (Proprio autor, 2017).

A necropsia foi realizada nos animais do grupo C e do grupo E apenas para a
dosagem de 2000 mg/kg nos oOrgaos: baco, figado, rins, estbmago e intestino
delgado. Nao foram observadas alteracdes macroscopicas significativas em nenhum
animal de ambos os grupos (grupo controle - C1, C2, C3 e grupo experimental - E1,
E2 e E3) (ANEXO D)

No exame microscopico, em nenhum animal (C1, C2, C3, E1, E2 e E3), néo
foram encontradas alteragcbes nos O6rgdo coletados, apresentando resultados
compativeis com 6rgdos normais, ou seja, o figado com integridade nos hepatocitos
com presenca de um ou dois nucleos (podendo conter um ou dois nucléolos e
células de Kuppfer — nos sinuséides hepéticos — e veia centrolobular); baco com
presenca de capsula de tecido conjuntivo denso, ndédulos linfaticos, corddes
esplénicos, sinusodides esplénicos, macréfagos, células e fibras reticulares integros;
intestino delgado integro com presenca de vilosidades e criptas intestinais com
epitélio colunar absortivo e células calicifomes; estbmago com presenca de fossetas
gastricas, células mucosas superficiais, parietais e zimogénicas e rins normais com
presenca capsula e corpusculos renais com artéria, veias interlobares e tubulos
renais integros (ANEXO D)
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5.2 Ensaio para determinacdo da toxicidade dérmica aguda para o veneno
botrépico de referéncia

O ensaio foi realizado com a dose inicial de 1000 mg/kg de BraBot/005
administrada a um camundongo Swiss Webster, fémea (animal E) e em paralelo
com um camundongo Swiss Webster fémea do controle negativo, administrado com
solucéo salina (animal C). Foram realizados os célculos para determinacdo da area
da superficie corporal total (ASCT) (Tabela 9) e recortada uma compressa de gaze
no tamanho de 3,2 cm X 3,3 cm (10,56 cm?) correspondente & aproximadamente 10
% do ASCT para a administracdo das solucbes para ambos 0s grupos. Apés o
acompanhamento, foi observado que ndo houve sinais evidentes de toxicidade,
como perda de peso ou alteragcdes nos sinais clinicos, apenas o aparecimento de

eritema leve (sinal de irritacdo dérmica).

Tabela 9 - Area da superficie corporal total (ASCT) e peso (g) do camundongo Swiss
Webster fémea E administrado com a dose de 1000 mg/kg de BraBot/005 e
camundongo fémea C administrado com a solugdo salina no ensaio de toxicidade

aguda dérmica

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14

Animal  ASCT (cm?)  10% da ASCT (cm?) (@) @) (@) @)
E 104,65 10,465 39 38,5 39,5 40,5
C 103,75 10,375 38,5 38 39,5 41

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Foi realizado o ensaio com a dose de 2000 mg/kg de BraBot/005 com grupos
de cinco animais, uma vez que é a dose maxima preconizada pela diretriz n°® 434
(OECD, 2004). Foram realizados o céalculo da ASCT de todos os animais e recortada
uma compressa de gaze com base na média de 10% da ASCT para administracao
da solugéo, sendo 3,2 x 3,2 cm para o grupo C e 3,1 x 3,1 cm para o grupo E
(Tabelas 10 e 11).
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Tabela 10 - Peso por camundongo fémea Swiss Webster e média de peso do grupo
para célculo da &rea da superficie corporal total (ASCT) e a relacdo de 10% da
ASCT do grupo C (controle) administrado com solucdo salina no ensaio de

toxicidade aguda dérmica.

Animal Peso (g) ASCT (cm?) 10% da ASCT (cm?)
c1 40,5 107,32 10,732
c2 39,5 105,54 10,554
c3 35 97,37 9,737
C4 37,5 101,95 10,195
Co 36 99,21 9,921
Média do grupo 37,7 102,278 10,2278

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 11 - Peso por camundongo fémea Swiss Webster e média de peso do grupo
para célculo da area da superficie corporal total (ASCT) e a relacdo de 10% da
ASCT do grupo E (experimental) administrado com 2000 mg/kg de BraBot/005 no

ensaio de toxicidade aguda dérmica.

Animal Peso () ASCT (cm?) 10% da ASCT (cm?)
E1 33 93,62 9,362
E2 33 93,62 9,362
E3 35,5 98,29 9,829
E4 36,5 100,13 10,013
EO 34 95,5 9,55
Média do grupo 34,4 96,232 9,6232

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Os animais foram acompanhados por 14 dias e ndo foram observadas
alteracdes nos sinais clinicos como a incapacidade de chegar a agua ou a racao,
perda excessiva de peso (Tabelas 12 e 13) convulsdes, tremores substanciais ou
incapacidade de sobreviver mesmo apos tratamento, automutilagcdes, infeccdes
locais, feridas abertas ou ulceracbes severas na pele, diminuicdo da ingestao de
alimentos, protecdo das partes afetadas e aversdo ou evasdo a retira ativa de

estimulos, mudanca comportamental ou qualquer tipo de sofrimento intenso (OECD,



86

2000) (Figuras 18; 19). Foi observada uma pequena perda de peso nos animais do

grupo E

Tabela 12 - Peso por camundongo fémea Swiss Webster e média de peso do grupo

C (controle) administrado com solugdo salina no ensaio de toxicidade aguda

dérmica.
Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
(9) (9) (9 (9)

C1 38,5 38 40 40
Cc2 39,5 39 40,5 41,5
C3 35 35 35 37,5
C4 37,5 36,5 36,5 37,5
Co 36 35 36,5 37,5

Média do grupo 37,7 35,9 37,7 38,8

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 13 - Peso por camundongo fémea Swiss Webster e média de peso do grupo E

(experimental) administrado com 2000 mg/kg de BraBot/005 no ensaio de toxicidade aguda

dérmica.
A Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14

9 ) ) (9
El 33 31,5 33,5 33,5
E2 33 31 30,5 32,5
E3 35,5 34,5 35 34,5

E4 36,5 35 36,5 36
EO 34 33,5 34 34,5
Média do grupo 34,4 33,1 33,9 34,2

Fonte: (Proprio autor, 2017).
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Figura 18 - Planilha de acompanhamento diario de camundongos fémeas Swiss
Whbebster durante 14 dias do grupo E administrado com a dose de 2000 mg/kg de

BraBot/005 no teste de toxicidade dérmica aguda

PLANILHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO DE CAMUNDONGOS - 14 DIAS - TESTE DE TOXICIDADE DERMICA AGUDA- Grupo Experimental (E)
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ED1- Edema pouco perceptivel; ED2 - Ed bem definido; ED3 - Ed derado (prox. imm); ED4 - Edema severo (,>1mm)).

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Figura 19 - Planilha de acompanhamento diario de camundongos fémeas Swiss
Webster durante 14 dias do grupo controle (C) administrado com solug¢do salina no

teste de toxicidade dérmica aguda com a dose de 2000 mg/kg de BraBot/005

PLANILHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO DE CAMUNDONGOS - 14 DIAS - TESTE DE TOXICIDADE DERMICA AGUDA- Grupo Controle (C)

Material Administrado: b he el ng Data: plr €97 4}
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Legenda: (S) Sintoma (S1- perda de peso; S2 - dor; $3- al G3ao compol 1) (M) Morimbund: (#) Morte  (-) Sem si
(ERJED) Sinais de irritagdo (ER1 - Pouco sinal de eritema; ER2 - Eritema bem definid + ER3 - Eri derado/severo; ER4 - Eritema servero
ED1- Edema pouco perceptivel; ED2 - Ed bem definido; ED3 - Ed derado (prox. imm); ED4 - Edema severo (>1mm)).

Fonte: (Proprio autor, 2017).
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Entretanto, os animais apresentaram sinais de irritacdo cuténea, sendo o
eritema bem definido em 3 animais (E2, E3 e E4) e severo em 2 animais (E1 e EO),
nao sendo observado a formacdo de edema (Figura 20) e apds 7 dias todos os
animais tiveram uma recuperacéao tecidual consideravel (Figura 21). No oitavo dia,

todos os animais apresentaram a pele visualmente integra.

Figura 20 - Grupo experimental de camundongos Swiss Webster fémeas, apos 24
horas de observacdo mostrando os animais E1 ao EO em ordem crescente da

esquerda para direita, administrados com a dose de 2000 mg/kg de BraBot/005 no

teste de toxicidade dérmica aguda.

