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RESUMO: A comprovagio de que a inoculagiao intraperitoneal
em camundongos se presta satisfatoriamente para a determinacao
da toxicidade de venenos botropicos, possibilitou aos autores adota-
rem o mesmo modelo experimental na avaliagio da poténcia dos
respectivos antivenenos, Assim, aplicando uma conduta técnica
diversa da preconizada pela Farmacopéia Brasileira, os autores
titularam 14 antivenenos botrépicos mono e polivalentes, em funcgio
da atividade toxica dos venenos das espécies B. jararaca, B. alter-
natus, B. cotiara, B. newwiedi, B. pradei, B. jararacussu e B.
moojeni. Baseados em seus resultados, os autores recomendam o
método presentemente exposto como solugao dos problemas verifi-
cados quando da titulagio de antivenenos ofidicos, principalmente
daqueles relacionados aos venenos dotados de marcante atividade
coagulante. A inoculagiao intraperitoneal da mistura veneno-anti-
veneno em Eﬂl’l‘l'l.lﬂdﬂﬂgﬂﬂ. mesmo com excesso de veneno, nio altera
a regularidade dos resuliados, devido & eliminacio das mortes
imediatas conseqiientes ao fator coagulante,

UNITERMOS: antiveneno botrdpico; doseamento de antivenenos
botrépicos; avaliagio da poténcia de antivenenos botrépicos.

INTRODUCAO

A pesquisa de métodos ideais para o doseamento dos antivenenos

ofidicos tem sido uma constante, desde o advento da soroterapia antio-
fidica. Schdattler ** (1954) afirmou que “por mais laboriosa e custosa
que esta tarefa possa parecer, ela deveria ser atacada com o objetivo
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de transformar o atual mistério que cerca a titulacido dos soros antipe-
conhentos em método pratico, acessivel e cientificamente fundado”.

A eficiéncia do emprego da via intraperitoneal de camundongos,
para a titulacio de venenos de serpentes botropicas, demonstrada por
Siles Villarroel =¥ (1977) e por Siles Villarroel e col. *® (1978), permitiu
antever a possibilidade da aplicagcio do método entédo proposto para
o doseamento dos antivenenos botropicos, pois pelo método original de
Vital Brazil * (1907), nio se quantificam os anticorpos antitoxicos, mas
aqueles especificos 4 atividade coagulante, pois o pombo, apds receber
a 1noculacdo por via intravenosa, é observado apenas durante um periodo
de 20 a 30 minutos. E evidente que tal conduta técnica, embora utilizada
até hoje em nosso meio e ainda preconizada pela Farmacopéia Brasi-
leira® (1959), apresenta uma série de inconvenientes ! 27 38

Grasset !' (1957), em revisao publicada no Boletim da Organizacio
Mundial de Satde, analisou os métodos para a avaliacio da poténcia
dos antivenenos ofidicos utilizados em 22 institutos de pesquisa, em
diferentes partes do mundo. Constatou a existéncia de uma diversidade
muito grande entre eles, principaimente no que se refere aos animais
utilizados e as vias de inoculacdo empregadas.

As vias intravenosa e subcutinea de camundongos foram utilizadas
por Calmette® (1894), Eichbaum ™ (1947), Schottler 3 2% 22. 3. 2435 ],jip 1#
(1962), Kondo e col.'® (1965) e Kondo e col. (1971), Christensen?®
(1966), Christensen" (1967) e Puranananda e col. '8 (1966), possibili-
tando, satisfatoriamente, o doseamento de antivenenos especificos a
venenos desprovidos ou possuidores de pequena atividade coagulante.
Ao contriario, quando do doseamento de antivenenos correspondentes a
peconhas dotadas de marcante atividade coagulante, a exemplo do que
ocorre com o pombo, os camundongos ou outros animais que foram
utilizados * * 4, nio se prestaram adequadamente, devido a ocorréncia de
mortes imediatas e, conseqiientemente, resultando em falta de reproduti-
bilidade do método ' =4,

Kocholaty e col. ' (1968) abriram novas perspectivas quando, ao
utilizarem diversas vias de inoculacio de camundongos para o dosea-
mento de antivenenos frente a uma variedade de venenos ofidicos,
demonstraram que a intravenosa e a intraperitoneal se revelaram como
as mais indicadas. Bolafios e col. ' (1975) utilizaram a via intraperitoneal
do camundongo para o doseamento de antivenenos do género Micrurus.

