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Tissue and cell

Do very well

When we are asking what a trace meant;
Often we find

Tests are designed

Better than ever with replacement
Never, never, never, never,

Never forgeteplacement.

Where a will is there's a way,

Every rat can have his day,

New discoveries every week

Serve to promote humane technique.

No heedless waste

If we've embraced

Proper statistical construction;
When we prepare

Optimum care,

We can achieve the most reduction.
Never, never, never, never,

Never forgeteduction

Take statistics in your stride,

Waste not want not be your guide,
Minimum numbers always seek;
Thriftiness means humane technique.

Science's gain,

Objects humane,

Always are in complete alignment.
Both for success

Must avoid stress,

Both of them benefit from refinement.
Never, never, never, never,

Never forgetefinement .

When conditions are most refined,
Healthy body and healthy mind,
That is when science is at its peak,
Building upon humane technique.

William M. S. Russel, Third World Congress on Altatives and Animal Use in the

Life Sciences, Bologna, 1999.
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RESUMO

Este estudo buscou fazer um diagnostico da situagfiml da
determinacdo da poténcia do soro antibotrépicotieratélico no Brasil, assim
como propor e avaliar materiais de referéncia eodwmbgias alternativas
(poténcia relativa e inibicdo da citotoxicidadevitro) a metodologia oficial, com
0 objetivo de melhor avaliar a qualidade do sortbatrépico utilizado no
Brasil.

Entre os anos de 2000 e 2006 o INCQS analisou 6% Ide soros
antiofidicos. Neste periodo, oito lotes foram cdesados insatisfatorios
(1,29%). O desempenho dos Padrbes de Referénciaavaliado pela
determinacdo da repetibilidade e da reprodutiliiédatravés do Coeficiente de
Variacdo (CV). A repetibilidade para o lote BRA/BOZ foi de 16,57%, para
BRA/BOT/05 de 13,17%, para BRA/CROT/01 de 31,82pae@ BRA/CROT/02
de 17,36%. Em um estudo interlaboratorial foi addi a reprodutibilidade da
DL5, do lote BRA/BOT/05 (CV = 16,76%) e a repetibili@gadjue variou entre
7,48% e 10,88% nos diferentes laboratorios. A tagé® de Pearson entre as
determinacbes da poténcia dos soros antibotropiedas pelo INCQS e
laboratérios produtores foi de 0,286 o que é camanth uma correlacéo regular,
a correlacdo das determinacdes da poténcia dos antiegrotalicos foi de 0,002
0 que é considerado insatisfatorio. Nenhum dosnande referéncia apresentou
perda de poténcia significativa nas condicbes sded@ armazenamento,
demonstrando a boa estabilidade destas prepara@dessro BRAantiBot/01
apresentou uma poténcia de 6,62 mg/mL, com CV @b. A correlacdo de
Pearson entre os valores obtidos pelas metodolatgapoténcia relativa e
absoluta foi de 0,785, 0 que é considerado comohgaaorrelacao.

Foi desenvolvida uma metodologia vitro para a determinacdo da
atividade citotéxica do veneno &e jararacae do soro antibotropico em células
VERO. Esta metodologia se propde como uma alteanab ensaio de letalidade
em camundongos, metodologia oficial vigente.

O valor da DGJ, do veneno BRABOT/05 foi de 2,92 ug/mL. A precisao
interensaios para as determinacdes dg Pelo método dose Citotoxica 50%
vivo apresentou um CV de 12,27% enquanto que paratesyigacdesn vitro
da DCty0 CV foi de 7,19%. A correlacédo de Pearson entnessltados obtidos
pelas duas metodologias foi de 0,96, o0 que € cerasld uma correlacdo
excelente. A poténcia de BRAantiBOT/01 pelo métodwitro foi de 3.092,6
mg/mL. A repetibilidade apresentou um CV de 56,81%.

Neste trabalho foi proposto que a poténcia do smtibotropico seja
expressa em Unidades Neutralizantes (UN) e que tHdacorresponda a
capacidade de 1 mL de soro antibotrépico neutralizag de Veneno Botrépico
de Referéncia.
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ABSTRACT

This study aims to make a diagnosis of the poteeggluation of
bothropic and crotalic antivenoms in Brazil, aslvesl evaluate the performance
of reference materials and alternatives (relatio®pcy andn vitro cytotoxicity
inhibition) to the pharmacopeic methods trying toprove the quality of
antivenoms used in Brazil.

Between 2000 and 2006, 619 lots of antivenoms wested at INCQS. In
this period, eight lots were unsatisfactory (1.29%Mhe Reference Standards
performance was evaluated through the Coefficigntariation (CV). The
repeatability for the lot BRA/BOT/04 was 16.7%, BRA/BOT/05 was 13.7%,
for BRA/CROT/01 was 31.2% and for BRA/CROT/02 wa%.36%. The
reproducibility for LDy determinations of BRABOT/05 was evaluated through
an interlaboratorial study and the CV was 16.768e tepeatability varied
between 7.48% and 10.88% in the participant labdes.

The correlation between the potency determinatidos bothropic
antiserum done by INCQS and manufacturers was Q®8&h is considered
fair. The correlation for crotalic antiserum wasO@2 what is considered
unsatisfactory. No one of the Reference Venoms fasency significatively,
giving evidence of a good stability profile in shebnditions. The antiserum
BRAantiBot/01 had a potency of 6.62 mg/mL, with & ®f 11%. The
correlation between the values obtained throughntle¢hodologies of relative
and absolute potency was 0.785, which is consideigmbd correlation.

We also developed an vitro methodology for the determination of the
cytotoxic activity ofB. jararacavenom and bothropic antivenom on VERO cells.
This method is proposed as an alternative to tree n@thality test, the official
methodology in vigour.

The CtDy of the reference venom BRABOT/05 was 2,92 ug/mhe T
inter-assay precision for the k§(in vivo method) had a CV of 12.27%, while
for thein vitro method (CtRy) the CV was 7.19%. The correlation between the
results obtained by the two methods was 0.96, wisatonsidered an excellent
correlation. The potency of BRAantiBOT/01 obtainddough thein vitro
method was 3,092.6 mg/mL. The repeatability of tmethod has a CV of
56.81%.

In this work, we propose that the bothropic antov@npotency should be
expressed in Neutralizing Units (NU) and that elthcorrespond to the ability
of 1 mL of antivenom to neutralize 1 mg of Bothmpeference Venom.

Vii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATCC — American Type Culture Collection

BRABOT — Veneno Botropico de Referéncia Nacional
BRAantiBOT — Soro Antibotrdpico de Referéncia Naab

CGPNI — Coordenacao Geral do Programa Nacionahdeizacdes
CBB R-250 - Coomassie Brilliant Blue R-250 (CoraAi®il de Coomassie)
CPPI - Centro de Producéo e Pesquisa em Imunokiofg

CtDsp — Cytotoxic Dose 50%

CV — Coeficiente de Variacao

DCtso — Dose Citotoxica 50%

DEso — Dose Efetiva 50%

Dlso — Dose Inibitria 50%

DLso — Dose Letal 50%

DO — Densidade Otica

ECVAM - European Centre for the Validation of Altative Methods (Centro Europeu
para a Validacdo de Métodos Alternativos)

Fab — Antigen Binding Fragment (Fragmento de Ligaad Antigeno)
F(ab’)2 — Bivalent Antigen Binding Fragment (Fragnee de Ligacdo ao Antigeno
Bivalente)

Fc — Fracgdo Cristalizavel (imunoglobulina)

FIOCRUZ — Fundacéo Oswaldo Cruz

FUNASA — Fundacédo Nacional de Saude

FUNED - Fundacao Ezequiel Dias

gCV — Coeficiente de Variagdo Geométrico

Hab - Habitantes

IB — Instituto Butantan

IBEX — Instituto de Biologia do Exército

ID5o — Inhibitory Dose 50%

IgG — Imunoglobulina G

INCQS - Instituto Nacional de Controle de QualidadeSaude

IP - Intraperitoneal

IQUEGO - Industria Quimica do Estado de Goias

IVB — Instituto Vital Brazil

viii



K-S — Teste de Kolmogorov-Smirnov

LAL — Limulus Amebocyte Lisate

LDso — Lethal dose 50%

MS — Ministério da Saude do Brasil

OECD - Organization for Economic Cooperation anddéd@ment

OMS - Organizacao Mundial da Saude

OPAS — Organizacdo Pan Americana de Saude

PBS — Phosphate Buffered Saline (Tampéao Salinate)sf

PL — Projeto de Lei

POP — Procedimento Operacional Padronizado

SAB — Soro Antibotrépico

SABC - Soro Antibotrépico-crotalico

SABL - Soro Antibotrépico —laquético

SBH — Sociedade Brasileira de Herpetologia

SE-HPLC - Size-Exclusion High Performance Liquid@hatography (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia por Exclusdo Molecular)

SFB - Soro Fetal Bovino

SIM — Sistema de Informacé&o sobre Mortalidade

SINITOX — Sistema Nacional de Informagfes Toxicaiag

SNABS - Secretaria Nacional de Ac¢des Basicas erdesau

SUS — Sistema Unico de Satde

SVMP - Snake Venom Metalloproteinases (Metalopnaises de Venenos de
Serpentes)

SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude do Minsa Saude do Brasil
TC — Tempo de Coagulacao

TNF — Fator de Necrose Tumoral

UN - Unidades Neutralizantes

WHO — World Health Organization



INDICE

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ... viii
INEFOTUGAD ...ttt ettt e e e e e e e e e e en e e e e e e as 01
I = oo [T o100 | = SR 01
2. Clinica do envenenamento BOtrOpPICO .....ccceeevieeiieeeeiiiiiieeeeiiiee e 08
TS0 (0 (=] -1 o] F- PP PUUPPTURRPPPRTRN 12
4. Producao de Soros AntiofidiCOS .........eeooceiiiiiiiiiiiiee e 16
5. Controle da Qualidade dos Soros AntiofidiCOS...........ceeeeeviiiiiieeeeieeinnn, 20
6. Progressos no Controle da Qualidade de Soraeffsitos ....................... 24
7. Métodos alternativas vitro para a determinacao da poténcia de

(T8 gTe] o] o] (o] [{odo 1S SRR R R 26
JUSTHIFICALIVA vt 34
(@] 0] 1=3 11V 01 TR RRRPPP P 35

Primeira Etapa:
Avaliacdo da metodologia analitica oficial paraeetedminacéo da poténcia dos

venenos botrépico e crotalico e dos soros antipatode anticrotalico .. 36

Y= (o o [0 SR U PR 36

1. Controle da Qualidade de Soros Antipegonhentas...........ceeeevvveeeeeeeenn. 36

2. Monografias da Farmacopéia Brasileira para o 3otibotropico e Soro
Anticrotalico (4 edic&o, fasciculo 5, parte 1) ......c.ccccveeeeeeveeiieecee s 36

2.1. Soros Hiperimunes Para Uso Humdnor{unosera ad usum humanum 36

2.1.1. 1dENEFICAGAD ....vvvvriirrieeieieees sttt ettt e e e e e e e e e e e e e 37
2.1.2. Testes de seguranga biolOgICa .....ccceeeeiiiiirriiiiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e 37
2.1.3. DeterminaCao da POLENCIA ...........cummmmmesseeeeeeeereeerrreemrrnmnnrnnnasaeeens 38
2.2. Soro Antibotropicolinmunoserum bothropicYm...........cccoeeeeevviiiieennnns 38
2.2.1. Determinacgao da POLENCIA ... inriiirniiieee et eeeeeaeeaaa e e 38
2.3 Soro Anticrotalicoimmunoserum crotaliCuim..........cccccvvvviviiieeeeeeeeeennn. 39



2. Procedimentos Operacionais Padronizados pagteentdnacao da Dose Letal
50% (DLso) € da Dose Efetiva 50% (IBF ....ooeeevvvvvvereeeeiiiiiiieeeeeeeinne 40
3.1. Determinagéo da Dose Letal 50% do vener@rd&alus durissus terrificus
e Bothrops jararaca—in VIVO ...........cccoovviiiiiiiiiiiiiie e, 40
3.1.1. ProcedimentOS ........ccccccuurrririmmaaaaeeeeeeeeeeeessssiibibbbbee e eeeeeeneaens 40

3.1.2. Critérios para validagao dO €NSAI0 weeeeeeeeriiiiiiiiiieeeiiiiiiiieeeeiieeeee. 1 4

3.1.3. CAICUIOS ..ottt 41
3.2. Ensaio de Poténcia para o Soro AntibotropitoVVO ...........evvvveennnnn. 41
3.2.1. ProcedimentOs .........cccccuuiriirimmaaaae e e e e e e e e e s s e e e 41
3.2.2. Critérios para validagao dO €NSAI0 weeeeeeeeriiiiiiiiieeeiiiiiiieeeeiiie. 2 4
3.2.3. CAICUIO dA DI ..ocvveiiiee e 43
3.2.4. Interpretacao dos resultados ......cccceeeeeviiiiiiiiiiiiiee e eeee e eeeeeeeeeaas 43
3.2.5. Critérios para repetica0 de eNSAIOS ..ccceeevevevereviiieiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeenenns 34
3.3. Ensaio de Poténcia para o Soro Anticrotaligtowvo ...............ccceeeeee 44
3.3.1. ProCedimentOS .......ccooviiiiiiiiiicmmmmmmeaaas e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaeennn e 44

3.3.2. Critérios para validacédo do ensaio; calda®Eo; interpretacao dos
resultados e critérios para repeticao de ensSai0S.........ccceeeeevvvveeeennns 45

3.4. Avaliacdo da precisao inter ensaios (repétdule) das determinagdes

(0 L= I 1 ST T 45
3.5. Avaliacdo da precisao interlaboratorios (rdptibilidade) das determinacdes

de DLsp do Veneno Botrdpico de Referéncia BRABOT ................... 46
3.6. Avaliacdo da precisao interlaboratorios (rdptibilidade) das determinacdes de

poténcia de lotes comerciais de soros antibotrégianticrotalico ...... 46
3.7. Frequéncia de ensaios iNVAIIdOS .....cccceeeeiiiiiiiiiieeeiiiceccecciiiii 47
RESUIAAOS ... e e e e e 48
1. Reprovacao de amostras analiSadas ... oeeeeeeeereerreeeeiiiiii.. 48

2. Avaliacdo da preciséao interensaios (repetilligjalas determinacoes dedplL48
3. Avaliacdo da preciséao interlaboratorial (reptdzlidade) das determinagdes

da poténcia de Veneno Botrdpico de Referéncia BRABO ............. 52

3. Avaliacdo da precisdo interlaboratorial (reptduiidade) das
determinacdes da poténcia de formulacbes comerdaissoros antibotropicos e
anticrotalicos 53
5. Incidéncia de ensaios iNVAlIAOS ........cceeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee e, 59

Xi



(B[ ol 1 (o NPT 62

Segunda Etapa:
Estabelecimento e determinacdo da estabilidadadi®gs de referéncia
nacionais para veneno botropico, crotalico e sotibatropico e avaliacdo

preliminar do método da poténcia relativa ..cccec..cooovvevvveviiiiiinnnnnnnn. 67
Y= (o o [0 SO U RPN 67
1. Avaliagdo dos Venenos Botropico e Crotalico dé&FRencia ..................... 67
1.1. Estabelecimento dos venenos de referéncia................oooeeeeciiiinnnnnne. 67
1.2. Determinacao da Dose Letal 50% {B)le da Dose Efetiva 50% ([2§ 68
1.3. Estabilidade dos venenos botropico e croté@le®eferéncia ................ 68

1.4. Estudo colaborativo para a determinagao danpt “in vivo” do lote 05

do Veneno Botropico de Referéncia .........cccccevevvvvveeiiiiiiiiiiiieeeeen 69
1.5. Producéo do Soro Antibotrépico de Referén&aantiBOT/01 .......... 69
1.6. Determinacao da poténcia “in vivo” do candidatSoro Antibotropico de

RETEIENCIA oo e 70
1.7. Comparacéo intralaboratorial entre poténdativa e poténcia absoluta 71
RESUIAAOS ... e e e e e 72
1. Estabilidade dos Venenos Botropico e Crotaled&dferéncia ................. 72

2. Estudo colaborativo para a determinagéo da piatém vivo” do lote 005 do

Veneno Botropico de Referéncia (BRABOT/05) weeervvvvvvvviiiiiiiiieeeeeeeenn, 75
3. Determinacéo da poténdmavivo do candidato a Soro Antibotropico

de Referéncia BRAANIBOT/OL ........iiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeii e 77
4. Comparacgao intralaboratorial entre poténcidivela poténcia absoluta .. 80
DY 13- T L 83

Terceira Etapa:
Desenvolvimento de metodologia analitica para erdehacéo da citotoxicidade
vitro e sua inibicdo para a determinacéo da poténcieneno botropico e do

SOr0 aNtibOLIOPICO ...cceeiiiiiii et e e e e e e e e eeeee s 90

Xii



1. Fundamentos do Método ProPOStO .......cceeeeeeeririiiiiiiieiiieeeeeee e e e e e 90
2. CIUIAS ..ooeeeeiiiiiieee et ———————————— 90
3. Preparacéo de solucado estoque de veneBojdearacacom 10 mg/mL 91

4. Determinacao da poténcia (Dose Citotoxica 5@&tsg) do veneno botropico

1 IR/ {0 TSRS 92
I O 1 (o1 ] 01O PPRRRR 94
5. Comparacgao entre os métodos “in vivo” e “inojitpara a determinagcéao da poténcia
(o [o IV A=T 1= T 0 To TN =T i £0] oo o USRS 96
6. Determinacao da dose desafio de Veneno de Refaré........................ 96
7. Determinagdo da poténcia do Soro Antibotropi@osg Inibitéria 50% - Bb)
1Y/ TP PPPUPPPP PPN 69

8. Validacéo da planilha Excel, de calculo dadgte da poténcia do Soro
Antibotrépico frente ao programa “WHOPROG”, desdnietn pela
Organizacdo Mundial de Saude .............comeeeeeniiiiieeee e 99

9. Determinacéo da poténcia do Soro Antibotrope®dferéncia em Unidades

NeutralizanteS (UN) ....ooouueuieiiieeee s e s e e e e e e e e eaeeeeeeaesnesannnnnnnnnnns 99

RESUIAAOS ... eeeees 100
1. Validacao da planilha Excel desenvolvida no INEJ§ara o calculo da REe
da poténcia do Soro Antibotropico frente ao progrddfHOPROG”,
desenvolvido pela Organizagdo Mundial de Sadde..............ccceecvvvnnnnee. 100
2. Determinacgéo da poténcia do lote 05 do VenenmBizo de Referéncia
(BRABOT/05) pelo MEetod@ VItro ..........ccvvvvvevvviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeen, 100
3. Comparacéo entre a os metodos “in vivo” e “inovipara a determinacéao
da poténcia do veneno bOtrOPICO .........ieeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiieeee 103
4. Determinagao da dose desafio de Veneno de Refaré.......................... 104
5. Determinacao da poténcia do Soro Antibotrépe®Rdferéncia BRAantiBQU1,
[T (ol a L] (oo [ IRV 1 { o TP PPPPPRRR 104

6. Determinacdo da poténcia do Soro AntibotrépeEddferéncia em Unidades

NeUutralizantes (UN) ......ueuiiieiiee oo s e e e e e e e e e e e eeeeeennennnnne e 051
A O U (o 1T 105
D ESY o 1Y (o T 106

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Casos de Intoxicacdo Humana em 2004 #0$in..................eee... 4
Figura 2. Envenenamentos por animais peconhentBsasil de 1987 a 2005 5
Figura 3. Distribuicdo mensal dos acidentes of&liper macro-regido em 2005 6
Figura 4. Obitos registrados por acidentes com aisipeconhentos segundo o Sistema
de Informacgé&o sobre Mortalidade (SIM) Brasil, noipgdo de 1979 a 1995 7
Figura 5. Taxa de caso-fatalidade de acidentegcofidie acordo com o tempo entre o
acidente € 0 tratamentO .......ooovviiiiiiicccee e 7
Figura 6. Envenenamentos causados por animais Ipegims no Brasil, 2005 8
Figura 7. Digestao enzimética de 1gG ......ccoevvveviiiiiieeiee 19
Figura 8. Processamento do Plasma para obten¢@orde........................... 20

Figura 9. Representacéo grafica da avaliacdo dapietdo Veneno Botrépico de

Referéncia lote 4 (BRABQU4) entre 2000 e 2003 ........covvvvvvvvnnnnnnnn. 49
Figura 10. Representacéo grafica da avaliacédo dagia do Veneno Botropico de
Referéncia lote 5 (BRABQU5) entre 2003 € 2006 ..........cvvvvvvvennennnnn. 50

Figura 11. Representacéo grafica da avaliacédo agia do Veneno Crotalico de

Referéncia lote 1 (BRACRJU1) entre 2000 € 2006 ......cccceeeeeeeeeeeennne. 51
Figura 12. Representacédo gréafica da avaliacdo @mga do Veneno Crotalico de

Referéncia lote 2 (BRACRQOU2) €mM 2006 ......cccceeeeeivieeeeeeeriinrieennnns 52
Figura 13. Avaliacao da precisao interlaboratdrigrodutibilidade) das determinagdes

da poténcia de formulag6es comerciais dos sordsoandpicos entre o INCQS

€ 0S laboratOrios produtores ..........ccoveeeeeeieieiiiiiiiee e e e e e e 55
Figura 14. Avaliacdo da precisado interlaboratdrigghrodutibilidade) das determinacdes

da poténcia de formulag6es comerciais dos sordsoandpicos entre o INCQS

€ 0 1aD0ratdrio “A” ... 55
Figura 15. Avaliacdo da precisao interlaboratdrighrodutibilidade) das determinacfes

da poténcia de formulacBes comerciais dos sordsotnitpicos entre o INCQS

€ 0 1aDh0ratdrio “B” ........uuieeieiiiiiiies s eeeeeeae e e e e e e e e e e 56
Figura 16: Avaliagao da precisédo interlaboratqreprodutibilidade) das determinagcdes

da poténcia de formulacBes comerciais dos sordsodnitpicos entre o INCQS

€ 0 laDOratOrIO 7 o e 56

Xiv



Figura 17: Avaliagao da precisao interlaboratqreprodutibilidade) das determinagcdes
da poténcia de formula¢c6es comerciais dos soragatdiicos entre o INCQS
€ 0S laboratorios produtores .........ccooveeeeeeeeieiiiiiiiee e e e e e e e e 57
Figura 18: Avaliacdo da precisado interlaboratqrigprodutibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulagc6es comerciais dos soragatdiicos entre o INCQS
€ 0 1ah0ratdrio “A” ... 58
Figura 19: Avaliacdo da precisado interlaboratqrigprodutibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sorag@tadicos entre o INCQS
€ 0 12h0ratdrio “B” ........uvieeiiiiiiiiiis s eeeeeee e e e e e e e e e e e 58
Figura 20: Avaliagao da precisao interlaboratqreprodutibilidade) das determinagdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos soraz@talicos entre o INCQS
€ 0 1aboratlrio “C7 ... 59
Figura 21: Representacédo grafica da estabilidadéedeno Botropico de Referéncia
lote 04 (BRABOT/04). Valores de 36 determinacdesdividuais da Dikg
realizadas entre 2000 € 2003 ........ooiiirorocc i 72
Figura 22: Representacédo grafica da estabilidadéetdeno Botropico de Referéncia
lote 05 (BRABOT/05). Valores de 52 determinacdesdividuais da Dikg
realizadas entre 2003 € 2006 .............ceeeemmmrrmmnniiiiniee e e e e eeeeeeeeaeiaanes 73
Figura 23: Representacéo grafica da estabilidadéedeno Crotalico de Referéncia
lote 01 (BRACROT/01). Valores de 64 determinacdesviduais da Dby
realizadas entre 2000 € 2006 ............cceeemmmurmmmniinnieee e eeeeeeeeeeeieienens 74
Figura 24: Representacédo gréafica da estabilidadéedeno Crotélico de Referéncia
lote 02 (BRACROT/02). Valores de 11 determinacdesviduais da Dby

realizadas €m 2006 ..........oooiiiiiiiiiiii e 74
Figura 25: Representacédo gréafica dos valores dmpiat obtidos para o lote 01 do

Soro Antibotrépico de Referéncia BRAantiBOT/O1........................... 78
Figura 26: Comparacao intralaboratorial (INCQSYyens resultados da poténcia
relativa e poténcia absoluta para amostras dearatin...........ccccoeeeeeeeeeeeennn.. 80
Figura 27: Esquema de diluicdo do Veneno Botrége®eferéncia ........... 93
Figura 28: Esquema de inoculacao da microplaca@®gos ...................... 93

Figura 29: Planilha de calculos para a determindeddCto do Veneno

2 0] (o o oo T 95

Figura 30: Esquema de inoculacdo da microplacal@®mgos para a determinacao
da Do do Soro AntibotropiCo .....ccceeeeeeeiiiiii e, 97

XV



Figura 31: Planilha de calculos para a determindgéidko do soro antibotrépico 98
Figura 32: Comparacao entre os resultados da pat8ediferentes lotes de soro
Antibotropico, calculados pelo programa WHOPROGIa planilha Excel
desenvolvida NO INCQS ... e 100
Figura 33: Avaliacdo de custos do ensaio de detegéb da poténcia do soro

antibotrépico pelos métodas vivoein Vitro .............evvvieiiieeieeeeeeennn. 105

XVi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Incidéncia de acidentes ofidicos potéiegeografica em 2005 .... 6
Tabela 2: Classificacdo das manifestacdes climioanvenenamento botrépico 13

Tabela 3: Soros antipeconhentos Produzidos nol@rase 2000 e 2006 .... 18
Tabela 4: Quantidade de soros antiofidicos analsadualmente pelo INCQS no
periodo de 2000 @ 2006 ........ccoeeeeeiiiiceeceei e 24
Tabela 5: Esquema de diluicdo do Veneno Botropica...........c.oocuvveeeeeennne 41
Tabela 6: Esquema de diluicdo do Veneno CrotalicQ.............cccevvvvvvrnnnnns 41
Tabela 7: Esquema de diluicdo do Soro Antibotropico.............cccceevveeeeees 42
Tabela 8: Esquema de diluicdo do Soro Anticrotalica.............cccccvvvvvnneee. 45

Tabela 9. Coeficiente de Variagdo Geométrico (gfafa as determinacdes da
Poténcia do Veneno Crotalico de Referéncia BRACR®Entre 2000 e 2006 51
Tabela 10: Valores de Rg.e Coeficiente de Variacdo para BRABOT/05, obtidos
pelos diferentes laboratorios participantes dodestwlaborativo
INterlaboratorial ... 53
Tabela 11. Correlacdo de Pearson das determindedasténcia para o0 soro
antibotropico entre o INCQS e os laboratorios ptods entre
2000 € 2006 ....ciiiiiiiiee et emme e e a e e e e e annnes 54
Tabela 12: Correlacdo de Pearson das determinde§aesténcia para 0 soro

anticrotalico entre o INCQS e os laboratérios ptorks entre

2000 € 2006 ....cciviiiiie et ree e a e e e annnes 57
Tabela 13: FreqUéncia de ensaios invalidos nardetacdo da poténcia de soro
antibotropico NO INCQS ....oooiiiiiiiiiee s s s e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeannnn 60
Tabela 14: Frequéncia de ensaios invalidos nardetacdo da poténcia de soro
anticrotalico N0 INCQS ... 61
Tabela 15: Composicdo do Lote 01 do Soro Antibatepe Referéncia
BRAGNIBOT/OL ...ttt e snaeeee e e e 07
Tabela 16: Determinacéo do desvio padrao e coefecde variagao para o Veneno
Crotalico de Referéncia BRACROT/01 entre 2000 200Q................ 73
Tabela 17: Valores de Répara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos
PEIO INCQS ..o e e et e e e e e e e e e e e aeeees 75
Tabela 18: Valores de Ripara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos
oL (ol F=T oo = 1 (o ] [0 T AN PP EUURPRPRRR 76

XVii



Tabela 19: Valores de R¢para o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos

oL (ol F=T o o] 7= 1o ] o Tl = S PP 76
Tabela 20: Valores de Ripara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos

oL [ =1 oTo] = 1 (o] [0 R SRR 76
Tabela 21: Valores médios de §bpara o Veneno de Referéncia BRABOT/05,

obtidos pelos laboratdrios participantes .........vveeeeeeeieeeiiiiiiiiieins 77
Tabela 22: Coeficiente de Variagcédo das determirsagégoténcido Veneno

de Referéncia BRABOT/05, obtidos pelos laboratdpiadicipantes ... 77
Tabela 23: Determinacéo da potérini@ivodo lote 01 do Soro Antibotropico

de Referéncia BRAANBOT/OL ........coiiiiiiiiiiieieeeeieeeeeeeiii 78
Tabela 24: Determinacgdo da BEo Soro Antibotropico de Referéncia ....... 79

Tabela 25: Comparacao intralaboratorial (INCQSje=os resultados da

poténcia relativa e poténcia absoluta para amodé&astina ............... 81
Tabela 26: Comparacéao interlaboratorial dos redo#tala poténcia absoluta

com a poténcia relativa obtida N0 INCQS ..o, 82
Tabela 27: Comparacao entre os resultados da podadiferentes lotes de

soro antibotropico calculados pelo programa WHOPR(g8la planilha

de Excel desenvolvida N0 INCQS ........cooieceeeeiii e, 101
Tabela 28: Determinagdo da poténcia do lote 008ed®no Botrdpico de

Referéncia pelo meétodn VItro ..........ccccceeeiiieieeeeeiieeeceeeeviv e 102
Tabela 29: Determinacéo da poténcia média do VeBetrdpico de

Referéncia BRABOTMS .........cuuiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e smmmmme e 103
Tabela 30: Determinacéo da poténcia média do Sotibétropico de

Referéncia BRAANtIBOMDL ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 104

Xviii



l. INTRODUCAO

1. Epidemiologia

Mundialmente, existem aproximadamente 3.000 espéiie serpentes, sendo
cerca de 600 venenosas. Estas serpentes sdo e@ierftemente encontradas nas
regides tropical e equatorial, mas podem ser eraxed em todas as regides do planeta
com excecdo da Antartida (WHO, 2007). No Brasibfordescritas 326 espécies de
serpentes, sendo 49 peconhentas, 22 espécies @i fRtapidae e 27 espécies da
familia Viperidae (SBH, 2005).

Apesar do grande numero de espécies venenosas ampla distribuicao
geografica destas serpentes, tanto a incidénciaalgldos envenenamentos ofidicos
quanto a sua severidade permanecem muito pouc@cdak, com excecao de alguns
paises onde estes acidentes sdo corretamenteauisi Desde os estudos realizados
por Swaroop e Grab em 1954, nenhum levantamenbalgtmbre a epidemiologia dos
envenenamentos ofidicos foi realizado. Estes estedtimaram a ocorréncia de pelo
menos 50.000 mortes anualmente por acidentes adidim nivel mundial, mas tendo
em vista que muitos dos acidentados ndo procuramdiatento médico hospitalar,
principalmente em paises menos desenvolvidos, ®é&amgue muitos paises nao
notificam o atendimento a estes pacientes, acredifgue a sub-notificacdo dos casos
de envenenamentos ofidicos seja extremamente alta.

Estudos mais recentes realizados por Chipaux e® d@§erem a ocorréncia de
2,5 milhdes de envenenamentos e 125.000 mortessamukescrevem alguns aspectos
importantes da epidemiologia dos acidentes ofidieos nivel mundial. Segundo
Chipaux, a situagio dos acidentes ofidicos € maigegio Sudeste Asiatico e na Africa.
No Sudeste Asiatico € estimada a ocorréncia d®@=30.000 mortes/ano. Um estudo
em Bangladesh sugere uma incidéncia anual de #&j8raes por 100.000 habitantes,
com uma letalidade de 20%. Na india estima-se a@nucia de 10.000 mortes anuais.
No Sri Lanka em 2000, mais de 37.000 pacientesrfoiratados para picadas de
serpentes em hospitais publicos. Estudos realizaaldéepal estimaram 162 mortes por
100.000 habitantes (WHO, 2007).

Na Africa a incidéncia de acidentes ofidicos variandemente, de 300 a 5.000
picadas por 100.000 habitantes nas regifes destibmeaté 50 a 100 picadas por
100.000 habitantes nas savanas e na regido ddaldsefaara. A maioria dos paises,
porém possuem muito poucos dados epidemiolégidds@UX, 1998; WHO, 2007).



Na Australia a incidéncia estimada varia entre1B &asos/100.000 habitantes,
com a mortalidade de 4/100.000. A maioria das ittmpacifico esté livre de serpentes
venenosas, com excegao das serpentes marinhagpjogseem um potente veneno
neurotéxico, mas sao muito pouco agressivas. Era todDceania 3.000 casos de
envenenamento sao notificados anualmente, com @@k 0

Na Europa, acidentes ofidicos sdo relativamentesrarenvolvem as serpentes
do géneroVipera representadas neste continente por espécies pamemosas. Na
Gra-Bretanha ocorrem cerca de 200 hospitalizac@es apo, sem nenhum obito
notificado de 1975 a 1998. Na Franca o numero desca maior, com uma incidéncia
anual de aproximadamente 2,5 casos/100.000 hadstaNBs areas rurais do sul da
Europa os indices sdo maiores, na Espanha edtal@déncia alcanca 5 casos/100.000
habitantes.

No Canada e USA a incidéncia € bastante semelldaobservada na Europa,
com cerca de 10.000 acidentes com serpentes petasfao, com aproximadamente
15 obitos/ano.

Nas Ameéricas Central e do Sul a incidéncia de atéde ofidicos é
significativamente maior, com os acidentes predantemente por serpentes da familia
Crotalidae, principalmente as do géndBothrops que causam caracteristicamente
edema, necrose e hemorragias. As serpentes dgéualeg3rotalus durissus terrificys
presentes na Ameérica do Sul provocam acidentesopiedntemente neurotoxicos,
com rabdomiolise severa e faléncia renal com poeagao inflamatoria, enquanto na
América Central e do Norte a subespéCimtalus durissus durissumduz intensa
reacdo local com edema e necrose, mas sem newidemeé ou rabdomiolise. Estima-
se que na regido a morbidade seja em torno de BOA®M com uma mortalidade de
1,8/100.000 (CHIPAUX, 1998).

No Brasil os acidentes ofidicos sdo um importamgea a saude desde o
periodo pré-colonial. Em 1560, José de Anchietafpemeiro registro sobre serpentes
peconhentas no Brasil com interessantes observagii@so-epidemiologicas, na

célebre e sempre citada carta de Sao Vicente:

“[...] Até aqui tenho falado dos animais que vivem na agjatarei agora
dos terrestres, ha os que sdo desconhecidos nesmt® plo mundo.
Primeiramente direi das diversas espécies de cobemenosas. Algumas,
chamadas jararacas abundam nos campos, nos matig enesmo nas

casas, onde ndo raro as encontramos e cuja mordechata no espaco de



vinte e quatro horas, ainda que as vezes aplicaadthe remeédio se
escapam a morte. Se forem mordidos uma sO vezapagsm a morte,

mordidos dai por diante, ndo s6 ndo correm risco/id@, como até sentem
menos dor, como mais de uma vez experimentamos.

Outro género se chama boicininga, isto €, ‘cobra gue’ que tem
na cauda um cascavel, que soa quando ataca algMé&mm nos campos,
em cavidades debaixo da terra. No tempo da pro&oagtacam os homens,
e rastejam pela erva com saltos tao rapidos quadm®s dizem que voam.
Quando mordem acabou-se: paralisam o ouvido, ay@standar e todos os
movimentos, so6 fica a dor e o sentimento do veddoadido por todo o
corpo, até que no espaco de vinte e quatro horaxgea.

Ha outras admiravelmente pintadas de diversas core=gra,
branca e vermelha, semelhante ao coral, que se ahaibiboboca, que
qguer dizer ‘terra cavada’, por que rojando furamtexra como toupeiras.
Estas sdo as mais peconhentas de todas e, portentoais rarag...]"
(CARDOSO, 2003).

As notificacdes de acidentes ofidicos no Brasilmenioram feitas de maneira
esporédica e nado sistemética, até que em 1901, Bféail ao iniciar a producdo de
soro antiofidico no Brasil e visando a coleta dermacdes sobre os acidentes ofidicos,
introduziu os “Boletins para observacdo de acceenvphidicos” que enviados
juntamente com as ampolas de soro, deveriam semgriglos pelo usuario e
devolvidos ao laboratdrio produtor. Esta estratéfpa adotada pelo Instituto
Serumtherapico (hoje Butantan) e posteriormente pedtituto Vital Brazil. Os dados
originados por estas notificacbes possibilitaragmaras publicacées sobre ofidismo no
Brasil (CARDOSO E WEN, 2003).

Atualmente, no Brasil os envenenamentos por anirpanhentos sao a
segunda principal causa de intoxicacbes em humaoms, 24,75% dos casos
notificados pelo Sistema Nacional de InformacdesiclieFarmacologicas (Figura 1),
s6 sendo superados pelas intoxicagées provocadasguticamentos com 28,95% dos
casos notificados em 2004 (SINITOX, 2007).
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O numero de notificagbes de ofidismo vem aumentasmim a ano, com 0

registro de 28.711 acidentes em 2005 (Figura 8ueocorresponde a uma incidéncia de

15 casos por 100.000 habitantes, com 114 mortgegaorresponde a uma letalidade

de 0,40%, (PORTAL DA SAUDE, 2007). No periodo coegrdido entre janeiro de

1990 e dezembro de 1993, foram notificados 81.@ideates, o que representava uma
média de aproximadamente 20.000 casos por an@spomdendo a uma incidéncia de

13 acidentes por 100.000 habitantes/ano, sendoded® % dos acidentes provocados

por serpentes do género Bothrops (BRASIL, 2001).



DO000

m snake bites @ scorpion stings O spider bites

EDDOO H

&0000

' cases

40000

20000

DE7 1988 108D D90 1001 ©OZ 1003 1004 10D5 10DE 1907 ©OE 1000 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Figura 2. Envenenamentos por animais peconhent@®asl de 1987 a 2005. (Fonte:
SVS - MS).

Os acidentes ofidicos no Brasil tém caracteristseg®nais, predominando nas
estacdes quentes e Umidas, que coincidem comarpedé maior atividade humana no
campo, 0 que na maioria dos estados do Brasilsymrele ao periodo entre janeiro e
abril (Figura 3). Os acidentes ofidicos acometesm maior freqiiéncia, adultos jovens
do sexo masculino durante o trabalho em areasr(R&RTAL DA SAUDE, 2007).

Existe também uma variacdo significativa na inciierde acidentes ofidicos
por regido geografica, com as incidéncias maisael@y nas regides Norte e Centro
Oeste (Tabela 1).

As serpentes do géneBothropsséo responsaveis por uma morbidade maior
gue qualquer outro grupo de serpentes venenosa®vm mundo. As espécies mais
importantes sa®. asperna América Central 8. atrox e B. jararacana América do
Sul.

Apesar dos acidentes botropicos apresentarem uixa letalidade € grande a
ocorréncia de sequelas anatdbmicas e funcionaigidreemente incapacitando para o
trabalho, mesmo pacientes submetidos precocemesumterapia (BRASIL, 2001). E
importante destacar que com a introducdo do Pramrdacional de Ofidismo pelo
Ministério da Saude em 1986/87, o indice de leadikdpor animais peconhentos em
geral caiu sensivelmente (Figura 4), assim comdonel a qualidade da notificagéo e

das informacdes epidemioldgicas disponiveis.
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Figura 3. Distribuicdo mensal dos acidentes of&licpor macro-regido em 2005

(PORTAL DA SAUDE, 2007).

0 - Regido Norte

1 - Regido Nordeste

A - Regido Sudeste

O — Regiao Sul

X — Regido Centro Oeste

Tabela 1. Incidéncia de acidentes ofidicos poi@iegeografica em 2005 (Fonte: Portal

da Saude, 2007).
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i Incidéncia
Regiao N° de
Geogréfica casos (ca§03/100.000
ab/ano)
Norte 8.463 54,8
Nordeste 6.767 12,8
Sudeste 7.635 9,5
Sul 2.741 10,9
Centro Oestg 2.991 22,6
Total/Brasil 28.597 15,0

No Brasil as serpentes do génddothropssédo responsaveis por 87,5% dos
casos de acidentes ofidicos notificados (letalidi,31%), seguido p@rotaluscom
9,2% (letalidade de 1,87%),achesiscom 2,7% (letalidade de 0,95%) (Figura 5) e

Micrurus com 0,6% (letalidade de 0,36%).
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Figura 4. Obitos registrados por acidentes com aisipeconhentos segundo o Sistema
de Informacé&o sobre Mortalidade (SIM) Brasil, noipéo de 1979 a 1995.

Outras espécies de animais peconhentos tambénra@alegmportancia médica
no Brasil (Figura 6), onde ocorrem anualmente 3b.68sos de acidentes com
escorpides (16 casos/100.000 habitantes) e letialidke 0,14%, também ocorrem
19.600 casos de acidentes com aranhas (10 cas@9QQtabitantes) e letalidade de
0,05%, assim como acidentes com a laghtaomia obliquaque provoca sindrome
hemorragica grave, porém nao ha dados epidemio®glsponiveis (BRASIL, 2001;
PORTAL DA SAUDE, 2007).
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Figura 5. Taxa de caso-fatalidade de acidentescofidle acordo com o tempo entre o
acidente e o tratamento. (Fonte: MS — SVS, 2005).
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Figura 6: Envenenamentos causados por animais ipegms no Brasil, 2005.