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Figura 21 - Grupo experimental de camundongos Swiss Webster fémeas, apds 7
dias de observagcdo mostrando os animais E1 ao EO em ordem crescente da

esquerda para direita, administrados com a dose de 2000 mg/kg de BraBot/005 no

teste de toxicidade dérmica aguda.

Fonte: (Proprio autor, 2017).

A necropsia foi realizada nos animais do grupo C e do grupo E apenas para a
dosagem de 2000 mg/kg nos 6rgdos: pele e anexos, baco, figado e rins. Nao foram

encontradas alteragcdes macroscopicas significativas em nenhum animal dos grupos
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(grupo controle - C1, C2, C3, C4 e CO; grupo experimental — E1, E2, E3, E4 e EO)
(ANEXO E)

No exame microscopico, em nenhum animal (C1, C2, C3, C4, CO0, E1, E2, E3,
E4 e EO) também ndo foram encontradas alteracdes nos oOrgaos coletados,
apresentando resultados compativeis com érgdos normais. O figado apresentou
integridade nos hepatdcitos com presenca de um ou dois nucleos (podendo conter
um ou dois nucléolos e células de Kuppfer — nos sinusoides hepaticos — e veia
centrolobular); baco com presenca de cépsula de tecido conjuntivo denso, nédulos
linfaticos, cordbes esplénicos, sinusoides esplénicos, macrofagos, células e fibras
reticulares integros; rins normais com presenca capsula e corpusculos renais com
artéria, veias interlobares e tubulos renais integros e pele integra com epiderme
constituida por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, rico em foliculos
pilosos com derme e hipoderme com tecido conjuntivo frouxo, compativeis com

orgaos normais (ANEXO E).

5.3 Avaliacdo da inativacdo da toxicidade do veneno botrépico dos ensaios
realizados no INCQS

5.3.1 Ensaio para determinacdo da inativacdo da toxicidade do BraBot/005 para

residuos do Ensaio de Determinacao de Poténcia do Soro Antibotrépico

Abaixo os resultados dos 3 ensaios realizados com o pool das amostras
3167/16 a 3168/16; 3639/16 e 3640/16 e com a amostra 3787/16 em dias diferentes
de acordo com a entrada no INCQS, sendo estes o grupo controle,
concomitantemente com o grupo experimental, advindos da sobra da diluicdo do
grupo controle previamente tratados em autoclave.

Observou-se que no grupo controle, para os trés ensaios realizados para a
determinacdo da poténcia do soro antibotropico (soroneutralizacdo), as amostras
submetidas ao controle pelo LVBSH foram consideradas satisfatérias, apresentando
o valor da DEsp dentro dos valores previstos na legislacéo (>5,0 mg/mL), DEsgigual a
6,55 mg/mL (Amostras 3167/16 e 3168/16), 7,29 mg/mL (3639/16 e 3640/16) e 7,74
mg/mL (3787/16) com o numero de Obitos adequados para cada fator de diluicdo. No

grupo de controle positivo destes ensaios com administragdo de 5DLsy,
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apresentaram Obitos acima de 80% para os ensaios das amostras 3167/16 e
3168/16 e 3639 e 3640/16 e de 100% para a amostra 3787/16. Com relagdo ao

grupo experimental ndo foram observados obitos (Tabelas 14, 15 e 16).

Tabela 14 - 1° Ensaio da Determinacéo da Poténcia do Soro Antibotrépico (Amostras
3167/16 e 3168/16) e ensaio com dose equivalente a 5DLso de BraBot/005 — Grupo

Controle! e Grupo Experimental®

Caixa 48 horas 48 horas
8 animai d Soro / Animal (ug) (Vivos/Inoculados) (Vivos/Inoculados)
(STEMMTENS CELE) Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
1 42,41 8/8 8/8
2 32,23 8/8 8/8
3 24,79 3/8 8/8
4 19,18 1/8 8/8
Caixa vV / Animal ) 48 horas ~ 48horas
10 animai q enen? ) nima (Obitos/Inoculaces) (Obitos/Inoculados)
(0 EXmimEYe k) HO Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
5DLs 201,45 8/10 0/10

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! camundongos administrados com volume fixo da solugdo de BraBot/005 (2,4 mL) e volumes variaveis de
salina e soro antibotropico para o ensaio de Determinacédo da Poténcia do Soro Antibotropico (Quadro 10)
e volume de 2,4 mL de BraBot/005 e 3,6 mL de salina para o ensaio com 5DL50 (Quadro 11)

% Soluc&o previamente autoclavada proveniente do ensaio com o grupo controle

Tabela 15 - 2° Ensaio da Determinacéo da Poténcia do Soro Antibotrépico (Amostras
3639/16 e 3640/16) e ensaio com dose equivalente a 5DLso de BraBot/005 — Grupo

Controle! e Grupo Experimental®

Caixa 48 horas 48 horas
8 animai d Soro / Animal (ug) (Vivos/Inoculagdes) (Vivos/Inoculados)
(& EnMEYS SEeE) Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
1 42,41 8/8 8/8
2 32,23 8/8 8/8
3 24,79 4/8 8/8
4 19,18 3/8 8/8
Caixa v / Animal ~ 48horas ~ 48horas
10 animai q enen? ) nima (Obitos/Inoculados) (Obitos/Inoculados)
(B erirels see el K9 Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
5DLsg 201,45 8/10 0/10

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! Camundongos administrados com volume fixo da solugdo de BraBot/005 (2,4 mL) e volumes variaveis de
salina e soro antibotropico para o ensaio de Determinacédo da Poténcia do Soro Antibotrépico (Quadro 10)
e volume de 2,4 mL de BraBot/005 e 3,6 mL de salina para o ensaio com 5DL50 (Quadro 11)

2 Solucao previamente autoclavada proveniente do ensaio com o grupo controle.
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Tabela 16 - 3° Ensaio da Determinacéo da Poténcia do Soro Antibotropico (Amostra
3787/16) e ensaio com dose equivalente a 5DLs, de BraBot/005 — Grupo Controle® e

Grupo Experimental®

Caixa 48 horas 48 horas
8 animai d Soro / Animal (ug) (Vivos/Inoculagdes) (Vivos/Inoculados)
() Bl EEel) Grupo Controle Grupo Experimental
1 42,41 8/8 8/8
2 32,23 8/8 8/8
3 24,79 6/8 8/8
4 19,18 3/8 8/8
Caixa vV / Animal ~ 48horas ~ 48horas
e q enen? ) nima (Obitos/Inoculados) (Obitos/Inoculados)
(D ENJmETs GEr) HO Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
5DLsg 201,45 10/10 0/10

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! Camundongos administrados com volume fixo da solugdo de BraBot/005 (2,4 mL) e volumes
varidveis de salina e soro antibotropico para o ensaio de Determinacdo da Poténcia do Soro
Antibotrépico (Quadro 10) e volume de 2,4 mL de BraBot/005 e 3,6 mL de salina para o ensaio com
5DL50 (Quadro 11).

2 Solugéo previamente autoclavada proveniente do ensaio com o grupo controle.

5.3.2 Ensaio para determinacdo da inativacdo da toxicidade do BraBot/005 para

residuos do Ensaio de Determinacao da DLso do Veneno Botropico

Para a determinacdo da DLsy do BraBot/005 foram realizados 3 ensaios ao
longo de 1 ano, os quais serviram como grupo controle. Concomitantemente, foram
realizados em paralelo 0s ensaios com o grupo experimental. Nos ensaios do grupo
controle, foi aferida a poténcia do BraBot/005 a partir do resultado dos 6bitos dos
animais em cada diluicdo, sendo estes resultados plotados no grafico de controle
descritos no item 1.4.2.1. Foram obtidos os seguintes resultados da DLsy do veneno
botrépico: 43,92, 43,52 e 43,93 pg/0,5 mL respectivamente. Nos trés ensaios do
grupo experimental ndo foram observados 6bitos e nem qualquer alteragdo nos

sinais clinicos e comportamentais dos animais (Tabelas 17, 18 e 19).
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Tabela 17 - 1° Ensaio da Determinacdo da Dose Letal Média do Veneno Botrépico

de Referéncia BraBot/005 — Grupo Controle' e Grupo Experimental®

Caixa Veneno / Animal o 48 horas o 48 horas
o (Obitos/Inoculados) (Obitos/Inoculados)
(L erirels S2ee) (ko) Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
1 62,2 8/10 0/10
2 51,8 7/10 0/10
3 43,2 6/10 0/10
4 36 2/10 0/10
5 30 2/10 0/10
DLsp (1g/0,5 mL) - 43,92 =