No presente trabalho, nos propusemos a verificar a possibilidade
da utilizacdo da via intraperitoneal de camundongos em substituicio ao
pombo como anima] de prova, para o doseamento de antivenenos mono
e polivalentes, especificos as peconhas de serpentes botropicas mais
freqiientes no Brasil.

MATERIAL E METODOS

1. Venenos botropicos

Os venenos utilizados em nossos experimentos foram fornecidos
pelo Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo e obtidos de varias serpentes adultas,
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por extracio manual, submetidos a secagem a viacuo e que, apos a
cristalizacio, eram mantidos em geladeira entre 0 e 4°C.

Empregamos venenos das seguintes espécies: Bothrops jararaca
(Wied, 1824), Bothrops alternatus Duméril, Bibron et Duméril, 1854,
Bothrops cotiara (Gomes, 1913), Bothrops neuwiedi Wagler in Spix,
1824, Bothrops pradoi (Hoge, 1948), Bothrops jararacussu Lacerda,
1884 e Bothirops moojeni Hoge, 1965.

As solugoes dos venenos foram preparadas a 1%, conforme Siles
Villarroel e col. *®* (1978).

2. Antivenenos botropicos

Os antivenenos utilizados, provenientes do Instituto Butantan, foram
obtidos através de hiperimunizacio de cavalos e purificados pelo método
de Pope '™ ", modificado por Furlanetto?® (1961). Empregamos trés
antivenenos especificos para os venenos de B. jararaca, B. moojeni e
B. neuwwiedi e 11 antivenenos botropicos polivalentes, com os seguintes
titulos neutralizantes, determinados pelo Instituto Butantan segundo o
método de Vital Brazil &:

ANTIVENENOS PARTIDAS TITULOS EM
mg,/ml
B. jararaca 1 10,0
B. moojent 2 _ 4,0
B. neuwiedi 3 2,0
Botropico polivalente B-21-76-88 4,0
Botropico polivalente B-26-76-125 4,0
Botrépico polivalente B-27-76-126 5,0
Botropico polivalente B-28-7T6-127 4,0
Botropico polivalente B-31-76-133 4,0
Botropico polivalente B-32-76-134 3,5
Botrépico polivalente B-33-76-135 3,5
Botrépico polivalente B-34-76-136 4,0
Botropico polivalente P-127 (B-163) 3,0
Botropico polivalente P-128(C-17) 3,0
Botroépico polivalente P-132 (D-76) 3,0
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3. Animais utilizados e via de inoculag¢ao

Foram utilizados camundongos brancos (Mus musculus, Linnaeus,
1758) de ambos os sexos, adultos jovens, pesando entre 18 e 22 gramas.
As inoculacoes eram realizadas através da via intraperitoneal. Em todos
08 ensaios, cada dose era inoculada em lotes de seis animais.

4. Doseamento dos antivenenos botrdpicos

Devido a sensibilidade do camundongo ao agente preservativo
(fenol) normalmente adicionado aos antivenenos purificados, os imunes-
soros foram diluidos a 1/2. Na avaliacio da poténcia dos antivenenos,
mantivemos constantes os seus volumes (0,5 ml), adicionando doses
variaveis do veneno e completando com solucao salina, quando neces-
sario, até o volume final de 1 ml. A mistura veneno-antiveneno era
incubada a 37°C durante 30 minutos e integralmente inoculada. A
exemplo do estabelecido em trabalho anterior %, o0s animais foram
observados durante um periodo de 48 horas.

RESULTADOS

As tabelas 1 a 7 apresentam os resultados das provas de soroneu-
tralizacdo, realizadas com o antiveneno botrépico polivalente purificado
(Partida B-21-76-88) diluido a 1/2, frente as solucdes a 1% dos venenos
de B. jararaca, B. alternatus, B. cotiara, B. neuwiedi, B. pradoi, B.
jararacussu e B, moojeni.