2. Clinica do envenenamento Botrdpico

As peconhas das serpentes do gérthrops sdo os mais complexos dos
venenos ofidicos, com 90% do seu peso seco cddstipor uma mistura de variados
peptideos e proteinas farmacologicamente ativasngiugzem uma grande diversidade
de sintomas nos pacientes acidentados. TambémmsEentes nos venenos, proteinas
nao téxicas. A fracdo nao protéica € composta @oboidratos, lipidios, metais
(frequentemente associados a glicoproteinas e opetédinases), aminas biogénicas,
nucleotideos e aminoécidos livres. A funcdo de aamtaponente, assim como suas
interagbes no envenenamento humano ainda n&o estalnente esclarecidas
(HUANG et al, 1987; LI-GUCet al, 1997; BOURGUIGNON:t al, 2001).

Os estudos dos venenos de serpentes tém sidoneisp na compreensao dos
mecanismos fisiopatolégicos dos envenenamentostamd®m na elucidacéo de varios
mecanismos fisioldgicos envolvidos em acfes meitzd®le farmacoldgicas como a
neurotransmissdo na juncdo neuromuscular, estrdur@ funcdo dos receptores
nicotinicos, “cascata de coagulacao”, fibrindlisestema complemento e processo
inflamatdrio (FRANCA E MALAQUE, 2003).

O estudo do veneno dBothrops jararacapermitiu o descobrimento da
bradicinina por Rocha e Silva e colaboradores edd 1® do Captopril (inibidor da
enzima conversora da angiotensina, largamenteaddi no controle da hipertensao
arterial, na insuficiéncia cardiaca congestiva daenca arterial coronaria) por Ferreira
em 1965 (FERREIRA, 1965).



Os envenenamentos botrépicos sédo caracterizadosinguortantes lesdes
teciduais locais, como hemorragias, necrose e edesasn como alteragdes sistémicas,
principalmente sobre o sistema de coagulacdo samlEsses complexos fenbmenos
fisiopatoldgicos sé@o devidos a efeitos sinérgioesnzimas ativas e toxinas presentes
nos venenos (OWNBY, 1990; BJARNASON E FOX, 1994 &T&ERREZ E
LOMONTE, 1995).

Entre os principais efeitos fisiolégicos e patobdgi do veneno botrépico
destacam-se: lesdes locais por danos capilaresreses teciduais, acdes coagulantes e
anticoagulantes, hipotensdo aguda e dor. A respiidsale de varios efeitos bioldgicos
tem sido creditada principalmente as metaloprotea&sdosfolipases presentes nos
venenos (REICHIet al, 1993; SOARE&t al, 1998; FRANCISCHETTEt al, 1998,
BOURGUIGNONZet al, 2001).

As principais propriedades toxico-farmacolégicasspntes no veneno botropico
sdo as atividades inflamatéria aguda, coagulahtsrerragica.

A atividade inflamatéria aguda é causada por unjucdo de toxinas do veneno
botrépico, responsaveis pelos efeitos locais. Es@eolvidos nesta acdo, aminas
biogénicas pré-formadas do tipo histamina, pepsidde baixo peso molecular e
proteinas como a fosfolipase A, esterases, prateaseimas liberadoras de cininas
(calicreinas, cininogenases) e lectinas. Divergagnds do veneno tém atividade
indireta, induzindo ou liberando potentes autaideomo a bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, ajuam de modo bastante complexo e
interdependente. Freqlentemente, uma Unica toxdnaedeno é capaz de induzir a
liberagéo de varias substancias com atividadennatéria.

As toxinas com atividade procoagulante também @pain na inducdo do
processo inflamatorio com a formacdo de tromboscomente microcirculatoria,
provocando hipOxia, agravamento do edema e nectesidual. Os fenbmenos
hemorragicos, determinados pelas hemorraginasnpadeavar o quadro inflamatério,
atraveés da ativacdo do Fator de Necrose TumordF) TN

A atividade inflamatoria aguda ocorre muito proveente devido a interacéo
da acéo de diversas toxinas, o que pode explicgraade variacdo nos sintomas
observados, tanto em estudos experimentais quanto relatos clinicos
(FRANCISCHETTIet al, 1998; GUTIERREZt al, 1998; CASTRO, FERNANDES E
ZINGALLI, 1999; CAMEY, VELARDE E SANCHEZ, 2002; FRAGA E MALAQUE,
2003).



O veneno botropico também possui capacidade dardttores de coagulacéo
sanguinea, ocasionando consumo de fibrinogénioneafgio de fibrina intravascular,
induzindo freqlentemente a incoagulabilidade samegui A grande maioria das
serpentes do géner@othrops possui toxinas capazes de ativar fibrinogénio,
protrombina e fator X. Sdo também descritos fatoms atividade sobre a agregacéo
plaquetéria. Pode ocorrer trombocitopenia nas mramehoras, persistindo por até
alguns dias (FRANCA E MALAQUE, 2003).

A atividade hemorragica dos venenos botropicosribuddla principalmente a
fatores conhecidos por hemorraginas, que sédo metédases contendo zinco. Estas
enzimas podem romper o endotélio vascular e téridatle de desintegrina. Degradam
varios componentes da matriz extracelular, commlégeno tipo 4, fibronectina e
laminina. Além disso, estas metaloproteases saentast inibidores da agregacao
plaguetaria (LOMONTE, 1994). Tém como possiveis anemmos de acao a digestao
enzimatica da lamina basal dos microcapilares uptura das células endoteliais ou a
formac&o de solucéo de continuidade (FRANCA E MAIUE) 2003).

O acidente botropico caracteriza-se pela inoculag@cutanea ou intramuscular
de veneno. O sangramento no local de inoculac@egéidntemente observado, porém
sua presenca nem sempre indica comprometimentémscst. Um dos primeiros
sintomas observados no envenenamento botropicopéesenca de edema firme,
freqientemente com aspecto violaceo, decorrentdetieorragia subcutanea. Um
quadro doloroso acomete na grande maioria dos easggdo ou 0 membro atingido. O
edema inicialmente circunscrito pode em até 24shestender-se a todo o membro. Em
poucas horas desenvolve-se linfadenomegalia rdgicoen ganglios aumentados e
dolorosos, podendo apresentar equimose no tratovedsos que drenam a regido.
Algumas horas apds o acidente podem aparecer bethaguantidade e proporcdes
variaveis, com contetido seroso, hemorragico oudtiear(FRANCA E MALAQUE,
2003).

As principais complicacbes locais s&o: abscessayrose e sindrome
compartimental. Celulite e erisipela também podesn sbservadas no local da
inoculacdo. Estas infeccdes séo frequentes, dewdslocondicdes propicias ao
crescimento bacteriano provocadas pela reacaamaftaia aguda, assim como pela
presenca de abundante flora bucal nas serpenteserjpa anaerobicas e gram-
negativas). A incidéncia de abscessos pode vaearl da 17,2% dos casos. Os

fenbmenos inflamatdrios inerentes ao acidente pmnddificultam a avaliagdo clinica
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da presenca de infeccdo. O edema, o eritema, & docalor local podem tanto ser
provocados pela agédo do veneno, quanto pela irdéacal.
Alguns aspectos, portanto sdo caracteristicos @einfieccdo secundaria incipiente:

1. Areativacdo dos sinais inflamatorios em paei@um quadro local estabilizado
Ou em regressao, com ressurgimento ou acentuagiw.da

2. O inicio subito de picos febris ou a presenctetdee alta.

3. A acentuacao do enfartamento ganglionar regional

4. A presenca de sinais de flutuacéo a palpacab. loc

A incidéncia de necrose é bastante variavel (de2@,8%0) geralmente limitada
ao tecido subcutaneo, podendo comprometer estsutnags profundas como tenddes,
musculos e 0ssos. A intensidade e a extensdo daseeestdo intimamente ligadas a
utilizagédo de torniquetes e a demora entre o amdera administracdo da soroterapia.
Em casos extremos pode ser necessaria a amputagdartd do membro acometido
(FRANCA E MALAQUE, 2003).

A sindrome compartimental € uma complicacéo potegiiente, porém quando
ocorre tem evolucdo bastante rapida (nas prim@dakoras) necessitando de rapida
intervenc&o. Tem sido observada em até 1,4% daos.casiefinida como o aumento da
pressdo dentro de um compartimento fechado por wadscorrem muasculos, nervos e
vasos, comprometendo a circulacdo sanguinea régeomasultando em disfuncdes
neuromusculares. Na maioria dos casos pode serdeliagndstico clinico observando
a dor desproporcional ao edema, paresia e atégiadds musculos do compartimento,
acentuacdo da dor a extensdo passiva dos musewolvidos, hipoestesia que pode
evoluir até para anestesia, e aumento acentuaddertsio dos envoltorios do
compartimento afetado.

Lesdes de nervos, tenddes, masculos e 0ssos paerarcem conseqiéncia da
isquemia e da necrose tecidual, podendo acarrdtragbes de sensibilidade e
motricidade no membro atingido.

Além do quadro de envenenamento local, o quadténsiso é extremamente
importante. Pequenos sangramentos como gengivastagiicrohematuria, purpuras
(equimoses em locais longe das picadas, devidgegds intramusculares ou pequenos
traumatismos) e sangramentos em feridas recentsnpocorrer nos casos leves e
moderados. Com menor frequéncia pode ocorrer hemahacroscopica, hemoptise,
epistaxe, sangramento conjuntival, hipermenorragihematémese (KAMIGUTI E

11



SANO-MARTINS, 1995). Em casos graves sao observduamorragias intensas
podendo acometer 6rgdos vitais, choque e insuficiérenal. Sdo relatadas como
causas de Obito, hemorragia digestiva e do sisteersaoso central. A principal
complicacéo sistémica do acidente botropico samsasdiciéncias renais agudas, que
podem ser provocadas por coagulacao intravasaskerdinada e hipotensao.

Manifestacbes sistémicas como hipotensdo artedhbque, oliglria ou
hemorragias intensas, definem o caso como grasep@ndentemente do quadro local
(FRANCA E MALAQUE, 2003).

Com base nas manifestacdes clinicas o acidentéplimirpode ser classificado
como descrito na Tabela 2.

A incidéncia de reacbes adversas precoces (anéfdas) posteriores a
soroterapia tem se demonstrado surpreendentenemteaiando entre 37 e 87% dos
pacientes. Os principais sintomas precoces obses\e@b calafrios, nausea, vomitos e
urticaria generalizada provavelmente devido a remcde ativacdo do sistema
complemento pela presenca de agregados de IgG (MALAWARRELL E
CHANTAVANICH, 1986) e pelo teor de proteina totalrepente nos soros
(SUTHERLAND E LOVERING, 1979). Estas reacdes frag@enente requerem o
tratamento dos pacientes com adrenalina e anéirhisicos (até 86 % dos casos), o que
certamente ajuda a prevenir as principais reacdesopes n&o pirogénicas e
provavelmente seja o0 responsavel pela baixa incidéde reacdes tardias como a
doenca do soro (CARDOSE& al,, 1993).

3. Soroterapia

No final do século XIX, a descoberta dos agentassadores de doencas
infecciosas representou um passo fundamental necavda medicina experimental,
através do desenvolvimento de métodos de diagoéstiatamento de doengcas como a
difteria, tétano e colera.

Um dos principais aspectos desse avanco foi o dels&mento da soroterapia,
gue consiste na aplicacdo nos pacientes de unceastituido por um concentrado de
anticorpos. A soroterapia tem a finalidade de cderthama doenca especifica (no caso
de doencas infecciosas) ou um agente toxico eggediEnenos ou toxinas).

No Brasil ja em 1867, os trabalhos de Wucherer pigam que o
envenenamento ofidico transpusesse os limitesettaice popular e da farmacopéia de
botica e tivesse uma abordagem académica. Apédosstiobre a imunidade advinda

dos envenenamentos ofidicos, ele acreditava que pessivel uma abordagem
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profilatica semelhante a da variola. Esta teor@foéicomprovada, porém deu inicio a

diversas pesquisas e questionamentos sobre osegraveentos ofidicos.

Tabela 2: Classificacdo das manifestacdes climicanvenenamento botropico.

Manifestacoes e Classificagéo
tratamento Leve Moderada Grave
Locais
= Dor : ;
Ausentes ou discretgs Evidentes Intensas**
= Edema
= Equimose
Sistémicos
" Hemorragia grave Ausentes Ausentes Presentes
= Choque
= Andria
Z.?g;m de Coagulagao Normal ou alterado|  Normal ou alterado Normal oaraliio
Soroterapia (n°® ampolas) i i
SAB/SABC/SABL** 2-4 4-8 12

* TC normal = até 10 min; TC prolongado de = 100an@n; TC incoagulavel = > 30
min.

** Manifestacfes locais intensas pode ser o Unigro para a classificacdo da
gravidade.

*** SAB — Soro Antibotropico (pentavalente); SABC -Soro Antibotrépico

(pentavalente) e Anticrotalico, SABL — Soro Antikiggico (pentavalente) e
Antilaquético.

Fonte: Ministério da Saude.

Com a descoberta do principio da imunizacédo atitiicmlmente induzida e
com a evidéncia que o sangue dos animais imunizaatdgiha anticorpos, que nao so
destruiam os agentes invasores, como apresentagenterapéutico e profilatico, teve
inicio a soroterapia antiofidica.

Sewall em 1887 demonstrou em pombos que a inoculagetida, com doses
altamente diluidas de venenos 8istrurus (um tipo de cascavel norte-americana),
induzia um estado de resisténcia contra os efddgseconha, sem aparente influéncia
sobre o estado de saude dos animais.

Em 1890, Emil Behring trabalhando com toxina difig&r em Berlim e
Shibasaburo Kitasato em Tokio, trabalhando connoetanica, relataram que coelhos
e camundongos poderiam ser imunizados contra idifter tétano. Eles também
afirmaram que usando o soro imune podiam curar a@sinmfectados, assim como
prevenir animais saudaveis inoculados com as reégagdoxinas (WEN, 2003).

Em 1894, Albert Calmette ap0s varias tentativasiifieras, conseguiu imunizar

coelhos contra o veneno de cobra (Naja) apds suasseoculagcbes subcutaneas com
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doses crescentes de veneno misturado com dosessckties de uma solucdo de
hipoclorito de calcio ou de sddio. Apds oito mealgsins dos coelhos eram capazes de
sobreviver a doses de 30 a 35 mg de veneno/anktéah disso, o soro dos animais
imunizados era capaz de neutralizar a atividadeddo venenan vitro, assim como
tinha efeito preventivo e terapéutico contra axitacaoin vivo. Ao inocular coelhos
com o dobro da dose letal (0 que mata um coelhcaprmximadamente 3 horas) e
aplicar o soro imune por via intraperitoneal oucsuéinea apés o aparecimento dos
sintomas (regurgitacdes, taquicardia, dispnéiaggi@ardos membros), 0s animais
permaneceram gravemente envenenados por um peleagmpo relativamente longo,
porém gradualmente retornaram ao normal (HAWGOQGDRIL

No mesmo ano, Phisalix e Bertrand anunciaram aepgasde uma substancia
antitéxica no sangue de animais vacinados com wederviboras. Neste experimento,
inocularam cobaios, que foram desafiados 24, 38 leofas depois. Somente 0 animal
desafiado 48 horas pés-vacinacdo sobreviveu, levasdautores a concluir que “a
imunizagdo ndo é produzida diretamente pelo matesicinante, ela resulta de uma
reacdo do organismo”. Também demonstraram a atleicheutralizante do sangue
desfibrinado de cobaios imunizados, que incubado ®eneno bruto e inoculado
intraperitonealmente, se mostrou capaz de newtradizfeito toxico do veneno, o que
os levou a sugerir a possibilidade da soroteragiseneno em humanos (HAWGOOD,
1999).

Vital Brazil, médico sanitarista, residindo em Bmitu em 1895, consciente do
grande numero de acidentes com serpentes pecosheotaestado de S&o Paulo
comecou a realizar experimentos com venenos ofidiBaseando-se nos primeiros
trabalhos com soroterapia, realizados por Calmgftes iniciou a producao do primeiro
soro antiofidico em 1894 na Franca, em Lille), desb/eu estudos sobre soros contra o
veneno de serpentes, descobrindo a sua espediigida seja, que cada tipo de veneno
ofidico requer soros especificos, preparados caeneno obtido do mesmo género de
serpente que causou o acidente.

Em 1901, Vital Brazil comec¢ou a produzir antiveremaono e poli especificos
(soro antibotrdpico, anticrotalico e antiofidica) mstituto Soroterapéutico, localizado
na Fazenda Butantan (BRAZIL, 1987). Em 1903, VBaazil publica um trabalho
(“Contribuicdo ao estudo do veneno ofidico: tratatnedas mordeduras de cobras”),
onde resume suas pesquisas na imunologia dos em@eestos por serpentes
(BRAZIL, 1903). Neste trabalho, ndo somente denmranséxaustivamente a

especificidade dos antivenenos, como também aéexist, em certos casos, de uma
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acdo paraespecifica, conferindo alguma imunidadezada entre espécies

filogeneticamente proximas. Também apresenta oas@es sobre vinte e um pacientes
tratados com soros antipegconhentos produzidosgtibulto Butantan. Atualmente, mais

de um século depois, com algumas poucas modifisagdsoroterapia como proposta
por Calmette e Vital Brazil, ainda € o Unico tratamo especifico contra os acidentes
ofidicos.

O soro antibotrépico (pentavalente) atualmenteézatiio no Brasil € produzido
pelo Instituto Butantan — IB - (SP), Instituto Vit&razil — IVB - (RJ) e Fundacgéao
Ezequiel Dias - FUNED - (MG), através da imunizagi® cavalos com venenos
provenientes das cinco espécies do gémBmithrops mais prevalentes no BrasiB.
jararaca— 50 % B. alternatus, B. moojeni, B. jararacussB. neuwiedr 12,5 % cada.
Esta composicéo antigénica foi definida apos asdestpré-clinicos realizados por Dias
da Silva e colaboradores em 1989, que avaliaragatividade cruzada dos soros de
cavalos imunizados com venenos de serpentes dep&gies do génemothrops(B.
alternatus, B. atrox, B. cotiara, B. erythromelaB, insularis, B. jararaca, B.
jararacussu, B. moojeni, B. neumiedi B. prado). Anticorpos especificos foram
detectados imunoquimicamente (ELISA, imunodifus@pla e métodos quantitativos
de precipitagdo) ou por provas bioldgicas (ativeladmolitica indireta e letalidade).

Os venenos dB. jararaca B. alternatus, B. moojeer,B. neuwiedse mostraram
bons imunogenos, capazes de induzir a formacamtimigpos com atividade antiletal
para os demais venenos estudados com excecBojderacussy cuja atividade letal
era apenas parcialmente neutralizada pelos dermais, ssendo assim, também foi
incluido na formulacdo do soro antibotrépico pealkente (DIAS DA SILVAet al,
1989).

Apesar da reconhecida importancia epidemiolégicasjgcieBothrops atrox
para a regido amazonica, devido a dificuldade dengfio de veneno e considerando os
altos niveis de reagdo cruzada em ensaios préadineste veneno néo foi incluido na
composicdo do soro antibotrépico (pentavalente)ta Eprotecdo cruzada foi
demonstrada com sucesso por um estudo clinico zawna regido amazonica que
comparou a eficacia do soro antibotrépico (penemta) nacional, com um soro
especifico par8. atrox Este estudo demonstrou que ambos 0s soros fapazes de
reverter os sintomas do envenenamento. Esta poofecdetectada tanto clinicamente
quanto laboratorialmente, demonstrando que ndo édessidade de incluir o
componenteB. atrox na formulacdo do soro antibotrépico brasileiro REML et al,
2004).
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Embora na década de 70 o Brasil ocupasse posicdestizque na luta contra o
ofidismo, verificava-se uma grande desorganizagdtedipo de acdo em saude. A crise
envolvendo a producéo e distribuicdo de antivengaosnha sendo divulgada pela
imprensa leiga. Oficialmente, entretanto, divulgagaa informacéo de que “a producéao
de soros estaria absolutamente dentro dos padedpsoducédo” (CARDOSO E WEN,
2003). Além do Instituto Butantan, Instituto Vitatazil e Fundagcdo Ezequiel Dias o
Laboratdrio Syntex do Brasil também produzia am@&res no Brasil.

Até 1985 os soros antiofidicos para uso humanofa#iam parte do Programa
Nacional de Imunizacdes do Ministério da Saudeowercializacdo se dava mediante
as regras comuns do mercado, cabendo a Centrabdiedvhentos a tarefa de adquirir
uma parcela da producdo e distribui-la aos org@eergamentais, enquanto que o
restante era vendido diretamente pelos laborat@wssinteressados. Em 1983 quando
o laboratério privado Syntex do Brasil resolveu atiear a area de producédo de
biolégicos, o setor entrou em crise, ficando a pgdod restrita aos trés laboratérios
oficiais que naquele momento ndo tinham condi¢cPesazionais para suprir a demanda
nacional.

A faléncia do sistema de producéo de antivenengsmai®culminou em maio de
1986, com a morte de uma crianca em Brasilia, sendlaito atribuido a falta de soro.
Este fato foi o desencadeante “politico-emocioqal levou o Ministério da Saude, ja
em junho do mesmo ano, a implantar o Programa Nakide Ofidismo na antiga
Secretaria Nacional de Ac¢des Basicas em Saude (SNAB).

O Ministério da Saude entdo se prop6s a adquiigalmente a producdo de
soros, estabelecendo cotas mensais de cada tipereen remetidas as Secretarias
Estaduais de Saude que se encarregaram do recéhirenazenamento e distribuicdo
dos soros, em carater exclusivo (CARDOSO E WEN3200

Atualmente, os soros antiofidicos séo distribuidmsn periodicidade mensal,
para 3.156 pontos de atendimento de acidentescadidios Estados, a partir das
solicitacdes encaminhadas a Coordenacéo GeraladpaPna Nacional de Imunizacdes
- CGPNI, conforme a disponibilidades dos estoques merfil epidemiolégico dos
acidentes, sendo esta sistematica de trabalhodadatpartir de margo de 2004.

Os soros antiofidicos séo disponibilizados grateéate a populacdo através do
Sistema Unico de Saude — SUS, ndo sendo comeaciaizem disponiveis na rede de

hospitais privados.
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4. Producao de Soros Antiofidicos

No Brasil os soros antiofidicos sdo constituidosfpmgmentos F(ab’)2 de IgG
equina (Figura 7), mundialmente também sdo utiéigagreparacdes contendo
fragmentos Fab ou a molécula inteira de IgG (THEARSI, WARRELL E
GRIFFITHS, 2003).

Atualmente os soros antipeconhentos sdo produzmodBrasil por quatro
laboratérios publicos estaduais: Centro de Prodecdesquisa de Imunobioldgicos,
Fundacado Ezequiel Dias, Instituto Butantan e istiVital Brazil (Ministério da Saude
do Brasil, 2001). Estes laboratérios produzem sari@rmulacbes de soros
antipeconhentos (Tabela 3): antibotropico (pentaua) - B. jararaca 50%, B.
jararacussy B. alternatus B. moojeniand B. neuwedii 12,5% cada, anticrotalic&C(
durissus terrificuy antibotropico-crotalico, antibotropico-laquéticdL. mutg,
antibotropico-laquético-crotalico, anti-elapidic®/.( frontalis), antiescorpionico T.
serrulatug, anti-aracnidico-polivalent& ityusspp, Phoneutriaspp e Loxoscelespp.),
anti-loxoscélico (. gauche L. intermedia e L. laetg anti-latrodéctico L.
curacaviensis e anti-londémico I{. obliqug, perfazendo um total de 619 lotes e
2.513.690 ampolas de 2000 a 2006 (ARAI@L, 2008).

A producéo de soros antiofidicos no Brasil, aindge ¢ baseada nos métodos
originalmente descritos por Vital Brazil em 1903iais de grande porte (cavalos)
sdo imunizados com venenos na presenca de adjavadge animais podem ser
inoculados com venenos de uma ou mais espéciesgenses, originando soros mono
ou poliespecificos. Os soros poliespecificos podemobtidos tanto pela imunizacao
dos animais com uma mistura de venenos, quantoipeldizacdo dos animais com
veneno de uma unica espécie de serpente e posteistura de diferentes soros
monoespecificos, 0 que € mais utilizado.

Devido a sua complexidade antigénica, a imunizaighequiideos com venenos
de varias espécies de serpentes pode induzir agfodle um soro com altos titulos
somente para as toxinas mais imunogénicas e coxa paténcia contra toxinas com
menor poder imunogénico.

Outro aspecto a ser levado em conta € a grandsbiletade na composicéo dos
venenos, existente entre animais da mesma espstéevariacdo esta relacionada com
a distribuicdo geogréfica, idade da serpente eapocano em que é feita a coleta.
Portanto a mistura de imunizacdo deve incluir veeatte varios animais, procurando
respeitar estas variagbes (CARDOSO, YAMAGUCHI E MRAUDA SILVA, 2003).
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Tabela 3: Soros antipeconhentos produzidos nolRnaise 2000 e 2006

Total Lab A Lab B Lab C Lab D
Botropico 295* 186 40 66 3
(pentavalente) (1.188.980) (596.418)|(409.909) (178.637) (4.016)
Crotalico 109 72 20 17
(435.545) | (213.580) |(165.493) (56.472)
Bot-Crot 43 28 11 4
(138.525) | (77.089) | (48.248)| (13.188)
Bot-Laq 35 20 7 8
(102.284) | (53.093) | (32.971)| (16.220)
Bot-Lag-Crot 3 3
(1.392) (1.392)
Elapidico 32 20 12
(107.034) | (57.347) | (49.687)
Escorpidnico 48 29 16 3
(345.630) | (182.420)|(140.675) (22.535)
Aracnidico 30 30
(polivalente) | (134.650)| (134.650)
Loxoscélico 7 7
(12.618) (12.618)
Latrodéctico 1 1
(407) (407)
Lonémico 16 16
(46.625) | (46.625)
Total 619 404 106 99 10
(2.513.690) (1.362.614) (846.983) (287.459) (16.634)

* = Numero de lotes

( ) = Numero de ampolas

Bot-Crot = Soro Polivalente Antibotrépico-crotalico

Bot-Laq = Soro Polivalente Antibotropico-laquético
Bot-Laqg-Crot = Soro Polivalente Antibotrépico-ladjaé-crotéalico

O antigeno é preparado pela dissolucdo do venensatngdo salina. No
esquema de imunizacdo basica, na primeira doseiéreatlo o Adjuvante Completo de
Freund e na segunda dose o Adjuvante Incomplekselend (que além de potencializar
a resposta imune, promove uma liberagcdo mais tenteeneno, reduzindo sua atividade
toxica). As doses de reforco subsequentes saaadlapenas em salina. O intervalo
entre as inoculagbes variam de 21 dias (com adjeyan7 dias (sem adjuvante). O
esquema de re-imunizagédo se inicia 30 dias ap@israsangria do animal. Os animais
que apresentarem titulos adequados sdo sangrad@s dms consecutivos, com um
volume total de sangue entre 15 a 18 litros pomahiO sangue é coletado em um
sistema extrator fechado, na presenca de anticragulApos a separacao do plasma as
hemécias séo ressuspendidas em solucdo salina ndundédlas no animal

(plasmaferese).
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Os métodos atualmente utilizados por praticamemtest os produtores de soros
antipeconhentos para o isolamento e concentrac&o amticorpos (IgG) e seus
fragmentos derivados enzimaticamente (Fab ou Fald@)aperfeicoamentos da técnica
originalmente descrita por Pope em 1938, e modifigagor Harms em 1948 e Pope e
Stevens em 1951.

O soro € purificado pela precipitacdo do plasmarmpune por sulfato de
amonio, que separa as imunoglobulinas da albumidasedemais proteinas séricas,
seguido por fracionamento enzimatico, onde a digepela pepsina cliva a IgG em
fragmentos, F(ab’)2 e Fc (Figura 7) e pela termgutzgao onde ocorre a eliminacao
do Fc e separacado de proteinas termolabeis coibarmfiénio pela incubacdo a 56 °C.
O sulfato de aménio é removido do soro por dialise.
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Figura 7: Digestdo enzimatica de IgG.

O soro purificado € concentrado através de ultrafi#io molecular, submetido a
filtracdo clarificante e esterilizante (Figura &). soro é estocado entre 2 e 8 °C e
submetido aos testes de controle da qualidade. Apéberacdo pelo controle da
qualidade, o soro € formulado: diluido para alcamcaitulo desejado, adicionado o
conservante (fenol), isotonizado e tem o pH ajustaifaixa entre 6 e 7. Novamente é
submetido a uma filtragao esterilizante.
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Figura 8: Processamento do Plasma para obtenc&orde

O soro terminado a granel (“bulk”), € novamentensetido a diversos testes de
controle da qualidade previstos na Farmacopéiail8iras— Teor de: Cloreto de sédio,
fenol, nitrogénio, proteinas, solidos totais, dolfde amonio, teste de esterilidade e
poténcia (BRASIL, 2004). Apos a liberacdo do proderminado a granel € procedido
o0 envase. ApGs o0 envase o lote (produto final) vamente submetido aos mesmos
testes de controle da qualidade realizados no fwoslwminado a granel antes da
liberacéo do lote (CARDOSO, YAMAGUCHI E MOURA DA ISVA, 2003).

Um soro antiveneno ideal deve ser seguro e effmatanto ndo deve provocar
efeitos adversos quando administrado por via sistgérmalém de ter baixo custo.
Bioquimicamente, o melhor soro deve apresentar altaapureza e poténcia, com um
minimo de conteudo de proteinas totais. Clinicamehiaquele que apresente a melhor
eficiéncia terapéutica com a menor dose e semosfeilaterais, e economicamente
falando, € aquele que oferece o melhor balance efitracia terapéutica e custos.

A seguranca e eficdcia da imunoterapia antienvenent estdo intimamente
relacionadas a pureza e a uma cuidadosa determimnkc@®oténcia do soro (WHO,
1969).

5. Controle da Qualidade dos Soros Antiofidicos

Os meétodos descritos por Vital Brazil foram empdegadurante muitos anos

para a determinacdo da atividade toxica dos venaoto§pico e crotalico e da poténcia
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dos soros antibotropico e anticrotalico. Inicialt@ea poténcia era determinada atraves
da inoculacdo da mistura veneno-antiveneno pelandavenosa em coelhos.

Em 1906, este método foi substituido pela inocwag@ovenosa em pombos.
Para a avaliacdo da poténcia do soro, o procedinsenfundamentava na incubacéo da
mistura veneno-antiveneno a 37 °C, durante 30 wsnetposterior inoculacao por via
endovenosa em pombos (BRAZIL, 1907). O periodoldeivacédo de 20 a 30 minutos,
ndo possibilitava a quantificacdo da atividade dogrsos anticorpos antitdxicos,
avaliando somente aqueles relacionados a atividadéstema de coagulacéo sanguinea
(SILES VILLARROEL et al, 1978/79). Como o0 numero de resposta para caghdsv
diluicdo era pequeno, a analise estatistica figaegudicada, influenciando assim a
precisdo das estimativas de poténcia (DALMORA, 196&te método foi oficializado
pela Farmacopéia Brasileira em 1959 (BRASIL, 1959).

Em 1937, Slotta e Syska realizaram experimentosesabpadronizacdo de
métodos para a determinacdo das atividades toxicasvenenos de serpentes em
camundongos. Kocholaty e colaboradores testaram,1868, diferentes rotas de
inoculagcdo em camundongos, demonstrando que agmiBenosas e intraperitoneal
eram capazes de fornecer resultados adequados reduipeis na titulacdo de
antivenenos. Siles Villarroel e colaboradores paidevam em 1979/80 um ensaio para
a determinacdo da poténcia dos soros Antibotropiémticrotalico em camundongos,
demonstrando que a via intraperitoneal € capaz meep resultados bastante
satisfatérios e reprodutiveis.

Apoés diversas avaliagbes experimentais foi padesi@izmetodologia de titulagédo
da poténcia do soro antibotrdpico, através da ilagéo de camundongos pela via
intraperitoneal (DALMORA, 1992).

Esta metodologia foi adotada em 1996, quando ostno da Saude do Brasil
editou a Portaria n® 174. Esta portaria aprovown@snas técnicas de producdo e
controle de qualidade dos soros antiofidicos, Hatalo os procedimentos analiticos a
serem executados pelos laboratérios produtoresoeg€QS (BRASIL, 1996). Esta é
a metodologia oficial vigente, preconizada pelé&dicdo da Farmacopéia Brasileira,
parte Il, 2004 (BRASIL, 2004).

Uma revisdo dos ensaios de poténcia para sorosfidibs utilizados em
diferentes paises demonstrou que a maioria adetesa@o padrdo de letalidade murina
(DLsp para o veneno e REpara os antivenenos) como metodologia oficial gara
liberagdo dos lotes de antivenenos. Porém, existemsideraveis variacdes entre as
metodologias murinas adotadas como: diferentesda@asoculacao, diferentes volumes
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injetados, diferentes nameros de sp)Lpeso dos animais e cepas de camundongos
utilizados. Testes adicionais para a neutralizat@outras atividades especificas dos
venenos como: hemorragia, edema, atividade prédtaatg, defibrinogenacao,
necrose, etc. ndo sao realizados rotineiramenteEARSTON, WARRELL E
GRIFFITHS, 2003).

Para a determinacdo da poténcia de venenos e ranin® a Organizacao
Mundial da Saude recomenda a utilizacdo de metg@otie determinacéo da dose letal
média (Dlsg) e sua inibicdo (Df&) em camundongos pela via endovenosa (WHO,
1981). Todavia o Brasil e varios paises, princiggita Latino-Americanos, utilizam
metodologias que prescrevem a via de inoculacé&apetitoneal (BRASIL, 2001).

A utilizacdo de preparacdes locais de venenos igeaenos de referéncia é
recomendada como essencial para a padronizacaesdessaios e para permitir a
comparacao lote a lote, assim como, para a confmamgs resultados obtidos entre
diferentes laboratérios. Idealmente as atividades ahtivenenos devem ser expressas
em unidades neutralizantes de toxinas, baseadapadndes nacionais ou regionais
(THEAKSTON, WARRELL E GRIFFITHS, 2003).

A pesquisa de métodos ideais para o doseamentantioenenos ofidicos tem
sido uma constante, desde o advento da sorotemafiididica. Em 1907, Vital Brazil ja
demonstrava preocupacdo com as metodologias easlipara a determinacdo da

atividade antitdxica dos soros antiofidicos:

“Desde 1901 prepara o Instituto Butantan serunsitaricos em relacdo a
peconha das cobras que mais freqientemente detarmatidentes em nosso
Paiz, e desde aquella epocha se tem preoccupadansarte com o estudo do
método de dosagem dos referidos seruns. Nao lmstaeffeito preparar un soro
activo contra tal ou tal veneno, e saber que elict#vo ou antitdxico, é preciso
mais do que isso, é preciso medir do modo o maist@yossivel essa actividade
ou, na linguagem technica, medir o poder antitoxloanesmo serum(BRAZIL,
1907)

Schottler em 1954 afirmou que “por mais laboriosagtosa que esta tarefa possa
parecer, ela deve ser atacada com o objetivo dsfaranar o atual mistério que cerca a
titulacdo dos soros antipeconhentos em métodocprasicessivel e cientificamente

fundado”. Theakston e colaboradores, afirmaram @03 2jue:
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. € consensual que os testes murinos in vivosy&E® pouca ou nenhuma
correlagdo com o envenenamento e terapia em humarascontinuam sendo 0s

testes padréo para a determinagéo da potencia deerenos’

E também que:

“Os testes de rotina para a liberagédo de lotes deos antipeconhentos também
devem ser novamente estabelecidos e padronizadézando-se ensaios

validados”.

A metodologia de inoculacdo intraperitoneal em aahongos, apesar de
apresentar significativo avanco em relacao a irmmé@ad endovenosa em pombos, ainda
apresenta importantes limitacbes. Esta técnicasaapte adotada como metodologia
farmacopéica oficial, ndo é uma metodologia fornegita validada. Até hoje ndo séo
bem conhecidos os eventos fisiopatoldgicos e tédipcos envolvidos na mortalidade
dos camundongos inoculados com veneno botropicaspeias endovenosa e
intraperitoneal, informac¢des fundamentais paralalagio formal da metodologia de
determinacao da poténcia do soro antibotropico.

O calculo da DEg para a quantificagdo da toxicidade aguda foi thirddo em

1927 por Trevan. Ele e seus contemporaneos sahiam §lgg de uma droga nao era

uma constante bioldgica, pois depende de varioseftextrinsecos e pode apresentar
grandes variag0es tanto intra quanto inter labdedteente . Apesar de 80 anos em uso
para fins regulatorios, testes de toxicidade agudaa foram propriamente validados
segundo padrdes atuais, apesar de existirem in@nes@éncias que estudos em
animais sao altamente variaveis, de limitada cbilitlRde e geralmente maus
reprodutores de toxicidade aguda em humanos (OEQIB).

E sabido que o valor numérico da 49k influenciado por vérios fatores como:
espécie e cepa animal, idade, sexo, dieta, jej@vigpa experimentacdo, temperatura
ambiente, método de confinamento, estacdo do aooegimentos experimentais, etc.
Portanto o valor da Dk ndo pode ser considerado como uma constante lmalog
Através da padronizacdo dos animais de experim@miaglas condigdes experimentais,
a variabilidade das determinacdes dedJode ser reduzida, mas nunca completamente
eliminada (ZBINDEN E FLURY-ROVERSI, 1981).

A partir de 1987 o INCQS passou a testar todos aiss| de soros
antipeconhentos antes da liberacdo para a dist@ibyelo Ministério da Saude. Desde
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a implantacdo das metodologias analiticas pafaesaltdo dos lotes, o INCQS, visando
uma padronizacao dos ensaios de poténcia, estabelenenos botrdpico e crotélico de
referéncia. Estes lotes de veneno sédo produzidios Ipstituto Butantan e tem sua
poténcia (Dlg) estabelecida pelo INCQS, que é responsavel peda geiarda e
distribuicdo. Estes venenos de referéncia saozaditis por todos os laboratérios
brasileiros na realizacdo dos ensaios de potéaai@ fpara produtos intermediarios
guanto para produto final.

Entre os anos de 2000 e 2006 o INCQS analisoud#8 te soros antiofidicos,
0 que corresponde a um total de 2.513.690 ampdkensaios de poténcia somente sao
realizados para 0s Soros Antibotrépico e Anticiotgl(o que corresponde a 485 lotes e
1.866.726 ampolas), devido a indisponibilidade eleewos de referéncia para as outras

formulacdes (tabela 4).

Tabela 4: Total de soros antiofidicos analisadasalamente pelo INCQS no
periodo de 2000 a 2006.

2000 | 2001 2002] 2003 2004 2005 2006 Total

NUmero de lotes 72 88 71 73 88 145 80 617

Total de ampola280.757304.355281.046312.541430.436554.381 344.9372.508.453

6. Progressos no Controle da Qualidade de Soros Awtidicos

As Ultimas recomendacdes do Comité de PadroniZBigddgica da OMS para a
producao e controle de antivenenos datavam ded39631. Com o objetivo de discutir
0S progressos na padronizacgéo e controle de aatiesnfoi realizada na Inglaterra em
2001 uma oficina sobre a padronizacdo e controlantieenenos (“Workshop on the
Standardization and Control of Antivenoms”) orgawia pela Unidade de Garantia da
Qualidade e Seguranca de Biologicos (“Quality Agsoe and Safety of Biologicals
Unit”) da OMS (THEAKSTON, WARRELL E GRIFFITHS, 2003

O Comité de Especialistas em Padronizacdo Biolodid&HO Expert
Committee on Biological Standardization”) reunidm eGenebra de 26 a 30 de
Novembro de 2001, seguindo as recomendacgOes ensadesia oficina de trabalho, e
levando em conta a idade destes documentos e dpepso que tem sido feito no
controle da qualidade de produtos biologicos nasnas anos, decidiu revogar o0s
Requisitos para Soros Imunes de Origem Animal (tRReqents for Immune Sera of
Animal Origin”) (WHO, 1969) assim como 0s Requisitpara Antivenenos de
Serpentes ("Requirements for Snake Antivenins”) @WH971). Estas recomendacdes
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deverdo ser substituidas em ocasido oportuna, pornoavo documento sobre a
producao e controle de antivenenos.

Pelo exposto, as conclusdes emanadas desta diieitrabalho, apesar de nao
terem o status de recomendacdes oficiais, devenoasideradas como o estado da arte
na producao e controle de soros antipeconhentos.

Dentre vérias recomendacdes desta oficina de hab@lodemos destacar a

necessidade de realizar:

1. A revisdo da eficacia dos antivenendblaior atencdo deve ser dada a

realizacdo de estudos clinicos como meio de avalificacia e seguranga dos
antivenenos, definindo a dose média inicial”.

2. A padronizacdo do teste de letalidade em cammguio “E fortemente

recomendado que o teste de letalidade em camunsi@egp padronizado”. “Os
testes de rotina para liberagdo de lote, devem damiser novamente
estabelecidos e padronizados usando ensaios \vaditiad

3. A necessidade de padrbes nacionais ou regi@aimteriais de referéncia.

“Preparacdes nacionais ou regionais de referérania yenenos e antivenenos
Sao essenciais para a padronizacdo destes engzaos permitir a comparagao
entre lotes, assim como comparacdes entre diferéatieratérios. Idealmente as
atividades dos antivenenos devem ser expressab/eitidtes Neutralizantes de
Toxinas”, baseadas em padrdes nacionais ou regfonai

4. O desenvolvimento de métodos alternativos aoeinode letalidade murina.

“Foi consenso que 0s ensaios murimoesvivo atualmente utilizados causam
consideravel sofrimento, sdo caros e mostram p@gaemenhuma correlacao
com o envenenamento e terapia em humanos. Cernma# Ultimos anos o
uso do ensaio de letalidade murina {pe DEp) assim como outros testas

vivo tém sido questionados na Europa e EUA. O “UK Hadbféce”, por

exemplo, solicitou que ensaios alternativos sejag@sedvolvidos para a
substituicdo destes testes. A oficina de trabatimca@rdou que esfor¢cos devem
ser direcionados para o0 desenvolvimento de métad@snativos para a
substituicdo de ensaios em roedores para a detgg@onda poténcia de

antivenenos”.