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! Camundongos administrados com volume variaveis de BraBot/005 e salina para o ensaio de
Determinacao da Dose Letal Média (Quadro 12)

2 Solugdo previamente autoclavada proveniente do ensaio com o grupo controle

Tabela 18 - 2° Ensaio da Determinacdo da Dose Letal Média do Veneno Botrépico

de Referéncia BraBot/005 — Grupo Controle' e Grupo Experimental®

Caixa Veneno / Animal ~ 48horas ~ 48horas
(10 animais cada) (ug) (Obitos/Inoculados) (Obitos/Inoculados)
Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
1 62,2 9/10 0/10
2 51,8 8/10 0/10
3 43,2 5/10 0/10
4 36 2/10 0/10
5 30 3/10 0/10
DL 5o (1g/0,5 mL) - 43,52 -

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! camundongos administrados com volume variaveis de BraBot/005 e salina para o ensaio de
Determinacao da Dose Letal Média (Quadro 12)

2 Solugéo previamente autoclavada proveniente do ensaio com o grupo controle
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TABELA 19 - 3° ENSAIO DA DETERMINAGAO DA DOSE LETAL MEDIA DO VENENO BOTROPICO
DE REFERENCIA BRABOT/005 - GRUPO CONTROLE' E GRUPO EXPERIMENTAL?

Caixa Veneno / Animal ~ 48horas ~ 48horas
(10 animais cada) (ng) (Obitos/Inoculados) (Obitos/Inoculados)
Grupo | - Controle Grupo Il - Experimental
1 62,2 8/10 0/10
2 51,8 9/10 0/10
3 43,2 4/10 0/10
4 36 1/10 0/10
5 30 1/10 0/10
DL (g/0,5 mL) = 43,93 -

Fonte: (Proprio autor, 2017).

! Camundongos administrados com volume variaveis de BraBot/005 e salina para o ensaio de
Determinacao da Dose Letal Média (Quadro 12).

2 Solugéo previamente autoclavada proveniente do ensaio com o grupo controle.

5.3.3 Ensaio para determinacdo da inativacdo toxicoldgica do BraBot/005 e de
outros residuos oriundos dos ensaios descritos no Ensaio de Determinacdo da
Poténcia do Soro Antibotropico e no Ensaio de Determinagdo da DLsy do Veneno

Botrépico.

Constatou-se que a solucdo de BraBot/005 (1 mg/mL) obtida pela
reconstituicdo do veneno botrépico liofilizado quando administrada por via IP aos 10
animais do grupo | (C), nos trés ensaios realizados determinou o ébito de todos os
animais nas primeiras 4.

Nos ensaios do grupo Il (experimental), cujos produtos passaram pelo
processo de autoclavacédo, ndo foram observados 6bitos, assim como alteracées nos
sinais clinicos e comportamentais dos animais, tanto na solucdo de BraBot/005
reconstituido antes de ser autoclavado, quanto no BraBot/005 liofilizado

reconstituido somente apds a autoclavacao (Tabelas 20, 21 e 22).
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Tabela 20 - 1° Ensaio para avaliacdo da inativagdo da toxicidade do veneno
botrépico de referéncia BraBot/005 reconstituido na concentragdo de 1 mg/mL e do
Liofilo do BraBot/005 - Grupo Controle e Grupo Experimental.

48 horas - el [TNES
Caixa Veneno (Obitos/Inoculados) (Ob|tzsllnocllljlados)
(10 animais cada) (2 mg/mL) Grupo | — Controle rupo 1t =

Experimental

(20 AR EE) (Com autoclavacao)

Li6filo reconstituido

) 10/10 0/10
salina

b Liofilo - 0/10

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 21 - 2° Ensaio para avaliacdo da inativagcdo da toxicidade do veneno
botrépico de referéncia BraBot/005 reconstituido na concentracdo de 1 mg/mL e do
Liofilo do BraBot/005 - Grupo Controle e Grupo Experimental.

Caixa 48 horas ~ 48horas
(10 animais cada) Veneno (Obitos/inoculados) (Oblt(ésllnocltljlados)
(1 mg/mL) Grupo | — Controle rupo 1=

Experimental

(B AT EEERET) (Com autoclavacao)

Liofilo reconstituido

) 10/10 0/10
salina

b Liéfilo - 0/10

Fonte: (Proprio autor, 2017).

Tabela 22 - 3° Ensaio para avaliacdo da inativagcdo da toxicidade do veneno
botrépico de referéncia BraBot/005 reconstituido na concentracdo de 1 mg/mL e do
Liofilo do BraBot/005 - Grupo Controle e Grupo Experimental.

48 horas o 48 horas
Caixa Veneno (Obitos/Inoculados) (Oblt(ésllnocllljlados)
(10 animais cada) (1 mg/mL) Grupo | = Controle rupoti =

Experimental

(22 EiDE EETAT) (Com autoclavacgao)

Li6filo reconstituido

. 10/10 0/10
salina

b Liofilo - 0/10

Fonte: (Proprio autor, 2017).
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6 DISCUSSAO

Atualmente ndo existem estudos acerca da atividade toxicologica do veneno
da B. jararaca quanto a exposi¢céo dos trabalhadores na manipulacdo e no processo
de descarte do veneno durante o controle de qualidade dos soros antibotropicos
produzidos no pais. Os ensaios para classificacdo da toxicidade aguda oral e
dérmica permitiram o conhecimento e contribuiu para identificacdo e classificacédo
toxicoldgica através da exposicado por estas vias. Assim também, a avaliacdo da
inativacdo da toxicidade do BraBot/005 dos ensaios realizados no INCQS permitiu
assegurar o correto descarte dos residuos gerados dos ensaios realizados na
mesma instituicdo. Deste modo, ndo é possivel a contextualizacdo dos resultados
com outros estudos.

Inicialmente, foi observada uma grande dificuldade em classificar o veneno
botrépico quanto a origem, ou seja, se € um composto biolégico ou quimico. De fato,
0 veneno botrépico ndo é um agente patogénico, porém, segundo Hirata (2012a)
pode-se considera-lo como de origem bioldgica por ser proveniente de amostras de
seres vivos. Entretanto, devido a natureza bioquimica do veneno botrépico
(composto por cétions metalicos - SAdio, Zinco e Calcio - nucleosideos, carboidratos
— na forma de glicoproteinas — aminoacidos, lipidios e metaloproteinases
dependentes de zinco e célcio (MARKLAND, 1998) e sua atividade téxica (INCQS,
2015b), também é possivel considera-lo como produto quimico. O estudo baseou-se
na recomendacao da IATA, que considera as toxinas oriundas de vegetais, bactérias
ou animais que ndo contenham substancias infecciosas como substancias toxicas.
Sabe-se que a toxicidade € uma das caracteristicas dos produtos quimicos (BRASIL,
2004).

ApOs pesquisas em sites de empresas que manipulam substancias quimicas,
foi encontrado na empresa Sigma-Aldrich, o Material Safety Data Sheet - MSDS
(SIGMA-ALDRICH, 2018), equivalente a Ficha de Informacdo Sobre Produtos
Quimicos (FISPQ) no Brasil (BORBA et al., 2009), sobre as informacdes quimicas do
veneno da serpente B. jararaca. A ficha apresenta os valores de toxicidade por via
intraperitoneal (IP), intracerebral (IC), subcutanea (SC) e intravenosa (IV). O ensaio
de DLso pela via IP é realizado rotineiramente no INCQS (INCQS, 2017b). O estudo
apresenta apenas o valor da toxicidade pela via IP e ndo foram avaliados os demais

ensaios realizados pela empresa, pois baseou-se nas principais vias de exposi¢cao
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do trabalhador: via oral, dérmica e inalatéria (ndo realizada por inviabilidade de
materiais).