TABELA 1

Dosecamento do antiveneno botréopico (0,5 ml), colocado frente ao veneno de Bothrops jararaca
(DL50 = 44,58 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em ecamundongos de 18 a 22 g.

Veneno de B. jararaca Sol. salina Tempos de observacio
Incubagio

mg ml ml 24 h 48 h
0,50 0,050 0,450 37°C 0/6 0/6
0,75 0,075 0,425 0/6 0/6
1,00 0,100 0,400 X 0/6 0/6*
1,25 0,125 0375 0/6 3/6
1,50 0,150 0,350 30 min. 4/6 66
1,76 0,175 0,325 66 -_

* Titulo: 1ml neutraliza 4 mg de veneno de [I. jararaca.

O titulo antitoxico de um antiveneno foi por nés estabelecido como
equivalente a4 maior dose de veneno que, adicionada a uma quantidade
fixa desse antiveneno seja neutralizada integralmente. Neste caso (tabela
1), 0,5 ml da diluicdo 1/2 do antiveneno botropico polivalente, neutralizou
1 mg do veneno de B. jararaca. Assim, o titulo antitéxico corresponde
a 4 mg/ml. O mesmo critério foi adotado para os demais doseamentos
apresencados.
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TABELA 2

Doseamento do antiveneno botrdpico (0,5ml), celocado frente ac veneno de B. alternatus
(DL50 = 64,14 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de H. alternatus =ol. salina Tempos de observacio
Incubagio

mg ml ml 24 h 48 h
0,50 0,050 0,450 37°9C 0/6G 06
0,75 0,075 0,425 0/6 0/6
1,00 0,100 0,400 X 0/6 0/6
1,25 0,125 0,375 0/6 06
1,50 0,150 0,350 30 min. 4/6 4/6
1,75 0,175 0,325 66 e

* Titule: 1ml neutraliza 5 mg de veneno de B. alternatus.

TABELA 3

Doseamento do antiveneno botrépico (0,5 ml), colocado frente ao veneno de B. eotiara
(DL50 = 106,86 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em comundongos de 18 a 22 g.

Yeneno de B. cotiara Sol. salina Tempos de observacio
Incubagio

mg ml ml 24 h 48 h
0,25 0,025 0,475 37°C 0f6 0/6
0,50 0,050 0,450 0/6 0/6
0,75 0,075 0,425 X 0/6 0/6*
1,00 0,100 0,400 a/6 616
1,25 0,125 0,375 30 min. 6/6 —
1,50 0,150 0,350 616 ==

* Titplo: 1ml neutraliza 3 mg de veneno de B. cofiara.

TABELA 4

Doseamento do antiveneno botrdpico (05ml), colocado frente ao veneno de B, neuwwiedi
(DL50 = 54,17 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de B. neuwied: Sol. salina Tempos dg cbservagio
Incubacio

mg ml ml 24 h 48 h
0,75 0,075 0,425 370 0/6 0]6
1,00 0,100 0,400 0/6 0f&
1,25 0,125 0,375 X 0/6 0/6
1,50 0,150 0,350 0/6 0/6
1,75 0,175 0,326 30 min. 0/6 0/6*
2,00 0,200 0,300 1/6 1/6

* Titulo: 1ml neutraliza "Tmg de veneno de B. newwiedi.
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TABELA o

Doseamento do antiveneno botrépico (0,0 ml), colocade frente ao veneno de B. pradoi
(DL50 = 95,41 ug) e inoculade, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de B. pradoi Sol. salina Tempos de observacio
Incubagio
mg ml ml 24 h 48 h
0,25 0,025 0,475 37°C 0/6 0/6
0,50 0,050 0,450 0/6 0fG*
0,75 0,075 0,425 X 2[6 3/6
1,00 0,100 0,400 3/6 5/6
1,25 0,125 0,375 30 min. 4/6 6/6
1,50 0,150 0,350 5/6 6/6

* Titulo: 1ml neutraliza 2 mg de veneno de B. pradoi.