Com o objetivo de discutir as questbes relacionadpsoducdo e controle da

qualidade dos soros antipeconhentos produzidosaim® p INCQS convocou uma

25



oficina de trabalho nos dias 22 e 23 de maio de20@itulada: Situacdo atual e
perspectivas para a producéo e controle de sotgeeonhentos utilizados no Brasil.
Esta reunido contou com a participagdo das seguamttdades: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude - INCQS/FIOCRUZ n&gENacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA, Fundacédo Nacional de Saude NABA, Centro de Producéo de
Pesquisa de Imunobiologicos — CPPI, Fundacdo Eglequas — FUNED, Industria
Quimica do Estado de Goias — IQUEGO, Instituto d@oBia do Exército — IBEX,
Instituto Butantan — IB e Instituto Vital Brazil ¥B. Dentre varias deliberacdes
resultantes da reunido, podemos destacar a difposie todos os envolvidos em
trabalhar conjuntamente na avaliacdo e implementdedmelhorias nas metodologias
analiticas para o controle da qualidade destesufyedFoi ponto consensual que o
desenvolvimento e validacdo de uma metodologiavdéagdo da “poténcia relativa”
do soro antibotropico frente a um soro padréao fi¥é&ecia nacional, a ser estabelecido,
possivelmente seja a estratégia mais adequadantidcsee se obter resultados mais
confidveis, em curto prazo. Foi também sugerido quedesenvolvimento de
metodologias utilizando sistemas analiticositro possivelmente possa apresentar uma
solucéo definitiva frente aos problemas metodoligyevidenciados atualmente.

A integra do informe desta oficina de trabalho esténexo I.

7. Meétodos alternativosin vitro para a determinacdo da poténcia de
Imunobiologicos

Inicialmente quando foram desenvolvidos o0s pringeirmedicamentos
imunobiolégicos como a vacina de Jenner contraréola as vacinas de Pasteur ou 0s
soros contra a erisipela, ha mais de um sécule, &sées produtos ndo eram submetidos
a nenhum tipo de controle de qualidade. Conseqiremte com frequéncia as vacinas
continham microorganismos virulentos insuficientatee inativados, estavam
contaminadas por outros patdégenos ou possuiamagimiésuficiente.

Logo ficou evidente que ocorriam grandes diferengas qualidade entre
diferentes lotes de um mesmo produto e conseqlentemas primeiras
regulamentacfes para o controle da qualidade doss Idoram introduzidas.
Historicamente grande parte destes testes utilizautliza até hoje, um grande nimero
de animais. Porém, indubitavelmente, sem a utdiaade experimentos com animais,
estes produtos jamais teriam a qualidade que t§enehgua tdo bem sucedida utilizacao

e difusdo em nivel mundial jamais teria sido pad{iMALDER, 2001).
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Estima-se, mundialmente, que mais de 10 milh6eandeais sejam utilizados
anualmente no desenvolvimento, producéo e condiligualidade de imunobioldgicos,
sendo cerca de 80% em testes rotineiros de comtacdeialidade para liberacdo de lotes
(HENDRIKSEN, 2000). Estes testes podem ser divelglm duas categorias:

1. Os testes de seguranca e eficicia, para eteitegistro, que assegurem que o
imunobiolégico induza uma imunidade protetora apd&ia administracéo e
garantam que o produto ndo provoque reacdes advaesgperadas.

2. Ensaios de seguranca e poténcia para o coud@adgialidade e liberacdo dos
lotes (HALDER, 2001).

Somente para a realizacdo do ensaio de potenciss@os antibotropico e
anticrotalico (produto final), sdo utilizados no RS, aproximadamente 5.500
camundongos por ano.

A regulamentacdo dos estudos utilizando animas it@¢io em 1876 no Reino
Unido, com a publicacdo do “British Cruelty to Ardle Act”, segundo o qual,
pesquisadores deviam requerer licencas anualmeprevia que qualquer experimento
que provocasse dor nos animais necessitava dezagfow especial (SELLS, 2003).

Em 1959, William Russell e Rex Burch, introduziranrconceito dos 3Rs, a
saber, “Replacement, Reduction and Refinement” 8uitdo, Reducdo e
Refinamento), a partir de um projeto iniciado erb4lfela Federacdo de Universidades
pelo Bem Estar Animal (“Universities Federation fanimal Welfare - UFAW) que
levou a publicacdo: Principios da técnica expertaidmumanitaria (“The principles of
humane experimental technique”). Russell e Burdmidem reducdq como um meio
de diminuir o nimero de animais usados para obteesama quantidade de informacéo
com a mesma precisaoefinamentg como qualquer desenvolvimento que leve a
diminuicdo na incidéncia ou severidade de procedliosendo humanitarios aplicados
aos animais que necessariamente devam ser utsizagdobstituiciocomo qualquer
método cientifico empregando matriz ndo sensiwet, gpssa substituir métodos que
utilizem vertebrados vivos e conscientes (RUSSEIRIUIRCH, 1959).

Este trabalho foi o ponto de partida para um tratémhumanitario aos animais
de experimentacdo sem abrir mao da qualidade fidantias pesquisas. Porém, pouca
atencdo foi dedicada ao conceito dos 3Rs nos &8t Fomente na década de 1970
ocorreram avancos significativos na area, prinoigate apds a publicacdo por David
Smyth em 1978 do livro “Alternatives to animal expeents”, onde ele estabelece a
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definicdo dealternativassob a otica dos 3Rs: “Todos 0s procedimentos gsegm
substituir completamente a necessidade de experdag@manimal, reduzir o nimero de
animais utilizados ou diminuir a intensidade de dorsofrimento ao qual os animais
sao submetidos”.

A década de 1980 foi marcada pela introducéo deénas leis e convencdes
baseadas no principio dos 3Rs, principalmente mapau Nos EUA foi publicado um
relatorio em 1986 pelo “Office of Technology Assasat” do Congresso Norte
Americano, intitulado “Alternatives to animal useresearch, testing and education”.

No final dos anos 1980 até os dias de hoje, ume sbr novas leis e
recomendac0des, foram publicadas em diversas phrtesindo, tornando cada vez mais
restrita a utilizac@o de animais na experimenthpdimédica.

No Brasil apesar de grande pressdo de organizgadas ao bem estar animal
e de iniciativas em nivel estadual e municipalentido de regulamentar a utilizacdo de
animais no ensino e na experimentacdo biomédiéahage ndo existe regulamentacdo
em nivel federal.

Apesar do grande avanco técnico-cientifico alcamcah producdo de
medicamentos imunobiologicos, como antitoxinas @nes, 0s testes de seguranca e
eficacia ainda requerem um grande numero de anifRar€m 0s recentes progressos
tecnologicos alcancados no desenvolvimento e \@mde metodologida vitro assim
como as crescentes pressdes de entidades em defelsam estar animal e uma
regulamentacao nacional e internacional cada vez mestritiva ao uso de animais para
experimentacao biologica fazem com que a tendénaiadial seja substituir os ensaios
em animais por metodologias que utilizem sistemagtro. Desta forma, buscam-se
técnicas alternativas que minimizem ou substituamsade animais, mas que também
fornecam analises precisas, rapidas e com repbidiade de resultados. O
estabelecimento e validagcdo de metodologias atteasaao uso de animais trariam
ainda vantagens adicionais como a reducao de cegtgapo de analise (PURCHASE
et al, 1998).

A mudanca no conceito de controle da qualidade e@dicamentos bioldgicos,
da confiangca nos testes de produto final, avaliddts a lote, para o conceito de
consisténcia de producdo oferece a oportunidadegeeducdo do nimero de animais
utilizados, assim como para a promocédo de métolemaivos. A énfase esta sendo
posta na combinacdo de tesiewitro que possibilitem a monitoracdo da consisténcia
entre os lotes produzidos e os lotes submetidogstaslos clinicos em humanos. Este
novo conceito de controle da qualidade, ja vem egrudto em pratica no controle da
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qualidade de novas vacinas bem definidas bioqumeodée. Porém, a possibilidade
deste novo conceito de consisténcia de producdapsieado a produtos convencionais
pouco definidos, ainda deve ser investigada (HALDER1).

A validacdo e consequente aprovacao de meétodoftierslalternativos para
fins regulatorios apresenta alguns desafios eutlifacles. Existem estudos que indicam
gue sao necessarios aproximadamente entre 9,5 arids entre o desenvolvimento de
um meétodo até a sua aprovacdo e publicacdo em madiasg farmacopéicas ou
recomendacOes oficiais (HENDRIKSEN, SPIESSER E ARKEANS 1998).
Particularmente o periodo entre o término de unogeso de validacdo bem sucedido e
sua implantacdo como metodologia oficial € de cdeca,5 anos.

A validacdo de um método alternativo € um procegsmlual, posterior a
padronizacao, pelo qual a confiabilidade e a rele@ade um teste sdo estabelecidas
para um determinado fim (BALLS&t al, 1990). Nos ultimos anos o Centro Europeu de
Validacdo de Métodos Alternativos (European Cefurehe Validation of Alternative
Methods - ECVAM) em cooperagdo com diversos espsieis, tém publicado
recomendacdes para a validacdo de métodos altesati

O processo de validacdo de um método consiste denodo geral em cinco
etapas. Estas etapas refletem a sequiéncia deadtgid serem realizadas em um estudo
de validacdo prospectivo (BALL&t al, 1990; CURRENet al, 1995; BALLSet al.,
1995; BALLS E KARCHER, 1995; WORTH E BALLS, 2001).

1. Desenvolvimento — Envolve a descricdo dos furaeos do método e a
definicho do seu objetivo cientifico, assim comoaujustificativa da sua
importancia e necessidade, o tipo de avaliacdspeatro quimico dos produtos
ao qual o método pode ser aplicado e a disporsidiidde outros testes com
caracteristicas semelhantes. Um exemplo que mustifo teste em termos de sua
potencial confiabilidade e relevancia deve serbe#aido. Finalmente um
protocolo compreensivo e suficientemente detalhaddequado para as
avaliacdes preliminares sobre a transferibilidad&eelaboratorios deve ser
realizado.

2. Pré-validacdo — A etapa da pré-validacdo éammiportante antes de se realizar
um estudo de validacdo formal em larga escala. éafza deve envolver toda
otimizacdo e padronizacdo no protocolo que sejasiderada necessaria, a

identificacdo de qualquer problema inesperado indtu aqueles relacionados
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com a andlise dos resultados, assim como uma e¢&alianicial da
trasnsferibilidade interlaboratorial do método.

3. Validacdo — O principal objetivo de um protocd® validagdo é conduzir um
estudo cego interlaboratorial, como instrumentoa pavaliar se o0 método é
relevante e confiavel para um ou mais objetivosee&$pos, de acordo com
critérios de desempenho previamente estabelecldws.estudo de validacao
formal deve compreender uma fase preliminar (n& gimapequeno numero de
amostras codificadas é testado) e uma fase definfitom uma amostragem
maior).

4. Avaliacdo independente — Antes de submeter gealggsultado a apreciacao
das autoridades regulatérias, os resultados degepusblicados e avaliados por
um ou mais grupos de discusséao cientifica indepagagiesob a coordenacéo de
organizacdes nacionais ou internacionais. Os mesrd@stes painéis devem ser
independentes do estudo de validagdo sob considera; devem ser
representativos das comunidades: cientifica, tédggoa, industrial, regulatoria
e do bem estar animal. A avaliacdo dos resultadognd estudo de validacéo
deve envolver uma avaliagcdo minuciosa de todosspectos do programa,
incluindo todas as afirmacdes sobre a validadepdosedimentos alternativos
propostos. O principal objetivo da avaliagéo indejemte deve ser considerar se
0S propositos e objetivos do estudo de validacBanfalcancados. A avaliacdo
independente deve avaliar o valor cientifico dax@dimentos alternativos em
comparacdo com outros métodos tradicionais, prhTipnte com as
metodologias oficiais. Deve também avaliar a neédads de um método
alternativo e a aplicabilidade deste método conmte i processo regulatério.

5. Aceitacdo regulatoria — E essencial que qualquéndo que seja considerado
adequadamente validado como substituto de um méwdotilizacdo receba o
reconhecimento, se possivel difundido internacioeate. ApOs o0s
coordenadores e participantes do estudo, conjuntameom a avaliacédo
independente considerarem que o método alternatnadido para a finalidade a
gue se propde, uma proposta deve ser encaminhal#gaglades regulatorias
competentes, no caso do Brasil, a Comissdo Perneardm Revisdo da

Farmacopéia Brasileira.

O desenvolvimento e a validacdo de metodologiasreitivasin vitro, para a
determinacdo da poténcia de venenos de serpensesog antiofidicos, possui um
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complicador a mais, devido a complexidade e vdrilnle na composicdo destes
venenos. Alguns destes componentes ativos dos egeEtem agir sinergisticamente
in vivo, inclusive levando a liberagéo de diversos authasdi

A composicdo dos venenos de serpentes € extremanmetérogénea. A
eletroforese bidimensional do venenoBRleasperrevela mais de 140 bandas (spots) de
proteinas (SARAVIAet al, 2001). Os efeitos tdxicos destes venenos sémiios a
um grande nimero de componentes, entretanto osigais eventos fisiopatoldgicos
associados ao envenenamento por serpentes da 8fibfabmotalinae, muito
provavelmente sdo dependentes de um limitado nueheroomponentes. Portanto a
identificacdo das principais proteinas toxicas éngas no processo de envenenamento
por este grupo de serpentes é fundamental tanta pardesenvolvimento de
quimioterapias especificas (RUCAVADO, ESCALANTE EUWERREZ, 2004),
quanto para o desenvolvimento e validacdo de metadternativosin vitro para a
determinacao da poténcia dos antivenenos. Portpalo,exposto, o desenvolvimento
de métodos alternativas vitro para a avaliacdo da poténcia de venenos e amiogie
particularmente um grande desafio.

Alguns meétodos alternativos tém sido desenvolvigasa a determinacdo da
atividade biologica dos venenos de serpentes, assimo para a avaliacdo da poténcia
de soros antiofidicos, a maioria baseada na neaattdbin vitro de efeitos especificos
dos venenos, como por exemplo, antiprocoagularitmeorotico, hemolitico ou efeitos
proteoliticos e citotdéxicos em cultivos celularda SILVA E BIER, 1982; WARRELL
et al, 1986; GUTIERREZ et al, 1988; LAING et al, 1992; GOWDA E
MIDDLEBROOK, 1993; GONI, VAISBERG E ZAVALETA, 1992ARAUJO et al,
1999; GIRONet al, 2005).

Também foram propostos métodos utilizando ovos eméddos (SELLS,
LAING E THEAKSTON, 2001), degradacao da gelatinalEGG et al, 1997),
hemaglutinagéo passiva e inibicdo da hemaglutinéBBRADHAN et al, 2007), ELISA
(THEAKSTON, 1983; RIALet al, 2006), SE-HPLC (PRICE Il E SANNY, 2007),
determinacdo e neutralizacdo da atividade enzimgp@ra o soro antiloxoscélico
(BARBARO et al, 2005; OLVERAet al, 2006).

Estas metodologida vitro podem ser classificadas em dois grupos:

1. Metodologias utilizadas para a pesquisa: témocaijetivo, investigar
mecanismos fisiopatologicos relacionados ao enamnento.

2. Metodologias utilizadas para fins regulatoriestas metodologias devem
ser relativamente simples e baseadas em reacOesifess e bem conhecidas que
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sejam apropriadas para uso em ensaios de rotittadarante o processo de producéo,
quanto para a liberagéo de lotes, ou outras aefmsanadas a Vigilancia Sanitaria.

Apesar da grande diversidade de metodologias pr@posienhum destes
meétodos foi submetido a um estudo de validacdotdreao modelo murino de
determinacao da poténcia de antivenenos.

Ensaiodn vitro s&o mais convenientes para a investigacéo desBaig®venenos
com mecanismos de acdo especificos do que os msodefo animais inteiros. Um
ensaioin vitro pode avaliar um processo fisiologico especificasra obrigatoriedade
de realizar ensaios em animais inteiros é basead@cessidade de quantificar o efeito
fisiopatolégico totalin vivo de um veneno ou a capacidade de um antiveneno em
neutralizar o efeito total do veneno. A farmacadogos venenos, assim como atividade
dos antivenenos, ainda nao é suficientemente cmlzheara permitir ensaida vitro
precisos o bastante para serem aceitos como aeneéSELLS, 2003).

Os venenos das serpentes da familia Viperidaeic@® ém metaloproteinases,
uma familia numerosa de enzimas proteoliticas dbp#as de zinco que exercem
multiplos efeitos deletérios, em nivel local, confemorragias (BORKOW,
GUTIERREZ E OVADIA, 1993; FRANCESCHIet al, 2000), mionecrose
(RUCAVADO et al, 1995), edema (GUTIERREZ E LOMONTE, 1995), for@magle
bolhas (RUCAVADO, NUNEZ E GUTIERREZ, 1998), ativac&lo complemento
(FARSKY et al, 2000), dermonecrose (GUTIERREZ E RUCAVADO, 2Q06)
atividades pro-inflamatorias (RUCAVADEX al, 2002). As metaloproteinases tambéem
atuam no nivel sistémico, provocando hemorragiagelacédo, defibrinogenacéo, e
inibicdo da agregacdo plaquetaria (KAMIGU&Y al, 1996). Estas enzimas também
facilitam a dispersdo de outros componentes do neendo local da picada
(GUTIERREZ E RUCAVADO, 2000; COSTAt al, 2002).

Um importante inibidor das metaloproteinases € tinBestat, um peptideo
mimético de baixo peso molecular, contendo um gtigooxamato responsavel pela
quelacdo do atomo de zinco no sitio ativo das mgtaleinases, assim inibindo a acéo
destas enzimas. Estudos de inibicdo das metalapmets de venenos de cobras
(SVMP, do inglés, Snake Venoms Metalloproteinases) Batimastat evidenciam que
as SVMP sdo os componentes mais importantes resmigs pela atividade
procoagulante do veneno Beasper Os efeitos locais induzidos pela metaloproteinase
hemorragica BaP1, do veneno @ asper foram completamente anulados pelo
Batismatat (ESCALANTEet al, 2000), assim como a extensédo do dano tecidaal lo
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induzido pelo veneno total dB. asper evidenciando a significancia do papel das
SVMP na patogenia da leséo local por este vened€ &Y ADO et al, 2000).

Estes resultados sugerem fortemente que um ems&itro que seja capaz de
quantificar a atividade proteolitica do veneno @oito e a capacidade do antiveneno
em neutraliza-lo, possa correlacionar com a detergdio da poténcian vivo em
camundongos, portanto, ser um forte candidato adoéalternativoin vitro para a

substituicdo dos ensaios murinos.
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JUSTIFICATIVA

O presente estudo esta dividido em trés etapas:

. A primeira se propde a avaliar o desempenho dnsaios para a
determinacdo da poténcia dos venenos botropicotélico pela determinacdo da L
e da poténcia dos soros antibotropico e anticomtdpela determinacdo da BRE
comparando os resultados obtidos pelo INCQS conohtglos pelos laboratérios
produtores, visando um diagndstico da situa¢cad dasadeterminagdes da poténcia dos
soros antibotrépico e anticrotalico utilizados madil.

II. A segunda se dedica ao estabelecimento de adéReferéncia Nacionais
(veneno botrdpico e crotalico e soro antibotropiecd determinacdo do seu perfil de
estabilidade. Tendo em vista que o estabelecintagt®s materiais de referéncia para o
controle da qualidade de soros antipeconhentosa@necidamente um instrumento
fundamental para a padronizacado destes ensaioa pgranitir a comparacao entre lotes
assim como comparacoes entre diferentes laboratdkialisponibilidade de um soro
antibotrépico de referéncia nacional, que expresg@téncia relativa em unidades
neutralizantes, serd importante na reducdo dag&ariantre os resultados obtidos em
diversos laboratorios, assim como serd fundamemaalavaliagdo comparativa de
metodologiasn vitro alternativas aos ensaios em camundongos, perméi@ressao
dos resultados obtidos por diferentes metodologiasima mesma unidade de medida
mantendo 0s mesmos valores minimos para a libetisilotes.

[l A terceira visa o0 desenvolvimento de uma metodia in vitro para a
determinacao colorimétrica da atividade citotéxdoaveneno d®. jararacaem ceélulas
VERO, assim como para a determinacao da poténcamoantibotropico pela inibicao
do efeito citotoxico em cultivos celulares. A olif@o de métodoén vitro para a
avaliacdo da poténcia de soros antipeconhentosiaéreicomendacdo da OMS, com o
objetivo de obter resultados mais confiaveis eadyiveis, reducédo de custos e bem
estar animal.

Este estudo busca fazer um diagnostico da situattéd da determinacdo da
poténcia do soro antibotropico e anticrotalico madd, assim como propor e avaliar
materiais de referéncia e metodologias alternativagcial (poténcia relativan vivo e
inibicdo da citotoxicidadén vitro), com o objetivo de melhor avaliar a qualidade dos

soros antipeconhentos utilizados no Brasil.
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II. OBJETIVOS

Avaliar a metodologia analitica oficial para etedminacdo da poténcia dos
venenos botrdpico e crotélico e dos soros antipatode anticrotalico.
Estabelecer e determinar a estabilidade de psdté referéncia nacionais para
veneno botropico, crotalico e soro antibotropicofager uma avaliacédo
preliminar do método da poténcia relativa.

Desenvolver metodologia analititavitro para a determinacdo da poténcia do
veneno botropico e do soro antibotropico, atraveésrettodo de inibicdo da

citotoxicidade.
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. PRIMEIRA ETAPA : AVALIACAO DA METODOLOGIA
ANALITICA OFICIAL PARA A DETERMINACAO DA POTENCIA
DOS VENENOS BOTROPICO E CROTALICO E DOS SOROS
ANTIBOTROPICO E ANTICROTALICO

ll.1. METODOS

1. Controle da Qualidade de Soros Antipeconhentos.

Todas as metodologias analiticas utilizadas parordrole da qualidade e
consequente liberacédo dos lotes de soros antiofidozam realizadas de acordo com as
Normas Oficiais Brasileirasmmunosera ad usum humanus Immunoserum
bothropicum publicadas pela Farmacopéia Brasileifaedicdo, fasciculo 5, parte Il
(BRASIL, 2004), detalhadas na Portaria n® 174 dedélnovembro de 1996 do
Ministério da Saude, que aprova as normas técdeasoducao e controle de qualidade
dos Soros Antiofidicos, Antitoxicos e AntirabicoRBSIL, 1996).

Os protocolos de determinacdo dasPle da DEy foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ (&ftravés do protocolo n°
0135/02.

2. Monografias da 4 edicéo, fasciculo 5, parte Il da Farmacopéia Bralgira

para o Soro Antibotrépico e Soro Anticrotalico.

2.1. Soros Hiperimunes Para Uso Humano Irfimunosera ad usum
humanum).

Os soros hiperimunes sdo preparacdes contendo gholnatinas purificadas, de
origem animal, que neutralizam especificamentenxxbacterianas, bactérias, virus ou
componentes toxicos do veneno de uma ou mais espéeianimais peconhentos. Um
conservante adequado pode ser adicionado e o prfidat é apresentado sob forma
liguida ou liofilizada. O produto liquido é limpidmcolor ou ligeiramente amarelado,
nao apresentando grumos ou particulas. O sordidamfo consiste de p6 branco ou
ligeiramente amarelado que, uma vez reconstit@dpliesenta as mesmas caracteristicas
das preparacdes liquidas. As imunoglobulinas paxfis sdo obtidas por tratamento
enziméatico e precipitacdo fracionada, ou por ouprasedimentos quimicos ou fisicos,

de plasmas de animais sadios imunizados com ogean especificos. Durante o
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processo de imunizacdo, 0s animais nao devem atadds com penicilina ou
estreptomicina.
Para assegurar a qualidade do produto nas divésisas de processamento,
devem ser realizadas as seguintes determinacdes:
= Cloreto de sédio - 0,70% a 0,90% (p/V).
* Fenol - No méximo 0,35% (p/V).
= Nitrogénio e proteinas - No maximo 0,3% (p/V) deagénio ndo protéico. No
maximo 15% (p/V) de proteinas.
= pH-6,0a7,0
»= Determinagédo de volume - Cumpre o teste.
= Sdlidos totais - No maximo 20%.
» Sulfato de amonio. No maximo 0,2% (p/V).
» Umidade residual (determinada quando o produtorésaptado sob a forma
liofilizada).
= Poténcia - E determinada de acordo com os procetiimeindicados nas
monografias respectivas.
= Pirogénio.
= Esterilidade.
A preparacdo é distribuida assepticamente em ampalafrascos-ampola. A
liofilizacdo do produto quando requerida deve assggconcentracdo de agua nao

superior a 3% do produto final.

2.1.1. Identificagéo.

Baseada na reac#o vitro de antigeno-anticorpo por imunodifusao dupla radial
(Ouchterlony. Observar a presenca de linha de precipitac@acteaistica da reacédo de
identidade entre os componentes analisados.

a) A determinacdo da poténcia em animais suscetipede ser utilizada para
identificacdo do produto, conforme descrito na ngpafla da amostra

correspondente.
2.1.2. Testes de seguranca bioldgica.

Esterilidade Cumpre o teste. Utilizar somente o método deafiio por

membrana, que deve ter porosidade nominal ndo maique 0,4mum.
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Pirogénios Cumpre o teste. Injetar 1 mL/kg e nao reutiliaaranimais usados
no teste. Nao é permitida pela Farmacopéia Bresilaideterminagédo de endotoxiiras
vitro, por testes como o LAL.

2.1.3. Determinacao da poténcia.
Proceder conforme descrito na monografia especHfidacultada ao produtor a
utilizagéo do resultado obtido no produto antesmiase.

2.2. Soro Antibotropico (mmunoserum bothropicum

O soro antibotrépico € solucdo que contém imunagiols especificas
purificadas, obtidas a partir de plasma de anirhgsrimunizados com antigeno do
géneroBothrops composto por venenos das serperethrops jararaca, Bothrops
jararacussu, Bothrops moojeni, Bothrops alternatBsthrops neuwiediCumpre as
especificac0es e testes prescritos na monografissates hiperimunes para uso
humano Contém em cada mililitro imunoglobulinas sufides para neutralizar, no

minimo, 5 mg de veneno de referéncicBdgararaca

2.2.1. Determinagdo da poténcia.
O ensaio de poténcia da amostra tem como objeteterminar a dose
neutralizante necessaria (Dose Efetiva 50%) pateger animais suscetiveis contra 0s

efeitos letais de uma dose fixa de veneno de raferé

Veneno de referénciamistura homogénea de venenos que representam a

distribuicdo geografica da espé8iejararaca Deve ser liofilizado e mantido a -20 °C.

O veneno é padronizado pela determinacéo da Ddake3096 (Dlso).

Determinacdo da Dig de veneno reconstituir a preparagao liofilizada de

veneno para determinada concentracdao p/V, com a&wldigiolégica 0,85% (p/V).
Efetuar diluicbes em progressao geomeétrica com smuodliluente, utilizando fator de
diluicdo constante, ndo superior a 1,5, e igualasdeolumes finais.

Inocular, por via intraperitoneal, volume de 0,5 mar camundongo de cada
diluicdo em grupos de, no minimo, 10 camundong@®stalbinos (machos ou fémeas)
de 18 a 22 g. Observar os animais até 48 horasaapasulacéo e registrar o nimero
de mortos em cada diluicdo. Calcular a splutilizando métodos estatisticos

comprovados (probitos, Spearman & Karber, transdgéo angular ou logitos). A faixa
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de resposta (porcentagem de mortes) deve estarreengida entre 10% e 90%,
formando a curva de regressdo que deve apresexiggao linear. Os limites de
confianca ndo devem ser amplos, indicando mellewigio do ensaio, quanto menores
forem os seus limites. Expressar o resultado enogriamas de veneno por 0,5 mL.

Determinacdo da poténcia do soefetuar diluicbes progressivas da amostra em

solucao fisiologica a 0,85% (p/V), utilizando fatte diluicdo constante, ndo superior a
1,5 de maneira que o volume final apés a mistura acdose desafio de veneno seja
idéntico em todos os tubos de ensaio. Reconsétdituir o veneno de referéncia com
solucéo fisiolégica 0,85% (p/V) e adicionar em céulzo volume constante, de modo
gue cada dose a ser inoculada por animal conte?ad Homogeneizar e incubar a
mistura a 37C por 60 minutos. Inocular, por via intraperitonealume de 0,5 mL por
camundongo, de cada mistura, em grupos de pelo sn@im camundongos albinos
suicos de 18 a 22 g. Observar 0os animais até 4& fagos a inoculacdo e registrar o
namero de vivos em cada mistura. Calcular a Dos&vaf50% (DEg) em microlitros,
utilizando métodos estatisticos ja citados antewote. A faixa de resposta
(porcentagem de sobrevivéncia) deve estar comprerdtre 10% e 90%, formando a
curva de regressao que deve apresentar relac@. li@s limites de confianca nao
devem ser amplos, indicando melhor precisdo doi@ngaanto menores forem seus

limites. Calcular a poténcia em miligramas por litidi, utilizando a equacao:

Poténcia (mg/mL) = Tv-1x DLsy do veneno

DEso

Onde: Tv = namero de DL50 utilizadas por camundongodose teste de
veneno.
O titulo da poténcia é expresso em miligramas aemne neutralizados por 1

mL da amostra.

2.3. Soro Anticrotalico fmmunoserum crotalicun.

O soro anticrotalico é uma solucdo que contém imglebolinas especificas
purificadas, obtidas a partir de plasma de anirhgerimunizados com veneno de
Crotalus durissusCumpre com as especificacdes e testes presoatosonografia de
Soros Hiperimunes para uso humano. Contém em calilaronimunoglobulinas
suficientes para neutralizar, no minimo, 1,5 mgeleeno de referéncia d& durissus

terrificus.
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Os testes para identificacdo, caracteristicas,i@ngesico-quimicos, testes de
seguranca bioldgica, determinacdo dasde veneno e determinacdo da poténcia do
soro anticrotalico devem ser executados confornserile em Caracteristicas na
monografia de Soros hiperimunes para uso humano“®eterminacédo da poténcia do

soro” na monografia de soro antibotrdpico.

3. Procedimentos Operacionais Padronizados para atérminagéo da Dose
Letal 50% (DL so) e da Dose Efetiva 50% (DE).

Todas as determinacdes daspk da Dk, foram realizadas de acordo com os
Procedimentos Operacionais Padronizados (POP’sCQBI n® 65.3440-006 -
Determinacdo da dose letal 50 dos vendbmgalus durissus terrificug deBothrops
jararaca — in vivo, n°® 65.3440-004 - Ensaio de poténciapasoro antibotrépico - in
Vivo e n° 65.3440-004 - Ensaio de poténcia pa@® anticrotalico-in vivo.

Estes POP’s descrevem minuciosamente todas as setdpaexecucéo,
interpretacdo e registro dos resultados e est@oalelo com o descrito na Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 2004).

3.1. Determinagdo da Dose Letal 50% do veneno derotalus durissus

terrificus e Bothrops jararaca—in vivo.

3.1.1. Procedimentos.

a) Utilizar camundongos suicos albinos de qualgego, pesando entre 18 e
229, fornecidos pelo Biotério Central da FIOCRZ. @&smais foram abrigados em
gaiolas plasticas com tampas de ac¢o inoxidavelneaade maravalha autoclavada, os
animais foram mantidos sob condi¢bes ambientaisaadas (temperatura de 23 £C
2 °C, umidade relativa de aproximadamente 70% @péviodo com ciclos de oito
horas.

b) O veneno de referéncia BRABOT, que é fornecidio nstituto Butantan
em frascos com aproximadamente 30 mg de venenlizhadbd foi reconstituido com 30
mL de salina a 0,85% e homogeneizado, evitandonaaigho de espuma.

c) Todo o procedimento de diluicdo de veneno falizado em capela de
exaustao.

d) Foram feitas cinco diluicbes do veneno com aair),85%, utilizando um

fator de diluicdo constante de 1,2 (Tabelas 5 e 6).
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e) De cada diluicdo foram inoculados 10 camundonigo$8 a 22 g com 0,5
mL por via intraperitoneal (IP).

f) Os camundongos inoculados foram colocados enxasaiadequadas,
identificadas conforme fichas padronizadas.

g) Os camundongos foram observados com 24 h e 48odos os
procedimentos e o numero de animais vivos sobotabde inoculados foram anotados
em protocolo padronizado.

h) Os animais sobreviventes foram sacrificados &maca de C®

Tabela 5: Esquema de diluicdo do veneno botrépico.

Tubo ug de veneno | Solugéo de venerjo Salina
por camundongp  (1mg/mL) (mL)

1 62,2 0,74 mL 5,26

2 51,8 0,43 mL 5,38

3 43,2 0,51 mL 5,49

4 36,0 0,43 mL 5,57

5 30,0 0,36 mL 5,64

Tabela 6: Esquema de diluicdo do veneno crotalico.

Tubo ug de veneno | Solucédo de veneno Salina
por camundongp  (10ug/mL) (mL)

1 3,37 4,05 mL 1,95

2 2,25 2,70 mL 3,30

3 1,50 1,80 mL 4,20

4 1,00 1,20 mL 4,80

5 0,67 0,80 mL 5,20

3.1.2. Critérios para aceitacdo do ensaio.

a) A DLsp do veneno deve estar dentro dos limites de cagdidp = 0,95)
compreendidos entre 50 e 200% do valor nominaleth@no de referéncia.

b) Os animais utilizados no ensaio devem sobrevpreporcionalmente a
quantidade de veneno presente na diluicéo.

c) A faixa de resposta (porcentagem de sobreviagnaleve estar
compreendida entre 10 e 90%, formando a curva geesgdo que deve apresentar

relacédo linear (p> 0,05).
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3.1.3. Calculos.
A determinacdo da Db do veneno botropico foi realizada pelo teste
estatistico de Probitos (FINNEY, 1971) utilizandmgrama fornecido pela OMS
(WHOPROG).

3.2. Ensaio de poténcia para o0 soro antibotropicoin vivo.

3.2.1. Procedimentos.

a) Foi feita uma mistura da amostra a ser tesjadgando trés ampolas do
mesmo lote. Quando diferentes lotes foram provéesedo mesmo granel (sub lotes),
foi realizada uma mistura representativa de todosub lotes. Quando o lote era
composto por até trés sub lotes, foi feita umaurastom duas ampolas de cada sub
lote e quando o lote era composto por mais destriddotes a mistura foi realizada com
uma ampola de cada sub lote.

b) O Veneno Botrépico de Referéncia foi ressuspkndidicionando-se 1 mL
de salina ao frasco original do veneno, aguardouiseo minutos a temperatura
ambiente e homogeneizou-se até a completa dissotidiofilo. O volume final da
solucéao foi entdo ajustado para 30 mL (1mig).

c) Foram adicionados em tubos de ensaio a salimaistura do soro e o
veneno de referéncia de acordo com o esquema weadila seguir (fator de diluicao
1:1,3). Cada animal recebeu 54gdo veneno de referéncia (Tabela 7).

d) A mistura foi homogeneizada e incubada a 376t(Gp minutos.

e) Os camundongos foram pesados e utilizados senagjeles com 0 peso
entre 18 e 22 gramas.

f) Os animais foram inoculados com 0,5 mL pela FWaem grupos de oito
camundongos.

g) Os animais foram acomodados em gaiolas idemtifis com fichas
padronizadas.

h) A leitura foi realizada com 24 e 48 horas, andtase o numero de animais
vivos sobre o total de animais inoculados.

i) Os animais sobreviventes foram sacrificados @mara de C®
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Tabela 7: Esquema de diluicdo do soro antibotrépico

Salina Soro Veneno
(1 mg/mL)

2,70 mL 0,50 mL 2,8 mL
2,82 mL 0,38 mL 2,8 mL
2,91 mL 0,29 mL 2,8 mL
2,98 mL 0,22 mL 2,8 mL

Observacéo: para cada ensaio de determinacdo éac@otdo soro antibotropico foi
realizada em paralelo uma determinagéo dg)[db Veneno Botrépico de Referéncia.
Todo o procedimento de diluicdo de veneno foi zealo em capela de exaustéo.

3.2.2. Critérios para aceitacdo do ensaio.

a) A DLspdo veneno de referéncia deve estar dentro dogesmde confianca,
estabelecidos quando da determinacéo dg 8. veneno de referéncia.

b) O limite de confianca (p = 0,95) deve estar caapdido entre 50% e
200% da poténcia estimada.

c) Os animais utilizados no ensaio de soroneudigdia devem sobreviver
proporcionalmente a quantidade de soro presentdilo&des.

d) A faixa de resposta (porcentagem de sobreviagnaleve estar
compreendida entre 10 e 90%, formando a curva geesgdo que deve apresentar
relacédo linear (p > 0,05).

e) Para a realizacdo do calculo daspéieve ser utilizado o calculo de, pelo
menos, trés diluicbes consecutivas, sendo que @ @los protege 50% deve estar no

intervalo compreendido entre a maior e a menoigditudo ensaio.

3.2.3. Célculo da Dkg.
O valor da Dk foi calculado utilizando-se o meétodo estatisticabRos
(FINNEY, 1971).
A poténcia do soro foi expressa em mg de veneuntralzado por 1 mL de soro,
segundo a formula preconizada pela Farmacopéidldéras

Poténcia (mgmL) = (TV-1) (DL 59
DEso

Onde: TV = Numero de Dk inoculadas por animal.

43



3.2.4. Interpretacédo dos resultados.
O produto foi considerado satisfatério quando &mpwa foi, no minimo, igual a
1,5 mgmL.

3.2.5. Critérios para repeticdo de ensaios.

a) Em caso de ensaio invalido, o ensaio foi repedig se obter um resultado
valido.

b) Em caso de amostra com resultado insatisfatorensaio foi repetido por
no maximo mais duas vezes. Foi considerado comuiads final, a média ponderada
dos dois ou trés ensaios realizados.

c) Caso os resultados mais préximos nao tenhamdtifenais do que 25%, os
resultados foram aceitos. Caso os resultados méisnms tenham diferido mais do
que 25%, os resultados ndo foram aceitos e foiamhéc uma investigacdo sobre o
ocorrido. Apos a conclusdo da investigacdo e ddemmgntacdo das acdes corretivas

necessarias o ensaio foi novamente repetido.

3.3. Ensaio de poténcia para o soro anticrotalicoin vivo.

3.3.1. Procedimentos.

a) Foi feita uma mistura da amostra a ser tesfadé&ando trés ampolas do
mesmo lote. Quando diferentes lotes foram provéesedo mesmo granel (sub lotes),
foi realizada uma mistura representativa de todosub lotes. Quando o lote era
composto por até trés sub lotes, foi feita umaurastom duas ampolas de cada sub
lote e quando o lote era composto por mais destri@dotes a mistura foi realizada com
uma ampola de cada sub lote.

b) A mistura de soros foi diluida a 1:10 em saljbanL de soro + 9 mL de
salina).

c) O Veneno Crotalico de Referéncia foi ressuspndidicionando-se 1 mL
de salina ao frasco original do veneno (10/mig, aguardou-se cinco minutos a
temperatura ambiente e homogeneizou-se até a damgiesolucdo do liofilo. A
solucdo do veneno de referéncia (10/mg foi entdo diluido a 1:100 (0,1 mide
veneno + 9,9 mL de salina).

d) Foram adicionados em tubos de ensaio a salimaisara do soro e o
veneno de referéncia de acordo com o esquemaueadila seguir (fator de diluicdo

1:1,5). Cada animal recebeu 54gdo veneno de referéncia.
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e) A mistura foi homogeneizada e incubada a 3701 & minutos.

f) Os camundongos foram pesados e utilizados s@requeles com 0 peso
entre 18 e 22 gramas.

g) Os animais foram inoculados com 0,5 mL pelalRizam grupos de oito
camundongos.

h) Os animais foram acomodados em gaiolas idesmdifis com fichas
padronizadas.

i) A leitura foi realizada com 24 e 48 horas, andtase o numero de animais
vivos sobre o total de animais inoculados.

j) Os animais sobreviventes foram sacrificados @mara de C®

Tabela 8: Esquema de diluicdo do soro anticrotalico

Salina Soro Veneno
(1 mg/mL)

4,59 mL 0,53 mL 0,88 mL
4,77 mL 0,35 mL 0,88 mL
4,89 mL 0,23 mL 0,88 mL
4,96 mL 0,16 mL 0,88 mL
5,02 mL 0,10 mL 0,88 mL

Observacéo: para cada ensaio de determinacdo éac@otdo soro antibotropico foi
realizada em paralelo uma determinagéo dgy[db Veneno Botrépico de Referéncia.
Todo o procedimento de diluicdo de veneno foi zadld em capela de exaustédo

3.3.2. Critérios para validacéo do ensaio; célculda DEso; interpretacdo dos
resultados e critérios para repeticdo de ensaios.
Os procedimentos para todos estes itens foramadak como descrito em 3.2.2;
3.2.3;3.24 e 3.2.5.

3.4. Avaliagao da precisédo inter ensaios (repetililade) das determinacdes
de DLso dos venenos botrdpico e crotalico.

Para cada ensaio de poténcia rotineiro, um ensaidld, foi realizado em
paralelo como um controle positivo para as detegigiias de Di.