Estudos recentes apontam que a toxicidade do BraBot/005 (B. jararaca), por
via IP, em camundongos Swiss Webster apresenta uma DLsg aferida de 40,29 ug/0,5
mL por camundongo (20 g) (ARAUJO et al, 2008, 2017) ou seja, DLsy de 2,014
mg/kg, divergindo dos valores apresentados pela empresa Sigma-Aldrich, cuja DLso,
em camundongos, nao disponivel a linhagem, pela mesma via € de 1,2 mg/kg
(SIGMA-ALDRICH, 2018).

Além disso, ha uma discrepancia consideravel na temperatura de
acondicionamento do veneno, sendo de 2 a 8 °C a recomendacdo da empresa
Sigma-Aldrich (SIGMA-ALDRICH, 2018) e o compéndio oficial do Brasil indica o
armazenamento a — 20 °C (BRASIL, 2010a).

6.1 Consideracdes sobre a classificacdo oral aguda segundo a diretriz OECD
N° 423

Os dados obtidos no estudo demonstraram que na dose maxima empregada
de 2000 mg/kg por via oral, ndo houve qualquer alteracdo nos padrbes
comportamentais e nos sinais clinicos dos camundongos machos Swiss Webster. Os
sinais mais evidentes relacionados a toxicidade ndo foram observados, tais como:
incapacidade de acesso a agua ou a racao, perda excessiva de peso, convulsées,
tremores substanciais, automutilacbes, diminicdo da ingestdo de alimentos ou
mudanc¢a comportamental (OECD, 2000). Os animais apresentaram ganho de peso
e comportamento padrdo da espécie. Acredita-se que a dose seja bem superior a
2000 mg/kg para causar algum efeito toxico. Nao se justificou a necessidade de
continuidade do teste com a dose de 5000 mg/kg por ndo representar riscos durante
a manipulacdo, uma vez que ndo é manuseado essa quantidade durante os ensaios
ou por envio de amostras por qualquer meio de transporte, se for o caso. Desta
forma, segundo o critério de classificacdo GHS, pode-se atribuir a categoria 5
(>2000 mg/kg) na toxicidade aguda do BraBot/005 por via oral (OECD, 2004).
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6.2 ConsideracOes sobre a classificacdo dérmica aguda segundo a diretriz
OECD N° 434

Incialmente foi utilizado a dose de 1000 mg/kg para avaliar a toxicidade do
BraBot/005 pela via dérmica, uma vez que nao ha informacdes acerca da toxicidade
por esta via. Foi utilizado apenas um camundongo fémea Swiss Webster para o
grupo controle e outro para a exposicdo ao veneno. O animal exposto ao veneno
apresentou sinais de irritacado cutanea leve, com a presenca de uma pequena regiao
com eritema. Ambos os animais nao tiveram perda de peso ou altera¢cdes nos sinais
clinicos ou comportamentais. Os sinais classicos de toxicidade esperados seriam a
perda excessiva de peso com incapacidade de chegar a agua ou a racao, diminicao
da ingestdo alimentar, convulsdes, tremores substanciais, automutilagoes, feridas
purulentas, ulceragdes serveras ou mudanca comportamental (OECD, 2000).

Uma vez estabelecido que a dose utilizada seria de 2000 mg/kg, foram
empregos grupos de cinco animais para a realizagdo dos ensaios experimentais e
de controle negativo e realizada a observagdo clinica e controle do peso dos
animais, sendo uma excelente ferramenta na avaliacao toxicoldgica dos animais.

Apés 24 horas de exposicdo ao veneno (grupo experimental) e a solucéo
salina (grupo controle negativo), ambos 0s grupos tiveram uma perda nao
significativa de peso. Acredita-se que o estresse em decorréncia do contato com o
esparadrapo possa ter influenciado na ingestao de agua e racao, pois os dois grupos
apresentaram a tendéncia em retirar 0 aparato envolto na regido do torax e
abdomem. O grupo controle ndo apresentou dermatite de contato por exposicdo ao
esparadrapo e a compressa de gaze embebida em solucdo salina. Ao longo de 14
dias de observagao nao foi evidenciado um ganho expressivo de peso.

No estudo com 0s animais expostos ao veneno, evidenciamos a presenca de
dois animais com irritacao dérmica intensa, com eritema severo e trés animais com
eritema bem definido. Nenhum apresentou edema, ulceragdes e feridas purulentas.
Ap6s 14 dias de observacdo, evidenciou-se uma evolucdo substancial na
recuperacdo do tecido. Nado foram observados alteracbes nos sinais clinicos ou

comportamentais apos a retirada do esparadrapo. O acompanhamento do peso nos
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permitiu avaliar o efeito téxico do veneno, sendo observado a presenca de trés
animais que perderam peso ao longo do tempo. Entretanto, segundo a OECD
(2010), é necessario a perda excessiva de peso com incapacidade de chegar a agua
ou a racao, diminicdo da ingestéo alimentar, que nao foi observado. Nao se justificou
a necessidade de continuidade do teste com a dose de 5000 mg/kg pelos mesmos
motivos do ensaio da via oral. Desta forma, segundo o critério de classificacdo GHS,
pode-se atribuir a categoria 5 (>2000 mg/kg) na classificacdo da toxicidade aguda do
BraBot/005 por via dérmica (OECD, 2004)

A irritacdo dérmica de contato ocasiona uma resposta inflamatoria, antes do
aparecimento de erupc¢Oes cutaneas, geralmente de 1 a 4 dias, em decorréncia da
exposicdo cutanea ao agente irritante. Caracteriza-se por edema (inchaco por
acumulo de liquido em resposta a inflamacao), eritema (coloracdo avermelhada
devido a vasodilatacdo), prurido (coceira), pépulas (lesbes endurecidas) e
descamacdo da pele, que podem surgir em decorréncia da exposicdo aguda apos o
contato com algum irritante forte ou substancia quimica caustica (LURATI, 2015).
Um quadro mais grave € a corrosdo dérmica, sendo definida por danos irreversiveis
a pele, ocasionando necrose evidentemente perceptivel. S&o tipificadas por Ulceras,
hemorragias, crostas sangrentas e apos 14 dias de observacdo, areas completas
sem pelos (alopecia) e cicatrizes (OECD, 2015).

6.3 Consideracfes sobre a inativacédo da toxicidade do veneno botropico

Nossos resultados mostraram que o veneno botrdpico presente nos ensaios
para determinacdo da poténcia do soro antibotrépico, na determinac¢do da DLsy do
BraBot/005 e em todos os demais rejeitos dos testes (frascos com veneno liofilizado
e com a solugdo salina de BraBot/005 na concentracdo de 1 mg/mL) foram
inativados apds o processo de calor umido (autoclavacdo) a 121 °C/ 60 min., ou
seja, ndo foram observados 6bitos nos ensaios, levando a concluir a inatividade da
toxicidade.

Conforme orientacdes do Conama, 0s RSS necessitam de tratamento
diferenciado no manejo até o descarte (BRASIL, 2005a). Desta forma, o processo de

autoclavacao, escolhido devido as caracteristicas proteicas do veneno, quase 95%
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do peso seco (MARKLAND, 1998), foi eficaz para garantir o descarte do residuo,

uma vez que houve a desnaturacao da estrutura proteica.
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7 CONCLUSAO

o Os estudos aqui apresentados indicam que o BraBot/005 ndo apresenta
riscos toxicolégicos em potencial aos trabalhadores pela exposicdo aguda oral e
dérmica, uma vez que 0s animais ndo apresentaram sinais de toxicidade por estas
vias, principalmente quanto a perda excessiva de peso e alteracbes
comportamentais. Entretanto foi observado a presenca de irritacdo dérmica nos
ensaios com 1000 e 2000 mg/kg de BraBot/005 em camundongos fémeas, com
recuperacdo no periodo de 14 dias.

o A inativacdo da toxicidade dos residuos oriundos dos testes de controle da
qualidade dos soros recebidos e analisados na instituicdo pelo processo de calor
umido (autoclavacédo) a 121 °C / 60 minutos foi eficaz.

o Estes dados apontam para uma necessidade de estudos acerca da exposicéo
do veneno para outros ensaios tais como; irritacdo dérmica e ocular, toxicidade
aguda inalatéria e toxicidades crbnicas por via oral, dérmica e inalatoria.

o Com relacdo ao transporte do veneno, por via aérea ou terrestre, deve-se
manter cautela, transportando em embalagens apropriadas de acordo com a maior
classe de toxicidade por ndo se ter dados relativos a exposicdo por via inalatoria,
uma vez que é exigéncia as trés vias de exposicdo. Embora, acredite-se que seja
possivel classificar o veneno como um agente ndo perigoso.