TABELA 6

Doseamento do antiveneno botrdépico (0,5ml), coloecade fremte aoc veneno £B. jararacussan
(DL50 = 103,79 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 ¢.

Veneno de B. jararacussu Sol. salina Tempos de observacio
Incubagao

mg ml ml 24 h 48 h
0,25 0,025 0,475 37°C 0/6 0/6
0,50 0,050 0,450 0/6 0/6*
0,75 0,075 0,425 X 2/6 3/6
1,00 0,100 0,400 66 —_
1,25 0,125 0,375 30 min. 6/6 —
1,50 0,150 0,350 6/6 —

* Titulo: 1ml neutraliza 2mg de veneno de B. jararacussu.

TABELA 7

Doseamento do antiveneno botrépico (0,5ml), colocado frente ao wveneno de B. moojeni
(DL50 = 105,5 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 p.

Veneno de B. moojeni Sol. salina Tempos de observacio
Incubagio

mg ml ml 24 h 48 h
0,25 0,025 0,475 37°C 0/6 0/6
0,50 0,050 0,450 0/6 0f6
0,75 0,075 0,425 X 0/6 0/6
1,00 0,100 0,400 0/6 0/6*
1,25 0,125 0375 30 min. 2/6 4/6
1,50 0,150 0,350 6/6 —

* Titule: 1ml neutraliza 4 mg de veneno de B. moojeni.

330



SILES VILLARROEL,

sete venenos utilizados.

M.: ROLIM ROSA, H.:
¢io da avalingiio da poténcia de antivenenos botrdpicos, em camundongos.

$2/48:325-336, 1978/79,

. i e ——

ZELANTE, F.

& FURLANETTO, R.5. —

Padronizas-
Mem, Inst. Butanfan,

Com o objetivo de facilitar uma analise global, incluimos a tabela
8, correspondente aos resultados dos ensaios de doseamento do antive-
neno botropico polivalente purificado (Partida B-21-76-88) frente aos

TABELA B8

Titulos apresentados pelo antiveneno botrépico polivalente frente aos sete venenos estudados,
expressos em mg/ml e suas correspondéncias em termos de DL50/ml.

Venaos Tituln:-.r do antiveneno Titu]::‘rsl do antiveneno

botropico (mg/ml) botrépice (DL50/ml)
. jararaca 4,0 89,73
B. alternatus 5.0 77.95
B. cotiara 3,0 28,07
B. neuwwiedi 7.0 129,22
B, pradoi 2,0 20,96
B. jararacussu an 19,27
B. moojemi 4.0 37,91

e B. neuwiedsi.

Na realizacio das provas de soroneutralizacio especifica, utilizamo-
-nos dos antivenenos monovalentes purificados de B. jararaca, B. moojeni

TABELA 9

Doseamento do antiveneno de B. jararaca (0,5ml), colocado frente ao wveneno especifico
(DL50 = 44,58 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em carwundongos de 18 a 22 g.

Veneno de B. jararaca Sol. salina Tewrpos de observacio
Incubacio
mg ml ml ) 24 h 48 h
2,50 0,250 0,250 37°C 0/6 /6
2,76 0,275 0,225 0/6 0/6
3,00 0,300 0,200 X 0/6 0/6*
3,256 0,325 0,175 0/6 516
3,50 0,350 0,150 30 min. 4/6 66
* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca neutraliza 12mg de veneno especifico.

TABELA 10

Doseamento do antiveneno de B. moojent

(0,5ml), colocade frente ao veneno especifico
(DL50 = 105,50 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de B. moojeni Sol. salina Tempos de observacio
Incubacao
mg ml ml 24 h 48 h
0,75 0,075 0,425 37°C 0/6 0/6
1,00 0,100 0,400 0/6 0fG*
1,25 0,125 0,375 X 4/6 4/6
1,50 0,150 0,350 6/6 =
1,75 0,175 0,325 30 min. 6/6 —
* Titulo: 1ml de antiveneno de B. moojeni neutraliza 4 mg de veneno especifico.
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TABELA 11

Doseamente do antiveneno de B. neuwiedi (05 ml), colocado frente ao wveneno especifico
(DL50 = 36,86 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g,

Veneno de B. neuwied: Sol. salina Tempos de observacio
Incubacio ¢

mg ml ml 24 h 48 h
0,50 0,050 0,450 37°C 0/a 06
0,75 0,075 0,425 0/6 n/G*
1,00 0,100 0,400 X 5/6 5/6
1,25 0,125 0,375 66 -
1,50 0,150 0350 30 min. 66 -—

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. neuwiedi neutraliza 3 mg de veneno especifico.