A preciséo interensaios (repetibilidade) das ddateagdes da Diy dos venenos
botropico e crotélico foi avaliada através da deteacdo do Coeficiente de Variagédo
(CV) entre uma série de determinacdes independatedPls; dos venenos de

referéncia realizadas no INCQS, e refletem asatitess condi¢cdes do laboratério (dias,
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técnicos, etc.) durante a realizacdo dos ensai@3V @i calculado usando a seguinte

féormula:

CV = desvio padraox 100

média

O teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) foi aplicadogtestar se a caracteristica
estudada da amostra é oriunda de uma populacaddistribuicdo normal. O teste é
baseado na maior diferenca absoluta entre a fregli&ctumulada observada e a
estimada pela distribuicdo normal. Um K-S = 1 cponde a uma distribuicdo
perfeitamente normal (SOKAL E ROHLF, 1997).

3.5. Avaliacdo da precisdo interlaboratorios (reprdutibilidade) das
determinacdes de Dky do Veneno Botrépico de Referéncia BRABO/DS.

A precisao interlaboratérios (reprodutibilidade)pessa a variacdo entre
laboratorios através de estudos colaborativosiatteratoriais e foi avaliada pelo CV.

Todos os trés laboratérios produtores nacionaisldGRQS participaram deste
estudo.

Cada laboratério realizou pelo menos cinco deteagiias validas da R do
Veneno Botropico de Referéncia BRABMO% de acordo com as recomendacgfes da
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2004). Cada lakmratseguiu o seu proprio POP.
Os dados brutos foram enviados para o INCQS pargébse estatistica. O método de

Probitos foi utilizado para a determinagéo dosnesale Dlg.

3.6. Avaliacdo da precisdao interlaboratorios (reprdutibilidade) das
determinacdes de poténcia de lotes comerciais de r@o Antibotropico e
Anticrotélico.

Os resultados da poténcia dos soros antibotropiemtierotalico obtidos no
INCQS foram comparados com os resultados obtidéss daboratérios produtores,
conforme o valor declarado no protocolo de prodwgéontrole.

Os resultados obtidos pelo INCQS e pelos produforasn comparados, com o
objetivo de avaliar tanto a diferenca absoluta tpam correlacdo de Pearson. O
coeficiente de correlacdo produto-momento (maishecio como correlacdo de

Pearson) € a medida de correlacdo mais comumeitizadd, ela reflete o grau de
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relacdo linear entre duas variaveis. Ela varia de & — 1. Uma correlacédo de + 1
significa que existe uma relagéo linear positivdgi& entre as variaveis.

A reprodutibilidade dos valores da poténcia obtigmdo INCQS e pelos
produtores foi avaliada comparando-se somente umkacto realizada por cada
laboratorio pela correlacdo de Pearson, porém tamlegando em conta que para
ensaios soroldgicos uma diferenca de até o dobravefiacdes interlaboratoriais para
uma mesma amostra tem sido amplamente aceita ( WOODRHAM, 1980; REED,
LYNN E MEADE, 2002).

Durante este trabalho cada laboratorio foi idesgdo por um cddigo

randomicamente estabelecido.

3.7. Frequéncia de ensaios invalidos.

Os ensaios foram considerados validos quando camprom o0s requisitos da
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2004) que estalmeléCalcular a DL50 utilizando
métodos estatisticos comprovados (probitos, SpearaKarber, transformacgéo
angular ou logitos). A faixa de resposta (porcezmagde mortes) deve estar
compreendida entre 10% e 90%, formando a curvaegessao que deve apresentar
relacdo linear. Os limites de confianca n&o devem anplos, indicando melhor
precisdo do ensaio quanto menores forem os seiutedinkExpressar o resultado em
microgramas de veneno por 0,5 mL. Os critérios paravalidacdo dos ensaios de
poténcia dos venenos botrépico e crotalico est&uriles em 3.1.2 e para 0S S0ros

antibotrépico e anticrotalico estdo descritos exi23.
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l11.2. RESULTADOS

1. Reprovacéo de amostras analisadas.

No periodo compreendido entre janeiro de 2000 erdbm de 2006 foram
analisados 619 lotes de antivenenos, sendo oits lotprovados (1,29%). Quatro
Antibotropicos, trés por pirogénio e um por analie protocolo (concentracdo de
NaCl), trés Antibotropico-Laquético-Crotalico ponédise de protocolo (amostragem
para o teste de esterilidade <+ e um Antiloxoscélico também por andlise de
protocolo (falta de informac¢des no protocolo doagmsle esterilidade). Destes oito
lotes considerados insatisfatorios os trés lotpovados por pirogénio (0,48%) foram
recolhidos, destruidos e repostos pelos produtores.

Devido a indisponibilidade de venenos de referéadidCQS somente realizou
0S ensaios de poténcia para 0s soros antibotré@particrotalico, o que corresponde a
485 lotes, ou seja, 78,23% de todos os lotes adalss

Durante este periodo, nenhum lote de soro antipictyéou anticrotalico foi

reprovado pelo ensaio de poténcia.

2. Avaliacao da precisao interensaios (repetibilid#e) das determinagdes de
DL 5.

O veneno botropico de referéncia BRABOZ foi titulado 36 vezes entre 2000
e 2003 apresentando um CV geométrico (gCV) de 6,505 resultados obtidos
apresentaram uma distribuicdo normal, com um Ke®81 (Figura 9).

O veneno botropico de referéncia BRABO3 foi titulado 52 vezes entre 2003
e 2006 apresentando um CV geométrico (gCV) de ¥8,10s resultados obtidos
apresentaram uma distribuicdo normal, com um Ke&/£7 (Figura 10).

O veneno crotélico de referéncia BRACRQT foi titulado 64 vezes entre 2000
e 2006 apresentando um CV geométrico (gCV) de 86,3@ariando de 13,86% em
2000 para 38,41% em 2006, possivelmente devidoaaperda de estabilidade durante
este periodo. Os resultados obtidos apresentarardigtnibuicdo normal, com um K-S
= 0,768 (Figura 11 e Tabela 9).

O veneno crotalico de referéncia BRACROZ foi titulado 11 vezes em 2006
apresentando um CV geométrico (gCV) de 17,36%esgltados obtidos apresentaram

uma distribuicdo normal, com um K-S = 0,996 (FigL23.
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Figura 9. Representagcdo gréfica da avaliagdo déngiat do Veneno Botrépico de
Referéncia lote 4 (BRABQU4) entre 2000 e 2003. gCV = 16,57% e K-S = 0,991.
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Figura 10. Representagcdo grafica da avaliacdo tBngia do Veneno Botropico de
Referéncia lote 5 (BRABQU5) entre 2003 e 2006. gCV =13,17% e K-S =0,717.
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Figura 11. Representacdo grafica da avaliacdo tBnga do Veneno Crotalico de
Referéncia lote 1 (BRACRQU1) entre 2000 e 2006. gCV = 31,82% e K-S = 0,768.

Tabela 9. Coeficiente de Variagdo Geométrico (gfafp as determinacdes da poténcia

do Veneno Crotalico de Referéncia BRACRQM entre 2000 e 2006.

Ano 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Titulo Médio 1,66 1,71 1,52 2,23 2,02 2,02 1,51
Desvio Padrao 0,23 0,38 0,49 0,3 0,5 0,52 0,58

gCVv 13,86 | 22,22 32,24 16,14 26,2 25,74 38,41
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Figura 12. Representacdo grafica da avaliacdo tBnga do Veneno Crotalico de
Referéncia lote 2 (BRACRQU2) em 2006. gCV = 17,36% e K-S = 0,996.

Estes resultados representam, em termos de emsalidgicos, um desempenho
muito bom, considerando-se que um CV de até 20% iparnoensaios como ELISA é
um valor aceitavel (van der ARé&t al, 2000) e um CV maior de 50% pode ser obtido

em ensaios com o uso de animais e células comtaigb@VHO, 1997).

3. Avaliacdo da precisdo interlaboratorial (reproduibilidade) das
determinagdes da poténcia de Veneno Botropico de feegncia BRABOT/05.

O INCQS realizou cinco determinacdes (consideradas validas) da poténcia
do Veneno Botrépico de Referéncia BRABI, obtendo uma poténcia média de

47,85u0/0,5mL e um CV intralaboratorial de 7,96%.
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O laboratorio “A” realizou oito determinacdes vakd para BRABO/DS5,
obtendo uma poténcia média de 33,80,5mL e um CV intralaboratorial de 7,48%.

O laboratorio “B” realizou oito determinagBes vakd para BRABOIDS5,
obtendo uma poténcia média de 33,6/0,5mL e um CV intralaboratorial de 10,88%.

O laboratorio “C” realizou cinco determinacfes #ai para BRABOIDS,
obtendo uma poténcia média de 4188,5mL e um CV intralaboratorial de 10,71%.

Os resultados obtidos pelos laboratérios partitggarmostraram uma boa
precisdo das determinacfes desPcom um CV de 16,76% entre os diferentes
laboratorios, que também apresentaram uma boas@cetiterensaios (repetibilidade)
gue variou entre 7,48% e 10,88% (Tabela 10). Odtesos detalhados deste estudo
estdo apresentados no anexo Il (relatério final eddudo colaborativo para o

estabelecimento do lote n° 05 do Veneno BotropecBeferéncia Nacional).

Tabela 10: Valores de R4.e Coeficiente de Variacdo para BRABI3, obtidos pelos

diferentes laboratorios participantes do estudalbmohtivo interlaboratorial:

Laboratorio | Média das Dko ug/0,5mL| CV
(desvio padrao)
A (n=8) 33,20 ¢ 2.49) 7,48%
B(n=8) 33,67 (& 3.75) 10,88%
C(n=5) 41,37 & 4.90) 10,71%
INCQS(n =5) 47,85 (& 4.09) 7,96%
Interlaboratorial 39,07 & 6,29) 16,76%

4. Avaliagdo da precisdo interlaboratorial (reproduibilidade) das
determinacdes da poténcia de formulacdes comerciaie Soros Antibotrépicos e
Anticrotélicos.

Todas as amostras de soros antibotropico e ardicm@valiadas apresentaram
uma variacao entre laboratorios menor do que ood@mtre os resultados obtidos pelo
INCQS e pelos produtores (dados ndo apresentadosg)je € considerado como
aceitavel. (WOOD e DURHAM, 1980; REED, LYNN E MEADE002).

Apesar do fato de nenhuma das amostras de sorbotmafiico e de soro
anticrotalico ter apresentado uma diferenca maier@dobro, a correlacdo de Pearson

entre o INCQS e os laboratérios produtores, de waongeral, foi bastante baixa.
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Os resultados da correlacéo de Pearson podemtsgre@tados como fraca (r <
0,20), regular (r = 0,21 — 0,40), moderada (r 46;90,60), boa (r = 0,61 — 0,80), muito
boa (r = 0,81 — 0,90) ou excelente (r = 0,91 - )I(BERZOG, et al, 2004).

Para as determina¢cfes da poténcia do soro anpicirdno periodo de 2000 a
2006, a correlacao entre o INCQS e todos os latmwatprodutores foi de 0,286 o que
é considerada uma correlacdo regular (HERZ&@, 2004) (Tabela 11, Figura 13).
Entre o INCQS e os laboratérios “A” e “C” foi del@, o que é considerada uma
correlacéo fraca (Figuras 14 e 16). Porém a caé@el@ntre o INCQS e o laboratério
“B” foi de 0,516 o que pode ser considerada umeetagdo moderada. (Figura 15).

Também podemos observar que estas correlagfesavariie ano para ano. Para
o laboratorio “A”, que durante o periodo de 2002086 apresentou uma correlacao
fraca (0,140), no ano de 2002 apresentou uma agQéelboa (0,782) e logo no ano
seguinte (2003) uma correlacdo negativa (- 0,10Inoeultimo ano do estudo,
apresentou uma correlagao regular (0,314).

O laboratorio “B” que apresentou uma correlacacsicterada moderada (0,516)
no periodo de 2000 a 2006, apresentou uma coroefeg@a em 2001 (0,175), regular
em 2003 (0,293), moderada em 2000 e 2002 (0,4291¢ Oespectivamente), boa em
2006 (0,779) e muito boa em 2004 e 2005 (0,818230espectivamente).

O laboratério “C” que durante o periodo de 20000862 apresentou uma
correlacéo fraca (0,140), apresentou uma correlaagéa no ano de 2001 (0,014), uma
correlagdo negativa em 2002/03 (-0,176), regular 2804 e 2005 (0,372 e 0,337
respectivamente) e moderada (0,502) em 2000 (Takgla

Tabela 11. Correlacdo de Pearson das determinagéepoténcia para 0 SOro

antibotropico entre o INCQS e os laboratorios ptodis entre 2000 e 2006.

Laboratorio| 2000/06 2000 2001 2002 2003 2004 2p0®O62
A 0,140 | 0,018 0,39% 0,782 -0,101 0,251 0,126 0,314
B 0,516 | 0,429 0,17% 0,517 0,293 0,823 0,818 0,779
C 0,141 | 0,502 0,014 -0,176* 0,372 0,337 -
Total 0,286 | 0,160 0,084 0,545 0,106 0,370 0,p18 74,4

* = Devido ao pequeno numero de amostras do lafediC” em 2000 e 2003, um
anico valor de correlacéo foi calculado para estéopo.
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Figura 13. Avaliacdo da precisao interlaboratdqrigprodutibilidade) das determinacdes
da poténcia de formula¢cées comerciais dos sorobaditpicos entre o INCQS e os
Laboratérios Produtores. Apresenta uma correlagd®eahrson igual a 0,286 o que é

considerada uma correlacéo regular.
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Figura 14. Avaliacdo da precisao interlaboratqrgprodutibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sorabotiitpicos entre o INCQS e o
Laboratoério “A”. Apresenta uma correlacdo de Peaigaal a 0,14 o que € considerada

uma correlagao fraca.
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Figura 15. Avaliacdo da precisao interlaboratqreprodutibilidade) das determinacdes
da poténcia de formula¢cées comerciais dos soraboaripicos entre o INCQS e o
Laboratério “B”. Apresenta uma correlacdo de Pearggual a 0,516 o que é

considerada uma correlacdo moderada.
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Figura 16: Avaliacdo da precisao interlaboratqri@brodutibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sorabotiitpicos entre o INCQS e o
Laboratério “C”. Apresenta uma correlacao de Peaigoal a 0,14 o que € considerada

uma correlagao fraca.

Para o soro anticrotalico foi observada uma cagéelafraca (-0,003) entre o
INCQS e os laboratorios produtores (Tabela 12 earkid7). Entre os laboratorios “A”
e “B” (Figura 18 e 19) foi determinada uma corréatacfraca (-0,077 e 0,004

respectivamente) e uma correlacéo regular (0,23%8)claboratério “C” (Figura 20).
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Para o laboratoério "A” foi encontrada uma corretag&gativa nos anos de 2000
(-0,036), 2001 (-0,091), 2002 (-0,118) e 2003 @0)2 passando a regular em 2004
(0,384), 2005 (0,325) e 2006 (0,249).

O laboratorio “B” apresentou uma correlacédo regatar2000 (0,343), negativa
em 2001 (-0,091), 2002 (-0,385) e 2003 (-0,400)aed no periodo de 2004 a 2006
(0,062).

O laboratério “C” apresentou uma correlagdo negatim 2000 (-0,657) e 2002
(-0,170), uma correlacao fraca em 2003/04 (0,085ha correlacdo muito boa em 2001
(0,831) (Tabela 12).

Tabela 12: Correlagdo de Pearson das determinagéegoténcia para 0 SoOro
anticrotalico entre o INCQS e os laboratérios ptorkas entre 2000 e 2006.

Laboratorio| 2000/0¢6 2000 2001 2002, 2003 2004 20D2006
A -0,077 | -0,036| -0,554| -0,118 -0,230 0,384 0,8@249
B 0,004 0,343 -0,091] -0,385 -0,400 0,062*
C 0,235 -0,657 0,831 -0,170 0,085 --- ---
Total 0,002 0,071 0,150, 0,106 -0,014 -0,073 0,drF44

* = Devido ao pequeno numero de amostras do latmodB” em 2004, 2005 e 2006 e
para o laboratoério “C” em 2003 e 2004, um Unicowdle correlacéo foi calculado para
estes periodos.
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Figura 17: Avaliacdo da precisao interlaboratqr@produtibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sorasratdlicos entre o INCQS e os
Laboratérios Produtores. Apresenta uma correlagdPeahrson igual a -0,003 o que é

considerada uma correlacgéo fraca.

57



e A
ZM o
— Titulo minimo

[ e O L S S e e e e e A B e L e B e e e e S AR A

| M IO N~ O «H M . N~ O I M | N~ O
I o4 —+H —+d d4 N N N N

Titulo

- M O N~ O
M M O Mo o™

Amostra

Figura 18: Avaliacdo da precisao interlaboratqr@produtibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sordsratdlicos entre o INCQS e o
Laboratério “A”. Apresenta uma correlacdo de Pearsgual a -0,077 o que é

considerada uma correlacéo fraca.
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Figura 19: Avaliacdo da precisao interlaboratqr@produtibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sordsratdlicos entre o INCQS e o
Laboratério “B”. Apresenta uma correlacdo de Pearggual a 0,004 o que é

considerada uma correlacgéo fraca.
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Figura 20: Avaliacdo da precisao interlaboratqr@produtibilidade) das determinacdes
da poténcia de formulacbes comerciais dos sordsratdlicos entre o INCQS e o
Laboratério “C”. Apresenta uma correlacdo de Peargpual a 0,235 o que €

considerada uma correlagéo regular.

5. Incidéncia de ensaios invalidos.

Os ensaios para a determinacdo da poténcia dosogde referéncia (BL) e
dos soros antibotropico e anticrotalico ggEsdo considerados validos quando estdo de
acordo com os parametros descritos na Farmacopésldia (BRASIL, 2004). De
acordo com estes critérios, um numero significatieodeterminacfes de Ble Dk
foi considerado invalido no INCQS, principalmen&vidio a falta de linearidade, que
ocorre quando néo existe relacao direta entre @ desreneno ou de antiveneno e 0s
indices de letalidade ou sobrevivéncia. Outra cdogaortante de invalidacdo de
ensaios é quando os valores de 50% de morte oeicAmnao estdo presentes entre a
menor e a maior dose utilizada.

A incidéncia de ensaios de DL50 invalidos varioutr&en19% para
BRACROT/01, 21,7% para BRABOT/04 e 22,7% para BRABIB (dados nao
mostrados). A incidéncia de ensaios dgdvalidos no INCQS foi extremamente alta
alcancando 45% para o soro antibotropico e 43,8%a ma soro anticrotalico.
Considerando que o INCQS realiza uma determinagé&olg,, como controle positivo
em todos os testes, véarias determinacgfes dg fDEam invalidadas ndo por problemas
no teste da D, mas devido a invalidacdes nas determinacdes ga DL

E importante observar que no periodo estudado (20@006), para 0 soro
antibotrépico, 55% das amostras foram liberadas apdalizacdo de um ensaio, 30%
liberadas apds dois ensaios, 9% apos trés eng&toapds quatro ensaios, 3,5% apoés 5
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ensaios e uma amostra necessitou de sete ensaies albter um ensaio valido. Para o

soro anticrotalico 29,21% das amostras foram ldesaapds dois ensaios e 14,61%

apos trés ensaios. Apesar de a incidéncia deosnisaialidos ser praticamente idéntica

para 0s soros antibotropico e anticrotalico, corflo4b 43,82% respectivamente, foi

observada uma maior frequéncia de repeticbes psoaocantibotropico, onde 15% das

amostras necessitaram de trés ensaios ou maigjparse obtivesse um ensaio valido
(Tabelas 13 e 14).

Tabela 13: Frequéncia de ensaios invalidos na rdetacdo da poténcia de soro

antibotrépico no INCQS.

. . Uma Duas Trés Quatro Cinco Seis Total de
Ano | Amostras| Validos | Invalidos L L L L L L )
Repeticdg Repeticdes Repeticdes Repeticdes Repeticdes Repeticdes Ensaios
18 12 09 03
2000 30 0 0 0 0 45
(60,0%) | (40,0%) | (30,0%) | (10,0%)
17 13 11 02
2001 30 0 0 0 0 45
(56,7%) | (43,3%) | (36,7%) | (6,6%)
07 02 02
2002 09 0 0 0 0 0 11
(77,8%) | (22,2%) | (22,2%)
15 10 10 01 01
2003 27 0 0 0 43
(55,5%) | (37,1%) | (37,1%) | (3,7%) (3,7%)
17 09 09 05 03
2004 34 0 0 0 62
(50,0%) | (26,5%) | (26,5%) | (14,7%) (8,8%)
18 21 13 01 01 06
2005 39 0 0 81
(46,1%) | (53,9%) | (33,3%) | (2,6%) (2,6%) (15,4%)
18 13 06 06 1
2006 31 0 0 0 55
(58,1%) | (41,9%) | (19,4%) | (19,4%) (3,1%)
110 90 60 18 04 07 1
Total 200 0 342
(55,0%) | (45,0%) | (30,0%) | (9,0%) (2,0%) (3,5%) (0,5%)
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Tabela 14: Frequéncia de ensaios invalidos na rdetacdo da poténcia de soro

anticrotalico no INCQS.

Ano | Amostrag Validos | Invalidos | eL;Jrenti;éo RelggggﬁesTotal de Ensaios
2000/ 16 (56(,)295%) (43(,)775%) (120,523%) (31?55%) %
2001 22 (681,2%) (3]?;%) (3]?;%) ° 29
2002| 12 (7508% ) (250, S | (162 3%) (8,031%) 16
2003| 15 (53?,2%) (4((5),77%) (339,2%) (13?’2%) i
2004 10 (400,3%) (68,8%) (48,3%) (238%) ”
2005 07 (12,%%) (850,673%) (710,3%) (1‘%%) -
2006| 07 (570,1%) (420,3%) (14?,515%) (2&?’2%) -
Total 89 (56,5108%) (43?5?2%) (29,2261%) (14:,L§l%) 141
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111.3. DISCUSSAO

Na primeira etapa deste trabalho foi realizada aliagdo da metodologia
analitica oficial para a determinagcéo da poténog\denenos Botropico e Crotalico de
Referéncia e das formulacbes comerciais dos sotds#aopico e anticrotalico. Desde
1959 e até a ultima revisdao em 2004 a Farmacopésil&ra descreve as metodologias
analiticas para a liberacdo dos lotes de soropegainhentos (BRASIL, 1959 e 2004).
Em 1996, o Ministério da Saude do Brasil publicolPartaria n°® 174 de 11 de
novembro, que aprovou as normas técnicas de prodagntrole de qualidade dos
Soros Antiofidicos, Antitoxicos e Antirabico (BRASI1996).

A partir de uma decisdo do Ministério da Saudegdeld®87 o INCQS realiza os
ensaios previstos pela Farmacopéia Brasileira eostos lotes de antivenenos antes da
liberacdo para distribuicdo e uso. No periodo estodcompreendido entre 2000 e
2006, foram analisados pelo INCQS 619 lotes dessantipeconhentos. Neste periodo
oito lotes foram considerados insatisfatorios (Rarés por pirogénio (0,48%) e cinco
por andlise de protocolo (0,81%). Estes cinco Japsesar de insatisfatérios pela analise
de protocolo, foram aprovados nos ensaios realizawo INCQS e liberados para
distribuicdo apdés o INCQS, a ANVISA (Autoridade Maml Regulatoria) e o
Ministério da Saude concluirem que, apesar deigfistiirios pela analise de protocolo
(concentracdo de NaCl, amostragem para o testestdelidade < 0,4n e falta de
informacgdes no protocolo do ensaio de esterilidasktgs lotes eram apropriados para o
consumo humano. Os trés lotes reprovados por pir@g®,48%) foram recolhidos,
destruidos e repostos pelos produtores.

Devido a indisponibilidade de venenos de referérciBtNCQS somente realiza
0s ensaios de poténcia para os soros antibotr@ioticrotalico, o que, no periodo
estudado, correspondeu a 485 lotes, ou seja, 78@Bmmostras analisadas, todas
consideradas satisfatorias.

Estes resultados demonstraram uma baixa incidédedistes rejeitados (0,48%),
0 que demonstra que os laboratérios produtoresndenodo geral, cumprem com 0S
requisitos vigentes para a liberacdo de lotesgfmndo produtos de boa qualidade para
o Sistema Unico de Saude.

Apesar de os aspectos relacionados a seguranc¢soduss antiofidicos serem
avaliados por metodologias padronizadas e validal@valiacdo da poténcia é feita
pela determinacdo da capacidade dos antivenenosneartralizar 50% de uma

determinada dose de um veneno especifico em umlonadenal murino (ER), um
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método que até hoje néo foi formalmente validadas é considerado o “padrdo ouro”
para este tipo de determinacgao.

O célculo da Dose Letal 50% (B para a quantificacdo da toxicidade aguda
foi introduzida em 1927 por J. W. Trevan. Desdesetivolvimento desta metodologia,
Trevan e seus contemporaneos ja afirmavam quesgdeLuma droga ndo € um valor
fixo, pois depende de inumeros fatores extrinse@s/alor numérico da Df é
influenciado por varios fatores como: a espécie ae@a de animal utilizada, idade,
sexo, dieta, jejum, temperatura, confinamento, céstado ano, procedimentos
experimentais e etc. Zbinden e Flury Roversi, pel@smos motivos, afirmaram em
1981, que o valor da Rk ndo pode ser considerado uma constante bioldgjmasar
destas limitagcGes a determinacao dad2los venenos e a determinagao daqpara os
antivenenos sdo amplamente utilizadas na deteréonde poténcia, com algumas
variacbes como diferentes volumes e numero dg Dtiizadas, vias de inoculacao,
faixa de peso e cepas de camundongos utilizado£ARSTON, WARRELL E
GRIFFITHS, 2003).

A oficina de trabalho coordenada pela OMS em 280bye “padronizacdo e
controle de antivenenos”, dentre varias recomeretgacépontou que os testes de
poténcia utilizados na rotina para a liberacdo d&esl devem ser novamente
estabelecidos e padronizados, usando ensaios d@dida que preparacdes locais ou
regionais de venenos e antivenenos de referérimagssenciais para a padronizacao
destes ensaios assim como para permitir a compaeg#e diferentes lotes e entre
diferentes laboratdrios. Também ressaltou queiaslades dos antivenenos deveriam
ser expressas em unidades neutralizantes de tpkesesadas na atividade neutralizante
destes padrdes de referéncia (THEAKSTON, WARRELGERFFITHS, 2003).

Desde 1987 o INCQS e todos os laboratorios proésitao Brasil, utilizam
Veneno Botrépico e Crotélico de Referéncia paraadizacdo dos ensaios de poténcia,
no sentido de melhorar a reprodutibilidade dos lt@dos entre os diferentes
laboratorios.

Um importante problema referente as determinac@gpaténcia dos soros
antibotrépico e anticrotalico no INCQS foi o grand@mero de ensaios considerados
invalidos. A freqiéncia de invalidacédo de ensa@s @ Dlsp alcancou 20%, enquanto
que para a Dég chegou a alcancar o indice de 45% ao ano.

Os ensaios foram invalidados principalmente devddauséncia de linearidade
entre as diluicbes ou quando o valor referente @ %a dose protetora ndo se

encontrava entre a maior e a menor dose do antivefsstas inversées dos pontos, na
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curva dose resposta, possivelmente ocorreram deviriacdes intrinsecas, que séo
caracteristicas deste tipo de ensaio (TREVAN, 19BINDEN E FLURY-ROVERSI,
1981).

Outra importante propriedade destas determinacOefai® de que a curva dose
resposta das determinacdes de poténcia de verassis, como da mistura de venenos
e antivenenos é sigméide e caracterizada por udiaagdo excessivamente acentuada.
Como consequéncia destas caracteristicas, o fatifudcdo deve obrigatoriamente, ser
bastante estreito. Segundo a Farmacopéia Brasibefedor de diluicdo deve ser “nunca
superior a 1,5” (BRASIL, 2004). No INCQS foram aatids os seguintes fatores de
diluicdo: 1/1,2 para a Dk do veneno botropico; 1/1,5 para o veneno crotallié¢b,3
para a Dl do soro antibotrépico e 1/1,5 para o soro anthdicai.

A grande proximidade entre os pontos relativoscaentracdes de veneno ou
da mistura veneno antiveneno utilizadas, pode eaplia grande frequéncia de
sobreposicao/inversdo entre 0s pontos, ou sefijdrdemente ocorre que nem sempre
a maior resposta corresponde ao maior estimulo.

Devido a este alto indice de invalidacfes foi n&&és realizar varias repeticoes
que consequentemente levaram a atrasos, aumerigstbs e do numero de animais
utilizados para a liberagéo dos lotes.

Rotineiramente, para cada determinacdo dg DB INCQS, uma titulagcdo da
DLso do veneno de referéncia foi realizada em paral@ioo um controle positivo, estes
resultados nos permitiram realizar uma avaliacdo ml@cisdo interensaios
(repetibilidade) das determinacdes desPho INCQS, que demonstraram um CV
geométrico (gCV) de 16,57% para o lote BRA/BOT/@41@3,17% para BRA/BOT/05
de 31,82% para BRA/CROT/01 e 17,36% para BRA/CR@T/0

Considerando que van der Ark e colaboradores (28@8ijam uma preciséo de
20% ou menos, para imunoensaios como 0 ELISA eaqD#S (1997) considera que
uma variagdo entre 5 e 20% € aceitavel para ensaidso e que uma variagdo maior
que 50% pode ser obtida em ensaios que utilizemaasiou células, os Coeficientes de
Variacdo obtidos no INCQS para as titulacbes doemes de referéncia podem ser
considerados bastante satisfatorios.

A precisdo interensaios (repetibilidade) e a péecisinterlaboratérios
(reprodutibilidade) da determinacdo daspldo lote BRA/BOT/05 foram avaliadas
atravées de um estudo colaborativo com a particpad@ INCQS e de todos os
laboratérios brasileiros produtores de soro antilpito (Tabela 10). Os resultados
obtidos mostraram um CV interensaios variando en#8% e 10,88% nos diferentes
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laboratorios, enquanto que a precisdo interlaboost®btida foi de 16,76%. Estes
resultados demonstraram uma excelente repetibdidadreprodutibilidade para as
determinacdes do lote 05 do Veneno Botropico der@etia, em oposi¢cédo ao esperado
e sugerido pela literatura (THEAKSTON, WARRELL E BGRITHS, 2003; SELLS,
2003).

Para a avaliagdo da correlacao entre os resultap®téncia das formulactes
comerciais de soro antibotrépico e anticrotélico fiito um estudo retrospectivo
comparando-se 0s resultados obtidos nos ensaiostida para a liberacdo dos lotes
realizados pelos laboratorios produtores e repefiéto INCQS, consistindo em apenas
uma titulagéo feita por cada laboratorio para amn@eamostra.

Para ensaios sorolégicos, uma diferenca de atéboodem determinagfes
interlaboratoriais para a mesma amostra tem sidplaanente aceita como o limite
superior de variabilidade. A frequéncia destasrelifeas entre pares de medidas tem
sido proposta como um indice adequado para avalidedvariabilidade de ensaios
soroldgicos (WOOD E DURHAM, 1980; REED, LYNN E MEAT) 2002).

Durante o periodo estudado, os resultados obtiddBIGQS apresentaram uma
diferenca sempre inferior ao dobro em comparacdo @ resultados obtidos pelos
laboratérios produtores, portanto segundo esteériritde avaliagdo, todas as
determinac¢des podem ser consideradas como corsfiavei

Entretanto, a correlacdo de Pearson das deterneimad#® poténcia dos soros
antibotropicos feitas pelo INCQS e laboratoriosdptores (Tabela 11) foi de 0,286 o
que é considerada uma correlacdo regular (HER£D@.,, 2004). A correlagdo com 0s
laboratorios A e C foi de 0,14 durante o periodosdé&ee anos estudado, o que é
considerada uma correlacdo fraca, porém a corelagie o INCQS e o laboratorio
“B” foi de 0,516 o0 que é considerada uma correlagémlerada. Estas correlacdes
variaram de ano para ano.

A correlacdo de Pearson das determinagfes da potdoE soros anticrotélicos
feitas pelo INCQS e laboratérios produtores (Tak&lafoi praticamente nula durante o
periodo avaliado (0,002).

Estes resultados demonstram que apesar da bodugpilalade observada para
as determinacdes da RJ- existe muito pouca correlacdo entre 0s resultadthislos
pelo INCQS e pelos produtores. Porem é importagdgsaltar que esses dados foram
obtidos retrospectivamente através da avaliacdo dierminacbes de poténcia
rotineiramente realizadas pelos laboratérios parest para a liberacdo dos lotes em
comparacdo com as andlises realizadas pelo INCQ$istindo em apenas uma
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titulacdo realizada por cada laboratorio. Para awveliacdo mais exata da precisao
interlaboratoérios (reprodutibilidade) um estudoeitgboratorial prospectivo deve ser
conduzido com um desenho experimental adequadopgueita a determinagéo do
Coeficiente de Variacéo entre os laboratorios.

E importante ressaltar que todos os laboratoriassileiros (produtores e
controlador) realizam o ensaio de poténcia de acaom o0s requerimentos da
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2004) e com as memudacées do Ministério da
Saude (BRASIL, 1996), que descrevem detalhadansenttapas fundamentais para a
execucdo do método e que as diferencas nos PraasdsnOperacionais Padronizados
(POP’s) séo variagbes minimas, somente na faixiluiedo dos antivenenos. Portanto,
as diferencas observadas entre os laboratoriogo npuovavelmente sdo devidas a
caracteristicas intrinsecas da técnica e nao devidiferentes procedimentos técnicos
entre os diversos laboratorios.

A correlacdo obtida entre o INCQS e o laboratérigsBmente para o soro
antibotrépico), foi considerada como moderada @®),51 periodo estudado (2000 a
2006) e como boa (0,807) no periodo entre 200406.2Bstes resultados podem ser
considerados como uma forte evidéncia que o endaigoténcia absoluta pode
apresentar boa correlacdo entre diferentes labmstoPorém, provavelmente esta
correlacdo dependa de uma série de eventos imemtes imprevisiveis, muito dificeis
de identificar e controlar.

E sabido que a determinacdo da poténcia absoluta patitulagio dos
antivenenos, ao invés da poténcia relativa a ummpapacado de referéncia, pode levar a
variacdes significativas entre laboratérios e n&omite uma padronizacdo efetiva
(SELLS, 2003).

Até hoje Soros de Referéncia ndo sao disponiveisBrasil, portanto a
determinagcao da poténcia relativa apesar de reaadarpor todos especialistas ainda
nao foi avaliada na pratica.

Um estudo colaborativo interlaboratorial entre oCQOE e os laboratérios
produtores para a determinacdo da poténcia de udidedo a soro antibotropico de
referéncia nacional Bra/antiBOT/01, para a avabad@d metodologia da poténcia
relativa e para reavaliagdo da poténcia do lo@ndo veneno botrépico de referéncia
BRA/BOT/05 esta em andamento (anexo Ill) e espergie 0s resultados obtidos

venham a esclarecer, pelo menos em parte estadegés/antadas.
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V. SEGUNDA ETAPA: ESTABELECIMENTO E

DETERMINACAO DA ESTABILIDADE DE PADROES DE
REFERENCIA NACIONAIS PARA VENENO BOTROPICO,
CROTALICO E SORO ANTIBOTROPICO E AVALIACAO

PRELIMINAR DO METODO DA POTENCIA RELATIVA.

IV.1. METODOS

como.

1. Avaliacdo dos Venenos Botropico e Crotalico degReréncia.

1.1. Estabelecimento dos venenos de referéncia.

Segundo a Farmacopéia Brasileira, os Venenos der@&Refa sdo definidos

“Uma mistura homogénea de venenos que representandistribuicdo
geografica das espécies Bothrops jararaca ou Custatlurissus terrificus.
Devem ser liofilizados e mantidos a —20 °C. Os nesmdoram padronizados
pela determinacéo da dose Letal 50¥BRASIL, 2004).

Todos os venenos de referéncia utilizados no Bfasdm produzidos pelo

Instituto Butantan, e estocados e distribuidospaodutores pelo INCQS. Neste estudo

avaliamos o desempenho dos seguintes lotes deagderreferéncia:

» Veneno Botropico de Referéncia Lote 04 (BRAB®). Preparagéo
liofiizada de veneno deB. jararaca em 1.540 frascos contendo 30 mg,
fabricado em 1996 com uma Blde 48,7ug9/0,5 mL.

» Veneno Botropico de Referéncia Lote 05 (BRABQH). Preparagéo
liofiizada de veneno deB. jararaca em 4.389 frascos contendo 30 mg,
fabricado em 2003 com uma Blde 47,8.g9/0,5 mL.

» Veneno Crotélico de Referéncia Lote 01 (BRACR®]. Preparagéo
liofilizada de veneno d€. durissus terrificuem 1.000 frascos contendo 10 mg,

fabricado em 1987 com uma Blde 1,46.ug9/0,5 mL.
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» Veneno Crotélico de Referéncia Lote 02 (BRACR@). Preparagéo
liofilizada de veneno d€. durissus terrificuem 3.470 frascos contendo 10 mg,
fabricado em 2005 com uma Blde 1,32ug/0,5 mL.

A poténcia dos venenos de referéncia foi estalEegoelo INCQS, através do
calculo do valor médio de uma série de pelo meraie determinacfes validas,
independentes (realizadas em momentos diferent@<)Lso dos venenos candidatos a
Referéncia Nacional. Este valor da poténcia € demmo de poténcia declarada,
expresso enug/0,5 mL e € o valor utilizado para todos os calculeterentes a
determinacéo da poténcia dos soros antibotropiemsierotalicos.

As DLsp dos venenos de referéncia foram calculadas usandeetodo de
Probitos (FINNEY, 1971) e a homogeneidade dos t&dos foi avaliado pelo testes de
Combinacdo de Resultados de Ensaios — COMBIN (COUNGE- EUROPE, 2005).
Resultados considerados como ndo homogéneos fascarthdos.

1.2. Determinacgao da Dose Letal 50% (D) e da Dose Efetiva 50% (DEp).

As determinacdes da B4 e da Dy foram realizadas de acordo com o0s
procedimentos descritos na Farmacopéia Brasildasciculo 5, parte 1l, 2004.
Monografia Soro Antibotrépico — Immunoserum botlicopn. Determinacdo da
poténcia (BRASIL, 2004) e dos Procedimentos Operais Padronizados 65.3440-004
- Ensaio de poténcia para o Soro Antibotrépico viwo, 65.3440-005 - Ensaio de
poténcia para o Soro Anticrotalico - in vivo e 6B18-005 - Determinacdo da dose letal

50 dos venenoSrotalus durissus terrificus Bothrops jararaca- in vivo.

1.3. Estabilidade dos Venenos Botropico e Crotaliade Referéncia.

Para cada determinacdo rotineira da poténcia doss santibotropico e
Anticrotalico, um ensaio de R4 foi feito em paralelo como um controle positivaga
ensaio de DE. Os resultados da R4 foram usados como um dos critérios para a
determinar a validade dos ensaios de poténciardo®aenos.

Os resultados das [gd foram comparados com a poténcia declarada dos
venenos de referéncia, com o objetivo de verifecacorréncia de perda significativa na
poténcia das referidas referéncias. A precisasansaios (repetibilidade) do ensaio de
DLso foi determinada através dos valores obtidos par®lg, desta série de

determinacdes independentes e foi expressa peldicieaoee de Variacdo (CV)
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refletindo as diferentes condi¢des laboratoriaicanie a execucdo dos ensaios (dias,

técnicos, etc.). O CV foi calculado através da sagguormula:

CV = desvio padraox 100

média

1.4. Estudo colaborativo para a determinacao da péncia “in vivo” do lote
05 do Veneno Botropico de Referéncia.

Foi realizado no ano de 2002 um estudo colaboratora a participacdo do
INCQS e todos os laboratorios produtores de saibaropico para a determinacao do
titulo médio do lote n° 05 do Veneno Botropico dddréncia Nacional BRABOT/05.
O candidato a veneno de referéncia foi enviadoda taboratorio participante, para a
realizagdo de pelo menos cinco ensaios vélidos dee DLetal 50% (Dig) por
laboratorio. Os ensaios foram realizados de acoodo 0 método descrito na 42 edicéao
da Farmacopéia Brasileira, (BRASIL, 2001). Cadadratbrio participante utilizou seu
préprio Procedimento Operacional Padronizado (POP).

Os resultados (dados brutos) foram enviados ao rad®m Coordenador
(INCQS) para a analise estatistica. Os resultadasdas por cada laboratorio
participante foram avaliados de maneira individudim de determinar a validade de
cada ensaio. Foi empregado o método estatisticabits” para a determinacdo da
DLso.

1.5. Producéo do Soro Antibotrépico de Referéncia®AantiBOT/01.

O candidato a lote 01 de Soro Antibotropico de Fefeia, foi produzido no
INCQS a partir da mistura de 360 ampolas com 10 rapresentativo de todos o0s
produtores nacionais (Tabela 15). Este lote é ttafdkt por 915 ampolas com 3 mL
cada. Estas ampolas utilizadas na producdo d@BR#&antiBOT/01 estavam estocadas
no INCQS como sobra das amostras rotineiramentéisadas. Esta mistura foi
submetida a filtracdo esterilizante (0,ah) e a ensaio de esterilidade bacteriana e
fungica, que demonstrou sua condicéo de esterdidad

O lote foi entdo fracionado em frascos com 3 migaxios a 4 °C no INCQS.
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Tabela 15: Composicdo do Lote 01 do Soro Antibatewpde Referéncia
BRAantiBOT/01.