o Quanto aos residuos, é possivel atribuir ao veneno liofilizado, como uma
agente sélido perigoso, classe | — ndo inerte, por apresentar solubilidade e
toxicidade se em contato com a corrente sanguinea como demonstrados nos
ensaios de determinacdo da DLsy do BraBot/005 por via IP. Porém, o li6filo apés o
tratamento com calor imido torna-se nao perigoso, classe Il — inerte.

o Recomendacdes béasicas de biosseguranca devem ser mantidas para
assegurar a protecdo a pessoa humana e ao meio ambiente, pois € necessaria uma
maior investigagao por outras vias e formas de exposicao.

o Este estudo permitiu a elaboracdo de um manual de biosseguranca para
manipulagcdo e descarte do BraBot/005 no ambito do INCQS - Fiocruz/RJ
(APENDICE E), assim como a elaboracdo de uma ficha de informacbes sobre

produtos quimicos (Fispq) e pretende-se subsidiar novas pesquisas na area.
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ANEXO A — Peffil eletroforético do BRABOT/005

PROTOCOLO IT

Método: ELETROFORESE (SDS-PAGE)

Referéncia: LAEMMLI, UK. 1970.Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage Ts. Nature 227: 680-85.

Espécie: Bothrops jararaca (Veneno Referéncia)

Amostra: Lote 05

Data do Teste: 30/042002

TIPO DE GEL: Concentragio ( ) Unica:
(x) Gradiente: 7,5% a 17.5%

Concentragéio da amostra: 120 pg

Coloraggo: Coomassie B. Blue (x)

Prata ()
DOCUMENTACAO DO GEL
Comentérios:
Total de 12 bandas protéicas.
94 kDa 5 bandas mais intensas nos pesos de :
62,32,28, 18 e 14.4 kDa.
67 kDa enaan

43 kDa

20.1 kDa

30 kDa - l !
e
—

14.4 kDa

PM
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ANEXO B — CEUA

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundagéo Oswaldo Cruz

Vi e R Comissio de Ef
IeePIIsIOmCn U FRagUED 0 no Uso de Anin
Laboratdrios de Referéncia

LICENGA LW-26/17

Certificamos que o protocolo {P-42/16-3), intitulado "ELABORAGAO DE UM MANUAL DE
BIOSSEGURANGA PARA MANIPULACAO E DESCARTE DO VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA NO AMBITO DO INC:
FIOCRUZ/RJ", sob a responsabilidade de MARIA APARECIDA AFFONSO BOLLER, atende ao disposto na Lei
11794108, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacdo nacional.
Esta licenga tem validade até 31/07/2019 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 20 Machos de Swiss Webster, Idade: 8 Semana(s).
- 20 Fémeas de Swiss Webster, Idade: 8 Semana(s).

Mus musculus
- 56 Machos de Swiss Webster, Peso: 20,0000 Grama(s).

- 56 Fémeas de Swiss Webster, Peso: 20,0000 Gramal(s).
Rio de Janeiro, 31 de julh

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comissao de Etica no Uso de Animals
Vica-prasigéncia de Pesquisa e Laboraténios de Referéncia - Fundagdo Cewaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansdo - sala 200 - Manguinhes - Rio de Janeiro { RJ
Telefone: (21) 3882.8121  e-mail: ceua@focruz br



ANEXO C - Declaracéo de realizacdo da
pela CPEA/ICTB/FIOCRUZ

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz
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necropsia e processamento dos tecidos

1> s
l\H“\,
2

S1CTB

Instituto de Gencia e
h’(n(l’(lijl.! em Biomodelos

Coordenagdo de Pesquisa e Experimentagdo Animal/CPEA-ICTB

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que os camundongos (Mus musculus)

pertencentes aos grupos controle e experimental do projeto intitulado “ELABORACAO

DE UM MANUAL DE BIOSSEGURANCA PARA MANIPULAGAO E DESCARTE DO VENENO

BOTROPICO DE REFERENCIA NO AMBITO DO INCQS — FIOCRUZ/RJ” foram submetidos a

necropsia e 0s seus respectivos tecidos processados pelo Laboratério de Histotécnica

da Coordenacdo de Pesquisa e Experimentagdo Animal/CPEA - FIOCRUZ. Esclarecemos

que o referido projeto é de autoria de Fabio Henrique Dias Martins Lima, sob a

orientacdo do Dr. Armi Wanderley de

PROTOCOLO CEUA No. 42/16-3.

/

Nobrega, INCS-FIOCRUZ, licenciado pelo
4 Sauy
o 4 o
Igo Vieira de Souza 050 \“3._95"
Responsavel pela Laboratorio de Histot% \o° “\‘ ik
CPEA/ICTB o N osweg )

Fundag¢io Oswaldo Cruz/FlOC‘gE%“Q@;%

WSS o N L

~J':;e\vvo/a’nc < olg

Marcia Cristina Ribeiro Aifdrade

Responsavel pela CPEA/ICTB
Fundagdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ ~\\e\\'0h‘

o
nd Od?' a0
) b

O
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ANEXO D - Laudo anatomopatologico do ensaio de toxicidade oral aguda

\H\
Ministério da Saude 'I c T B

FIOCRUZ ITnslmlno de (n.g(la e or
S =i ecnologia em Biomodelos
Fund Os Cruz ’

¥

Laboratério de Histotécnicas da Coordenagdo de Pesquisa e
Experimentacdo Animal/CPEA-ICTB

Registro interno: 2017/076-081 Registro externo: C1,C2,C3,E1,E2, E3 Exame: Histopatoldgico
Material: Figado, baco, estdmago, intestino delgado e rins Espécie: Camundongo(Mus musculus)

Data de entrada: 20/06/2017

LAUDO ANATOMOPATOLOGICO

Macroscopia

N&o foram encontradas alteragdes macroscépicas significativas nos dois grupos de animais:
controle (C1, C2 e C3) e no grupo experimental de toxicidade oral (E1, E2 e E3).

Microscopia (grupo controle e experimental)

Figado — presenca de hepatdcitos com um ou dois niicleos, podendo conter um ou dois nucléolos,
sinusoides hepaticos podendo ou néo conter células de Kuppfer e veia centrolobular. Compativel
com um figado normal.

Baco — presenga de cépsula de tecido conjuntivo denso, nddulos linfaticos, corddes esplénicos,
sinuséides esplénicos, macrofagos, células e fibras reticulares. Compativel com um bago normal.

Intestino Delgado — presenga de vilosidades e criptas intestinais, com epitélio colunar absortivo e
células caliciformes. Compativel com intestino delgado normal.

Estdmago — presenca de fossetas gastricas, células mucosas superficiais, parietais e zimogénicas.
Compativel com um estdmago normal.

Rins — presenca de capsula e corplsculos renais, com artéria, veias interlobares e tabulos renais.
Compativel com um rim normal.

Responsdvel técnico: Igo Vieira de Souza, Médico Veterinario/CRMV: 9445 - R
CPEA, ICTB-Fiocruz

y Igo Vieir
Matricula SIAPE: 1556019 / / g ETSRI : dec;f,ﬂ? uad
Tel: (21) 3194-8446 Carimbo F DACAO OSWALDO c;zRngm

MATR. 1556019
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ANEXO E - Laudo anatomopatoldgico do ensaio de toxicidade dérmica aguda

SBLan
RISHES
Ministério da Sautde ('f
“1CTB
\"
FIOCRUZ Instituto de Ciéncia e

3 Tecnologia em Biomodelos
Fund Oswaldo Cruz 9

¥

Laboratério de Histotécnicas da Coordenagdo de Pesquisa e
Experimenta¢do Animal/CPEA-ICTB

Registro interno: 2017/092-101 Registro externo: C0,C2,C3,C4, EO, E1,E2, E3, E4
Exame: Histopatoldgico Material: Figado, baco, pele e rim
Espécie: Camundongo(Mus musculus) Data de entrada: 20/09/2017

LAUDO ANATOMOPATOLOGICO

Macroscopia

N3o foram encontradas alteragdes macroscopicas significativas nos dois grupos de animais:
controle (CO, C1, C2,C3 e C4) e no grupo experimental de toxicidade dérmica (EO, E1, E2, E3, E4).