Foram executadas repetidas provas de soroneutralizacdo, com a
finalidade de comprovar a reprodutibilidade dos titulos neutralizantes
dos antivenenos. Em virtude do comportamento uniforme apresentado
por todos os antivenenos, tabulamos os resultados obtidos de quatro
ensaios para dois antivenenos botropicos polivalentes, (Part. B-21-76-88
e Part. P-128-C-17). Realizamos as titulacoes em dias diferentes e
sempre com a utilizacdo do veneno de B. jararaca, proveniente da mesma
solucao inicial.

TABELA 12

Resultados das provas de comprovaciao de reprodutibilidade no doseamento de antivenenos
hotrépicos, através da inoculagio intraperitoneal em ecamundongos de 18 a 22 g,

Titulos em. mg/ml obtidos
Antivenenos 18 0n g8 4n
prova prova prova prova
Botropico polivalente Part. B-21-76-88 4,0 4.0 4.0 4,0
Botropico polivalente Part. P-128-C-17 5,0 5,0 5,0 5,0

Os titulos neutralizantes dos demais antivenenos botrdpicos poliva-
lentes utilizados, estio apresentados na tabela 13.
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TABELA 13

Titulos de dez antivenenos botrdpicos polivalentes, expressos em mg/'ml ¢ em DL50/ml,
determinados frente ao veneno de B. jararaca (DL50 = 4458 up), em eamundongos de
18 a 22 g, inoculados intraperitonealmente.

Titulos obtidos pelo método, por
Antivenenos nds utilizado, expressos em

mg [ ml DL50/ml
B.P.* Part. B-26-76-125 5,0 112,16
B.P. Part. B-27-76-126 4,0 89,73
B.P. Part. B-28-76-127 4.0 89,73
B.P. Part. B-31-76-133 3,0 67,29
B.P. Part. B-32-76-134 2,0 112,16
B.P. Part. B-33-76-135 _ 4,0 89,73
B.P. Part. B-34-T6-136 3,0 67,29
B.P. Part. P-127 (B-163) 4,0 89,73
B.P. Part. P-128 (C-17) 5,0 112,16
B.P. Part. P-132 (D-76) 9,0 112,16

* Botrdpico polivalente.

DISCUSSAO

Em todos os ensaios realizados, constatamos a auséncia de mortes
imediatas e regularidade na sua ocorréncia em funcido da progressao
das doses de veneno inoculadas. Az possiveis razoes deste comportamento
foram analisadas em trabalhos anteriores 27 25,

Como ja foi destacado, os titulos dos antivenenos botrépicos referems-
-se somente a neutralizaciio da atividade coagulante, devido serem deter-
minados segundo as normas constantes da atual Farmacopéia. Ora,
permitimo-nos considerar incompleta e inadequada tal determinagao,
pois a concentracio desse fator é variavel conforme a natureza do
veneno (Rosenfeld e col. * (1959) ; Siles Villarroel 2¢ (1972) e conforme
a proporcio desses venenos na mistura imunogénica empregada na
obtencio do soro antibotrdpico polivalente. Conseqiientemente, os titulos
atribuidos a estes produtos biolégicos podem ser reconhecidos na
atualidade, como incompletos, nio devido a falhas téenicas introduzidas
pelo grande mestre Vital Brazil mas, sim, a natural evolugio dos
conhecimentos cientificos, pois o proéprio pesquisador ja4 antevia argu-
mentos contrarios a padronizacio por ele proposta 2.

A demonstracio de nova metodologia para a determinacgio da toxici-
dade dos venenos botrépicos 27 28, possibilitou-nos as condicoes para que
revisissemos os métodos adotados entre nés para o doseamento dos
antivenenos mono e polivalentes.