Amostra Lote Produtor (ameollj::giafg mL)
3093/98| 980043-A | I. Butantan 10
3094/98| 980043-B | I. Butantan 15
3095/98| 980043-C | I. Butantan 15
3762/98| 9007070-A | I. Butantan 15
3763/98( 9007070-B | I. Butantan 15
3764/98| 9007070-C | I. Butantan 15
4277/98| 9808078-A | |. Butantan 15
1298/00| 0004052-A | |. Butantan 10
1299/00| 0004052-B | |. Butantan 10
1300/00| 0004052-C | |. Butantan 10
Total IB 130
1102/98| 980201 VB 18
3483/98| 980604-A IVB 14
3484/98| 980604-B IVB 14
4828/98| 980707 VB 21
5242/98| 980909 IVB 24
1986/00f 991113 IVB 19
Total IVB 110
3235/98| 97070815 FUNED 10
4980/98| 971015-20 | FUNED 15
5474/98|980929-05B| FUNED 10
5476/98/980929-05C| FUNED 30
2967/99| 990504-18 | FUNED 21
3492/99| 990517-22 | FUNED 13
Total FUNED 99
418/00 | B02/99 CPPI 21

Total Geral 360 ampolas

1.6. Determinagdo da poténcia “in vivo” do candidai a Soro Antibotrépico
de Referéncia.

Foram realizados no INCQS 14 ensaios independemaslelamente as
amostras rotineiramente analisadas, seguindo osiosegrocedimentos. Os resultados
dos ensaios considerados validos foram submetidotesie de Grubbs. O teste de
Grubbs (GRUBBS, 1969 e STEFANSKY, 1972) é utilizaoara detectar valores

dispersos (fora do intervalo de confianga) em ursigilouicdo normal.
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1.7. Comparacédo intralaboratorial entre poténcia réativa e poténcia
absoluta.

Tendo em vista que o soro BRAantiBOT/01 foi titWagaralelamente com
amostras rotineiramente analisadas, apos a detgéundo titulo médio de soro de
referéncia e estabelecimento da Poténcia Declafad@ossivel calcular a poténcia
relativa das 17 amostras de soro antibotropicoisatils em paralelo com o Soro de
Referéncia. O calculo foi realizado pelo métoddPdabitos em programa desenvolvido
no INCQS e validado de acordo com as especificag@esarmacopéia Européia
(COUNCIL OF EUROPE, 2005) e frente ao programanestamente utilizado
(WHOPROG).
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IV.2. RESULTADOS

1. Estabilidade dos Venenos Botropico e CrotalicoedReferéncia.

O lote 04 do Veneno Botropico de Referéncia (BRABIAT foi produzido em
1996 e utilizado até 2003, ou seja, sete anos enfRigura 21). A poténcia média de
41,31 pg/0,5 mL observada no periodo estudado Iif@oe dsignificativamente da
poténcia declarada (48,7 ug/0,5 mL) demonstranda estabilidade muito boa durante
este periodo de sete anos em uso. O desvio paltéio para as 36 determinagfes
realizadas foi de 6,33 0 que corresponde a um C\5J25%, 0 que esta além do
desempenho esperado (até 20%) para enisauitso como ELISA (van der ARkt al,
2000).
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T T T T T 17T 7T 17T 7T T 1T 17T 1T T T T1
1 2 a:.f J1D1112131411F1(181J2D2122232422F21282J303132333433r‘

Ensaios BraBot 04

Figura 21: Representacdo grafica da estabilidad¥eas®no Botrépico de Referéncia
lote 04 (BRABOT/04). Valores de 36 determinacdedividuais da Dk, realizadas
entre 2000 e 2003. (poténcia declarada engBl48,7ug/0,5 mL, poténcia média em
DLso = 41,3 1ug/0,5 mL, desvio padrédo = 6,33 e CV = 15,25%).

O lote BRABOT/05 (Figura 22) foi produzido em 2003té 2006 apresentou
um bom padréo de estabilidade, sem demonstrarugradliferenca significativa entre o
titulo médio observado no periodo estudado de 44/@,5 mL e a poténcia declarada
de 47,8 pg/0,5 mL. O desvio padréo obtido para2adeberminacdes realizados foi de
5,43, 0 que corresponde a um CV de 12,27%.
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Figura 22: Representacdo grafica da estabilidad¥eas®no Botrépico de Referéncia
lote 05 (BRABOT/05). Valores de 52 determinacdedividuais da Dk realizadas
entre 2003 e 2006. (poténcia declarada eng BL47,8ug/0,5 mL, poténcia média em
DLso = 44,23u9/0,5 mL, desvio padrédo =5,43 e CV = 12,27%).

O lote 01 do Veneno Crotélico de Referéncia (BRATRQ) foi estabelecido
em 1987 e utilizado até 2006, ou seja, foi utilzathrante 20 anos (Figura 23). A
poténcia média nos ultimos oito anos (1,88 pug/a,» mio difere significativamente da
poténcia declarada de 1,46 ug/0,5 mL estabeleecidd 387, porém nos ultimos anos
este lote do veneno de referéncia aparentemegt@estendo homogeneidade, com um

CV passando de 13,86% em 2000 para 38,41% em Za0eéla 16).

Tabela 16: Determinacdo do desvio padréo e coefecide variagcdo para o Veneno
Crotélico de Referéncia BRACROT/01 entre 2000 6200

2000/06 2000| 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006
Titulo Médio 188 | 166 1,71 15p 2,23 2,02 2,02 11,5
Desvio Padrao 0,57 0,23 0,38 049 0/36 053 0,558 0,

Coeficiente de Variac@o30,32 | 13,8622,22| 32,24| 16,14| 26,24| 25,74| 38,41

Total de Ensaios 64 10 8 9 11 10 10 6
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Figura 23: Representacdo grafica da estabilidad¥eteno Crotalico de Referéncia
lote 01 (BRACROT/01). Valores de 64 determinac@ebviduais da Dk, realizadas
entre 2000 e 2006. (poténcia declarada engBLL,46ug/0,5 mL, poténcia média em
DLso = 1,88ug/0,5 mL, desvio padrdo = 0,57 e CV = 30,32%).

O lote 02 do Veneno Crotélico de Referéncia (BRATRR) foi estabelecido
em 2005 e distribuido aos produtores em 2007. Anuid declarada pelo INCQS foi de
1,32 nug/0,5 mL e o titulo médio de 11 titulacbesINEQS é de 1,47 pg/0,5 mL
(Figura 24).
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Figura 24: Representacao grafica da estabilidad®edeno Crotalico de Referéncia
lote 02 (BRACROT/02). Valores de 11 determinac@ebviduais da Dk, realizadas
em 2006. (poténcia declarada emspE 1,32ug/0,5 mL, poténcia média em BL=
1,47ug/0,5 mL, desvio padréo = 0,244 e CV = 16,32%).

Estudos de degradacédo acelerada ndo foram reaizsata nenhuma destas

preparagoes.

74



2. Estudo colaborativo para a determinacéo da pot&m “in vivo” do lote
005 do Veneno Botropico de Referéncia (BRABOT/05).

Cada laboratério apresentou o resultado de peloosnerinco ensaios
considerados validos. Existe uma diferenca no narderdeterminagdes validas, pois
cada laboratorio possuia diferentes critérios parsiderar a validade dos ensaios. Para
efeito deste estudo, os ensaios foram consideradtidos de acordo com a
interpretacdo de um consultor da OPAS sobre asmemtacfes da Farmacopéia
Brasileira, que posteriormente foram consideradasssivamente rigorosas. A adoc¢ao
destes critérios de invalidacdo de ensaios levamaiimero excessivamente alto de
ensaios considerados invalidos.

De acordo com esta interpretacdo, o INCQS obtevditwho médio de 47,85
pg/0,5mL para cinco determinagfes de poténcia (@abg), o laboratorio “A” obteve
um titulo médio de 33,20g/0,5mL para oito determina¢fes (Tabela 18), orktidcio
“B” obteve um titulo médio de 33,¥/0,5mL para nove determinacdes (Tabela 19) e
o laboratorio “C” obteve um titulo médio de 4183/0,5mL para cinco determinacfes
(Tabela 20).

Quanto a determinacdo da precisédo intralaborataidiNCQS apresentou um
CV de 7,96%, o laboratorio “A” de 7,4%, o labor&diB” de 10,88% e o laboratério
“C” de 10,71%. A precisao interlaboratorial (entrdNCQS e todos os laboratorios)
apresentou um CV de 16,76% (Tabela 22).

Tabela 17: Valores de Ry para o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos pel
INCQS.

Protocolo DLso(ng/0,5mL) Limite Inferior Limite Superior
01 48,12 42,92 53,96
02 51,76 44,95 59,59
03 47,67 41,32 55,0
04 42,46 37,20 48,47
05 52,86 43,39 64,40

Média 47,85 44,97 50,93
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Tabela 18: Valores de Rpara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos pelo

laborat6rio “A”.

Protocolo DLso(1g/0,5mL) Limite Inferior Limite Superior
01 34,58 31,45 38,33
02 36,51 33,59 40,17
03 33,95 30,93 37,08
04 31,32 28,17 34,27
05 33,83 29,57 38,33
06 30,77 27,82 33,59
07 36,27 31,74 42,47
08 29,88 26,63 32,92
Média 33,20 32,02 34,43

Tabela 19: Valores de Ripara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos pelo

laboratério “B”.

Protocolo DLso (1g/0,5mL) Limite Inferior Limite Superior
01 39,44 35,71 46,08
02 32,95 24,20 39,67
03 39,66 34,28 46,95
04 31,56 24,06 36,43
05 34,54 31,43 41,02
06 31,42 28,57 34,55
07 39,16 34,62 49,21
08 32,37 28,21 37,34
09 30,64 28,08 33,73

Média 33,67 32,21 35,19

Tabela 20: Valores de Ripara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos pelo

laboratorio “C”.

Protocolo DLso (1g/0,5mL) Limite Inferior Limite Superior
01 43,59 38,54 53,11
02 34,37 17,83 40,72
03 47,63 41,67 72,50
04 40,51 32,12 48,75
05 39,78 34,96 45,35
Média 41,37 38,01 45,02
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Tabela 21: Valores médios de fbpara o Veneno de Referéncia BRABOT/05, obtidos
pelos laboratorios participantes.

Laboratério | DLsg (ug/0,5mL) Limite Inferior Limite Superior
INCQS 47,85 44,97 50,93
A 33,20 32,02 34,43
B 33,67 32,21 35,19
C 41,37 38,01 45,02

Tabela 22: Coeficiente de Variacdo das determirsaglie poténcialo Veneno de
Referéncia BRABOT/05, obtidos pelos laboratoriogipigantes.

Laboratorio Dls, (desvio padréo) CcV

A 33,20 ¢ 2,49) 7,48%

B 33,67 & 3,75) 10,88%

C 41,37 ¢ 4,9) 10,71%
INCQS 47,85 ¢ 4,09) 7,96%
Interlaboratérios 39,07 & 6,29) 16,76%

3. Determinacéo da poténcian vivo do candidato a Soro Antibotrépico de
Referéncia BRAantiBOT/01.

Foram realizados no INCQS 14 ensaios independeaaiedo que 10 ensaios
foram considerados validos e 4 ensaios invalidos, ID ensaios validos dois foram
considerados aberrantes pelo teste de Grubbs,restdsados ndo foram considerados
para o calculo do titulo médio (Tabela 23).

A DEsp média do Soro Antibotropico de Referéncia foi de63 mg/mL o que

corresponde a uma Poténcia de 6,92 mg/mL (Tabgla@Zoeficiente de Variacéo
para estas determinacgdes foi de 11% (Figura 2=laa4d).
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Tabela 23: Determinacdo da poténiiavivo do lote 01 do Soro Antibotropico de
Referéncia BRAantiBOT/01.

Ensaios Ensaios

Validos Invalidos

Protocolo DE 50 LI LS PoténciéProtocolp  Motivo
1* 35,15 31,84 38,80 5,43 2 Inversao
3 27,66 22,85 33,48 6,91 6 Nao titulou
4 26,82 23,23 30,96 7,12 7 Nao titulou
5 27,61 23,25 32,78 6,92 12 Inversao
8* 23,27 21,69 24,96 8,21
9 33,48 27,15 41,29 571
10 26,75 22,25 32,18 7,14
11 24,94 21,66 28,71 7,66
13 25,93 22,97 29,28 7,37
14 32,25 27,92 37,24 5,92

Média**| 27,63 - - 6,92

* = Ensaios com resultados considerados aberrpstedeste de Grubbs.

* = Média excluindo-se os resultados consideradosocndo homogéneos.

15

10

ug de veneno/m
soro

1 2 3 4 5 6 7 8

Ensaios

Figura 25: Representacédo gréafica dos valores dpiat obtidos para o lote 01 do Soro
Antibotrépico de Referéncia BRAantiBOT/01.
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Tabela 24: Determinacéo da o Soro Antibotropico de Referéncia.

European Pharmacopoeia 4

Combinacao ponderada de ensaios

pot est LI LS GL Ln pot (M) L(amplit) t Peso(W) MW W(M-Mmed)2

3,3200 0,3820 2,086 119,28 395,99 0,0001}
3,2891 0,2873 2,086 210,93 693,80 0,18540
3,3182 0,3435 2,086 147,50 489,42 0,00006
3,5109 0,4192 2,086 99,02 347,67 3,65625H
3,2865 0,3690 2,086 127,82 420,10 0,13308
3,2165 0,2818 2,086 219,21 705,08 2,29508
3,2554 0,2427 2,086 295,45 961,79 1,1873p
3,4735 0,2880 2,086 209,78 728,68 5,02199

N GL total | W Total MW total M médio t s(Mmed) LI LS

8 160 1428,99 4742,53 3,32 1,975 0,02645 3,2666 718,3

Poténcia Estimada da combinag

do dos ensaios:

DEso 27,63 mg/mL
teste de homogeneidade: Lim Sup 26,22 mg/mL
X?calc P X tab Lim inf 29,11 mg/mL
12,479 0,0859 14,067
Dados homogéneos
Teste de Grubbs para resultados aberrantes:  |Valor maximo é validovalor minimo é validp CV =11,00%
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4. Comparacdao intralaboratorial entre poténcia reldiva e poténcia absoluta.

Foi feita a comparacdo entre os valores obtidos papoténcia de diferentes
amostras de soro antibotropico calculadas peloduétda poténcia absoluta e pela
poténcia relativa. As duas metodologias apresentagaultados bastante concordantes em
uma avaliagao intralaboratorial (Figura 26).

A correlacdo de Pearson entre os valores da paté@bsbluta e da poténcia relativa
obtidas no INCQS para as formulacdes comerciasodes antibotropicos foi considerada
boa (= 0,785) (Tabela 25).

Em uma avaliacao interlaboratorial preliminar readia em 19 amostras analisadas
rotineiramente, foi avaliada a correlacdo de Peamsgire os resultados obtidos pela
poténcia absoluta pelo INCQS e pelos laboratériasiyiores, com o0s resultados da
poténcia relativa obtidos pelo INCQS e os resuladi@ poténcia absoluta obtidos pelos
laboratdrios produtores. Foi observado um aumeatoodrelacdo de regular (= 0,38) para
moderada (= 0,57) (Tabela 26). Este resultado rpmdir sugere que a precisdo
interlaboratorial deve aumentar significativamertam a adocdo da metodologia da
poténcia relativa por todos os laboratorios.

15,00
E
S 10,0012\
E —— Poténcia
'S absoluta
@ 5,00 —— Poténcia
[o) relativa
o
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Amostras

Figura 26: Comparacdao intralaboratorial (INCQS)ewt resultados da poténcia relativa e

poténcia absoluta para amostras de rotina.
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Tabela 25: Comparacgéo intralaboratorial (INCQSjesas resultados da poténcia relativa e

poténcia absoluta para amostras de rotina.

Poténcia DEso

Amostra Data Poténcia D Relativa Relativa

1117/04| 25/06/04 7,45 25,65 9,61 25,57
1118/04| 25/06/04 8,95 21,35 11,33 21,38
1359/04| 25/06/04 6,01 31,80 7,62 31,85
1362/04| 25/06/04 6,85 27,91 8,69 27,93
1537/04| 25/06/04 7,42 25,76 9,32 26,00
1967/04| 23/07/04 9,59 19,92 9,56 19,93
1968/04| 23/07/04 9,60 19,91 8,63 19,74
2768/04, 17/09/04 5,87 32,57 6,06 32,57
2810/04, 17/09/04 6,47 29,52 6,36 29,73
2836/04| 17/09/04 6,20 30,82 6,32 29,97
3116/04, 14/11/04 6,43 29,71 7,75 29,75
3331/04| 24/11/04 6,80 27,78 6,17 27,93
3341/04| 15/12/04 6,03 31,70 5,69 31,92
3342/04, 14/11/04 5,74 33,30 7,13 33,59
3387/04| 14/11/04 6,06 31,53 7,32 31,56
3451/04| 15/12/04 6,47 29,52 6,10 29,65
3547/04| 24/11/04 6,40 29,63 5,95 28,91
3549/04| 15/12/04 5,63 33,94 5,35 33,91
3796/04| 15/12/04 5,17 36,98 4,95 37,02

Correlacao de Pearson/BE 0,998
Correlacdo de Pearson/Poténcia = 0,785
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Tabela 26: Comparacao interlaboratorial dos redodtada poténcia absoluta com a

poténcia relativa obtida no INCQS.

INCQS Produtores
Amostra |Poténcia Absoluta |Poténcia Relativa| Poténcia Absoluta
1117/04 7,45 9,61 6,39
1118/04 8,95 11,33 9,38
1359/04 6,01 7,62 5,91
1362/04 6,85 8,69 6,12
1537/04 7,42 9,32 7,61
1967/04 9,59 9,56 7,11
1968/04 9,60 8,63 5,58
2768/04 5,87 6,06 6,94
2810/04 6,47 6,36 7,39
2836/04 6,20 6,32 5,58
3116/04 6,43 7,75 6,46
3331/04 6,80 6,17 5,00
3341/04 6,03 5,69 6,07
3342/04 5,74 7,13 6,85
3387/04 6,06 7,32 5,23
3451/04 6,47 6,10 6,80
3549/04 5,63 5,35 5,45
Correlagao PAXPA 0,38
Correlagéo PAXPR 0,57

Onde: PA x PA = Correlacao entre as poténcias atzsotle ambos laboratérios.
PR x PA = Correlagdo entre a poténcia relatividabno INCQS e a poténcia
absoluta dos laboratérios produtores.
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IV.3. DISCUSSAO

Na segunda etapa deste trabalho, foram realizadogstabelecimento e
determinacdo da estabilidade dos padrdes de refaréacionais para veneno botrépico,
crotalico e soro antibotrépico, assim como umaiagab preliminar do método da poténcia
relativa em comparagcdo com o método oficial.

O “"WHO Expert Committee on Biological Standardipati reunido em Genebra de
26 a 30 de Novembro de 2001, dentre vérias recoagéed reafirma a necessidade de se

estabelecer padrfes nacionais ou regionais dé€nefarpara a determinacéo da poténcia de

antivenenos.

“Preparacgfes nacionais ou regionais de referéncaégovenenos e antivenenos sao
essenciais para a padronizacédo destes ensaiosa gEmitir a comparacao entre
lotes assim como comparagfes entre diferentes dabwoos. ldealmente as
atividades dos antivenenos devem ser expressas redadgs Neutralizantes de
Toxinas, baseadas em padrdes nacionais ou regiongiIEHEAKSTON,
WARRELL E GRIFFITHS, 2003).

Um padréo de referéncia biolégico pode ser deficmmo uma preparacdo de uma
substancia bioldgica (por exemplo, soros, imunagiobs, vacinas, horménios, etc.)
distribuida em um grande numero de frascos ou ampalpropriados para o envio aos
laboratorios analiticos e que tenha sido estalulecdbmo um padrdo, com unidades de
atividade bioldgica definida por uma autoridadeutatpria competente.

Trés propriedades essenciais sdo necessariasmaradundo de referéncia biologico

e devem ser verificados antes do seu estabele@ment

1. As ampolas devem ser preenchidas com granderomifade e processadas como
um unico lote, garantindo que o conteddo de todasarapolas seja 0 mais

semelhante possivel.
2. O material deve ser estavel, garantindo que ativeddade bioldgica ndo sofra
alteracOes significativas durante a sua vida ggralmente de varios anos e

frequentemente décadas em uso.
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3. O padrédo deve ser adequado para a determinagdatiddade bioldgica de
diferentes tipos de preparacbes e formulagcdesmassmo ser apropriado para
diferentes metodologias analiticas oficiais, comauateitavel especificidade e
precisdo (KIRKWOOD, SEAGROATT E SMITH, 1986).

Os padroes de referéncia biolégicos sado amplameuatiizados, no
desenvolvimento, avaliacdo, padronizacdo e contleleualidade de medicamentos de
origem bioldgica tanto pela inddstria quanto paioadades regulatorias, assim como na
pesquisa académica e desenvolvimento tecnoldgico.

Desde a implantacdo em 1987 das metodologias ieaslipara a liberacdo dos
lotes, o INCQS, visando uma padronizacado dos emshgooténcia, estabeleceu venenos
botrépico e crotalico de referéncia. Estes lotevateeno foram produzidos pelo Instituto
Butantan e tiveram sua poténcia declaradasfDdeterminada pelo INCQS, que é
responsavel pela sua guarda e distribuicdo. Estesnos de referéncia séo utilizados por
todos os laboratorios brasileiros na realizacdo eusaios de poténcia tanto para os
produtos intermediarios quanto para o produto final

O controle da atividade neutralizante de uma pes@ar de antiveneno deve ser
feito usando uma mistura de venenos bem caraaleszéevando-se em conta as variagoes
intra-especificas na composicao do veneno e sugeaitidade (WARRELL, 1997).
Atualmente existem varias lacunas na preparacéiizacéio de misturas de venenos para a
padronizacdo e controle dos antivenenos em niveldial Isto explica as discrepancias
nos testes de poténcia realizados em diferentesdiiios. Para solucionar este problema,
uma rede de laboratorios de Controle da Qualidage der formada e a disponibilizacdo
de venenos de referéncia para utilizacdo nos endaie ser estimulada. A experiéncia do
Brasil, onde um Veneno de Referéncia Nacional befmido paraBothrops jararacaé
preparado e distribuido para os fabricantes e #boos de controle da qualidade € um
bom exemplo de coordenacédo nacional e interlabab{gVHO, 2007).

A determinacdo da poténcia declarada dos venena®fdencia utilizados no
Brasil foi até o presente momento, realizada ungcde pelo INCQS, apesar de ser
recomendavel a realizacdo de estudos colaboraiivieslaboratoriais para definir a
poténcia e a adequacdo dos padroes de referénca ytiéizacdo como referéncia

internacional, regional ou nacional (PHILIPS, 1998)
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No ano de 2002 foi realizado um estudo colaboratiterlaboratorial, coordenado
pelo INCQS para o estabelecimento do lote n°® 05/eloeno Botropico de Referéncia
Nacional — BRABOT/05, com a determinacdo da su@&nuid declarada pela média dos
valores obtidos pelos laboratérios participantes.

Na época da realizacdo do estudo, ndo havia unegsosentre os laboratorios
produtores e controlador, sobre como interpretacrdgrios de aceitagdo dos ensaios

preconizados pela Farmacopéia Brasileira paraaeda Dls.

“A faixa de resposta (porcentagem de mortes) dev@ €ompreendida entre
10% e 90%, formando a curva de regressao que deresentar relacéo linear. Os
limites de confianca ndo devem ser amplos, indicamelhor precisdao do ensaio
guanto menores forem os seus limites. Expressasoltado em microgramas de
veneno por 0,5 mL{BRASIL, 2004)

E para o ensaio da E

“A faixa de resposta (porcentagem de sobrevivéncideve estar
compreendida entre 10% e 90%, formando a curvaedeassao que deve apresentar
relacéo linear. Os limites de confianca ndo devean amplos, indicando melhor
precisdo do ensaio quanto menores forem seus $#im@alcular a poténcia em
miligramas por mililitro” (BRASIL, 2004)

Apoés consulta a diversos bioestatisticos, nos &momendado interpretar as
recomendacdes da Farmacopéia Brasileira, da mameisarigida possivel, ou seja, caso
ocorresse na curva dose resposta, um ponto abai6% ou acima 90%, o ensaio deveria
ser invalidado. Todos os pontos deveriam estar mia relacdo perfeitamente linear, ndo
podendo haver em hipotese alguma, qualquer inveosémesmo repeticdo de valores, na
curva dose resposta, sendo o ensaio deveria sdidano.

A interpretacédo literal das recomendacfes da Fanpége Brasileira conforme nos
foi sugerido, levou a um indice altissimo de inafido dos ensaios de poténcia de venenos
e antivenenos. Nos ensaios de splealizados no INCQS para o referido estudo
colaborativo, o indice de ensaios invélidos alcan£n,27% quando seguidos estritamente

estes critérios.
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No ano de 2004, o INCQS recebeu a visita do Drtr&ead Poirier, estatistico da
Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des ProdigtSanté AFSSAPS, o Laboratério
Nacional de Controle da Qualidade francés, quarszu de maneira bem objetiva, como
as recomendacdes para a validacdo dos ensaiosnizastas pela Farmacopéia Brasileira
deveriam ser interpretadas.

Para o célculo, tanto da BJ-quantos da Dig, sdo necesséarios no minimo 03
pontos consecutivos (0s ensaios possuem 05 dik)icBa curva dose resposta que
cumpram com 0s seguintes requisitos: estar entreel90%, apresentar uma relagéo linear
e que o ponto relativo a 50% de mortos ou sobrat@geesteja compreendido dentro desta
curva. Portanto a partir de entdo, foram utilizaelstes critérios para considerar 0s ensaios
de DLsp e DEsg como validos.

Dentre as conclusfes do referido estudo colaboratiwdemos destacar o fato de
que o Coeficiente de Variagdo encontrado (16,76%) considerado, na ocasiao,
excessivamente elevado. Por isto, por cauteladoiado como valor de referéncia o titulo
obtido pelo INCQS (47,89/0,5 mL) em detrimento do titulo médio interlaliorml de
39,1 ug/0,5 mL. Esta deciséo privilegiou a poténcia dodpto (soro antibotropico) em
detrimento ao rendimento/custos para os produtbeeslo em vista que um valor maior
para a Dk do veneno de referéncia, implica em mais venertosa de desafio no ensaio
de poténcia do soro antibotropico e consequentem@isoro antibotrépico deve ter uma
concentracdo maior de imunoglobulinas especifieas.exemplo, a dose de desafio de 5
DLso para o valor médio obtido pelos laboratérios gpomderia a 195,59, enquanto
utilizando-se o valor obtido pelo INCQS, as dossafle passou a ser de 23§.

Apoés uma pesquisa bibliografica mais detalhadapliservado que estudos, como o
de Van der Ark et al, 2000 aceitam uma precisé&erladtoratorial (reprodutibilidade) com
um Coeficiente de Variacdo de até 20% para ensmaiositro como ELISA. Ja
recomendacgdes da OMS citam que um CV de 5 a 20geitdeel para ensaida vitro
como ELISA, mas uma variagcdo maior que 50% podeakmmcada em ensaios com
animais e células (WHO, 1997).

Para corrigir estas imprecisdes, validar outro@rpatros relativos as determinacdes
da poténcia dos soros antibotropico e anticrotalgstabelecer um titulo médio para o
Veneno Botropico de Referéncia, BRABOT/05, estatelem titulo médio para o Veneno
Crotalico de Referéncia, BRACROT/02, estabelecerSaro Antibotropico de Referéncia
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BRAantBOT/01 e avaliar a metodologia da PoténciatR@ frente a metodologia oficial
da poténcia absoluta, um novo estudo colaboratiteylaboratorial com a participacao de
todos os laboratorios produtores de soro antibmide anticrotalico esta atualmente em
andamento (Anexo III).

Caso a precisado interlaboratorial (reprodutibiligladpresente um Coeficiente de
Variacdo menor que 50% (WHO, 1997), o valor médtdo por todos os laboratérios
participantes do estudo devera ser adotado conatéadta Declarada do lote BRABOT/05
em substituicdo ao valor declarado de 4ig8nL, obtido exclusivamente pelo INCQS.

A estabilidade destes novos lotes de padrées de€ngfia estda sendo avaliada pelo
seu desempenho em uso, assim como por estudogrdel@gio acelerada em andamento.

Rotineiramente, para cada determinacdo dg B& INCQS, uma titulacdo da BJ-
do veneno de referéncia foi realizada em paral@heocum controle positivo. Os resultados
da DLso foram comparados com o valor da poténcia decladadavenenos de referéncia,
com o objetivo de avaliar a sua estabilidade.

Nenhum dos venenos de referéncia apresentou pergaténcia significativa nas
condicOes ideais de armazenamento, demonstranda adbabilidade destas preparacdes.
Os valores médios de poténcia, obtidos no peristi@ado (2000 a 2006) inclusive foram
superiores aos da poténcia declarada para osB&A8OT/04 (oito anos em uso), com
uma poténcia declarada em dgde 48,7ug/0,5 mL e uma poténcia média observada de
41,31ug/0,5 mL e BRABOT/05 (quatro anos em uso), com poténcia declarada de 47,8
Mg/0,5 mL e uma poténcia média observada de 449235 mL. O fato de o Padréo de
Referéncia apresentar uma poténcia média superfsténcia declarada apds anos de
utilizacdo, quando se espera uma queda e ndo uran&ma poténcia é freqiientemente
observado em estudos de estabilidade. Este apa@minto no valor da poténcia deve-se
as variacgoes intrinsecas inerentes aos ensaiaxidelade aguda em animais (TREVAN,
1927; ZBINDEN e FLURY-ROVERSI, 1981), associadosfatm de que o material de
referéncia ndo apresentou deterioracdo no periogtudado, consequentemente
apresentando uma boa estabilidade no periodo.

O alto CV encontrado para o lote BRA/CROT/01 ndsnas sete anos (30,32%)
pode ser explicado pelo fato desta referénciaider estabelecida em 1987, tendo 20 anos
em uso e, portanto pode estar perdendo poténciaueo agarretaria na perda de

homogeneidade dos resultados, visto que é espguedoem todos os frascos da referéncia
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se degradem simultaneamente com a mesma intensistés resultados também podem
ser decorrentes de variagdes sistematicas impreidstevido a natureza do ensaio, tendo
em vista que as sete Ultimas determinacdes apaegenuum bom perfil de estabilidade
(Figura 23). O CV para esta preparacdo variou faigtivamente durante o periodo
estudado alcancando 13,86% em 2000, 22,22% em 3QM4% em 2002, caindo para
16,14% em 2003 e aumentando nos anos subseqiEh@$% em 2004, 25,74% em 2005
até alcancar 38,41% em 2007 (Tabela 16).

Infelizmente n&o temos mais amostras deste lopodigeis para avaliar o perfil de
estabilidade por mais tempo. Estudos de degradacaéterada também deverdo ser
realizados nos lotes de veneno de referéncia erfBEABOT/05 e BRACROT/02).

A utilizacdo de venenos e antivenenos de refergapisar de pouco difundidas em
nivel mundial é fortemente recomendada pela OMSrelasorios das ultimas oficinas de
trabalho relacionadas ao assunto. Todos os labmstgrodutores no Brasil utilizam os
venenos botrépico e crotalico de referéncia de€8¥,1quando o INCQS implantou as
metodologias analiticas para o Controle da Quatiddd antivenenos. Esta iniciativa,
inclusive foi elogiada no documento da OMS, intitld: Rabies and envenomings: a
neglected public health issue: report of a ConsuétdMeeting, January 2007, Que cita “A
experiéncia do Brasil, onde um Veneno de ReferéiNaaional bem definido para
Bothrops jararacaé preparado e distribuido para os fabricantebaddorios de controle
da qualidade € um bom exemplo de coordenacdo raciinterlaboratorial” (WHO,
2007).

Apesar de dispormos de venenos botropico e crotélc referéncia desde 1987,
somente em 2005 foi preparado um lote candidat@ra Bntibotropico de Referéncia
(BRAantiBOT/01) e somente em 2008 foi preparado lote candidato a Soro
Anticrotalico de Referéncia (BRAantiCROT/01).

O candidato a lote 01 de Soro Antibotropico de Fefeia BRAantiBot/01, foi
produzido a partir de uma mistura de soros reptaen de todos os produtores de soro
antibotropico no Brasil. Este lote € constituido b5 frascos com 3 mL.

Em uma avaliacdo intralaboratorial no INCQS o d8RAantiBot/01, se mostrou
apto para ser avaliado como Soro de ReferénciaoNalcipara o desenvolvimento e
validacdo de um ensaio de poténcia relativa paare antibotrépico. O soro apresentou
uma poténcia em Dk de 6,62 mg/mL, o CV para as determinagdes foildé, b que pode

ser considerado muito bom.
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Tendo em vista que as determinacdes de potén@aopeaaindidato BRAantiBot/01
foram feitas em paralelo com amostras de rotinds apdeterminacdo da poténcia média do
soro padrdo, foi possivel fazer retrospectivamentedlculo da poténcia relativa das
amostras de rotina.

A correlacdo de Pearson entre os valores obtidias mias metodologias foi de
0,785 o que é considerada uma correlacdo boa. éfaespque as duas metodologias n&o
correlacionem perfeitamente, pois € previsto quea aoutilizagdo do método da poténcia
relativa a um padrdo de referéncia, ocorra umandiigdio no impacto de varios fatores
intrinsecos a este tipo de ensaios que ocorramraipamente, portanto o valor da
poténcia relativa é uma correcao do valor obtida peténcia absoluta.

Em uma avaliacao interlaboratorial preliminar resdia em 19 amostras analisadas
rotineiramente, foi avaliada a correlacdo de Peamsgire os resultados obtidos pela
poténcia absoluta pelo INCQS e pelos laboratériasiyiores, com o0s resultados da
poténcia relativa obtidos pelo INCQS e os resuladia poténcia absoluta obtidos pelos
laboratdrios produtores. Foi observado um aumeatoodrelacdo de regular (= 0,38) para
moderada (= 0,57) (Tabela 26). Este resultado rpmedir sugere que a precisao
interlaboratorial deve aumentar significativamertam a adocdo da metodologia da

poténcia relativa por todos os laboratorios.
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V. TERCEIRA ETAPA : DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA
ANALITICA IN VITRO PARA A DETERMINACAO DA POTENCIA
DO VENENO BOTROPICO E DO SORO ANTIBOTROPICO

V.1. METODOS

1. Fundamentos do método proposto.

O principio da metodologia proposta consiste no f& que o veneno botropico é
capaz de provocar efeito citotéxico em células VERM@ivadas em monocamadas e que
este efeito citotoxico pode ser neutralizado pefo antibotrdpico.

A metodologia adotada para a quantificacdo do cefeitotoxico do veneno
botrépico e sua inibicdo pelo soro antibotrégitwitro, € uma modificagdo da técnica de
guantificacdo de células descrita por Margis e [goto em 1989. Este método é capaz de
guantificar células aderentes em superficies planasmicrocarreadores, baseado na
adsorcdo, eluicdo e posterior determinacdo da Beusi Otica (DO) do corante Azul
Brilhante de Coomassie (CBBR-250) que cora proseéngidios celulares.

Considerando-se que a densidade ética do corarittoed diretamente proporcional
a quantidade de células vivas, aderidas em monatzm@ possivel determinar a
guantidade de células mortas ou destacadas dadtida, comparando-se a DO de cada
diluicdo do veneno, com a DO de um controle delagl® poder de inibicdo/neutralizacéo
deste efeito por diferentes concentracdes do saibo&ropico frente a uma concentracéo
fixa de veneno botrépico de referéncia também maulecalculado e conseqiientemente a
poténcia de formulacdes comerciais de soro antipmo pode ser determinada.

Foi redigido um Procedimento Operacional Padromizddscrevendo todas as

etapas da realizacdo da determinacéo da poténereneéno botropico (Anexo IV).

2. Células.

Foram utilizadas células VERO, originadas da AT@&eréncia CCL — 81. Estas
células sdo uma linhagem continua de células gpstedbtidas na Universidade de Chiba
no Japao em 1962, do rim normal de um Macaco V&hdeano (Cercopithecus aethiops
adulto. E uma linhagem celular aneupldide, com aamagem cromossoémica hipodipléide

com um numero modal de cromossomos de 58 ocorremde6% das células, e com uma

90



frequéncia de células com hiperploidia de 1,7%.aHsthagem € capaz de crescer
indefinidamente em cultura e n&do tem propriedadesogénicas em roedores
imunossuprimidos (YASUMURA E KAWAKITA, 1963).

Estas células foram fornecidas pelo Setor de Gulier Células do Laboratério de
Vacinas Virais e Cultura de Células do Departameletdmunologia do INCQS e foram
mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbec@MEM) suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB). As células foram ford@s em suspensdo com concentracao
de 10 células/mL, suplementada com 2% de SFB, 3 mM dgutamina, 20 mM de
HEPES, 26 mM de NaHC1.000 Ul de penicilina G potéassica, 0,1 mg ddasulde

estreptomicina e 2 jag/mL de anfotericina-B.

3. Preparacao de solucéo estoque de venenoRlgararacacom 10 mg/mL.

O Veneno Botropico de Referéncia é uma preparagfiizchda contendo 30 mg de
veneno deB.jararacapor frasco ampola. Antes de sua utilizacéo caatcér de veneno foi
reconstituido e a solucao resultante foi aliquatada

Foram identificados 15 frascos de vidro com caat@dpara 2 mL, com as
informagdes, BOT, hdo lote, concentracdo (10 mg/mL) e data de reitaitsto.

Foi adicionado 1 mL de salina no frasco ampola ewid 30 mg do veneno
liofilizado.

Apoés a completa dissolucéo do lidfilo, a susperieéietirada e transferida para um
outro frasco de vidro.

Foi adicionado 2 mL de salina ao frasco ampola pasagem.

Foram homogeneizados os 3 mL de suspensdo e didathem aliquotas de 200uL
(solucédo estoque, 10 mg/mL) tampadas com rolhabodecha e vedadas com tampa
metalica ou parafilm.

A solucdo estoque foi armazenada a —20 °C. Estg&mifoi utilizada no maximo

até 30 dias apés a sua reconstituigao.
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4. Determinacdo da poténcia (Dose Citotoxica 50% BCtsg) do Veneno
Botropico in vitro.

Foram semeadas microplacas de 24 pocos (Falcortjwdilil3047 ou Primaria
3847, Becton Dickinson, New Jersey, USA) comi &élulas VERO por poco, em meio
Dulbecco’s suplementado. Os pocos Al, A2 e A3 (gig8) foram reservados sem células
(somente com 1 mL de meio de cultura) para o cntregativo (branco) e os pocos A4,
A5 e A6 reservados para o controle de células.

As placas foram incubadas por 24 horas 83&m atmosfera entre 3 e 5% dexCO
para a adesdao celular.

A solucdo de uso do veneno botropico de referéfaiigpreparada com uma
concentracao de 1 mg/mL, diluindo-se a solucaagest¢10 mg/mL) a 1:10 (adicionou-se
1,8 mL de salina a 2Q@L da solucéo estoque de veneno de referéncia).

Foram feitas diluicbes seriadas da solucéo de mssatina, com um fator de 1:2
(Figura 27).

Foi retirado 10(L de meio de cultura de cada poco, exceto os destde células e
branco. Foi inoculado 0,1mL da primeira diluicd muificios B1, B2 e B3 (triplicata), da
segunda diluicdo em B4, B5 e B6, da terceirachloiem C1, C2 e C3, da quarta diluicao
em C4, C5 e C6, da quinta diluicdo em D1, D2 e D& sexta diluicdo em D4, D5 e D6
(Figura 28).

As microplacas foram Incubadas por 4 horas a 37&temosfera entre 3 e 5% de
CO..

Apés a incubacao o indculo foi retirado, vertendas microplacas.

As microplacas foram lavadas duas vezes com 0,8e®BS por orificio.

A seguir as microplacas foram fixadas com 0,5 mLP&S contendo 0,2% de
formol por poco, durante 15 minutos a temperatorbiante.

Todo o PBS/formol 0,2% foi vertido e as placasriosecas a temperatura ambiente
ou em estufa 40/50 °C (para acelerar a secagem).

Foi adicionado 250L de CBB R-250 0,2% por orificio e as placas foiaoubadas
a temperatura ambiente por uma hora ao abrigozda Iu

As placas foram entdo lavadas gentilmente, porsaeeem agua potavel e foram
secas a temperatura ambiente ou em estufa 40/6&&celerar a secagem.

A seguir o corante foi eluido com 1 mL de SDS 1886 uma hora a temperatura

ambiente.
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0,5 mL

1mg

mL

Solucgao de Usp
0 5mL 0, 5mL ,S50L O SmL 0 SmL

0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
mL mL mL mL mL mL

0,25 ,126 0,062 0,031 0,015
mg/mL mg/mL mg/mL md. mg/mL mg/mL

Figura 27: Esquema de diluicdo do Veneno BotrégeE®eferéncia.

1 2 3 4 5 6
Controle de Controle de Controle de
A Branco Branco Branco . , .
Células Células Células
B Diluicdo 1 | Diluicdo 1| Diluicdo 1 Diluicdo 2 Diluigd2 | Diluicdo 2
C Diluicdo 3| Diluicdo 3| Diluicdo 3 Diluicdo 4 Diluigd4 | Diluicdo 4
D Diluicdo 5| Diluicdo 5| Diluicdo 5§ Diluicdo 6 Diluigd6 | Diluicdo 6

Figura 28: Esquema de inoculagédo da microplaca@m®m@os para a determinacao da 43Ct
do veneno botropico.

A DO do eluato foi lida em leitor de microplacasai@ch[]) para o comprimento
de onda de 595 nm.
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Foram realizados 16 ensaios validos para a detegéinda DGh do veneno
botropico de referéncia BRABOT/05.

4.1. Célculos.

Foi desenvolvida uma planilha de calculos no BEXcehra o célculo da Dose
Citotéxica 50% (DG) pelo método de Probitos de acordo com as recomgéed da
Farmacopéia Européia (COUNCIL OF EUROPE, 2005)a p&nilha foi alimentada com
os resultados da leitura da DO (Figura 29).