Microscopia (grupo controle e experimental)

Figado — presenca de hepatdcitos com um ou dois ntcleos, podendo conter um ou dois nucléolos,
sinusoides hepaticos podendo ou ndo conter células de Kuppfer e veia centrolobular. Compativel
com um figado normal.

Baco — presenca de capsula de tecido conjuntivo denso, nddulos linféticos, corddes esplénicos,
sinuséides esplénicos, macréfagos, células e fibras reticulares. Compativel com um bago normal.

Pele — epiderme constituida por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, rico em
foliculos pilosos integros. Derme com tecido conjuntivo frouxo. Hipoderme com tecido
conjuntivo frouxo. Compativel com uma pele normal.

Rins — presenca de cépsula e corpusculos renais, com artéria, veias interlobares e tibulos renais.
Compativel com um rim normal.

Responsdvel técnico: Igo Vieira de Souza, Médico Veterinario/CRMV: 9445 - R
CPEA, ICTB-Fiocruz /

Matricula SIAPE: 1556019 /
Tel: (21) 3194-8446 ;

Igo Vieira de Souza
~ MEDICO VETERINARIO, CRMV/RJ: 9445
"UNDAGAO OSWALDO CRUZ
MATR. 1556019
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APENDICE A - Planilna de acompanhamento diario de camundongos 14 dias - teste de

toxicidade oral aguda - grupo controle (C)
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APENDICE B - Planilha de acompanhamento diario de camundongos - 14 dias - teste

de toxicidade oral aguda - grupo experimental (E)
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APENDICE C - Planilha de acompanhamento diario de camundongos -14 dias - teste de

toxicidade dérmica aguda - grupo controle (C)
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APENDICE D - Planilha de acompanhamento diario de camundongos - 14 dias - teste de

toxicidade dérmica aguda - grupo experimental (E)
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APENDICE E — Manual de biosseguranca para manipulacdo e descarte do veneno
botrépico de referéncia no ambito do INCQS - FIOCRUZ/RJ

Manual de Biosseguranca na Manipulacdo e Descarte do Veneno Botropico de

Referéncia Nacional (BraBot/005).

1 INTRODUCAO A BIOSSEGURANCA

A Biosseguranca € um conceito amplo que pode ser definido como o conjunto
de acles voltadas para a prevencdo, minimizagao, controle ou a eliminacdo de
riscos inerentes as atividades de pesquisa, producdo, ensino, desenvolvimento
tecnoldgico e prestacdo de servicos, que podem comprometer a saude do homem,
dos animais, do meio ambiente ou a qualidade dos resultados (FIOCRUZ, 2005;
apud SIMONETTI, 2014).

O laboratério € um ambiente hostil para os trabalhadores a medida que estao
sendo expostos a inumeros reagentes, solucfes, equipamentos, pessoas entre
outros. Neste sentido é imperativo contextualizar a biosseguranca em sua Visao
estruturante que é o risco, perigo e o acidente. O perigo € uma possibilidade de
causar danos, o risco € a probabilidade de concretizacdo desse perigo e o acidente
€ a concretizacdo desse risco (BORBA et al., 2009).

A Biosseguranca transcende a manipulacdo de agentes quimicos, biologicos,
radioativos e demais agentes, pois todos os envolvidos na execucao de atividades
laboratoriais estdo expostos a diversos riscos. Neste sentido, as manipulagdes de
venenos e descarte dos residuos provenientes destes devem seguir procedimentos
gue atendam a legislacdo, adotando medidas de boas praticas em laboratério e
procedimentcs técnicos de biosseguranca. As atividades em laboratérios séo
desempenhadas segundo as boas praticas, normas e os procedimentos técnicos de
biosseguranca (TEIXEIRA, BORBA, 2010)

2 TIPOS DE RISCOS
Os acidentes e doencas decorrentes do servico laboral constituem um

problema de saude consideravel em todo o mundo e, historicamente, o0s

trabalhadores da area da saude ndo eram percebidos como uma classe
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trabalhadora de alto risco. Estudos realizados nas dltimas trés décadas
demonstraram dados alarmantes quanto aos acidentes de trabalho e doencas
ocupacionais nesta categoria, uma vez que sao expostos a inimeros tipos de riscos
(BRASIL, 2010a).

e Riscos bioldgicos

Os agentes biologicos representam um risco real ou iminente para 0 meio
ambiente e ao homem, sendo necessario que sejam estabelecidas medidas para
prevencdo dos riscos em laboratorios de pesquisa. Sado agrupados em quatro
classes de riscos (I, I, lll e IV) com base na patogenicidade, viruléncia,
endemicidade, modo de transmissao, profilaxia e terapéutica (TEIXEIRA, BORBA,
2010)

e Riscos quimicos

Existem diversas substancias quimicas que ndo ha certezas sobre seus efeitos
ao homem, animais e ao meio ambiente. S&o manuseados nas mais diversas
atividades (saude, industria, comércio e domicilio). As informacfes béasicas a
respeito dos efeitos sobre os seres vivos, ao ambiente de trabalho e ao meio
ambiente devem ser disponibilizadas aos profissionais que utilizam os agentes
quimicos durante o manuseio, armazenamento e descarte, de modo que possam ser
tomadas medidas eficazes com o objetivo de antever, prevenir e conduzir os
acidentes (CARVALHO, COSTA, 2010).

Os agentes quimicos podem ser considerados explosivos, oxidantes, inflamaveis,
toxicos, corrosivos, irritantes e perigosos ao meio ambiente (CARVALHO, COSTA,
2010).

e Riscos fisicos

S&o os riscos provocados por algum tipo de energia, tais como: calor, frio,
vibracbes, ruidos, variacbes de pressdo, umidade, radiacbes (ionizantes, nao-
ionizantes, ultravioleta) e outros (HIRATA, 2012).

e Riscos de acidentes

Séo todos os riscos que possam gerar acidentes ao manipular utensilios e

equipamentos. Utensilios frageis (vidraria), perfurocortantes (agulhas, bisturis,
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equipamentos) ou equipamentos pesados, com engrenagens ou com @as

comprimidos sdo suscetiveis aos acidentes (HIRATA, 2012).

e Riscos ergondémicos

Considera-se risco ergondmico qualquer fator que possa interferir nas
caracteristicas psicofisiologicas do trabalhador causando desconforto ou afetando
sua saude. Sao os riscos inerentes as condi¢des de trabalho e que podem incluir
aspectos relacionados ao levantamento, transporte e descarga de materiais, ao
mobiliario, aos equipamentos e as condi¢cdes ambientais do posto de trabalho e a
prépria organizacdo do trabalho (BRASIL, 1990), o seja, esfor¢co fisico intenso,
postura inadequada resultante de ndo-adequacao de mobiliario, controle rigido de
produtividade, longas jornadas de trabalho, monotonia e repetitividade (SOUZA,
2015).

3 PRATICAS SEGURAS NO LABORATORIO

Conjunto de ac¢des que visam minimizar os trabalhadores a exposi¢ao a riscos
no ambiente laboral, compreendendo a limpeza dos materiais, a separacdo e
limpeza da area de trabalho, manuseio adequado das substancias perigosas, uso
adequado de equipamento de protecao individual (EPI) e coletivo (EPC) entre
outras. A prevencado deve sempre ser pensada para 0 coletivo, porém esta
diretamente relacionada aos treinamentos dos profissionais de laboratorio
(TEIXEIRA, BORBA, 2010). Dentre as préticas seguras, temos:

v' Conhecer os riscos de todo o processo de trabalho;

v" Treinamento continuo do pessoal de laborat6rio;

<\

Restricdo a entrada de pessoas no laboratério, vedada aos profissionais
treinados e/ou pessoas acompanhadas e cientes sobre os riscos;

Proibido entrada de alimentos e pessoas fumando;

Proibido trabalhar com feridas na méao ou no pulso;

Cuidado com a formacéo de aerossois

Utilizar os EPI's durante o processo de trabalho;

NN

Utilizar EPC’s sempre que forem necessarios;
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Adotar préaticas de higiene (lavar as maos antes e apds o processo de
trabalho) e de seguranca pessoal (ndo levar as méos em partes
desprotegidas do corpo, especialmente olhos e boca durante a
manipulacéo de agentes de riscos);

Conduzir os ensaios minimizando a formacéo de aerossois;

Vedados o reencape e a desconexao manual de agulhas;

Trabalhar sempre acompanhado de pelo menos 1 pessoa.