Os nossos resultados, constantes das tabelas 1 a 7, referentes ao
doseamento do antiveneno botrépico polivalente frente aos sete venenos
estudados e expressos em termos de mg de veneno neutralizado por ml
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do antiveneno, demonstram satisfatoriamente a eficiéncia do método ora
desenvolvido,

O periodo de observacido do animal (48 horas) pareceu-nos ser
perfeitamente adequado, pois conforme pode-se verificar em praticamente
todos os experimentos realizados, dentre os animais que sobreviveram as
primeiras 24 horas, alguns deles vieram a morrer quando se prolongou
a observacido até 48 horas. Assim, pudemos detectar, com maior acuidade,
os efeitos da atividade téxica dos venenos testados.

A tabela 8, resumindo os resultados dos doseamentos realizados e
constantes das tabelas 1 a 7, permite um confronto entre os valores
expressos em termos de mg de venenos e as suas equivaléncias em DL50,
neutralizados por 1 ml do antiveneno.

Todas estas informacoes, somadas as obtidas quando da soroneutra-
lizacao especifica (tabelas 9, 10 e 11), comprovam a eficiéncia do modelo
experimental ora utilizado, demonstrando que a inoculacido intraperi-
toneal em camundongo é um processo plenamente satisfatério pois, além
de eliminar os inconvenientes considerados, é perfeitamente reprodutivel
(tabela 12), permitindo que a poténcia dos antivenenos botropicos seja
avaliada em funcido dos componentes toxicos dos respectivos venenos.
Esta conduta técnica vai de encontro as recomendacdes emitidas por
organismos internacionais como a Permanent Comission on Biological
Standardization of the Health Organization of the League of Nations,
Department of Biological Standardization of the Statens Seruminstitut
e WHO Expert Committee on Biological Standardization !, que tém
mantido constante preocupacao com a padronizacio dos métodos utili-
zados para a avaliacio da poténcia dos antivenenos ofidicos.

CONCLUSOES

1. E possivel o doseamento de antivenenos botrépicos mono e
polivalentes através da inoculacdo intraperitoneal em camun-
dongos de 18 a 22 g;

2. o método ora proposto, eliminando as mortes imediatas conse-
gqiientes ao fator coagulante do veneno e tornando-as propor-
cionais as doses inoculadas, permite que os antivenenos botroé-
picos sejam aferidos frente aos componentes toxicos dos venenos
e em bases populacionais;

3. devido & sua reprodutibilidade e a utilizacio de animais de facil
controle e de baixo custo, o método por nds desenvolvido
revelou-se plenamente satisfatorio para o doseamento de anti-
venenos botropicos.

ABSTRACT: The confirmation that an intraperitoneal inocula-
tion in mice is satisfactory for the delermination of the toxicity
of bothropic venoms, permitted the adoption of the same experi-
mental model for the evaluation of the respective antivenin
potency. Therefore, in applying a tecnical method different as
that preconized by the Brazilian Pharmacopoeia, the authors
titrated 14 bothropic mono- and polyvalent antivenins, in function
of the toxic activity of the venoms from B. jararaca, B. alternatus,

334



SILES VILLARROEL, M.: ROLIM RORA, R.;: ZELANTE, F. & FURLANETTO. R.S. — Padroniza-

¢io da avaliagio da poténcia de antivenenos botrdpicos, em camundongos. Mem. Inst. Butantan,
42/42:325-336, 1978/79,

S s ==t st i

e |

-1

141 )

11~

12,

13.

14.

B. cotiara, B. newwiedi, B. pradoi, B. joraracussu and B. moojeni.
Based upon their results, the authors recommend the present me-
thod as a solution to the problems verified during the titration of
ophidie antivenins, mainly those related to venoms endowed with
marked coagulant activity. The intraperitoneal inoculation of the
venom-antivenin mixture in miece, even with an excess of venom,
does not bring about any alteration in the regularity of the
results, due to the exelusion of immediate deaths in consequence
of the coagulant factor.

KEYWORDS: bothropic antivenin; bothropic antivenin dosage;
evaluation of bothropic antivenin potency.
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