Para que os ensaios fossem considerados comosjdldam utilizados os mesmos
critérios previstos pela Farmacopéia Brasileira ABR., 2004) e detalhados no POP de
Determinacdo da Dose Letal 50 dos vene@ostalus durissus terrificuse Bothrops
jararaca - in vivo. MANUAL da Qualidade. Rio de Janeiro: INCQS/FIOCREecéo 10
(65.3440.006).

Para efeito do calculo da Dgtoi considerada a média das DO obtidas para as trés
repeticbes de cada diluicdo, descontando o valdiawa leitura dos trés pocos do controle
negativo (branco), com o objetivo de minimizar #uéncia da coloracdo de fundo
inespecifica, devida a uma certa afinidade do ¢erAnul Brilhante de Coomassie G - 250

com a superficie das microplacas tratadas parasfiadelular.
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CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

Leitor de Microplacas Bio-Tek Instruments

Respons: Humberto
Amostra: Bot/005
Protocolo  02/05 Dose wg/mL Total Positivos
Data 25/5/2005 0,39 100,00 00,000
Placa no. 2 0,78 100,00 97,58
Fator dil. 2,0000 1,56 100,00
Dose inicial 0,39 3,12 100,00 44,4
6,24 100,00 46
12,48 100,00 0,000
1 3 5
A 0,361 0,348 0,945
B 0,306 0,296 0,46
C 0,684 0,608 0,851
D 0,955 0,945 0,99
TESTE 01 - DL50 Bothrops
120 Dose pg/mL % controle
C 100,000
. 12,48 0,000
501 6,24 3,462
80 1 3,12 44,451
40 1,56 73,571
a0 | 0,78 97,582
. — 0,39 100,000
LIC LSC
2,50 2,271 2,74
90,988 120,79
0,147 VALIDO
Branco Controle + Dil. 1 Dil. 2 Dil. 3 Dil. 4 Dil. 5 Dil.6
D.O 0,361 0,970 0,306 0,404 0,684 0,778 0,955 0,980
D.O 0,392 0,945 0,292 0,46 0,618 0,851 0,977 0,990
D.O 0,348 1,006 0,296 0,300 0,608 0,811 0,945 1,044
MEDIA 0,367 0,974 0,298 0,388 0,637 0,813 0,959 1,005
DESVPAD. 0,023 0,031 0,007 0,081 0,041 0,037 0,016 0,034
MEDIA - Br - 0,607 -0,069 0,021 0,270 0,446 0,592 0,638
DESV.MED. 0,017 0,022 0,005 0,059 0,032 0,025 0,012 0,026
VAR.% 6,159 3,149 2,420 20,926 6,486 4,495 1,707 3,427
ERROPAD 0,007 0,009 0,002 0,023 0,012 0,011 0,005 0,010
% do controle - 100,000 -11,374 3,462 44,451 73,571 97,582 105,110

Figura 29: Exemplo de planilha de célculos paraeterchinacdo da Dgg do veneno

botropico.
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5. Comparacao entre os meétodos “in vivo” e “in vito” para a determinacéo da
poténcia do Veneno Botrdpico e de Soro Antibotropa

Para a comparacédo das duas metodologias foi cdtcol&oeficiente de Variacao
para cada metodologia assim como a correlacdo desdte entre as diferentes
metodologias.

Para que fosse possivel realizar a correlagcdo desdte entre as diferentes
metodologias, uma sequéncia de resultados de p@iéndvo,com o mesmo tamanho da
amostragem dos resultados obtidos pelo métoddtro, foi randomicamente selecionada.
As duas sequéncias de dados foram hierarquizadasréem crescente, para que fosse

possivel o pareamento dos dados.

6. Determinacdo da dose desafio de Veneno de Referi@.

Para os ensaios de letalidade a dose de desafosdayre estimular uma resposta
maxima, ou seja, a dose utilizada deve estar adian@orcdo linear da curva de dose
resposta. Para o ensaio de determinacao da(IDEvivo) € necessério utilizar uma dose de
veneno correspondente a uma quantidade dg §dbidamente capaz de matar todos 0s
animais inoculados (GUTIERREZ, 1990). O mesmo ciomcéoi aplicado para a
determinacédo da dose desafio para o ensaio dedniba citotoxicidadm vitro proposto.

Foram avaliadas diferentes concentragdes do vdmanapico de referéncia, com o
objetivo de determinar a menor dose capaz de selispreou destacar 100% das células

aderidas em monocamada.

7. Determinagdo da poténcia do Soro AntibotropicoQose Inibitéria 50% -
Dls0) in vitro.

A determinagdo da poténcia do soro antibotrofceitro seguiu basicamente os
mesmos procedimentos para a determinacdo da pot@acveneno botropican vitro,
como descrito em 1.3.

A principal diferenca foi a inclusdo da etapa deoseutralizacdo do veneno
botrépico de referéncia, onde o soro antibotréficaliluido a 10 10% 10% 10% 10° e
cada diluicao foi incubada com 6 BEgto veneno botrépico de referéncia (Figura 30).

Também foi incluido um controle positivo das 6 BGio veneno botrépico de

referéncia para aceitacdo do ensaio como validetr@e de veneno). Os procedimentos
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de Poténcia para o Soro Antibotrépicm-vivo.

para a soroneutralizacdo foram realizados confarmescrito em Parte |, item 3.2. Ensaio

1

2

3

4

5

6

Branco

Branco

Branco

Controle
de Células

Controle
de Células

Controle
de Células

Controle
de Veneng

Controle
de Veneno

Controle
de Veneno

Diluicao 1

Diluicao 1

Diluicéo 1

Diluicéo 2

Diluicéo 2

Diluicéo 2

Diluicdo 3

Diluicdo 3

Diluicdo 3

Diluicéo 4

Diluicéo 4

Diluicéo 4

Diluicdo 5

Diluicdo 5

Diluicdo 5

Figura 30: Esquema de inoculacédo da microplacaddeogos para a determinagédo dggDI
do soro antibotrépico:

Foi desenvolvida uma planilha de calculos no Exgala o célculo da Dose
Inibitéria 50% (Dkg) pelo método de Probitos. Esta planilha (Figura f8l alimentada
com os resultados da leitura da DO (Figura 30)v&ares obtidos no Controle de Veneno
nao sao utilizados para efeito do célculo da pdédo soro antibotropico, somente sao

considerados para a aceitacdo do ensaio como valido
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Inibicdo da Citotoxicidade em Células VERO

Leitor de Microplacas Bio-Tek Instruments

/Amostra: BraAntiBot 005
Protocolo 12/06
Data 11/10/2006
Placa no. 2

Fator dil. 10,0000
Dose inicial 0,3

Responsavel:

Humberto

Dose Total | Positivos
0,3 100,00 [e{swde
0,03 100,00 689
0,003 100,00 4,30
0,0003 100,00 8,00
0,00003 | 100,00 0,339

| 0,660

TEZTE 01 - DI 50 Bothrops

12 F.D. [% controle
100 4 C 100,000
a0 | 0,30 86,203
0,03 72,689
" 0,003 54,305
40 1 0,0003 38,003
20 l 0,00003 10,339
o] , , , , _ [
LIC LSC
0,0022 0,001 0,004
59,143 282,81
0,252 VALIDO
Dil. 1 Dil. 2 Dil. 3 Di.4 | Di.5
Branco Controle + 0,30 0,03 0,00 0,00 0,00
D.O 0,290 1,112 1,037 0,844 0,907 0,562 | 0,356
D.O 0,241 1,207 1,106 0,99 0,660 0,659 | 0,290
D.O 0,223 1,269 1,054 0,980 0,726 0,610 | 0,401
MEDIA 0,251 1,196 1,066 0,938 0,764 0,610 | 0,349
DESVPAD. 0,035 0,079 0,036 0,082 0,128 0,049 | 0,056
MEDIA - Br - 0,945 0,814 0,687 0,513 0,359 | 0,098
DESV.MED. 0,026 0,056 0,027 0,063 0,095 0,032 | 0,039
VAR.% 13,796 6,612 3,373 8,695 16,731 7,947 | 15,997
ERROPAD 0,010 0,023 0,010 0,024 0,037 0,014 | 0,016
% do controle - 100,000 86,203 | 72,689 54,305 |38,003| 10,339

Figura 31: Exemplo de

antibotrépico.

planilha de calculos paraeterchinacdo da B do soro
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8. Validagcédo da planilha Excel, de calculo da DEo, e da poténcia do Soro
Antibotropico frente ao programa “WHOPROG”, desenvdvido pela Organizagéo
Mundial de Saude.

Foi desenvolvida uma planilha no Excel para o ddlda DLsp € DEs, € da DG e
Dlsp pelo método de Probitos, de acordo com as recoméasala Farmacopéia Européia
(COUNCIL OF EUROPE, 2005), a ser utilizada em stligéio ao programa estatistico
WHOPROG, que somente permite o calculo dos Prolp#ra valores inteiros (animais
vivos/mortos) o que ndo permitia o calculo dos resloda densidade otica obtidos pelo
métodoin vitro.

Foi realizado um estudo de validacédo desta plamithaélculo, comparando-se os
resultados obtidos em 28 determinacdes de poténbig, in vivo, de diferentes lotes de
soro antibotropico, pelas duas ferramentas de IcalEoi estabelecida entdo a correlacdo

de Pearson entre os resultados obtidos pelas eluasentas de célculo.

9. Determinacao da poténcia do Soro Antibotrépico & Referéncia em Unidades
Neutralizantes (UN).

De acordo com a Farmacopéia Brasileira, o valgoat@ncia do soro antibotrépico
deve ser expresso em quantidade de veneno, enramihAg, neutralizados por 1 mL da
amostra, e a poténcia minima para a liberacéo téeplara o soro antibotrépico é de 5
mg/mL (BRASIL, 2004).

Foi proposta a expressdo da poténcia do soro &mffico em Unidades
Neutralizantes (UN). Cada UN corresponderia a ddpde de 1 mL de soro antibotrépico

em neutralizar 1 mg de Veneno Botrépico de Reféaénc
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V.2. RESULTADOS

1. Validacao da planilha Excel desenvolvida no INC® para o calculo da Dky
e da poténcia do Soro Antibotropico frente ao progama “WHOPROG”, desenvolvido
pela Organizacdo Mundial de Saude.

Foram comparadas 28 determinacdes de poténcia dstrasi comerciais do soro
antibotropico, calculadas pelos dois programas{RaExcell e WHOPROG).

A correlacdo de Pearson obtida para a determirde @i, foi de 0,999986 e para
a determinacéo da poténcia foi de 0,999963, o igméfisa uma excelente correlagédo entre

os dois programas estatisticos (Figura 32, Tab8la 2

20,00

15,00

10,00+ —o— WHOPROG
W —B— EXCEL
5,00

o00+—/—m—7/m—F——T " T T T T T T T T T T T

Poténcit

Ensaio

Figura 32: Comparacdo entre os resultados da patée diferentes lotes de soro

antibotropico calculados pelo programa WHOPROGI& plnilha Excel desenvolvida no

INCQS.

2. Determinacdo da poténcia do lote 05 do Veneno tBapico de Referéncia
(BRABOT/05) pelo métodoin vitro.

Foram realizados 16 ensaios validos para a detag&inda Dose Citotdxica 50%
(DCts0) do Veneno Botropico de Referéncia, com o objetieodeterminar sua potencia
média em DGp Destas 16 determinacbes quatro foram consideragaso nao
homogéneas pelo teste de Combinacédo Ponderadasd®&(COMBIM).

Excluindo-se estes quatro valores, foi obtida jpal@te 05 do Veneno Botrépico de
Referéncia - BRABOT/05 uma Détde 2,92 ug/mL, com um Limite Superior de 3,03
ug/mL e Limite Inferior de 2,82 ug/mL (Tabela 28).
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Tabela 27: Comparagdo entre os resultados da pot&ec diferentes lotes de soro
antibotrépico calculados pelo programa WHOPROGI& planilha de Excel desenvolvida
no INCQS.

WHOPROG Excelld
Amostra DES50 Poténcia DE50 Poténcia
38/2004 20,45 9,35 20,48 9,34
41/2004 22,68 8,43 22,71 8,42
701/2004 22,23 8,60 22,26 8,59
878/2004 21,41 8,93 21,44 8,92
882/2004 24,91 7,68 24,94 7,67
1117/2004 25,65 7,45 25,67 7,45
1118/2004 21,35 8,96 21,38 8,94
1537/2004 25,46 7,42 25,60 7,47
1967/2004 19,92 9,60 19,95 9,58
1968/2004 19,91 9,60 19,94 9,59
2475/2004 26,65 7,17 26,67 7,17
2517/2004 25,73 7,43 25,76 7,42
2520/2004 26,94 7,10 26,97 7,09
2573/2004 28,53 6,70 28,55 6,70
2768/2004 32,57 5,87 32,59 5,87
3116/2004 29,71 6,44 29,74 6,43
3332/2004 23,53 8,13 23,55 8,12
3387/2004 31,53 6,06 31,56 6,06
3613/2004 32,65 5,86 32,66 5,85
3590/2004 22,60 8,46 22,63 8,45
4224/2004 29,18 6,55 29,20 6,55
4227/2004 30,26 6,32 30,28 6,31
104/2005 33,50 5,71 33,51 5,71
108/2005 27,91 6,85 27,93 6,85
112/2005 32,12 5,95 32,14 5,95
709/2005 26,64 7,18 26,67 7,17
711/2005 26,59 7,19 26,62 7,18
771/2005 22,84 8,37 22,86 8,36

Correlacao de Pearson RE 0,999986
Correlacao de Pearson Poténcia = 0,999963
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Tabela 28: Determinac¢éo da poténcia do lote 008adeno Botrdpico de Referéncia pelo métaduitro.

European Pharmacopoeia 4

Combinacao ponderada de ensaios

pot est LI LS GL Ln pot (M) L(amplit) t Peso(W) MW W(M-Mmed)2
0,9478 0,2743 2,086 231,39 219,31 3,58910
1,0006 0,2930 2,086 202,76 202,89 1,04235
1,0647 0,2509 2,086 276,53 294,42 0,01606
1,0919 0,2741 2,086 231,61 252,90 0,08890
1,1019 0,2580 2,086 261,48 288,13 0,22922
1,1632 0,2183 2,086 365,38 425,00 3,01373
0,9478 0,2743 2,086 231,39 219,31 3,58910
1,0006 0,2930 2,086 202,76 202,89 1,04235
1,0647 0,2509 2,086 276,53 294,42 0,01606
1,0919 0,2741 2,086 231,61 252,90 0,08890
1,1019 0,2580 2,086 261,48 288,13 0,22922
1,1632 0,2183 2,086 365,38 425,00 3,01373
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00 0,00000
0,0000 0,0000 0,000 0,00 0,00 0,00000
n GL total |W Total MW total M médio t s(Mmed) LI LS
12 240 3138,30 3365,30 1,07 1,970 0,01785 1,0372 1,1075
Poténcia Estimada da combinac&o dos ensaios:
2,92 Ul/vial
teste de homogeneidade: Lim. Inferior, 2,82 Ul/vial
X? calc p X ’tab Lim. Superior 3,03 Ul/vial
15,959 0,1427 19,675
Dados homogéneos
Teste de Grubbs para resultados aberrantes:
valor maximo é valido
valor minimo é valido
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3. Comparacao entre os meétodos “in vivo” e “in vito” para a determinacéo da
poténcia do Veneno Botrdpico.

Para a comparagdo do desempenho do métodtro proposto com a metodologia
oficial in vivo, foi determinada a precisdo interensaios (repiekioie) através do
Coeficiente de Variacdo obtido para cada metodalagisim como a correlagédo de Pearson
entre a DG (in vitro) e a Dlso (in Vvivo).

A precisdo interensaios para as determinacdoes da pPdlo métodoin vivo
apresentou um CV de 12,27% (Figura 22) enquant@gteeas determinacdes da B0
métodoin vitro proposto) o CV foi de 7,19% (Tabela 29).

A correlagédo de Pearson entre os resultados ohpielas duas metodologias foi de
0,96.

Tabela 29: Determinacdo da poténcia média do VenBatropico de Referéncia
BRABOT/05 pelo métodin vitro.

Ensaios| poténcia In Vitro
1 2,58
2 2,72
3 2,90
4 2,98
5 3,01
6 3,20
7 2,58
8 2,72
9 2,90
10 2,98
11 3,01
12 3,20
Média 2,92
D Pad 0,20
CV% 7,19
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4. Determinagdo da dose desafio de Veneno de Refari@.
Foi determinada a dose de 6 RYCtomo a dose de desafio para o ensaio de
determinacdo da poténcia do soro antibotropiceitro (a menor dose capaz de produzir

sempre um efeito citotéxico de 100%).

5. Determinacdo da poténcia do Soro Antibotropico @ Referéncia
BRAantiBOT /01 pelo métodan vitro.

Foram realizados somente cinco ensaios considerdtid®s para a determinacdo
da poténcia do soro antibotropico de Referéncia petodan vitro.

A poténcia média obtida para soro BRAantiBOT/0lopaiétodoin vitro foi de
3092,60 mg/mL (Tabela 30), o que representa qua esttodologia possui uma
sensibilidade cerca de 450 vezes maior do quedet@aminacdo da poténcia pelo método
in vivo (= 6,92 mg/mL). Na pratica este caracteristicaresgntaria uma significativa
economia de veneno botropico de referéncia paxa@iedo dos ensaios de poténcia.

A precisao interensaios (repetibilidade) obtidaapestas cinco determinacdes foi de
56,81%, um valor que embora aceitavel foi consterainda excessivamente alto. Por
outro lado a determinacdo da poténcia do soro @ndibico in vitro apresentou uma
correlagdo de Pearson com a metodologia oficiaklig 0,90 o que é considerada uma
correlagdo muito boa (HERZOG@t al, 2004).

Tabela 30: Determinacdo da poténcia média do Santibétrépico de Referéncia
BRAantiBOT/01.

DCt 50 Poténcian |Poténcian vivo

Ensaios| (mL) vitro (mg/mL)| (mg/mL)
1 0,00782 1867,01 6,01

2 0,00247 5910,93 6,85

3 0,00695 2100,72 7,42

4 0,00392 3724,49 7,45

5 0,00785 1859,87 8,95
Média | 0,00580 3092,60 7,34
Desv Pad 0,00246 1756,97 1,07
CV% | 42,41379 56,81 14,65
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6. Determinacdo da poténcia do Soro Antibotrépico el Referéncia em Unidades
Neutralizantes (UN).

De acordo com a Farmacopéia Brasileira, o titulpaténcia do soro antibotropico
deve ser expresso em quantidade de veneno emamnikgrneutralizados por 1 mL de soro
(BRASIL, 2004).

Neste trabalho nés propomos que a poténcia doastitmotropico seja expressa em
Unidades Neutralizantes (UN) e que cada UN cormedp@ capacidade de 1 mL de soro

antibotropico neutralizar 1 mg de veneno botrépieseferéncia.

7. Custos.

Foi feita uma avaliacdo de custos para as duasdoietpas onde a metodologia
vitro se mostrou até 69% mais econdmica. O custo umitdei uma determinacdo de
poténcia do soro antibotrépico pelo métadwivo foi avaliada em R$ 1.032,89 enquanto
gue a determinacdo da poténcia de uma amostraaeusitbotropico pelo métoda vitro
foi avaliada em R$ 318,90 o que significa uma entaale 69%.

Ao se testar quatro amostras em paralelo, temoseaor@omia de escala bastante
significativa para ambos os métodos, baixando stosule execugdo do ensaiovivo de
R$ 1.032,89 para R$ 450,62 por amostra e do ensaitro de R$ 318,90 para R$ 187,02.
A economia representada pelo ensaiwgitro em relagcdo ao ensaiio vivo ainda alcanca o

expressivo indice de 58%.

Tipo 1 Amostra 4 Amostras

IN VIVO R$1.032,89 R$450,62

IN VITRO R$318,90 R$187,02

Variagédo -69% -58%
100% 1 Amostra 4 Amostras

Economia

Figura 33: Avaliacdo de custos do ensaio de detaxgAb da poténcia do soro
antibotropico pelos métodas vivo ein vitro.
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V.3. DISCUSSAO

Na terceira etapa deste trabalho, foi desenvolvida metodologian vitro para a
determinacdo da atividade citotéxica do venen®dg@raracaem células VERO, assim
como para a determinacdo da poténcia do soro #&djgico pela inibicdo do efeito
citotoxico. Esta metodologia se propde como umerradtiva ao ensaio de letalidade em
camundongos, que é a metodologia oficial vigen®RASBIL, 2004).

Medicamentos bioldgicos como soros e vacinas painmesumidamente definidos
como produtos derivados de (ou produzidos por)risgeos vivos em um sistema de lotes.
Esta definicdo implica que as caracteristicas @alyip podem variar de lote para lote e
conseqientemente um minucioso controle de qualigeta a liberacdo de lotes é
necessario para garantir a qualidade de cadandie@dualmente (HENDRIKSEN, 2002).
Portanto, uma acurada determinacéo da atividadégiia ou da poténcia de cada lote é
fundamental para que se garanta a eficacia destsectle medicamentos.

A producao e o controle da qualidade de medicarséntonobioldgicos é regulada
por monografias e normas publicadas por farmacep&aionais (Farmacopéia Brasileira)
ou internacionais (e.g. Farmacopéia Européia), nizgades internacionais (e.g. OMS) e
autoridades regulatérias internacionais (e.g. EME3)objetivo desta regulamentacédo é
garantir a qualidade destes produtos, com énfasaspectos relacionados a sua seguranca
e poténcia.

No Brasil esta regulamentacao é feita pela Farné@aadrasileira (BRASIL, 2004),
complementada pela Portaria n® 174 de 11 de nowed&1996 do Ministério da Saude do
Brasil que aprova as normas técnicas de producéongole de qualidade dos Soros
Antiofidicos, Antitoxicos e Antirabico (BRASIL, 189. Estas normas preconizam que as
determinacfes de poténcia tanto para o venenopbmirguanto para o soro antibotropico
sejam obrigatoriamente realizadas através da dei@gao da Dby e da Dy em modelos
murinos.

Em 1959 Russel e Burch publicaram “The PrincipléHamane Experimental
Technique” (Os Fundamentos da Técnica Experiméhtalanitaria), no qual introduziram
0 conceito dos “3 R’s”, a saber, “Replacement” &imicdo), “Reduction” (reducéo) e
“Refinement” (refinamento), como um ponto de patmhra uma abordagem menos cruel

na experimentacdo animal, sempre mantendo a qdelmantifica da experimentacao.
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Estima-se que mundialmente, mais de 10 milhdes nii@ass sejam utilizados
anualmente no desenvolvimento, producdo e conttalgualidade de imunobiolégicos.
Estes animais sdo utilizados em testes que poderdisdidos em duas categorias, 0s
testes de seguranca e eficacia para efeito dereedestudos pré-clinicos que assegurem
gue o imunobioldgico induza uma imunidade protetaps a sua administracdo e
garantam que o produto ndo provoque reacdes advaesperadas) assim como ensaios de
seguranca e poténcia para o controle da qualidadensequiente liberagdo dos lotes
(HALDER, 2001). Cerca de 80% destes animais sd@ados em testes rotineiros de
controle da qualidade para liberacdo de lotes (HENMISEN, 2000).

Somente para a realizacdo do ensaio de poténcagparoduto final dos soros
antibotropico e anticrotdlico, sdo utilizados ndCINS cerca de 5.500 camundongos por
ano, com um total de aproximadamente 3.000 camgudosomente para a realizacdo do
ensaio de poténcia para o soro antibotrépico.

Atualmente no Brasil ndo existe nenhuma norma gastéématizadora atualizada
referente a vivissecg¢ado e experimentagdo com asimem para fins didaticos, cientificos
ou regulatorios. A Unica lei referente a esse telata de 1979 e ndo chegou a ser
regulamentada. Leis mais recentes, também ndoaregutadas, equiparam a pratica de
experimentos cientificos aos atos de abuso e nratmstde animais, na presenca de
tecnologia alternativa. No municipio do Rio de Janea préatica de vivisseccdo e de
experiéncias com animais em instituicbes vetemsapublicas municipais esta proibida,
desde 2001. Mais recentemente, em 2005, foi apcoradnunicipio do Rio de Janeiro um
projeto de lei que proibe o uso de experimentagamad na cidade, esta lei estd no
momento aguardando regulamentacdo que deveraer@actgue tipos de procedimentos
serdo permitidos e quais deverdo ser abolidos metguicdes de producdo e pesquisa
sediadas neste municipio.

Existe um Projeto de Lei datado de 1997 (PL 39®¥19Que regulamenta o uso de
animais de experimentacéo e define a criacdo d€€anselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal e regula a criacdo de Corasss@é Etica no Uso de Animais. Este
projeto tem o apoio da comunidade cientifica quseei@n pela regulamentacdo dos
procedimentos experimentais com 0 uso de animaisstdthn em tramitacdo outros
projetos, como o PL 215/2007, que propde a crialiicCodigo Federal de Bem-Estar

Animal, que pode trazer imenso retrocesso a pesdpiienédica, pois caso seja aprovado



com o texto original, a utilizacdo de pequenos arsnpara experimentacdo cientifica
podera ser proibida (MARQUES, 2005).

Em 2001 o “WHO Expert Committee on Biological Stardization” reuniu-se em
Genebra para discutir o progresso na padronizacaateole de antivenenos. Dentre varias
recomendacdes desta oficina de trabalho, podemstcde que foram ressaltadas a
necessidade e a importancia de se estimular od#@sanento de métodos alternativos ao
modelo de letalidade murina.

“Foi consenso que 0s ensaios murinos in vivo ateal® utilizados causam
consideravel sofrimento, sdo caros e mostram pegoennenhuma correlagdo com
0 envenenamento e terapia em humanos. Certamepgeyltimos anos o uso do
ensaio de letalidade murina ([sd-e DEsp) assim como outros testes in vivo tem sido
guestionados na Europa e EUA. O UK Home Office, g@mplo, solicitou que
ensaios alternativos sejam desenvolvidos para astgultdo destes testes. O
workshop concordou que esfor¢cos devem ser diredaspara o desenvaehaento de
métodos alternativos para a substituicdo de ensagps roedores para a
determinacdo da poténcia de antiveneno§THEAKSTON, WARRELL E
GRIFFITHS, 2003).

Pelo exposto é necessario que a comunidade aientéfsteja preparada para
enfrentar uma regulamentag&o nacional e internakicada vez mais restritiva ao uso da
experimentacdo animal, inclusive para as metodasoghaliticas oficiais utilizadas com
fins regulatorios e preconizadas por farmacopéiasubras recomendacdes internacionais.

O desenvolvimento de métodas vitro para a avaliacdo da poténcia dos soros
antipeconhentos deve ter como objetivo obter r@do#t mais confiaveis e reprodutiveis,
além da reducgédo dos custos analiticos e das qaesléeionadas ao bem estar animal.

Alguns métodos alternativos tém sido desenvolvigasa a determinagcdo da
atividade biologica dos venenos de serpentes, assimo para a avaliacdo da poténcia de
soros antiofidicos, a maioria baseada na neutcdiiviaa vitro de efeitos especificos dos
venenos, como por exemplo, antiprocoagulante, midtieo, hemolitico ou efeitos
proteoliticos e citotoxicos em cultivos celularda SILVA E BIER, 1982; WARRELLet
al., 1986; GUTIERREZt al, 1988; LAINGet al, 1992; GOWDA E MIDDLEBROOK,
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1993; GONI, VAISBERG E ZAVALETA, 1992; ARAUJ@t al, 1999, GIRONet al,
2005).

Também foram propostos métodos utilizando ovos emédos (SELLS, LAING E
THEAKSTON, 2001), degradacdo da gelatina (CLE@Gal, 1997), hemaglutinacao
passiva e inibicdo da hemaglutinacdo (PRADH@&tNalL, 2007), ELISA (THEAKSTON,
1983; RIAL et al, 2006), SE-HPLC (PRICE Il E SANNY, 2007), assicomo a
determinacdo e neutralizacdo da atividade enzimdgésfingomielinase D) para o soro
antiloxosceélico (BARBARet al, 2005; OLVERAet al, 2006).

Apesar da grande diversidade de metodologias delsgatas, a grande maioria das
técnicas descritas foi avaliada para fins de psaguui desenvolvimento tecnolégico (mais
voltadas a caracteriza¢cdo bioquimica e farmacaddgccomponentes dos venenos ou para
o controle de processos de producdo) e ndo comaboraagem voltada para a liberagédo
de lotes ou acdes regulatorias vinculadas a ViggéBanitaria. Nenhum destes métodos
foi submetido a um estudo comparativo ou de vadidafyente & metodologia oficial
vigente para a determinagéo da poténcia de antiesn@enodelo letal murino).

Até o presente momento, o modelo de letalidademawio Unico método previsto
para a liberacdo de lotes de soros antipeconhemosivel mundial (com excecdo do
ensaio dermonecrético em coelhos para a poténcigodo antiloxoscélico). Portanto,
devido ao exposto, é altamente recomendavel o delsénento e validacdo de
metodologias analiticagn vitro capazes de substituir os ensaios murinos para fins
regulatorios.

Foi entdo, por nés proposto, um método colorimeiricvitro para a quantificacao
da atividade citotdéxica do veneno Be jararacaem ceélulas VERO e sua inibicdo pelo
antiveneno especifico, para a determinacdo da gat&o veneno botropico e de soro
antibotropico.

O principio da metodologia proposta consiste no f& que o veneno botropico é
capaz de provocar efeito citotéxico em células VERM@ivadas em monocamadas e que
este efeito citotoxico pode ser neutralizado pedoo santibotropico. Utilizando-se da
propriedade do corante Azul Brilhante de Cooma@SEBBR-250) em corar proteinas e
lipidios celulares, e do fato que este corante pedeluido dos cultivos e que a densidade
Otica do corante eluido é diretamente proporciangliantidade de células vivas, aderidas

em monocamada, foi possivel determinar a quantidadeglulas mortas ou destacadas da



fase sdlida, comparando-se a DO de cada diluicaeedeno com a DO de um controle de
células.

Este método se propde a determinar a Dose Citat@®0eo (DCig) que substituiria
a Dose Letal 50% (Do) para a determinagéo da poténcia do veneno botr@a Dose
Inibitéria 50% (Dko) em substituicdo a Dose Efetiva 50% (g)E

Inicialmente, para que fosse possivel realizarabsutos da DGp e da Dio com o0s
valores da DO, que apresentam valores com 3 casawals, foi necesséario desenvolver
uma planilha no Excel (Microsoft) para o célcul® dyobitos em substituicdo ao programa
estatistico WHOPROG (desenvolvido pela OMS), queestie permite o calculo dos
Probitos para valores inteiros (animais mortoskdlentes). Esta planilha foi
desenvolvida e validada de acordo com as recomé@eslaga Farmacopéia Européia
(COUNCIL OF EUROPE, 2005).

O estudo de validacdo em questdo consistiu basintaneen calcular a correlacéo
entre os resultados experimentais obtidos pelas deaamentas de célculo. Foram
comparadas 28 ensaios de poténitiasz/0) que apresentaram uma correlacdo de Pearson
de 0,999986 para a determinacdo da¢P& de 0,999963 para a determinacdo da poténcia.
Este resultado mostra que existe uma excelentelag@io entre os resultados obtidos pelos
dois programas estatisticos e, portanto o progm@@nealculos na planilha do Excel pode
ser seguramente utilizado.

Para uma primeira avaliacdo da performance da mlegid de determinacdo da
poténcia do veneno botrépico pela quantificacdefddo citotoxico médio (DGg) foram
realizadas 16 determinacfes independentes, coadaeralidas, do lote 05 do Veneno
Botropico de Referéncia (BRABOT/05).

Os critérios para a aceitacdo do ensaio como védidon:

1. Linearidade (pelo menos em trés diluicdes canses).

2. Localizagdo da Dgg (a dose que induz 50% de efeito citotoxico, destare
localizada no intervalo compreendido entre a maioa menor diluicdo do
ensaio).

Destas 16 determinacdes validas, quatro foram derslas como ndo homogéneas
pelo teste de Combinacdo Ponderada de Ensaios (@@MBnao foram utilizadas para
efeito da determinacdo da poténcia médiavitro do Veneno Botropico de Referéncia
BRABROT/05.
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O valor médio da DGg do veneno BRABOT/05 foi entdo estabelecida em 2,92
ug/mL, com um Limite Superior de 3,03 ug/mL e Lieilnferior de 2,82 ug/mL. A
poténcia declarada em BJpara o veneno de referéncia BRABOT/05 foi de 4g/,®,5
mL o que significa que o método vitro possui uma sensibilidade aproximadamente 33
vezes maior que o métodovivo para a determinacdo da poténcia do veneno botxopic

Para a comparacdo do desempenho do métodtro proposto com a metodologia
oficial in vivo, foi determinada a precisdo interensaios (repiekioie) através do
Coeficiente de Variacao, assim como a correlacaBadason entre a Dégt(in vitro) e a
DLso (in vivo).

A precisédo interensaios para as determinacdes da pPdlo métodoin vivo
apresentou um CV de 12,27% (Figura 22) enquantgogtee as determinacoesyvitro da
DCtso0 CV foi de 7,19% (Tabela 29). Esta precisdo imsa&és demonstrada tanto pelo
métodoin vitro, quanto pelo métodim vivo pode ser considerada como muito boa, tendo
em vista que a precisdo esperada para imunoertsaiaso ELISA é de um Coeficiente de
Variacdo de até 20% (van der ARK, 268@&l; WHO, 1997).

A correlagcédo de Pearson entre os resultados ohpielas duas metodologias foi de
0,96, o que é considerado uma correlagédo excqld&RZOG, et al., 2004).

Estes resultados demonstram que a metodologiagtepara a determinacdo da
poténcia do veneno botropico apresenta uma relpdaidbe muito boa, assim como
correlaciona excelentemente com a metodologiaabfinurina. Portanto podemos concluir
gue a metodologia proposta tem potencial para aenalmente validada e apresentada
como uma alternativia vitro ao modelo oficial de letalidade murina.

Foi entdo padronizada a metodologiavitro para a determinacdao da poténcia do
soro antibotrépico pela determinacdo da Dose ikit50% (Dko).

Para a realizacdo de ensaios de inibicdo da latmi(determinacdo da Bfou pelo
métodoin vitro da Dkg) 0 mais comum € fazer a soroneutralizacao freni@a dose Unica
de veneno utilizando-se diferentes diluicbes dm doperimune. Para isso € necessario
estabelecer uma Dose de Desafio. Esta dose deywesestimular uma resposta maxima,
ou seja, deve estar acima da regido central lid@aurva dose-resposta. Para o ensaio de
determinacdo da D& € necessario utilizar uma dose de veneno corrdspte a uma
guantidade de DJ; sabidamente capaz de matar todos os animais aucmsil

(GUTIERREZ, 1990). O mesmo conceito foi aplicadcapa determinacdo da dose desafio
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para o ensaio de inibicAo da citotoxicidadesg¢DIn vitro. Para o ensaién vivo, a
Farmacopéia Brasileira preconiza a utilizacdo dd.5.

Foram avaliadas diferentes concentracdes do vdmanapico de referéncia, com o
objetivo de determinar a menor dose capaz de selispreou destacar 100% das células
aderidas em monocamada.

A dose de 6 DG} foi determinada como a dose de desafio para aierme
determinacéo da poténcia do soro antibotropicatro, pois foi sempre capaz de produzir
um efeito citotoxico de 100%.

Apoés a determinagdo da dose de desafio para o wdmanopico de referéncia,
foram realizados diversos experimentos visandajp@tmente estabelecer qual o fator de
diluicdo mais adequado. Para a determinagao dg Ritutilizado um fator de diluicdo de
1:1,2. A Farmacopéia Brasileira preconiza que orfde diluicdo ndo seja superior a 1,5
(BRASIL, 2004). Este fator de diluicdo tdo pequerdamente foi responsavel por varias
invalidacdes de ensaios, porém, como a curva desgosta para estas titulacbes em
modelos animais € bastante critica, os pontos e devem necessariamente estar muito
préximos uns dos outros. Surpreendentemente n@dnsatro a inclinacdo da curva dose
resposta ndo se mostrou tdo critica, quanto pagasaioin vivo. Portanto o fator de
diluicdo de 1:10 se mostrou bastante adequado, poa® ser observado na Figura 31.

Esta diferenca observada no perfil da curva dosposta (sigmoide) pode estar
relacionada ao fato de a sensibilidade do eneardro ser significativamente maior que a
do ensaian vivo.

Apoés a determinacao da dose de desafio e do fatdilulcdo para o ensaio daspl
somente foram realizados cinco ensaios de potépaim 0 Soro de Referéncia
BRAantiBOT/01 considerados como validos. A potémuigdia de BRAantiBOT/01 para
estas cinco determinacdes pelo métmdatro foi de 3.092,6 mg/mL (Tabela 30) enquanto
gue a poténcia meédia obtida pelo métadwivo foi de 6,92 mg/mL (Tabela 23), o que
representa uma sensibilidade do té@statro cerca de 450 vezes maior do que a do taste
vivo.

A precisao interensaios (repetibilidade) apresentauCV de 56,81% o que apesar
de estar dentro dos valores esperados para ensiizendo animais ou cultivos celulares
pela OMS, que aceita Coeficientes de Variacao supsra 50% (WHO, 1997) foi
considerada excessivamente alta principalmententisae em conta que a precisdo

interensaios obtida para a determinacdo da potéacieeneno botrépico de referéncia foi
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de apenas 7,19%. O pequeno numero de repetici@e) ab fato de que estes dados foram
obtidos durante o processo de padronizagcdo do fesiem justificar este elevado
Coeficiente de Variacao.

A metodologia para a determinacdo da poténcia doatibotrépican vitro ainda
precisa de alguns ajustes para a sua completa rpzagéo. Serdo realizados
posteriormente alguns ensaios complementares dsemfirmar tanto a dose de desafio
de 6 DCi, quanto o fator de dilui¢cdo utilizado atualmentd Q)L

Também serdo necessarias mais repeticdes da deteéunida poténcia vitro
para o estabelecimento da precisdo interensaios.

A sensibilidade entre as duas metodologias é eatrente diferente, visto que a
poténcia do veneno de referéncia BRABOT/05, peltodein vivo, foi de 6,92 mg/mL
(Tabela 23), enquanto que a poténcia pelo méitoddtro foi de 3.092,6 mg/mL (Tabela
30). Isto representa uma sensibilidade do testatro cerca de 450 vezes maior do que a
do testein vivo. Para que seja possivel fazer qualquer comparagé® as duas
metodologias, é necessario que a poténcia do Serdreferéncia seja expressa em
Unidades Neutralizantes e que seja utilizada adoé&tgia da Poténcia Relativa.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira, o valgoadéncia do soro antibotrépico
deve ser expresso em quantidade de veneno emamnikgrneutralizados por 1 mL de soro
(BRASIL, 2004). No presente trabalho foi propostee @ poténcia do soro antibotropico
seja expressa em Unidades Neutralizantes (UN) ecag@& UN corresponda a capacidade
de 1 mL de soro antibotrépico neutralizar 1 mg eleeno botrépico de referéncia. Assim, a
poténcia do lote 01 do Soro Antibotrépico de Refei® BRAantiBOT/01 estabelecidia
vivo como 6,92 mg/mL seria considerada como 6,92 UNis€glientemente a poténcia
estimadan vitro do mesmo soro de referéncia determinada como B0%2g/mL também
corresponderia as mesmas 6,92 UN.

Portanto, como a poténcia minima para a liberagito®@ do soro antibotrépico
segundo a Farmacopéia Brasileira € de 5 mg/mL, lesie passaria a ser considerado
como o minimo de 5 UN, tanto no sistema murinov{vo) quanto no sistema de inibicdo
da citotoxicidadeiq vitro).

A determinacdo da poténcia em Unidades NeutraBsamermitira, ndo sO a
comparacao dos resultados obtidos pelas metodslogivo e in vitro, mas também a
determinacdo da Poténcia Relativa (a um soro andjbico de referéncia) em substituicdo

a Poténcia Absoluta. A adocdo da poténcia relatigm tese deverd diminuir
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significativamente a variacao interlaboratorial daeterminacdes de poténcia. A avaliacdo
da aplicabilidade da metodologia da Poténcia Reldih vivo) esta sendo avaliada em um
estudo colaborativo com a participacdo de tododaberatorios produtores nacionais
(Anexo 1lI).

Foi também realizada uma avaliacdo de custos patuas metodologias onde a
metodologiain vitro se mostrou até 69% mais econbémica. O custo unide uma
determinacdo de potencia do soro antibotropico pedtodoin vivo foi avaliada em R$
1.032,89 enquanto que a determinacdo da poténaiendeamostra de soro antibotropico
pelo métodan vitro foi avaliada em R$ 318,90 o que significa uma eoda de 69%.

Ao se testar quatro amostras em paralelo, teriamaseconomia de escala bastante
significativa para ambos os métodos, ficando ososude execugdo do ensamovivo em
R$ 450,62 por amostra e do ensaioitro em R$ 187,02.

Durante o periodo estudado de 2000 a 2006, foraatisados 376 lotes de soro
antibotropico em todas as suas formulacdes. Camside-se a incidéncia de ensaios
invalidos, foram realizados 643 ensaios de potéuciente estes sete anos, o que
corresponde a uma média de 92 determinacdes decf@oti soro antibotrépico por ano.

Fazendo-se uma projecdo, caso estas amostras efivessdo avaliadas
individualmente, o custo anual dos ensaiogvo seria de R$ 95.026,80 e para o métiodo
vitro seria de R$ 29.338,80, gerando uma economia deuBls 65.688,00. Caso todas as
amostras fossem avaliadas de quatro em quatro taimeaimente, o custo anual pelo
métodoin vivo seria de R$ 41.457,04 enquanto que pelo mémodatro seria de R$
17.205,84, o que consistiia em uma economia adeaR$ 24.251,20, ou seja, uma
reducdo de 58,49% no custo por analise.