3.1 Equipamento de Prote¢éo Individual

Denomina-se EPI, todo dispositivo individual, de modo a garantir a integridade da

salde do trabalhador. E regulamentada pela Ministério do Trabalho e Emprego, pela

Norma Regulamentadora NR-06, onde estédo descritas as obrigacdes do empregado
e empregador (BRASIL, 1990)

3.2 Equipamento de Protecao Coletivo (EPC)

Sao equipamento de uso no laboratério que tem a funcdo de garantir em

condi¢cbes salubres para o operador do equipamento e demais colaboradores do
laboratorio (BRASIL, 1990)

3.3 EPI na manipulagdo do veneno botropico de referéncia nacional
(BraBot/005)

v' Avental ou jaleco de mangas compridas;

v' Calca comprida;

v Luvas de latex ou nitrilicas sobrepostas ao avental ou jaleco;

v' Mascaras de protecao facial,

v/ Sapatos fechados;

v Pipetadores automaticos;
3.4 EPC na manipulagdo do veneno botropico de referéncia nacional
(BraBot/005)

v' Capela de Exaustéo;
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v Chuveiro de emergéncia e lava-olhos com manutengdo semanal.
v' Extintores de pd quimico “ABC” (ndo usar agua pois 0 veneno é
soluvel em agua);

v" Autoclave.

4 SEGURANCA QUIMICA DO VENENO BOTROPICO

4.1 Introducéo

O veneno botrépico de referéncia nacional BraBot/005 € um produto toxico,
de origem animal (serpente Bothrops jararaca), cujas principais toxinas produzidas
pelo animal séo as fosfolipases A2 e metaloproteinases dependentes de zinco, que
desempenham efeitos e sintomas importantes como (GUTIERREZ et al., 2006):

e Acdao local - processos inflamatérios agudos, inchaco, bolhas, hemorragia,
necrose do musculo esquelético podendo levar a invalidez permanete.

e Acdo Sistémica - hemorragia espontanea, hemorragia cerebral, coagulacao
intravascular disseminada, choque cardiovascular secundario, hipovolemia,
vasodilatacdo e efeitos diretos no muasculo do coracdo, rabdmidlise,
insuficiéncia respiratoria aguda, sindrome do desconforto e insuficiencia renal

aguda.

4.2 Armazenamento

O veneno botrépico de referéncia nacional deve ser armazenado em seus
frascos identificados, fechados, liofilizados e a uma temperatura de — 20 °C
(BRASIL, 2010b). Apdés a abertura do mesmo, deve-se armazenar o liofilo
hermeticamente fechado nas mesmas condicbes acima. Caso seja realizada a
diluicdo do veneno, este deve ser mantido a uma temperatura de 2 a 8 °C por até
45 dias, em frascos fechados e identificados.

O controle de acesso ao veneno deve ser rigoroso e somente por

profissionais treinados.
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4.3 Manuseio do veneno botrépico de referéncia nacional (BRABOT/005)

4.3.1 Procedimento no laboratério analitico

Todo procedimento deve ser realizado dentro da capela de exaustao.

v" Utilizar os EPI’s citados no item 3.3;

v" Utilizar balanca analitica com escudo de acrilico

v" Utilizar papel para pesagem de uso laboratorial ou tubo erlenmeyer;

v" Solubilizar o veneno em solugéo de uso, evitando a formacgéo de aerossais;

v" Utilizar pipetadores automaticos e ponteiras e pipetas sorologicas descartaveis;

v’ Caso seja necessario homogeneizar a mistura em agitadores automaticos,
devem-se manter os frascos fechados com tampa ou filme de parafina plastica com
papel de uso laboratorial;

v" Na movimentacdo do veneno no laboratério, deve-se manter as boas praticas de
laboratorio, evitando o0s riscos de queda (exemplos: utilizacdo em estufas,
transportes em maletas apropriadas para o biotério, armazenamento na geladeira

etc).

4.3.2 Procedimento no biotério

Os animais representam um risco para 0s profissionais que 0s manipulam,
mesmo sem que estejam infectados, pois podem carrear agentes patogénicos, como
zoonoticos. As praticas exercidas em biotérios sdo executadas de acordo com as
boas préaticas, as normas e o0s procedimentos técnicos de biosseguranca (INCQS,
2015c; SOUZA, 2015).

v Utilizar os EPI's recomendados para o trabalho no biotério, sendo exigido no
minimo:

e 2 pares de luvas de latex ou nitrilicas;

e Jaleco

e Mascara

e Touca
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e Calca comprida
e Sapato fechado

e Sapatilha (protetor de calcado)

v' Manusear os animais (contenc¢édo, inoculacdo, devolugcédo para gaiola e outros
procedimentos pertinentes ao biotério) com boas praticas em biotério, evitando

possiveis mordeduras, arranhdes e acidentes com perfurocortantes.

4.4 Descarte do veneno botrdpico e residuos

A Resolucdo n° 358/2005 do Conama e a Anvisa, por meio da Resolucéo
RDC n° 306/2004, define como geradores de RSS todos 0s servigos relacionados ao
atendimento a salde humana ou animal, incluindo os servicos de laboratérios
analiticos de produtos para saude (BRASIL, 2004; 2005)

O artigo 21 da Resolucdo 358 do Conama determina a necessidade de
tratamento e disposicdo final especifico (BRASIL, 2005). Deste modo, 0 veneno
botrépico, em todas as suas formas (liofilizado ou solubilizado) devera ser submetido
ao processo de autoclavacdo a 121 °C/ 60 minutos, garantindo assim a
descontaminacéao.

Os perfurocortantes (seringas com agulhas e vidrarias) que contenham o
veneno botrépico, devem ser descartados separadamente, imediatamente no local
de sua geracdo (Laboratério analitico ou no biotério), acondicionados em
recipientes, rigidos, resistentes a punctura, ruptura e vazamento, com tampa e
devidamente identificados. E expressamente proibido o reaproveitamento dos
recipientes e as agulhas devem ser descartadas juntamente com as seringas, sendo
proibido o reencape ou retirada manual da mesma. Estes devem ser submetidos ao
processo de autoclavacédo e encaminhados para incineracao (INCQS,2015a; 2015b;

2016).

5 PRIMEIROS SOCORROS

Os primeiros socorros devem ser ministrados no momento do acidente e,

dependendo da gravidade, o acidentado devera ser encaminhado imediatamente ao
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hospital mais proximo. As medidas devem ser conduzidas de acordo com as vias de
contato:

¢ Inalag&o: Remover para local ventilado

e Contato com a pele: Lavar com agua corrente. Retirar as roupas contaminadas.

e Contato com os olhos: Lavar com agua corrente por 15 minutos.

e Ingestdo: Dados nao disponiveis.

e Em caso de contato com a corrente sanguinea procurar um servico de saude de
grande porte imediatamente.

Informacdes pertinentes ao servi¢o de saude:

e Tratamento com Soro Antibotropico Pentavalente. Direcionar o tratamento de

acordo com os sintomas e condi¢des clinicas do paciente.

6 COMBATE A INCENDIO LABORATORIAL

Condicdes adversas podem acontecer em qualquer local e, para isso, é
necessario conhecer as particularidades do ambiente. E recomendado as seguintes
praticas (BRASIL, 2011):

e Programa de prevencgao e combate a incéndio, incluindo o treinamento de pessoal
habilitado a combater um principio de incéndio e coordenar a evacuacdo da area,
gerenciamento e manutencéo dos sistemas de protecdo contra incéndio instalado e
0 acesso para os equipamentos de combate a incéndio, entre outros.

¢ Utilizacao de extintor de p6 quimico seco

7 CONSIDERACOES FINAIS

E primordial que informacdo e a conscientizacdo de todas as pessoas
envolvidas na manipulagcdo do BraBot/005 sobre os fatores de risco presentes no
seu local de trabalho, tanto no laboratério analitico quanto no biotério, e o efeito
destes sobre a sua seguranca e saude, sdo primordiais para que a sua adeséao seja
determinante e reverta em mudancas de comportamento que possam evitar a

exposicdo desnecessaria ao risco.
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APENDICE A do Manual de Biosseguranca para manipulacéo e descarte do veneno
botrépico de referéncia no ambito do INCQS - Fiocruz/RJ - Ficha de Informacdes de

Seguranca de Produto Quimico (Fispq)

1- Identificac&o do produto e da empresa

- Nome do produto: Veneno de serpente Bothrops jararaca

Cadigo interno de identificacdo do produto: BraBot/005

- Principais usos recomendados para a substancia: Teste de poténcia para o Soro
Antibotrépico Pentavalente e Soro Antibotropico conjugado com outra espécie

- Nome da empresa produtora: Instituto Butantan — Industria Brasileira

- Endereco: Av. Vital Brasil, 1500 —Butantd — S&o Paulo — SP. CEP 05503-900
CNPJ: 61.821.344/0001-56

Nome do depositario: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) - Fiocruz.

Telefone para contato: (21) 3865-5267

Telefone para emergéncias: 0800-722-6001 (Centro de Informacéo e Assisténcia
Toxicoldgica - Ciat)

E-mail: sinitox@cict.fiocruz.br

2- Identificacao de perigos

2.1 - Classificacdo da substancia (de acordo com a ABNT NBR 14725-2): Toxico,
Categoria 5 2.2 —

Elementos de rotulagem (de acordo com a ABNT NBR 14725-3): Nao exigido
Palavras de adverténcia: Atencéo

Frase de perigo: H303 Pode ser nocivo se ingerido / H313 Pode ser nocivo em
contato com a pele / H333 Pode ser nocivo se inalado

Frases de precaucao: P304 + P312

3- Composicéao e informacgdes sobre os ingredientes
3.1 - Substancia: - Nome quimico ou comum: Veneno de Bothrops jararaca
Sindnimo: N&ao disponivel

- Impurezas que contribuam para o perigo: Nao disponivel
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4- Medidas de primeiros socorros

4.1 - Medidas de primeiros socorros:

- Inalacdo: Remover para local ventilado.

- Contato com a pele: Lavar com agua corrente. Retirar as roupas contaminadas.

- Contato com os olhos: Lavar com agua corrente em abundancia

- Ingestdo: Nao disponivel

Em caso de mal-estar, consultar um médico.

4.2 - Sintomas e efeitos mais importantes: Local: processos inflamatorios agudos,
inchaco, bolhas, hemorragia, necrose do musculo esquelético podendo levar a
invalidez permanete. / Sistémica: hemorragia espontanea, hemorragia cerebral,
coagulacdo intravascular disseminada, choque cardiovascular secundario,
hipovolemia, vasodilatacdo e efeitos diretos no muasculo do coracdo, rabdmidlise,
insuficiéncia respiratéria aguda, sindrome do desconforto e insuficiencia renal
aguda.

4.3 - Notas para o meédico: Tratamento com Soro Antibotrépico Pentavalente.
Direcionar o tratamento de acordo com o0s sintomas e condi¢cdes clinicas do

paciente.

5- Medidas de combate a incéndio

5.1- Meios de extingdo: P6 quimico Tipo ABC

5.2- Perigos especificos da substancia: Nao disponivel

5.3- Medidas de protecdo da equipe de combate a incéndio: Utilizar equipamento

de protecdo individual e equipamento de protecao respiratéria autbnoma

6- Medidas de controle para derramamento ou vazamento

6.1 - Precaucdes pessoais, equipamento de protecdo e procedimentos de
emergéncia

6.1.1 - Para o pessoal que nao faz parte dos servicos de emergéncia: Evitar o
contato com o produto. Nao inalar o po do veneno

6.1.2 - Para o pessoal do servico de emergéncia: Utilizar equipamento de prote¢éo
individual e equipamento de protecao respiratéria

6.2 - Precaucdo ao meio ambiente: Nao enviar o produto para redes de aguas

residuais
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6.3 - Métodos e materiais para a contencao e limpeza: Remover com alcool etilico
70%.

Recolher o residuo para eliminagcéao posterior

7- Manuseio e armazenamento

7.1- Precaucfes para 0 manuseio seguro: Manipular o produto respeitando as
regras gerais de biosseguranca

7.2- Condi¢cOes de armazenamento seguro, incluindo qualquer incompatibilidade:
Manter as ampolas integras. Temperatura de — 20 °C

8- Controle de exposicao e protecao individual

8.1 - Parametros de controle: N&o disponivel

8.2 - Medidas de controle de engenharia: Manipular o produto em capela de
exaustdo, de forma a manter a concentracdo de vapores/poeiras inferior ao limite
de tolerancia

8.3 - Medidas de protecéo pessoal:

- Protecéo dos olhos/face: Oculos de seguranca

- Protecéo da pele: Luvas de protecao de nitrila

- Protecéo respiratéria: Mascara contra pos

- Perigos térmicos: Nao disponivel

9- Propriedades fisico-quimicas

- Aspecto: sélido, pé amarelo claro

- Odor: proprio

- pH: Nao disponivel

- Ponto de fusdo: Nao disponivel

- Ponto de ebulicdo: Nao disponivel

- Ponto de fulgor: Nao disponivel

- Taxa de evaporacdo: Nao disponivel

- Inflamabilidade: Nao disponivel

- Limite inferior/superior de inflamabilidade ou explosividade: Nao disponivel

- Presséo de vapor: Nao disponivel

- Densidade de vapor: Nao disponivel
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- Densidade: Nao disponivel

- Solubilidade: Nao disponivel

- Coeficiente de particdo — n-octanol/agua: Nao disponivel
- Temperatura de autoigni¢cao: Nao disponivel

- Temperatura de decomposic¢ao: Nao disponivel

- Viscosidade: Nao disponivel

10- Estabilidade e reatividade

10.1 - Estabilidade quimica: Estavel

10.2 - Reatividade: N&o disponivel

10.3 - Possibilidade de reacdes perigosas: Nao disponivel
10.4 - CondigBes a serem evitadas: N&o disponivel

10.5 - Materiais incompativeis: Nao disponivel

10.6 - Produtos perigosos da decomposicao: Nao disponivel

11- Informacg®des toxicoldgicas

- Toxicidade aguda:

Oral > 2000 mg/kg (camundongos)

Dérmica > 2000 mg/kg (camundongos)

Inalatéria: Nao disponivel

- Corroséo / irritagdo da pele: Nao disponivel

- LesBes oculares graves / irritacdo ocular: Nao disponivel

- Sensibilizacdo respiratdria ou a pele: Nao disponivel

- Mutagenicidade em células germinativas: Nao disponivel

- Carcinogenicidade: N&o disponivel

- Toxicidade a reproducédo: Néo disponivel

-Toxicidade para 6rgaos - alvo especifico — exposi¢ao unica: Nao disponivel
-Toxicidade para Orgaos - alvo especifico — exposicao repetida: Nao disponivel
- Perigo por aspiracdo: Nao disponivel

12- Informacgdes ecoldgicas
12.1 - Ecotoxicidade: Nao estdo disponiveis dados quantitativos sobre os efeitos
ecologicos.
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12.2 - Persisténcia e degradabilidade: Nao disponivel
12.3 - Potencial bioacumulativo: Nao se prevé qualquer bioacumulagao
12.4 - Mobilidade no solo: Néo disponivel

12.5 - Outros efeitos adversos: Nao disponivel

13- Consideracdes sobre tratamento e disposicéo

13.1 - Métodos recomendados para destinacao final:

- Produto: Autoclavacgdo a 121 °C/ 60 minutos ou incinerar

- Restos de produtos: Autoclavagao a 121 °C/ 60 minutos ou incinerar

- Embalagem usada: Autoclavacao a 121 °C/ 60 minutos ou incinerar.

14- Informag0des sobre transporte

14.1 - Regulamentag¢des nacionais e internacionais:

- Terrestre: Codigo Agéncia Nacional de Transporte Terrestre (ANTT): 3462
- Aéreo: Caodigo IATA: 3462

14.2 - Para produto classificado como perigoso para o transporte:

- Niomero ONU: 3462

- Nome apropriado para embarque: TOXINAS EXTRAIDAS DE ORGANISMOS
VIVOS, SOLIDAS, N.E.

- Classe/subclasse de risco principal e subsidiario: 6.1

— Numero de risco: 66

- Grupo de embalagem: |

- Perigo ao meio ambiente: Nao disponivel

15- Informacdes sobre regulamentacdes

15.1 - Regulamentacdes especificas de seguranca, saude e meio ambiente para o
produto quimico:

Produto Toxico

16- Outras informacdes:
Grupo de embalagem | foi atribuido por auséncia dos valores para exposi¢cao

inalatoria