Pelo exposto a metodologia proposta pode ser cenasid como uma boa candidata
a um meétodo alternativo ao ensaio de toxicidadedagem camundongos para a
determinacdo da poténcia do veneno botropico emeastibotrdpico, apesar de os estudos
de padronizacdo da metodologia da determinacad@@aga do soro antibotropico ainda
ndo estdo plenamente estabelecidas.

Apés a padronizacdo e validacdo estatistica da®dolegias propostas sera
necessario realizar um estudo de validacdo biogairdo método, com o objetivo de
identificar que classes de toxinas presentes nengemotropico sdo responsaveis pelo

efeito citotoxico observado no modelo em questao.
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VI. DISCUSSAO FINAL

Este estudo buscou fazer um diagnéstico da situag@ da determinacdo da
poténcia do soro antibotrépico e anticrotdlico n@ad, assim como propor e avaliar
materiais de referéncia e metodologias alternatvaicial (poténcia relativa e inibicdo da
citotoxicidadein vitro) com o objetivo de melhor avaliar a qualidade oi@ sntibotrépico
utilizado no Brasil.

Quando se pensa no controle da qualidade de meslitas) em particular dos
imunobioldgicos, temos que ter em mente que o smgcipal objetivo € avaliar se os
produtos, tanto os intermediarios quanto o finaid@ em conformidade com as
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas descmas normas técnicas e monografias
farmacopéicas, assim como de acordo com as eg@difis detalhadas quando do registro
do produto.

Para que se possa garantir que um determinadotprodmpra com 0s requisitos
de seguranca e eficacia para uso humano, tréstasmssenciais devem ser considerados:
Registro (com estudos pré-clinicos e clinicos bendazidos), Boas Praticas de Fabricacéo
e Controle da Qualidade. Portanto o controle ddidade, apesar da sua importancia, é
apenas um dos trés componentes principais do sigegulatorio referente a qualidade de
medicamentos.

A responsabilidade pela oferta de um produto segureficaz € exclusiva do
produtor. O Cddigo de defesa do Consumidor refartggislacdo de Vigilancia Sanitéaria,
reafirmando a responsabilidade do produtor peladidade dos produtos e servicos
ofertados no mercado de consumo, como também @n®mplidade institucional da
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

Apés a crise na producdo e distribuicdo de sordpeggonhentos na década de
1980, o Ministério da Saude tomou vérias decisGeando a implementacdo de um
Programa Nacional de Ofidismo. Esta crise foi agdavquando o laboratorio privado
Syntex do Brasil resolveu desativar a area de g@mlue imunobioldgicos, ficando a
producdo nacional restrita aos trés laboratoriasais que naquele momento n&do tinham
condicOes operacionais para suprir a demanda ra@cidantre estas medidas, foi decidido
gue a aquisicdo e distribuicdo dos soros antipegunhk, a partir do ano de 1985 seriam
realizadas no ambito do Programa Nacional de Inagdiezs (CARDOSO E WEN, 2003).
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A partir de 1987, por solicitagdo do Ministério 8aude o INCQS passou a testar
todos os lotes de soros antipegonhentos antebetagifio para a distribuicdo pelo PNI.

Entre os anos de 2000 e 2006 o INCQS analisoud#9 tle soros antiofidicos, o
gue correspondeu a uma producao total de 2.51&68Wlas. Neste periodo, oito lotes
foram considerados insatisfatorios (1,29%) senés por pirogénio (0,48%) e cinco por
analise de protocolo (0,81%). Tendo em vista quegoos cinco lotes reprovados pela
analise documental foram aprovados nos ensaiodtiensl executados pelo INCQS e
considerados aptos para uso humano conjuntamemeoc®S e ANVISA, devemos
considerar que apenas trés lotes (0,48%) foramhidos para destruicdo, o que pode ser
considerado um indice bastante aceitavel demoustrgne os laboratorios produtores, de
um modo geral, cumprem com 0s requisitos vigenaea a liberacdo de lotes, fornecendo
produtos de boa qualidade para o Sistema UnicaddeS

Desde 1987, por iniciativa do INCQS, foram adotadesVenenos Botrépico e
Crotalico de Referéncia para a realizacdo dos ensi@ poténcia, no sentido de melhorar a
reprodutibilidade dos resultados entre os difeselatieoratérios.

O desempenho destes Padrdes de Referéncia foadwaliravés da determinacao
da precisao interensaios (repetibilidade) e daig&ednterlaboratérios (reprodutibilidade)
através do Coeficiente de Variacdo (CV). A rephtibde para o lote BRA/BOT/04 foi de
16,57% e para BRA/BOT/05 de 13,17% o0 que pode @esiderada uma precisdo muito
boa. Para BRA/CROT/01 (20 anos em uso) a repefaoié foi de 31,82%, o que apesar de
estar de acordo com o considerado como aceitalelqQdS (OMS, 1997) ficou bastante
acima do observado para BRA/CROT/02, com apenas alws em uso, que apresentou
um baixo CV (17,36%).

Nenhum dos venenos de referéncia apresentou pergaténcia significativa nas
condicOes ideais de armazenamento, demonstranol eskabilidade destas preparacoes.

A preciséao interlaboratérios (reprodutibilidade)ldte BRA/BOT/05, assim como a
precisdo interensaios (repetibilidade) de cadar#&boo foram avaliadas através de um
estudo colaborativo com a participacdo do INCQS dodlos os laboratérios brasileiros
produtores de soro antibotropico. A precisdo iatetatorios obtida foi de 16,76% e a
precisado interensaios variou entre 7,48% e 10,888%«diferentes laboratérios, o que pode
ser considerado excelente, em oposicdo ao espeeadsugerido pela literatura
(THEAKSTON, WARRELL E GRIFFITHS, 2003; SELLS, 2003)
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Para a avaliacdo da correlacdo entre os resul@d@gsoténcia das formulacdes
comerciais de soro antibotropico e anticrotalico feito um estudo retrospectivo
comparando-se os resultados obtidos nos ensaiostida para a liberacdo dos lotes
realizados pelos laboratérios produtores e repetmio INCQS, consistindo em apenas
uma titulacao feita por cada laboratério para anaeamostra.

A correlacdo de Pearson das determinagfes da potdos soros antibotropicos
feitas pelo INCQS e laboratorios produtores foi @286 o que é considerada uma
correlagéo regular (HERZOGt al, 2004). A correlagdo com os laboratorios A e Gl
0,14 o que € considerada uma correlacdo fracamparéorrelacdo entre o INCQS e o
laboratorio “B” foi de 0,516 o que é consideradaawurrelagdo moderada.

A correlacdo de Pearson das determinacbes da [@téos soros anticrotalicos
feitas pelo INCQS e laboratorios produtores foitipeemente nula durante o periodo
avaliado (0,002).

Estes resultados demonstram que apesar da boadugpilalade observada para as
determinacOes da [, existe muito pouca correlacdo entre os resultadidsios pelo
INCQS e pelos produtores.

O fato de que a correlacdo obtida entre o INCQSla&boratério B para o soro
antibotropico ser considerada como moderada (0,B&6periodo estudado e como boa
(0,807) no periodo entre 2004 e 2006, pode rept@sema evidéncia de que 0s ensaios de
poténcia podem correlacionar, porém provavelmestie @rrelacdo dependa de uma série
de eventos intercorrentes imprevisiveis, dificeisdéntificar e controlar.

Um importante problema referente as determinac@espaoténcia dos soros
antibotropico e anticrotalico no INCQS foi o grandémero de ensaios considerados
invalidos. A frequéncia de invalidacdo de ensams @& Dlsp alcancou 20%, enquanto que
para a DEy chegou a alcancar o indice de 45% ao ano.

Apesar de dispormos de venenos botropico e crotéléc referéncia desde 1987,
somente em 2005 foi preparado um lote candidat@ra Bntibotropico de Referéncia
(BRAantiBOT/01) e em 2008 foi preparado um lotedidato a Soro Anticrotalico de
Referéncia (BRAantiCROT/01).

Em uma avaliacdo intralaboratorial no INCQS o sBRAantiBot/01 apresentou
uma poténcia de 6,62 mg/mL, o CV para as deterdesma¢oi de 11%, o que pode ser

considerado muito bom. A correlacdo de Pearsore evdr valores obtidos pelas duas



metodologias (poténcia relativa e absoluta) fdd @85 o que é considerada uma correlacao
boa.

Em uma avaliacéo interlaboratorial preliminar readia em 19 amostras analisadas
rotineiramente, foi avaliada a correlacdo de Peamgire os resultados obtidos pela
poténcia absoluta pelo INCQS e pelos laboratoriaxiygores, com os resultados da
poténcia relativa obtidos pelo INCQS e os resuladia poténcia absoluta obtidos pelos
laboratorios produtores. Foi observado um aumeatoodrelacdo de regular (= 0,38) para
moderada (= 0,57). Este resultado preliminar sugaeea precisdo interlaboratorial deve
aumentar significativamente com a ado¢do da metdgaota poténcia relativa por todos os
laboratorios.

Na terceira etapa deste trabalho, foi desenvoluida metodologian vitro para a
determinacdo da atividade citotdéxica do venen®dg@raracaem ceélulas VERO, assim
como para a determinacdo da poténcia do soro &digico pela inibicdo do efeito
citotoxico. Esta metodologia se propde como umerradtiva ao ensaio de letalidade em
camundongos, que € a metodologia oficial vigen®RABIL, 2004).

Este método se propde a determinar a Dose Citat®0% (DCi) que substituiria
a Dose Letal 50% (DJo) para a determinagéo da poténcia do veneno botr@ia Dose
Inibitéria 50% (Dko) em substituicdo a Dose Efetiva 50% EBE

Inicialmente, para que fosse possivel realizarabsutos da DGh e da Do com os
valores da DO, que apresentam valores com 3 casawnals, foi necessario desenvolver
uma planilha no Excel (Microsoft) para o célcul® dyobitos em substituicdo ao programa
estatistico WHOPROG (desenvolvido pela OMS), queeste permite o calculo dos
Probitos para valores inteiros (animais mortoskdlentes). Esta planilha foi
desenvolvida e validada de acordo com as recomé@eslaga Farmacopéia Européia
(COUNCIL OF EUROPE, 2005).

O estudo de validacdo em questdo consistiu basitaneen calcular a correlacédo
entre os resultados experimentais obtidos pelas deaamentas de célculo. Foram
comparadas 28 ensaios de poténitiavivo) que apresentaram uma correlacdo de Pearson
de 0,999986 para a determinacdo daoP& de 0,999963 para a determinagdo da poténcia.
Este resultado mostra que existe uma excelentelag@io entre os resultados obtidos pelos
dois programas estatisticos e, portanto o prog@anealculos na planilha do Excel pode

ser seguramente utilizado.
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Para uma primeira avaliacdo da performance da mleigid de determinagédo da
poténcia do veneno botropico pela quantificacad@fédo citotoxico médio (DGg) foram
realizadas 16 determinacfes independentes, coadatenalidas, do lote 05 do Veneno
Botropico de Referéncia (BRABOT/05).

O valor médio da DGg do veneno BRABOT/05 foi entdo estabelecida em 2,92
ug/mL, com um Limite Superior de 3,03 ug/mL e Lieilnferior de 2,82 ug/mL. A
poténcia declarada em BJpara o veneno de referéncia BRABOT/05 foi de 4g/,®,5
mL o que significa que o método vitro possui uma sensibilidade aproximadamente 33
vezes maior que o métodovivo para a determinacao da poténcia do veneno botxopic

Para a comparacdo do desempenho do métodtro proposto com a metodologia
oficial in vivo, foi determinada a precisdo interensaios (repiekioie) através do
Coeficiente de Variacdo, assim como a correlacaBadason entre a Dégt(in vitro) e a
DLso (in vivo).

A precisdo interensaios para as determinacdoes da pPdlo métodoin vivo
apresentou um CV de 12,27% enquanto que para esmiehcdesn vitro da DCt,0 CV
foi de 7,19%. Esta precisdo interensaios demorsstta@sto pelo méetodm vitro, quanto
pelo métodan vivo pode ser considerada como muito boa, tendo ema gist a precisao
esperada para imunoensaios como 0 ELISA é de urficieoée de Variagdo de até 20%
(van der ARKet al, 2000; WHO, 1997).

A correlagcdo de Pearson entre os resultados ohpielas duas metodologias foi de
0,96, o que é considerado uma correlacdo excqld&RZOG, et al, 2004).

Estes resultados demonstram que a metodologia gieopara a determinacdo da
poténcia do veneno botrdpico apresenta uma reldaidbe muito boa, assim como
correlaciona excelentemente com a metodologiaabfimurina. Portanto podemos concluir
gue a metodologia proposta tem potencial para @enalmente validada e apresentada
como uma alternativia vitro ao modelo oficial de letalidade murina.

Foi entdo padronizada a metodolomiavitro para a de terminacao da poténcia do
soro antibotrépico pela determinacdo da Dose mikit50% (Dko).

A dose de 6 DG} foi determinada como a dose de desafio para aiere
determinacdo da poténcia do soro antibotrépicatro, pois foi sempre capaz de produzir
um efeito citotoxico de 100%. Foi utilizado um fatie diluicdo para o soro de 1:10.

Apoés a determinacao da dose de desafio e do fatdilulcdo para o ensaio daspl

somente foram realizados cinco ensaios de potépaim o0 Soro de Referéncia

11¢



BRAantiBOT/01 considerados como validos. A potémoigdia de BRAantiBOT/01 para
estas cinco determinagcfes pelo métadwitro foi de 3.092,6 mg/mL, enquanto que a
poténcia média obtida pelo método vivo foi de 6,92 mg/mL, o que representa uma
sensibilidade do teste vitro cerca de 450 vezes maior do que a do taste/o.

A precisao interensaios (repetibilidade) apresentauCV de 56,81% o que apesar
de estar dentro dos valores esperados para ensiizendo animais ou cultivos celulares
pela OMS, que aceita Coeficientes de Variacdo supera 50% (WHO, 1997) foi
considerada excessivamente alta principalmententisae em conta que a precisdo
interensaios obtida para a de terminagéo da pet&lacveneno botrépico de referéncia foi
de apenas 7,19%. O pequeno numero de repetic@e) ab fato de que estes dados foram
obtidos durante o processo de padronizagcdao do fesiem justificar este elevado
Coeficiente de Variagao.

A sensibilidade entre as duas metodologias € eatrente diferente, a poténcia do
veneno de referéncia BRABOT/05, pelo métaeivo, foi de 6,92 mg/mL, enquanto que
a poténcia pelo método vitro foi de 3.092,6 mg/mL. Isto representa uma sendéae do
testein vitro cerca de 450 vezes maior do que a do tast&o.

Para que seja possivel fazer qualquer comparagé® & duas metodologias, é
necessario que a poténcia do Soro de Referénaia@spjessa em Unidades Neutralizantes
e que seja utilizada a metodologia da PoténciaiRala

De acordo com a Farmacopéia Brasileira, o valgoaténcia do soro antibotrépico
deve ser expresso em quantidade de veneno emanibgrneutralizados por 1 mL de soro
(BRASIL, 2004). Neste trabalho foi proposto queaépcia do soro antibotrépico seja
expressa em Unidades Neutralizantes (UN) e que dAdeorresponda a capacidade de 1
mL de soro antibotropico neutralizar 1 mg de venbatropico de referéncia. Assim, a
poténcia do lote 01 do Soro Antibotropico de Refei® BRAantiBOT/01 estabelecidia
vivo como 6,92 mg/mL seria considerada como 6,92 UNis€glientemente a poténcia
estimadan vitro do mesmo soro de referéncia determinada como B092g/mL também
corresponderia as mesmas 6,92 UN.

Portanto, como a poténcia minima para a liberagito®® do soro antibotrépico
segundo a Farmacopéia Brasileira € de 5 mg/mL, lesie passaria a ser considerado
como o minimo de 5 UN, tanto no sistema murinovivo) quanto no sistema de inibi¢cdo

da citotoxicidadeif vitro).
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Foi também realizada uma avaliacdo de custos patuas metodologias onde a
metodologiain vitro se mostrou até 69% mais econbémica. O custo umide uma
determinacdo de potencia do soro antibotropico pedodoin vivo foi avaliada em R$
1.032,89 enquanto que a determinacdo da poténaiandeamostra de soro antibotrépico
pelo métodan vitro foi avaliada em R$ 318,90 o que significa uma eoda de 69%.

Ao se testar quatro amostras em paralelo, teriamaseconomia de escala bastante
significativa para ambos os métodos, ficando ososude execucdo do ensamvivo em
R$ 450,62 por amostra e do ensaioitro em R$ 187,02.

Pelo exposto a metodologia proposta pode ser cenasid como uma boa candidata
a um meétodo alternativo ao ensaio de toxicidadedagem camundongos para a
determinacédo da poténcia do veneno botrépico emeantibotrdpico, apesar de os estudos
de padronizagdo da metodologia da determinacacotig@a do soro antibotropico nédo
estarem ainda plenamente concluidos.

Apés a padronizacdo e validacdo estatistica da®dalegias propostas sera
necessario realizar um estudo de validacdo biogairdb método, com o objetivo de
identificar que classes de toxinas presentes nengemotropico sdo responsaveis pelo
efeito citotoxico observado no modelo em questao.

Esta mesma metodologia de quantificacdo do efédtdgico do veneno botrdpico,
em células aderidas em monocamadas, foi utilizadaoderramenta para a determinacao
do efeito téxico de drogas com atividade tripanogsimla em células de mamiferos. Este
método permitiu identificar drogas (oxiranos retaeidos estruturalmente com derivados
da Lapachona e Naftoquinonas) com alta toxicideat@  Typanosoma cruze baixa
toxicidade para células de mamiferos, como possoandidatos a terapia contra a Doenca

de Chagas. Este trabalho resultou nas seguintéisguies:

1. JORQUEIRA, A.; GOUVEA, R.; FERREIRA, V.F.; SILVAM. N.; SOUZA,
M. C. B. V. ; ZUMA, A. A.; CAVALCANTI, D. F. B.; ARAUJO, H. P.;
SANTOS, D. O.; BOURGUIGNON, S.C. Oxyrane derivatofex-lapachone is
potent growth inhibitor oTrypanosoma cruzpimastigote formd?arasitology
Research v. 99, p. 429-433, 2006.
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2. FERREIRA, V.F.; JORQUEIRA A.; SOUZA, SilvA, M..NSOUZA, M. C. B.
V.; GOUVEA, R. M.; RODRIGUES, C. R.; PINTO, A. VCASTRO, H. C.;
SANTOS, D. O.; ARAUJO, H. P.; BOURGUIGNON, S. C.ypanocidal
agents with low cytotoxicity to mammalian cell lin& comparison of the
theoretical and biological features of lapachoneivdéves. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v.14, p. 5459-5466, 2006.

E no pedido de patente:
Universidade Federal Fluminens€ompostos tripanossomicidas, composicao

farmacéutica contendo os mesmos e processo para @odgucdo de composicao
farmacéutica. BR n. PI 0503558-9, 26 ago. 2005.



VII. CONCLUSOES

= Devido ao baixo indice de reprovacdo de lotes f@)4Bodemos concluir que 0s
laboratorios produtores cumprem com 0s requisiigentes para a liberacdo de
lotes, fornecendo produtos de boa qualidade p&iatema Unico de Saude.

= Os lotes 04 e 05 do Veneno Botropico de Referémeci lote 02 do Veneno
Crotalico de Referéncia apresentaram uma precis@oensaios (repetibilidade)
muito boa, com um CV de 16,57%, 13,17% e de 17,36%pectivamente.

* O lote BRA/CROT/01 que foi utilizado por 20 anosegentou um CV de 31,82%.
Este CV variou de 13,86% em 2000 a 38,41% em 20@fie pode ser devido a
perda de estabilidade.

= A precisdo interlaboratérios (reprodutibilidade)rgpdote BRA/BOT/05 foi de
16,76%, e a precisdo interensaios (repetibilidadelpu entre 7,48% e 10,88% o
gue pode ser considerado excelente.

= A frequéncia de ensaios invalidos para a poténaiaetheno botropico e dos soro
antibotropico foi excessivamente alta alcancandib p@ara a Dy e 45% para a
DEso. Este aspecto deve ser intensamente trabalhackndo principalmente em
intervencdes no nivel de Boas Préticas de Labdoator

= O soro de referéncia BRAantiBot/01 apresentou uoténeia em Dky de 6,62
mg/mL, o CV para as determinagdes foi de 11%, opmaie ser considerado muito
bom. A correlacdo de Pearson entre os valores asbfidlas duas metodologias
(poténcia relativa e absoluta) foi de 0,785 o querésiderada uma correlacdo boa.

» Resultados preliminares sugerem que a introducgmtfacia relativa para o soro
antibotropico deva aumentar significativamente aetacdo entre os resultados
obtidos pelo INCQS e laboratérios produtores.

» A validacdo da planilha para o célculo dos probdesenvolvida em Excel em
comparagado com o programa da OMS (WHOPROG) apmsema correlacdo de
Pearson de 0,999986 para a determinacdo dg, BE de 0,999963 para a
determinacdo da poténcia, o que é suficiente papaavacao da sua utilizagcéo.

= O valor médio da DG$ do veneno BRABOT/05 foi estabelecida em 2,92 ug/mL
com um Limite Superior de 3,03 ug/mL e Limite Inéerde 2,82 ug/mL. A

poténcia declarada em Bl para o veneno de referéncia BRABOT/05 foi de
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47,819/ 0,5 mL o que significa que o método vitro possui uma sensibilidade
aproximadamente 33 vezes maior que o méfadeivo para a determinacdo da
poténcia do veneno botropico.

A preciséo interensaios (repetibilidade) para &sradenacoes da Dgg(poténcia do
veneno botropico) apresentou um CV de 7,19%, opgae ser considerado muito
bom

A precisao interensaios (repetibilidade) para dasradenacoes da [gd (poténcia do
soro antibotrépico) apresentou um CV de 56,81%.® mpde ser considerado um
CV muito elevado, necessitando de ajustes finaeetadologia.

A poténcia médian vitro de BRAantiBOT/01 foi de 3.092,6 mg/mL, enquante qu
a poténcia média obtida pelo métadovivo foi de 6,92 mg/mL, o que representa
uma sensibilidade do tesie vitro cerca de 450 vezes maior do que a do teste
Vivo.

Neste trabalho foi proposto que a poténcia do aatibotropico seja expressa em
Unidades Neutralizantes (UN) e que cada UN corredp@ capacidade de 1 mL de
soro antibotropico neutralizar 1 mg de veneno Ipata de referéncia. Assim, a
poténcia do lote 01 do Soro Antibotropico de Refei® BRAantiBOT/01
estabelecidain vivo como 6,92 mg/mL seria considerada como 6,92 UN.
Consequentemente a poténcia estimadavitro do mesmo soro de referéncia
determinada como 3.092,60 mg/mL também corresp@ndsmesmas 6,92 UN.

O métodan vitro representa uma economia de custos entre 58 e 69%.
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IX. ANEXOS

ANEXO |

SITUACAO ATUAL E PERSPECTIVAS PARA A PRODUCAO E CON TROLE DE
SOROS ANTIPECONHENTOS UTILIZADOS NO BRASIL

Relatorio da reuniao realizada nos dias 22 e 28ale de 2002

ENTIDADES PARTICIPANTES:

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 8aUtiCQS/FIOCRUZ
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA

Fundacgéo Nacional de Saude — FUNASA

Centro de Producéo e Pesquisa EM Imunobiol6gicoB P

Fundacgéo Ezequiel Dias — FUNED

Industria Quimica do Estado de Goias — IQUEGO

Instituto de Biologia do Exército — IBEX

Instituto Butantan — 1B

Instituto Vital Brazil — IVB

LOCAL: Residéncia Oficial — Fundagdo Oswaldo CriizOGCRUZ

COORDENADOR: Eduardo Chaves leal

RELATORIA: Leila de Mello Yafiez Nogueira
Maria Aparecida Affonso Boller

PRESENTES:

INCQS

Alexandre Souza Alves de Oliveira Dias

André Luis Gemal

Catia Ines Costa

Cristina Maia Cruz



Eduardo Chaves Leal

Eduardo Jorge Rabelo Netto
Elizabeth Porto Reis Lucas
Filipe Soares Quirino da Silva
Flavio Rocha da Silva
Humberto Pinheiro de Araujo
Ivani Cutis dos Santos

Jaline Alves Cabral da Costa
Leila de Mello Yafiez Nogueira
Lucia Maria Correa Werneck
Marcos Santos Veiga

Maria Aparecida Affonso Boller

Paulo Roberto Soares Stephens

ANVISA

Flavia Cardoso Melo

FUNASA
Francisco Anilton Alves Araujo
Laura Dina Bedin Bertollo Arruda

Maria de Lourdes de Sousa Maia

CPPI
Isolete Pauli Silva

Sandra Regina Sella

FUNED
David Toledo Velarde

Gilberto José Ribeiro



IQUEGO
Afonso Celso Fernandes

Ivana Lucia Borges e Garcia

IBEX
Francisco Augusto Pereira dos Santos
Ivan da Costa Garcez Sobrinho

Joana Mara Carvalho de Carvalho

1B

Ivone K. Yamaguchi

VB

Elizabeth Moreira dos Santos
José Wilson Miguel Albuquerque
Joseane Zaja Almada

Maria José Machado

DIA 22 DE MAIO DE 2002 (MANHA)

ABERTURA:

André Luis Gemal - Diretor do INCQS
O Diretor do INCQS abriu a reunido informando qoeno gestor de instituicdo

publica e com o apoio da vice-diretoria de sorosm@nas e, baseado nas atividades de
planejamento estratégico, necessita definir melssas atividades nesta area. Desta
forma percebeu-se que seria melhor trabalhar ceonjunto de atores no tema e que para
tal uma reunido com ANVISA, FUNASA e produtoresiaerecessaria. Esta foi a origem
do nosso encontro esperando que nestes dois djagpo apresente propostas concretas
para avancarmos na producdo e controle de sorope@mbihentos, visando atingir
patamares proximos aos alcancados pelas vacinasedgpndo a experiéncia acumulada

pelo INCQS nesses 21 anos de atuacéo e pelas dastdiscdes aqui presentes.



Maria de Lourdes de Sousa Maia — Coordenadora do PN

"O PNI tem que ser cada vez mais apropriado pelpulpgdo” informa a
coordenadora do PNI, esclarecendo que a populaggiesentada por entidades de classes
(comité técnico assessor de imunizacdes), disauteeeessidades do pais, e atua a partir
das recomendacdes do PNI. O orcamento para aquig@acinas para o ano de 2003, em
dados preliminares esta em torno de 486 milhdeseds. Lembra que o PNI é um
Programa ja implantado em todo territério naciomalconta com a confianca e
reconhecimento da populagéo.

Afirma que precisamos aproveitar esta reunido palhorar as questdes
relacionadas aos soros. Informa aos presentes sobgendamento de reunido com o0s
produtores e controladores, com a presenca daauwagédo de zoonoses e administradores
do programa, para os dias 9 e 10 de julho de 2602,Brasilia, para avaliagdo da
potencialidade dos produtores, do cronograma deegatdos soros e de custos, entre
outros. Esclarece que o PNI ndo tem a responsatididecnica pela disponibilidade dos
soros, isso fica com a vigilancia epidemioldgid@. papel do PNI é comprar, armazenar e

distribuir. Saber se em algum estado esta faltandmnéo é responsabilidade do PNI".

APRESENTACAO DAS INSTITUICOES:

Cada entidade presente fez uma apresentacdo sebpmirgipais atividades
realizadas (situacédo atual), propostas e questiem@s sobre o sistema de producdo,
regulacdo e controle da qualidade dos soros aotipeqtos utilizados no pais. Diante

disso foram descritas as seguintes atividades:

INCQS - Humberto Pinheiro de Aradujo.

Contribuicdo do INCQS no Controle da Qualidade @eo$ Antipeconhentos
utilizados no Brasil: inspecéo; registro; analise glotocolo de producdo e controle;
liberacédo de lotes; andlise laboratorial.

Participacdo dos Produtos no Periodo de Janeird9®8 a Abril de 2002:
percentual por soro, onde a importancia quantdativ nimero de lotes foi documentada.
Andlises laboratoriais realizadas no INCQS: estiewdle; toxicidade inespecifica; volume

médio; pH; teor de fenol; teor de solidos totaisado de poténcia.



Ensaio de poténcia: realizado para soro antibatoopoliespecifico realizado
somente para o componente d@itijararacg e anticrotalico; soro antiloxoscélico em fase
de implantacdo; demais soros dependendo da disidenle de venenos candidatos a
referéncia nacional; ocorréncia de um nimero satif’o de ensaios invalidos.

Poténcia Absoluta X Poténcia Relativa: a potéraliaiva teoricamente reduziria as
variagdes observadas na determinacdo da doseagfestabelecimento de um soro padréo
de referéncia, representativo dos diferentes povésitnacionais.

Normas Técnicas: Farmacopéia X Portarias Minidgter@iacdo de um grupo de
especialistas com o objetivo de subsidiar a subgsfni de imunobiolégicos da comisséo
permanente da Farmacopéia Brasileira em relac@eigio das monografias publicadas e a
elaboracdo de monografias especificas para os toodido contemplados; avaliagdo e
revisdo da Portaria 174.

Harmonizacdo de Metodologias: Avaliar a possibdelade validagdo das
metodologias adotadas através de estudo colabmr&®ara determinagéo da Dose Efetiva -
avaliar a possibilidade de uma validacéo retropmecPara a determinacdo da poténcia
relativa - estabelecimento de soro de referéneialidacéo através de estudo colaborativo
interlaboratorial; Revisédo do modelo de protocelsumido de producéo e controle.

Materiais de Referéncia: Problemas na producéostilliicio de venenos de
referéncia nacional; soros poliespecificos desafiadontra venenos monoespecificos
(botrépico); Producéo, estabelecimento e validagisoros de referéncia.

Desenvolvimento tecnoldgico nas areas de producaateole da qualidade:

Producdo -Adesdo as normas de boas praticas deafgiw; Avaliacdo da
consisténcia da producdo, com especial atencdo rézgimétodos de purificacao;
Introducéo de novos produtos. Controle - Adocaemi&ios para a avaliagcdo da poténcia
relativa em substituicdo a determinacéo da poté&ftisaluta; Desenvolvimento e validacéo
de metodologiam vitro capazes de substituir os ensangivo.

ANVISA - Flavia Cardoso de Melo.

Situacdo atual: produtos registrados, produtos eegistro, registro vencido e
registro ndo revalidado.

Registro de imunobioldgicos — Lei 6360, Decreto9R0
Lei 9782 cria a ANVISA - Registro de Produtos Biikibs.

Criacdo de setor especifico responsavel pelagdaties de Registro de Produtos

Bioldgicos (UPBIH).



Atividades da UPBIH: vacinas, soros hiperimunes, mdaerivados,
biomedicamentos, alergénicos.

RDC 80 de 18 de marco de 2002. Regulamento téahisoprocedimentos de
registro, de alteracdo e inclusdo poés-registrovalidacao (pré-registro, registro e pos-
registro).

Assuntos de peticdes: registro de produto biologiovo, registro de produto
bioldgico, alteracdo do registro, revalidacdo dpsteo, outros assuntos.

Somente os Produtos Bioldgicos registrados na AMNYNES, fabricados ou
importados por estabelecimentos devidamente aatw®& pelo governo federal e
licenciados pelo governo estadual podem ser coateailos, distribuidos e utilizados no
pais. Definirmos critério para acertar cada asspatticular de cada instituicao.

Todos os Produtos Bioldgicos, devido a origem Igjiglé de seus principios ativos e
a diversidade dos processos biotecnoldgicos ulitizana sua obtencdo, devem ser
analisados para Registro como “Produtos Bioldgiblmvos”. Cada produto tem sua
particularidade, tem que apresentar seu estudoalicontrole da qualidade.

Os produtos bioldgicos estéo divididos em trésguatas: registros solicitados apés
a publicacdo da RDC 80 — cumprir com todas as Bgig8; registros em processos de
analise — prazo de 1 ano para cumprir com todagigéncias; registros validos na data da
publicacdo da RDC 80 — prazo de 1 ano, prazo d®& @ prazo de 1 ano para atualizar e

0 prazo de 2 anos para apresentacao de estudossjin

FUNASA - Francisco Anilton Alves Aradjo.

Ha pelo menos 10 anos estamos hibernando em unagait que pensamos estar
sob controle. Em 1982 aumentamos a producédo de,stexando um pouco de lado o
controle da qualidade. Em alguns momentos fomdgadios a liberar soros sem o controle
da qualidade realizado pela autoridade nacionaodé&ole, embora o controle tenha sido
feito pelo produtor.

Programa de Acidentes com Animais Peconhentos. chado em 1986. A
preocupacdo maior era ndo haver dados sobre @&imuiaddde acidentes ofidicos no Brasil.
Utilizando como base de calculo 5 ampolas por atéjderia a necessidade de manter um
estoque. Foi montado um sistema de vigilancia d#eates ofidicos, porém € uma rede
falha. O MS investiu para atender a demanda dess@ounidades federadas recebiam os

sSoros e esses sO seriam repostos apos a notifidagdocorréncias. Em 1988 o programa



foi ampliado para acidentes com outros animais mqiegatos. Distribuicdo de material
informativo. Objetivos do Programa: reducao da igiade dos acidentes (colocando o soro
mais proximo ao acidentado e em maos de pessoaad@s) e reducdo da mortalidade
(tempo transcorrido entre o acidente e o tratamento

Distribuicdo de Imunobiologicos; normatizacdo dagdiostico e tratamento;
conhecimento da distribuicdo geografica dos anip@i®nhentos; padronizacdo dos soros;
vigilancia epidemioldgica.

Acidentes ofidicos: 20.000 acidentes/ano; acidentsscorpidnicos: 8.000
acidentes/ano (somente acidentes com pessoas mpaeato soro - estima-se que este
namero seja apenas 5% do numero total); acideméageidicos: 5.000 acidentes/ano (a
grande maioria é da regido sul, principalmente alaufd).

Na tabela de Acidentes Ofidicos - Distribuicdo @sos confirmados por UF -
Brasil de 1990 a 2000, houve um aumento no niumeexidientes a partir de 1996, quando
foi criado o Programa.

Acidentes Ofidicos: que grupo de risco, que po@dagstad sendo acometida no
Brasil? A regido sudeste tem um maior numero gidoenorte € que tem o menor nimero
de acidentes.

Quanto a sazonalidade, tem picos acompanhandara agficola do Brasil. Nas
festas juninas na Bahia os acidentes duplicamfplalas pessoas irem para areas rurais.

Quanto ao grupo de risco, em torno de 70% sao xtw re@sculino e 20% do sexo
feminino.

Numero de casos segundo o local da picada (19999@):1pé/perna - 70,85%;
mao/antebraco - 13,46%; ndo informados - 12,01%pslocais - 3,68%.

Numero de acidentes segundo a faixa etaria (19887@): a grande maioria ficou
entre os 25 e 49 anos. Em criangas com menos mi@s4oa acidentes ocorrem naquelas que
acompanham as maes ao trabalho no campo.

Numero de casos segundo género da serp@atbrops- 73,05%; ndo informado -
16,34%:;Crotalus- 6,25%; ndo peconhentos - 2,89%chesis 1,15%;Micrurus - 0,34%.

NuUmero de casos segundo a evolucéo clinica (19993): cura - 77,64%; obitos -
0,46%; ndo informado - 21,92% (informacdo antepatwente receber alta).

O veneno crotélico chega a ser 6 vezes mais letabdotrépico. Os acidentes por

cascavel precisam de terapia mais rapida.



Tempo transcorrido entre o acidente e a chegaddJeidade: mais de 6 horas;
57,86%. Uma série de outros fatores além do tengpahd#gada do paciente também
interfere, como tratamento inadequado, via inadéguaso de soro inadequado, mostrando
uma necessidade de capacitacdo do pessoal dasdesidhsponibilizacdo dos soros nas
Unidades.

Durante todos esses anos, o MS foi sempre pamedtaboratérios produtores, por

isso a falta de registro de determinados sorosantemha sido punida.

FUNASA - Laura Dina Bedin Bertollo Arruda.

Producéo e controle de soros antipeconhentos rsil.Bra

Criacdo de Programa Nacional de Imunizac¢des (PNI).

Estabelecimento de um sistema Nacional de Contdde Qualidade dos
Imunobiolégicos (vacinas e soros) utilizados peNd. P

1 982/83 - avaliagdo do parque produtor nacional @presentava uma situacao
critica naquela época e em 1985. Criacdo do Pragram Autosuficiéncia em
Imunobiolégicos.

Laboratérios Produtores: IB, Biomanguinhos, Fundag¢&aulpho de Paiva,
FUNED, IVB, TECPAR; Laboratorios Produtores de Rlas IBEx e IQUEGO;
Laboratério de Controle da Qualidade: INCQS.

Soros disponibilizados pelo Programa Nacional deunizacdes: soro
antiaracnidico, antiescorpidnico, antilonomia, latrtodectus, antibotropico, anticrotélico,

antibotrépico-crotélico, antibotropico-laquéticotialapidico.

CPPI - Sandra Regina Sella e Isolete Pauli Silva.

O CPPI esta trabalhando em uma nova proposta ucistiial na producédo e
reestruturacao da area fisica.

Principais atividades: educacdo em saude (atentmeerescolares), pesquisa e
desenvolvimento (melhoria de processos e desemvehtd de novos produtos) e pesquisas
(realizadas na area de producéo).

Producdo: venenos de animais peconhentos e Sopesirdunes (Antibotropico e
Antiloxoscélico).

O soro antiloxoceélico foi submetido para avaliag@aegistro junto a ANVISA.



Vantagens do soro antiloxoscélico: apresentou uaténpia neutralizante maior
gue o soro antiaracnidico, com uma eficacia derakadacdo maior.
Foi produzido soro antiloxosceélico para trés eggeeiesse soro mostrou uma maior

eficiéncia na neutralizagdo da dermonecrose. @sstésramin vivo ein vitro (ELISA).

FUNED - David Toledo Velarde.

Estrutura Organizacional Atual da FUNED.

Em 1984 apenas 2.000 ampolas foram processadaartiA gisso, varias reunioes
foram realizadas e resultou um relatério que résajue a producdo deveria aumentar.

Em 1986, foi instituido um Grupo de Trabalho pastaleelecer normas e padrbes
para a producdo de venenos e antivenenos ofidicosias e diretrizes para o tratamento
dos acidentes com animais ofidicos e para estaval@ecanismos educativos, necessarios
ao esclarecimento da populacdo em geral e dossgimiais de salude em particular, em
matéria de acidentes com animais ofidicos.

Cada instituicdo produtora tinha um antigeno pavdyzir o soro. Todos 0s grupos
se uniram e foi definido um soro universal.

Producdo de venenos na FUNED: o serpentario temupido sistematicamente
guantidades crescentes de veneno.

Alguns trabalhos seguindo as orientacdes dos gagpasbalho foram feitos.

Ensaiosin vitro ainda ndo estdo implantados, mas ja estdo seralzadas
pesquisas.

Quando as instituicdes publicas sédo efetivamentgadas, temos uma resposta
rapida, porém temos que contar com esse apoio pentemente. Quando ndo ha o apoio,
os técnicos ficam desmotivados. Historicamente resdituic6es publicas entram em

processo ciclico.

IQUEGO - Afonso Celso Fernandes.
Apresentou sobre as atividades nas areas de psodetierinarios e da Producéo de
plasma hiperimune, como matéria prima para a p@ude soro antipegconhentos de outros

laboratorios.

IBEx - Joana Mara Carvalho de Carvalho.



Historico - originado do Laboratério de Microscopidinica e Bacteriologia em
1894. Em 1993 foi firmado convénio entre o IBEx EWNASA para producéo de plasma
hiperimune equino antipegonhento.

Metas - transferéncia da divisdo veterinaria (@ataquacao das instalacdes) para
uma fazenda para melhorar a qualidade e a quaat@@dmunobioldgicos produzidos. O
IBEx tem as 5 espécies botrépicas em seu serperdde disponibiliza para fornecer o
veneno para o INCQS.

Comercializacdo de plasma hiperimune para o InstiButantan, porém estao
procurando novos contratos para ter todo o planteulado. Os animais ja existem, se
alimentam, mas ndo estao produzindo. Teria condlegmoduzir mais plasma dependendo
da parceria.

Producdo de plasma hiperimune equino (AntibotrgpicAnticrotalico,
Antiescorpidnico e Antiaracnidico).

Conclusdo: o IBEx e o IB estdo montando um projééo pesquisa para a
viabilizacdo da venda de soro antiofidico trivaéenbotropico-laquético-crotalico

liofilizado.

IB - Ivone K. Yamaguchi.

Producéo e controle de soros antipeconhentos httutosButantan.

Investigacdo para a melhoria do produto final. Dimti a concentracé@o de proteina,
obtendo um produto puro com baixa concentracdoateipa e alta especificidade.

A importancia da qualidade do plasma na producdméno de ampolas).

Melhorias no esquema de imunizacdo: aumentar avalte de imunizacéo,
diminuicéo das doses de veneno e aumento gradddigoantidade de veneno. Finalidade:
boa resposta imune, menor intoxicagdo dos aningdisvyeneno e melhoria do estado geral
do animal.

O processo convencional de purificacdo da um resalionde 30 a 40% no produto
final. Foi introduzida mais uma etapa de purifieapar cromatografia e a grande diferenca
foi na concentragcédo da proteina e na pureza.

Estudo dos antigenos com resposta imunelgriesis muta

Investimento cada vez mais nos testewitro. Esses testes sao utilizados para
determinar a quantidade de anticorpo no animal.

Os teste# vivo ein vitro tiveram uma correlagéo de 96%.



Concluséo: desenvolver plano de pesquisa e deseémerito voltados para projetos

gue tenham aplicabilidade, reprodutibilidade e baxsto.

IVB - José Wilson Miguel Albuquerque

Imunobiolégicos produzidos pelo IVB: soros antibpico, anticrotélico,
antibotropico-crotalico, antibotropico-laquéticotitatrodéctico e antiescorpibnico.

Papel do IVB dentro do MS: vacinas e soros parhllo P

No organograma existe um Departamento para prodilgd&wros onde o Controle
da qualidade esta diretamente ligado a producéo.

Producdo de soros: obtencdo do antigeno, imunizagégria, processamento do
plasma, controle da qualidade, se aprovado: diuiga filtracdo estéril, envase e
acondicionamento.

Controle da qualidade: reforma estrutural adequandcea fisica as exigéncias de
GMP; aquisicdo de novos equipamentos; validac@retmasseptica.

Convénios: IB, FUNED, FIOCRUZ, UFF, UERJ, UFRJ, FAP

Perspectivas futuras: investimentos no setor déigagéo, construcdo de nova area
de envase, estudos de novos métodos de obtencptasiea, criacdo experimental de
animais SPF utilizados nos testes de dosagenstmleodos produtos imunobioldgicos,
continuacdo da producdo de novos soros antilatticdée antiescorpidnico, producao

experimental de soro liofilizado.

22 de maio (tarde)

REGISTRO

Coordenacéao: Flavia Cardoso de Melo.

A representante da ANVISA apresentou um panoramema quanto ao registro
de soros antipeconhentos no pais e alertou paexessidade de todos os produtores se
adequarem a Resolucdo n° 80 de 18 de marco de BIO2, "somente os Produtos
Biolégicos registrados na ANVISA/MS, fabricados moportados por estabelecimentos
devidamente autorizados pelo governo federal adiedos pelo governo estadual, podem
ser comercializados, distribuidos e utilizados aisp

Apds discussado o grupo chegou as seguintes prgposta



1. A ANVISA e o INCQS se disponibilizam em asseasas laboratorios que ainda
ndo entraram com pedido de registro. Devido a setzdte de se estabelecer um
prazo, igual para todos, para que os produtoregsrantom pedido de registro, o
grupo concluiu que 4 meses é um prazo viavel @tdge2setembro de 2002). Quem
ja possui registro devera atualizar toda a docuagéntno prazo de 1 ano conforme

determina a RDC 80 de 18 de marco de 2002.
NORMAS TECNICAS E HARMONIZACAO DE METODOLOGIAS

Coordenacao: Eduardo Chaves Leal

O INCQS sugere gue a subcomissao de imunobiolégiadSomissdo Permanente
da Farmacopéia Brasileira se reina o mais brevsiy@bspara revisar as monografias
relacionadas a soros peconhentos publicadas res@tfilo da 4° edicdo da Farmacopéia
Brasileira, bem como elaborar as monografias dosagesoros ainda ndo contemplados.
Também sugere, que outros especialistas na aregodes antipeconhentos sejam
convidados a colaborar na revisdo e elaboragdonaa®mgrafias em conjunto com a

referida comissao. Propdem que este mesmo gruppereana revisao na Portaria/MS 174

de 1996.

Propostas:
1. Até 15 de agosto sera reunida a subcomissdoadaaEopéia Brasileira para

imunobiolégicos com o objetivo de elaborar as moafi@s publicadas e, rever a
Portaria/MS 174. O CPPI manifestou a concordancigparticipar da reunido da
subcomissdo. A FUNED informou que ira solicitar ubstituicdo da sua atual

representante na subcomisséo de imunobiologicos.



DIA 23 DE MAIO (MANHA)

MATERIAIS DE REFERENCIA

Coordenacao: Humberto Pinheiro de Araudjo

O INCQS abre a discussao alertando sobre a falteeno de referéncia no pais.
Lembra que o estoque dos venenos botropico e icti referéncia esta em niveis baixos
com risco de desabastecimento dos mesmos. Quatteawis venenos, a situacao ainda é
pior, pois nunca foram estabelecidos.

Os produtores esclarecem que devido a pequenadpadente venenos, priorizam a
utilizacdo destes para producdo em detrimento dabedecimento de venenos de

referéncia.

Propostas:

1. Veneno Botrépico e Crotdlico de Referéncia: @abdo e fornecimento regular (de
acordo com a necessidade) de um novo lote de veleereferéncia.

2. Veneno escorpidnico de referéncia: deve-se faxelevantamento da necessidade
nacional (os produtores apresentardo suas neadssjd@® quanto poderéo
disponibilizar).

3. Estabelecimento e fornecimento pelo INCQS aodyiores.

Estabelecimento de soro de referéncia (tambémadb no controle da qualidade
dos soros). O INCQS se comprometeu de apresemtacplo para a realizacao de
um estudo colaborativo para a poténcia relativa sdoo antibotropico apos
estabelecimento e validac&o do soro candidateéémfia nacional.

5. Os fabricantes: CPPI, FUNED, IB, IVB encaminloac@mentarios e sugestfes ao

protocolo e se reunirdo com o INCQS para defind@coronograma de execucgao.



DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO NAS AREAS DE PRODUCAO E
CONTROLE DA QUALIDADE

Coordenacao: David Toledo Velarde.

O representante da FUNED abriu a discussdo coaceitu o desenvolvimento
tecnologico como pesquisa aplicada a novas metgidsimas areas de producgéo e controle
e abre a palavra aos demais presentes:

O IB esta introduzindo o uso de cromatografia néipacédo dos soros hiperimunes
para obtencdo de um produto final mais purificadest&d em andamento estudos de
estabilidade de soros liofilizados.

O IVB informa que na producgéo de soro antilactricdétoi implantado ensaio de
poténcia expressando seu valor em mg. Informa tamébélaboracdo de projeto de nova
planta de producéo incluindo o setor de envase.

O INCQS esclarece que esta em fase de validac&saloede citotoxicidade em
células VERO para determinacdo da poténcia do amibotropico com o objetivo de no
futuro substituir o ensaim Vvivo.

A FUNED estd comecando a produzir soro antibothedps<-laquético;
implantando o acompanhamento da resposta imunaldds animais inoculados, por
ELISA; estdo desenvolvendo também, estudos de ikddale dos soros produzidos;
encontra-se em fase experimental a producao de $ofitizados, restando aprofundar a
discussao de custo/beneficio de sua producao. iQuadd pelo técnico da coordenacao de
zoonoses sobre andamento de estudo de identifipacdeLISA dos venenos em pacientes
acidentados o representante da FUNED esclareceogastudo foi concluido e néo
implantado e que a FUNED pode reativa-lo.

NOTA: Com relacdo aos estudos técnico-cientifiégosluindo estudos de estabilidade
desenvolvidos pelos laboratérios produtores, o @mgzomenda a divulgacdo ampla dos

mesmos (publicacao, internet etc).

23 DE MAIO (TARDE)

Leitura do relatério, aprovacdo das propostas eresmmento do evento.



ANEXO II:

RELATORIO FINAL DO ESTUDO COLABORATIVO PARA O
ESTABELECIMENTO DO LOTE N° 05 DO VENENO BOTROPICO DE
REFERENCIA NACIONAL

| - INTRODUCAO

a) OBJETIVO

Estabelecer um novo lote de Veneno Botropico der@atia Nacional através de Estudo
Colaborativo Interlaboratorial.

b) LABORATORIO COORDENADOR
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 8aUtiCQS

c) LABORATORIOS PARTICIPANTES
Fundacgéo Ezequiel Dias — FUNED
Instituto Butantan — 1B

Instituto Vital Brazil — IVB

Il — MATERIAL E METODOS

a) DADOS DO VENENO DE REFERENCIA PROPOSTO.
NOME: VenendBothrops jararaca

NOME DO PRODUTOR: Instituto Butantan, S&o Paul@dr
NUMERO DO LOTE: 005

NUMERO DE FRASCOS RECEBIDOS: 4368

DATA DE ENTREGA: 11/06/2002

APRESENTACAO: Liofilizados em frascos com 30 mgveé@eno
TEMPERATURA DE CONSERVACAO: - 20 °C



b) DESENHO DO ESTUDO

Foram enviados 30 frascos de ven®&uthrops jararacal.ote 005 para cada Laboratério

participante para a realizacdo de 8 ensaios de Detsl 50% (Dlsg) validos por
Laboratorio. Os resultados foram enviados paralmtadrio Coordenador para a analise
estatistica. Cada Laboratorio participante utilizeu préoprio protocolo de trabalho. Estes

protocolos também foram enviados ao Laboratorior@mwador.

c) METODO DE ENSAIO
Os ensaios foram realizados de acordo com o mékestyito na Farmacopéia Brasileira, 42
Edicédo, Sdo Paulo, Atheneu 2001, Fasciculo 2 (Adgxo

d) ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos por cada Laboratério paditg foram avaliados de maneira
individual a fim de determinar a validade do ens&oi empregado o método estatistico

“Probitos” para a determinacéo dadalL

I - RESULTADOS

INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUIE — INCQS:
Foram realizados 22 (vinte e dois) ensaios em cdongos suicos e determinados como
validos 5 (cinco) ensaios.

Tabela 4 Resultados dos ensaios de poténcia dos ensdidgsvéealizados pelo INCQS.

PROTOCOLO Dlso (ug/mL) LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR
01/2003 48,12 42,92 53,96

02/2003 51,76 44,95 59,59

09/2003 47,67 41,32 55,0

11/2003 42,46 37,20 48,47

21/2003 52,86 43,39 64,40

MEDIA 47,85 44,97 50,93




FUNDACAO EZEQUIEL DIAS — FUNED

Foram efetuados 12 (doze) ensaios, os quais fotdimados 9 (nove) ensaios

considerados como validos pelo laboratorio produtor

Tabela 5 Resultados dos ensaios de poténcia dos ensdidssvéealizados pela FUNED.

PROTOCOLO DLso (1g/0,5mL) LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR
01 39,44 35,71 46,08
02 32,95 24,20 39,67
03 39,66 34,28 46,95
04 31,56 24,06 36,43
05 34,54 31,43 41,02
06 31,42 28,57 34,55
07 39,16 34,62 49,21
08 32,37 28,21 37,34
09 30,64 28,08 33,73
MEDIA 33,67 32,21 35,19

INSTITUTO BUTANTAN — IB

Foram efetuados 8 (oito) ensaios, sendo todos demaslos como validos pelo

laboratério produtor e utilizados para os calculos.

Tabela 6 Resultados dos ensaios de poténcia dos ensdidssvéealizados pelo IB.

PROTOCOLO DLso (g/0,5mL) [LIMITE LIMITE FATOR _ DE
INFERIOR SUPERIOR  |PRECISAO

01 34,58 31,45 38,33 0,22

02 36,51 33,59 40,17 0,19

03 33,95 30,93 37,08 0,2

04 31,32 28,17 34,27 0,2

05 33,83 29,57 38,33 0,28

06 30,77 27,82 33,59 0,19

07 36,27 31,74 42,47 0,32

08 29,88 26,63 32,92 0,21

MEDIA IB 33,38875 29,9875 37,145 0,22625

MEDIA WHOPROG | 33,20 32,02 34,43




INSTITUTO VITAL BRAZIL - IVB

Foram efetuados 12 (doze) ensaios, os quais fotdizados 5 (cinco) ensaios

considerados como validos pelo IVB. (O laboratGr@ indicou quais ensaios seriam

considerados validos).

Tabela 7 Resultados dos ensaios de poténcia dos ensdidssvéealizados pelo 1VB.

PROTOCOLO DLso (Mg/0,5mL) LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR
FRASCO 02 43,59 38,54 53,11
FRASCO 04 34,37 17,83 40,72
FRASCO 07 47,63 41,67 72,50
FRASCO 10 40,51 32,12 48,75
FRASCO 11 39,78 34,96 45,35
MEDIA WHOPROG | 41,37 38,01 45,02

Tabela 8Valores médios das R§.obtidas pelos laboratérios participantes:

LABORATORIO

(Mg/0,5mL)

DOSE LETAL 50% LIMITE INFERIOR

LIMITE SUPERIOR

INCQS — C. Swiss Webster 47,85 44,97 50,93
FUNED 33,67 32,21 35,19
B 33,20 32,02 34,43
VB 41,37 38,01 45,02

IV — DISCUSSAO

Foi observado que nenhum dos Laboratorios partitgsasegue estritamente os

critérios de validagédo do ensaio prescritos petenkeopéia Brasileira:

Determinacdo da Dig de venenoreconstituir a preparacéo liofilizada de venenorgpa

determinada concentracdo p/V, com solucao fisia#éd,85% (p/V). Efetuar diluicdes em

progressao geométrica com o mesmo diluente, utiiagator de diluicdo constante, ndo

superior a 1,5, e igualando os volumes finais. UtaG por via intraperitoneal, volume de

0,5 mL por camundongo de cada diluicdo em grupgsndeminimo, 10 camundongos

albinos suicos de 18 a 22Qbservar 0s animais até 48 horas ap0s a inoculagéeyistrar

0 numero de mortos em cada diluigcdo. Calcular asdltilizando métodos estatisticos

comprovados (probitos, Spearman & Karber, transfagéo angular ou logitos). A faixa




de resposta (porcentagem de mortes) deve estarreemgida entre 10% e 90%, formando

a _curva de regressdo que deve apresentar relagiati Os limites de confianca nédo

devem ser amplosndicando melhor precisdo do ensaio quanto mendoeem 0S seus

limites. Expressar o resultado em microgramas ceere por 05, mL.

Tabela 9iIncidéncia e causas de invalidacdo de ensaios.

LABORATORIO |Em gruposA faixa dg Formando |Os limites deENSAIOS
de, no resposta |a curva deconfianca ndoVALIDOS
minimo, 10deve estarregresséo |devem ser/ TOTAL
camundongg compreend que  deveamplos*

S albinogida entre apresentar
suicos de 1810% e relagcéo
a 22g. 90%* linear*
INCQS (SWISS) 10 04 13 N/A 05/22
(18,18%) |(59,09%) (22,72%)
FUNED 10 02 08 02 (16,66%) | 0/12
(16,66%) |(66,66%) (0%)
IB 08 08 (100%)| N/A N/A 0/8
(0%)
VB 10 04 03 (25,0%)| 01 (8,33%) 04/11
(33,33%) (33,33%)

* Relativo aos ensaios que ndo seguem os itenamaa€opéia Brasileira.

N/A — N&o analisado

As diferencas observadas nas estimagfes de DLSON a®omo um excessivo
numero de ensaios invalidos, pode ter como pros&aisas:

Cada Laboratorio executa um desenho experimerfialedie — todos utilizam o
mesmo fator de diluigdo e, no entanto apresentéeredies esquemas de diluigao.

O numero de animais utilizados por diluicio ndo énesmo em todos o0s
Laboratérios.

As solucdes por hora encontradas seriam:
Definir a preparacao do estimulo.

Definir o tipo e quantidade da unidade experimental



Modelo Experimental X Respostas Esperadas.

O modelo experimental € um ensaio bioldgico quelicapem administrar
diferentes quantidades de estimulo esperando wiéeyerespostas, pois se pressupde a
associacao entre estimulo e resposta. Usualmetiteassociacdo esta descrita por um
modelo sigmadide e a estimativa da DL50 € obtidavés do modelo linear proposto por
Finney (Probitos). Isto implica que aqueles expentos onde a resposta obti&diferente
da resposta esperada devem ser considerados oscalid

No caso especifico da titulacdo do veneno botropacéarmacopéia Brasileira
recomenda que o esquema de diluicdo a ser utilidade proporcionar respostas entre 10 e
90%. Quando isso ndo ocorre, significa que ha proas no experimento, que pode estar
na unidade experimental, no esquema e/ou fatoiluiedd ou no processo de montagem
da prova.

O modelo utilizado algumas vezes demonstra umaséawenos resultados obtidos,
e uma vez que nas unidades experimentais utilizattasns fatores podem levar a
variagdes muito grandes nas respostas individea@sge na maioria das vezes ndo pode ser
atribuida a distribuicdo de tolerancias, uma pessivha de investigacdo a seguir seria a
verificacdo do comportamento do experimento (ataaresposta esperada) utilizando um
maior niumero de animais frente a cada quantidadstéi@ulo.

Os modelos experimentais utilizados pelos labdgdrarticipantes séo diferentes
entre si, visto que cada laboratério utiliza umadale diluicdo diferente. Estes protocolos
podem ou ndo ser equivalentes. Tendo em vista gueesultados obtidos ndo séo
semelhantes entre si, pode-se supor que provavidraemmodelos ndo sejam equivalentes,
e, portanto ndo comparaveis.

Os resultados apresentados a seguir parecem edidene possa haver uma
relacdo entre os resultados obtidos e o desenherimgntal utilizado (esquema de
diluicdo), visto que os laboratorios que utilizar@squemas de diluicho semelhantes
obtiveram respostas mais proximas entre si, magtranma apreciacdo empirica

interessante.



Tabela 10:Comparacgao entre esquema de diluicdo e tituloangalido pelos diferentes

laboratorios.

LABORATORIO | DOSE LETAL 50% ESQUEMA DE DILUICAO
INCQS 47,85 62,5-52-43,4-36,1-30,1
FUNED 33,67 45,6 -38-31,7-26,4-2p
B 33,20 49,8-415-34,6-28,8-24
VB 41,37 51,8-43,2-36-30

Obs. Todos os laboratorios trabalham com 5 dilgge IVB com apenas 4.

V - CONCLUSOES E RECOMENDACOES

E fundamental que os requisitos para execucdo @lagdb dos ensaios
preconizados pela Farmacopéia Brasileira sejamasgonente cumpridos.

Tendo em vista os diferentes resultados obtidosspkeaéboratorios participantes, ndo e
possivel a determinacdo de um valor dgdjara o Lote 005 do veneno de referéncia que
represente 0 comportamento do ensaio nos diferebédmratorios nas condi¢cbes
atualmente observadas.

O INCQS devera propor em um prazo de 45 (quarentace) dias, um Protocolo
de Determinacdo da B4 a ser adotado por todos os Laboratérios em um E®todo
Colaborativo.

Este Protocolo sera definido apds a realizacdoxgerienentos preliminares pelo
INCQS, visando equacionar ou minimizar os problepitaervados no presente Estudo. O
Protocolo proposto sera submetido a todas asuitgtés para apreciacdo e sugestdes antes
de ser adotado para o Estudo em questao.

Caso seja comprovado que 0s requisitos preconizaelasFarmacopéia Brasileira
nao sdo compativeis com os resultados obtidosnpetadologia oficial vigente, devera ser
proposta uma revisdo da monografia correspondente.

Até que seja possivel a titulagdo do Lote 005 donevie Botrépico de Referéncia
através de um Estudo Colaborativo, os Laborat@mserdo utilizar como referéncia o
valor da Dlsp de 47,85 pug/0,5mL , obtido pelo INCQS.



ANEXO 11l

ESTUDO COLABORATIVO PARA A DETERMINACAO DA POTENCIA DE UM
CANDIDATO A SORO ANTIBOTROPICO DE REFERENCIA NACION AL
BRA/ANTIBOT/01, PARA A AVALIACAO DA METODOLOGIA DA POTENCIA
RELATIVA E PARA REAVALIACAO DA POTENCIA DO LOTE N° 05 DO
VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA BRA/BOT/05.

I. INTRODUCAO:

Com o objetivo de aperfeicoar a metodologia awalipara a determinacdo da
poténcia do Soro Antibotropico e de acordo comeasmendacdes daNorkshop on the
Standardization and Control of Antivendnnealizado em Londres em 2001 e coordenado
pela ‘Quality Assurance and Safety of Biologicals Udd Organizacdo Mundial de Saude
(THEAKSTON, 2003), que preconiza..”o estabelecimento de venenos e antivenenos de
referencia é essencial para a padronizacdo desteaies e para permitir a comparacao
lote a lote, assim como a comparacdo entre laboi@dd Idealmente a atividade dos
antivenenos deve ser expressa em unidade neutr@iz® toxina baseada em um padréo
nacional ou regional’

O INCQS se propbe a organizar um estudo colaboratiw o objetivo de:

1. Avaliar a poténcia de um candidato a Soro Antibimopico de Referéncia

Nacional.

O lote candidato a Soro Antibotropico de Referéihaaional BRA/ANTIBOT/01,
foi produzido no INCQS a partir de uma mistura 868 Bascos provenientes dos seguintes
produtores: Centro de Producdo de Pesquisa de binldgicos — CPPI; Fundacdo
Ezequiel Dias — FUNED,; Instituto Butantan — IB atituto Vital Brasil — IVB. Este lote

consiste em uma preparacgéo liquida em aliquot8swle estocado entre 4 e 8 °C.

2. Comparar a metodologia de determinacdo da Potéiac do Soro

Antibotrépico pela determinacdo da Dose Efetiva 50%DEs;) com a metodologia da

Poténcia Relativa




Com o objetivo de discutir as questdes relacionadasoducdo e controle da
gualidade dos soros antipeconhentos produzidogiscopNCQS convocou uma oficina de
trabalho nos dias 22 e 23 de maio de 2002, intitul&ituacdo atual e perspectivas futuras
para a producédo e controle de soros antipeconhemnilasados no Brasil. Esta reuniéao
contou com a participacdo das seguintes entidddsstuto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude - INCQS/FIOCRUZ, Agéncia Natial®a Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, Fundacdo Nacional de Saude — FUNASA, CenlgoProducédo de Pesquisa de
Imunobiolégicos — CPPI, Fundacéo Ezequiel Dias NED, Indastria Quimica do Estado
de Goias — IQUEGO, Instituto de Biologia do Exércit IBEX, Instituto Butantan — IB e
Instituto Vital Brasil — IVB. Dentre vérias delilzdes resultantes da reunido, podemos
destacar a disposicdo de todos os envolvidos dmllia conjuntamente na avaliacéo e
implementacdo de melhorias nas metodologias ameditpara o controle da qualidade
destes produtos. Foi ponto consensual que o ddseneato e validacdo de uma
metodologia de avaliagdo da poténcia relativa do smtibotrépico frente a um soro
padréo de referéncia nacional, possivelmente sefratégia mais adequada no sentido de

se obter resultados mais confiaveis, em curto prazo

3. Reavaliar a poténcia do lote n° 05 do Veneno BOpico de Referéncia
BRA/BOT/05.

De acordo com as conclusdes e recomendacdes ddoestlaborativo para o

estabelecimento do veneno botrépico de referéraxéonal realizado em margo de 2003
onde foi consenso que: “Tendo em vista os difeser@sultados obtidos pelos Laboratorios
participantes, nédo é possivel a determinacao dealon de Dlso para o Lote 05 do Veneno
de Referéncia que represente o comportamento @ioenss diferentes Laboratérios nas
condi¢cOes atualmente observadas” e tambéé ue seja possivel a titulacdo do Lote
05 do Veneno Botropico de Referéncia atraves de umbstudo Colaborativo, os
Laboratorios deverédo utilizar como referéncia mwala Dlso de 47,85 png/0,5 mL, obtido
pelo INCQS”, propomos a uma reavaliacdo do titwidotie n° 05 do Veneno Botropico de

Referéncia.

4. Avaliar a aplicabilidade de um controle de venem

Tendo em vista que a metodologia preconizada patem&copéia Brasileira ndo

prevé a realizacdo de controle positivo para a dieseveneno utilizada no desafio,



propomos a avaliacdo da aplicabilidade da introolutgium controle positivo para a dose
desafio (5 Dlgg), em paralelo as determinacdes da poténcia. Eenaages preliminares
evidenciamos, com uma certa frequéncia, que a desafio (5 Dkg) pode ndo matar
100% dos animais inoculados, o que seguramentefarge significativamente nos
resultados obtidos.

Este estudo consistird em duas etapas, primeiransené determinada a poténcia
do soro candidato a referéncia, reavaliado o titiddote n°® 05 do Veneno Botrépico de
Referéncia BRA/BOT/05 e avaliada a aplicabilidageudh controle de veneno. Em uma
segunda etapa sera realizada a comparacdo entreetadologias de determinacdo da

poténcia pela D& e pela Poténcia Relativa.

II. PARTICIPANTES
Laboratorios brasileiros produtores de soro antiipito e o INCQS.

V. MATERIAL

BRA/ANTIBOT/001: Serédo enviados 12 frascos do soro candidato, para
determinacdo da poténcia em unidades neutralizgotds e para a comparacao entre as
metodologias de determinacéo da poténcia peka ®pela Poténcia Relativa.

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

Amostras codificadas Serdo enviados 04 frascos de quatro amostra$iczoidis
(de AaD).

V. METODO

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

Deverdo ser realizados trés ensaios independemtpgtiCbes em momentos

diferentes) das seguintes determinacdes:



- Determinacdo da DE do Soro Antibotropico de Referéncia Nacional.

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

determinacdo devera ser feita em paralelo comeardigtacdo da Dig.

- Avaliacdo da aplicabilidade de um controle deewen Paralelamente a cada

determinacdo de poténcia, devera ser inoculado ®£dbis, um grupo de 10

animais.

22 Etapa Comparagdo da metodologia de determinagédo da Patéa do Soro
Antibotrépico pela determinagdo da Dose Efetiva 50%DEsg com a metodologia da
Poténcia Relativa

As quatro amostras codificadas deveréo ser titaladadois ensaios independentes
(repeticbes em momentos diferentes) em paraleloacsano candidato a referéncia.

Todas as amostras serdo analisadas de acordo ednkEdicdo da Farmacopéia
Brasileira, parte Il, 2004. As determinacdes dadJd@ DE;, deveréo ser realizadas seguindo

0s procedimentos operacionais padronizados delabdiatorio.

VI. COLETA E ANALISE DOS DADOS

O INCQS sera responsavel pelo recebimento, revis@amdificacdo dos dados
submetidos pelos laboratorios participantes. Umtdeb sera preparado e distribuido para
todos os participantes, para comentérios. Os ladraya serdo identificados por um cédigo
em todas as andlises para manter a confidencialdi@sl resultados.

Os materiais de referéncia (soros e venenos) saasiderados aptos, caso a
precisao interlaboratorial (reprodutibilidade) a@nete coeficientes de variacdo inferiores a
50% (WHO. 1997. A WHO guide to good manufacturimggtice (GMP) requirements,
Part 2: Validation. Chp. 15. Validation of analgi@assays. p. 65- 69. Geneva).

A metodologia da poténcia relativa serd consideraplecavel, caso a precisdo
interlaboratorial (reprodutibilidade) apresente foientes de variacdo do ensaio da
poténcia relativa inferiores aqueles observadoa papoténcia absoluta. A aplicabilidade
da implantacdo da metodologia, caso seja considexpth, devera ser definida apés uma

avaliacdo de custo beneficio.



VI. PUBLICACAO DOS RESULTADOS
O INCQS sera responsavel pela publicacdo dos agmsltdo estudo em revista
cientifica especializada. Serdo considerados autruipe técnica do INCQS e até dois

técnicos de cada laboratorio participante, desigmadb investigador principal.



ESTUDO COLABORATIVO PARA A DETERMINACAO DA POTENCIA DE UM
CANDIDATO A SORO ANTIBOTROPICO DE REFERENCIA NACION AL
BRA/ANTIBOT/001, PARA A AVALIACAO DA METODOLOGIA DA POTENCIA
RELATIVA E PARA REAVALIACAO DA POTENCIA DO LOTE N° 05 DO
VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA BRA/BOT/005.

12 Etapa

1. Avaliacdo da poténcia do candidato a Soro Amiipico de Referéncia Nacional.
BRA/ANTIBOT/001.

Nome do Laboratério |
Ensaio de poténcian® |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005):

Diluicdo | Titulo do Salina Soro Veneno N° de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes

A
B
C
D

DEso:

Poténcia:

| Ensaio de poténcia n® |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

Diluicdo | Titulo do Salina Soro Veneno N° de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
C
D
DEso:

Poténcia:



12 Etapa

1. Avaliacdo da poténcia do candidato a Soro Amiipico de Referéncia Nacional.
BRA/ANTIBOT/001.

| Ensaio de poténcia ?A |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

Diluicdo | Titulo do Salina Soro Veneno N° de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes

A
B
C
D

DEs: .

Poténcia:

| Ensaio de poténcia B |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

Diluicdo | Titulo do Salina Soro Veneno N° de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
C
D
DEso: .

Poténcia:



12 Etapa

1. Avaliacdo da poténcia do candidato a Soro Amiipico de Referéncia Nacional.
BRA/ANTIBOT/001.

| Ensaio de poténcia ntlA |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

Diluicdo | Titulo do Salina Soro Veneno N° de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes

A
B
C
D

DEso: .

Poténcia:

| Ensaio de poténcia ?IB  |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

Diluicdo | Titulo do Salina Soro Veneno N° de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
C
D
DEso: .

Poténcia:



12 Etapa:

2. Determinacédo da Rbdo Veneno Botrépico de Referéncia BRA/BOT/005

| Ensaio de poténcia nP: |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

(mL) (mL) animais | sobreviventes

(H9)
A
B
C
D
E

DLsg: .

| Ensaio de poténcia r®: |Data: / / |

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

Diluicdo ng(i?;rfreigf ° Salina Veneno N° de N° de
¢ (ug) (mL) (mL) animais | sobreviventes

mo|0|w >

DLso: .



| Ensaio de poténcia r8: | Data: /

/

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

U7

Diluicao ng(i/e;rt]rea;]gjw Salina Veneno N° de N° de
(mL) (mL) animais | sobrevivente
(H9)
A
B
C
D
E

DLsg: .



12 Etapa:

3. Avaliacdo da aplicabilidade de um controle deev®

| Experimento n°: 1 | Data:

I 1]

Concentragdo de veneno N° de animais N° de sokrdels
5 DL 5 10
| Experimento n°: 2 | Data: / /|
Concentragdo de veneno N° de animais N° de sokrdels
5 DL 5 10
| Experimento n°: 3 | Data: / /|
Concentragdo de veneno N° de animais N° de sokrdels

5 DL 59

10




ESTUDO COLABORATIVO PARA A DETERMINACAO DA POTENCIA DE UM
CANDIDATO A SORO ANTIBOTRQPICO DE REFERENCIA NACION AL
BRA/ANTIBOT/001, PARA A AVALIACAO DA METODOLOGIA DA

RELATIVA E PARA REAVALIACAO DA POTENCIA DO LOTE N°

VENENO BOTROPICO DE REFERENCIA BRA/BOT/005.

POTENCIA
05 DO

22 Etapa Comparacdo da metodologia de determinacdo da Patéia do Soro
Antibotropico pela determinacdo da Dose Efetiva 50%DE50) com a metodologia da

Poténcia Relativa

| Ensaio de poténcia nP: | Data:

[

Veneno de referéncia (BRA/BOT/005)

U)

U)

Amostra | Diluicdo| Titulo | Salina | Soro | Veneno| N°de N° de
do Soro| (mL) (mL) (mL) animais| sobreviventes
A
Soro de B
Referéncia C
D
DEso:
Poténcia:
Amostra Diluicdo | Titulo do| Salina Soro Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobrevivente
A
B
Soro A c
D
DEso:
Poténcia:
Amostra Diluicdo | Titulo do| Salina Soro Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobrevivente
A
B
Soro B C
D
DEso:

Poténcia:



Amostra Diluicdo | Titulo do| Salina Soro Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
Soro C c
D
DEs:
Poténcia:
Amostra Diluicdo | Titulo do| Salina Soro Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
Soro D c
D
DEso:
Poténcia:
| Ensaio de poténcia r®: |Data: / [/ |
Veneno de referéncia (BRA/BOT/005) diluido em  mL de
Amostra | Diluicdo| Titulo | Salina | Soro | Veneno| N°de N° de
do Soro| (mL) (mL) (mL) animais| sobreviventes
A
Soro de B
Referéncia C
D
DEs:

Poténcia:



Amostra Diluicdo | Titulo do| Salina Soro Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
Soro A C
D
DEs:
Poténcia:
Amostra Diluicdo | Titulo do| Salina Soro Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
Soro B c
D
DEso:
Poténcia:
Amostral Diluicdo | Titulo do| Salina Soro | Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
Soro C c
D
DEso:
Poténcia:
Amostral Diluicdo | Titulo do| Salina Soro | Veneno | N°de N° de
Soro (mL) (mL) (mL) animais | sobreviventes
A
B
Soro D C
D
DEso:

Poténcia;



ANEXO IV

ENSAIO DE INIBICAO DA CITOTOXICIDADE "IN VITRO” PAR A
AVALIACAO DA POTENCIA DO VENENO BOTROPICO E DO SORO
ANTIBOTROPICO.

Palavras-chave: Veneno Botropico — Soro AntibotrépiPoténcia — Citotoxicidade

SUMARIO:

Objetivo

Campo de Aplicagéo
Definicbes

Siglas

CondicGes gerais
Condicdes especificas

Referéncias

1. OBJETIVO
Este POP define e padroniza procedimentos paraliagédo da poténcia do Veneno
Botropico através da determinacdo da citotoxicidadeitro e do Soro Antibotropico

através do método de inibicdo da citotoxicidexetro.

2. CAMPO DE APLICACAO
Os procedimentos descritos nesse POP séo aplicadogntrole da qualidade de
amostras de lotes de Soro Antibotropico, destina@imstratamento de acidentes por

serpentes, do géneBmthrops



3. DEFINICOES

3.1. Soro Antibotropico

Solugédo injetavel da fracdo Fab’2 de imunoglobslineqiinas especificas,
purificadas e concentradas, obtidas a partir de sier eqlinos hiperimunizados com
veneno de serpentes do géngadhrops

3.2. Lote
Quantidade conhecida de produto elaborado em unta letapa de trabalho

conforme comprovacao protocolar do fabricante.

3.3. Veneno referéncia - BRABOT

Mistura de veneno de varias serpentes da espétieops jararacaliofilizado, em
frascos contendo 30 mg. Produzido pelo InstitutdaBian, aferido pelo INCQS e
distribuido aos produtores de soro antiofidico paraensaio de poténcia do Soro
Antibotropico.

3.4. Dose Citotdxica 50%
Quantidade de veneno capaz de produzir efeitodgiti em 50% das células em

monocamada.

3.5. Poténcia
Quantidade de veneno em mg, neutralizada por 1erdob.

4. SIGLAS

ATTC — American Type Culture Collection
CCL — Controlled Cell Lines

BRA/BOT - BrasilBothrops jararaca

CBB R-250 — Coomassie Brilliant Blue R-250
DO — Densidade Otica

DCso — Dose Citotoxica 50%

Dlsp — Dose Inibitoria 50%

PBS — Tampéao Salina Fosfato (Phosphate Bufferedejal



gsp — quantidade suficiente para
SDS - Dodecil Sulfato de Sédio
SFB — Soro Fetal Bovino

Ul — Unidades Internacionais

5. CONDICOES GERAIS
Para a execucao dos procedimentos descritos negtedeve-se dispor de:

5.1. Amostra a ser analisada

5.2. Células VERO (ATCC/CCL81)
Cultura em monocamada com uma concentracéo deéliflas/mL em placas de 24

pOCOS.

5.3. Veneno referéncia BRA/BOT
Deve ser reconstituido conforme descrito no POP QNCn°® 65.3440.006 e

fracionado em frascos de vidro em aliquotas de206 conservado a — 20 °C.

5.3. Vidraria
Toda vidraria utilizada deve ser lavada, prepaeadsterilizada.

5.4. Manipulagéo
Os procedimentos de manipulacdo devem basear-8#anoal de Biosseguranca,
POP 65.1000.003.

6. CONDICOES ESPECIFICAS

6.1. Material
a) Amostra a ser analisada (Item 5.1);
b) veneno de referéncia (Item 5.2.2);
c) células VERO em monocamada,;
d) PBS pH 7,5;
e) seringa hipodérmica para 1 mL;



f) frasco de 2 mL com rolhas de borracha e tampélivas;
g) tubos de ensaio 13 x 100 mm;

h) pipetas de 10 e 25 mL;

i) parafilm;

J) pipetador automaético ;

k) estufa de CQ

[) placas de cultivo celular com 24 orificios;

m) micropipetas automaticas para volumes de 1®Mau1C de 100 a 1000pL;
n) ponteiras para pipetas automaticas;

0) banho-maria;

p) cabine de fluxo laminar;

g) solucéo de PBS/Formol 0,2%;

r) solucédo de CBBR 250 - 0,2%;

s) solucdo de SDS 1%;

t) leitor de ELISA.

6.2. Procedimentos

6.2.1 - Preparagéao de solucéo estoque de venenddgararacacom 10 mg/mL.

Identificar 15 frascos de vidro com capacidade gard_, com as informacdes, BOY n
do lote, concentracdo (10 mg/mL) e data de redoign.

Introduzir 1 mL de salina no frasco ampola conteBdang do veneno liofilizado.
Observar a completa dissolucdo do lidfilo, ret@asuspensdo com a mesma pipeta,
transferindo para um outro frasco de vidro.

Adicionar 2 mL de salina ao frasco ampola paraages

Homogeneizar os 3 mL de suspenséo e distribuirlgmadas de 200uL, tampar com
rolhas de borracha e vedar com tampa metalica oafilpa (solugcdo estoque, 10
mg/mL).

Estocar a —20 °C.

6.2.2. Titulacdo do Veneno Botropico de Referéncia.

Preparar placas de 24 orificios contendd délulas VERO por orificio, em meio

Dulbecco’s com 2% de SFB, reservando os orificids 2e 3 sem células para controle.



. Incubar 24 horas a 3 em atmosfera de 3 a 5% de £O

. Preparar a solucéo de uso (1 mg/mL) diluindo acsmestoque 1:10, (adicionar 1,8
mL de salina a 200L da solucéo estoque).

. Fazer diluicbes seriadas em salina da solucdoaeam um fator de 1:2, segundo o
esquema 1.

. Retirar 10QL de meio de cultura de cada orificio, exceto astrodes de células e
branco.

" Inocular 0,1mL da primeira diluicdo nos orificioslB2 e 3, da segundaem B 4,5e 6
daterceiraem C, 1,2 e 3, daquartaem C 4,,5la uintaemD 1,2 e 3 edasextaem D
4,5 e 6 (Anexo 1).

" Incubar por 4 horas a 37° em atmosfera de 5% de CO

. Retirar o in6culo, vertendo as placas.

. Lavar duas vezes com 0,5 mL de PBS por orificio.

. Fixar com 0,5 mL de PBS/formol 0,2% por 15 minuddemperatura ambiente.

. Verter todo o PBS/formol 0,2% e secar bem as pladasperatura ambiente ou em
estufa 40/50 °C para acelerar a secagem.

. Adicionar 25@L de CBB R-250 0,2% por orificio e incubar por uhwaa ao abrigo
da luz.

. Lavar as placas por imersdo em agua corrente, sedqarctair agua diretamente no
fundo da placa.

. Secar a temperatura ambiente ou em estufa 40/p@réCacelerar a secagem

" Eluir com 1 mL de SDS 1,0% por uma hora,

. Ler a DO em leitor de microplacas para o comprimeiet onda de 595 nm.



Esquema 1:

0,5 mL

1img

mL

Solucéo de Usp 0, 5mL 0, 5mL 0 5ml_,5nﬁ]_ 0 5mL

0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
mL mL mL mL mL mL

0,25 ,1Z» 0,062 0,031 0,015
mg/mL mg/mL mg/mL md. mg/mL mg/mL




6.2.2.1. Calculos
a) Alimentar a planilha de calculos de Excel, camesultados da leitura da DO (esquema

2).

Esquema 2:

Citotoxicidade em células VERO

Branco Controle 4Dil. 1 Dil. 2 Dil. 3 |Dil. 4 Dil. 5 Dil.6

D.O 0,356 0,702 0,340 | 0,339 | 0,345 0,354 0,535 0,569
D.O 0,330 0,696 0,345| 0,327 | 0,312 0,341 0,503 0,609
D.O 0,321 0,720 0,316 | 0,304 | 0,311 0,394 0,504 0,708
MEDIA 0,336 0,706 0,334 | 0,323 | 0,323 0,363| 0,514 29,6
DESVPAD. 0,018 0,012 0,016 0,018 | 0,019 0,028 0,01%€,072
MEDIA - Br - 0,370 -0,002 | -0,012 | -0,013 0,027 | 0,178(0,293
DESV.MED. 0,014 0,009 0,012 0,013 | 0,015 0,021 0,0140,053
VAR.% 5,415 1,769 4,646 | 5501 | 5996 7,609 3,540 382,
ERROPAD 0,005 0,004 0,004 0,005| 0,006 0,008 0,005,0210

% do controle | - 100,000 | -0,540 -3,330] -3,510 7,38148,155 |79,118
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ANEXO B

PREPARO DE SOLUCOES

a) PBS:

NaCl-24g

KCI-0,6 g

NaHPO, 2H,0 — 3,43 g

KH,PO, - 0,6 g

H,O destilada g.s.p. 4000 mL
pH=7)5

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.
Estocar a 4 °C.

b) PBS/formol 0,2%:

Formaldeido — 4,0 mL

PBS g.s.p. 2000 mL

pH=7)5

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.

Estocar a 4 °C.

c) Coomassie Blue 0,2%:

Coomassie Brilliant Blue R-250 - 0,2 g
Acido acético — 10 mL

Metanol — 40 mL

H,O destilada g.s.p. 100 mL

Estocar a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

d) SDS 1%:
SDS-10g¢g
H>O qg.s.p. 100 mL

Estocar a temperatura ambiente.



ANEXO V

POTENCY EVALUATION OF ANTIVENOMS IN BRAZIL: THE
NATIONAL CONTROL LABORATORY EXPERIENCE BETWEEN
2000 AND 2006



