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RESUMO

No presente trabalho realizou-se uma revisdo das normas e cuidados
técnicos referentes a biosseguranga em laboratérios de pesquisa de DNA forense.
O laboratdrio de extracéo, analise e digestdo de DNA, é um local de constante
aprendizado e constantes riscos para a equipe que atuam nestes. Conhecer tais
riscos € a maneira mais eficiente de evitaHos, € uma necessidade. Buscou-se
ainda reunir o maior numero possivel de informacdes que visam minimizar tais
riscos. Estes se dividem em riscos fisicos, biolégicos, gquimicos, ergondémicos e
riscos de acidentes. Os riscos fisicos podem estar relacionados com a umidade,
calor, ruidos, radiagdes (ionizantes e ndo ionizantes) presentes nos equipamentos
de manuseio constante do laboratdrio forense. Os riscos bioldgicos séo
decorrentes da exposigdo a produtos e subprodutos de animais, vegetais e
microorganismos. Entre 0s agentes de risco bioldgico, podemos citar os mais
importantes: bactérias, fungos, leveduras, virus, protozoarios e metazoarios.
Esses agentes podem estar presentes no ambiente laboratorial veiculados sob
diversas formas que oferecem risco bioldgico, tais como: aerossdis, poeirg,
alimentos, instrumentos de laboratério, agua, culturas, amostras bioldgicas,
sangue, urina, escarro, secrecbes, entre outros. Para 0s riscos quimicos podemos
citar produtos quimicos em geral tais como: aicoois, formaldeido, glutaraldeido,
compostos liberadores de cloro, fendis sintéticos, ioddforos, além de gases e
poeiras. Conclui-se gue existe necessidade do estabelecimento de normas de

conduta mais abrangentes dentro dos laboratérios forenses, principalmentie no que

Lh



tange a coleta, manuseio e guarda de amostras e tratamento e descarie de
residuos; ha a necessidade de um correfo entrosamento entre o coordenador do
laboratério e o corpo de auxiliares; ha a necessidade da elaboragao de um correto
mapa de riscos, elaborado de forma clara, concisa e evidente; e principalmente hd
a necessidade do estabelecimento de tarefas ac corpo de auxiliares, onde cada
um devera efetuar uma unica tarefa, porem deverao deter o conhecimento gliobal
do servico a ser realizado, cabendo ao coordenador do laboratério a inspegao de

execucao de cada tarefa ou fase.

Palavras chave;

Biosseguranca; DNA, procedimentos.



ABSTRACT

A review of the norms and technical precautions referring to the bio-safety in
forensic DNA research laboratories was made in the present study. The laboratory
for extracting, analyzing and digesting the DNA is a place of constant learning and
risks for the teams who work there. Knowing such risks is the most efficient way 1o
avoid them and that is a necessity. It was tried to gather as much information as
possible aiming to minimize such risks. Those are divided in physical, biological
and chemical risks. The physical risks can be related to humidity, heat, noise,
radiations (ionizing and non-ionizing) found in the equipment constantly used in the
Forensic Laboratory. The biological risks are due to the exposure to animal
products and byproducts, vegetable and microorganisms. Among the agents of
biological risks, we can cite the most important ones: bacteria, fungus, ieaven,
viruses, protozoan and metazoan. These agents can be present in the laboratory
environment carried under several forms that offer biological risk such as aerosols,
dust, food, laboratory instruments, water, cultures, biological samples, bicod, urine,
mucus, secretion among others. For the chemical risks we can cite alcohol,
formaldehyde, glutaraldehyde, compaosites releasing chloride, synthetic phenol,
icdous and others. We conclude that there is the need to establish more
comprising norms of conduct inside forensic Iaboratories, mainly concerning the
collection, handling and keeping of samples; the need of a correct understanding
between the laboratory coordinator and his staff; the need to develop a correct
map of risks, made in a clear, concise and evident way,; and mainly the need to
assign tasks to the staff, and each one will perform one task only, however they
must have a general knowledge of the services to be done. it will be the
responsibility of the laboratory coordinator to inspect the performance of each
phase or task.

Key words:

Bisafety, DNA, procedures



1 INTRODUCAO

“‘Biosseguranca é © conjunfo de agbes
voltadas para a prevengdo, minimiza¢ao ou eliminagéo
cde rnscos inerentes as afividades de pesquisa,
produgéio, ensino e desenvoivimento fecnolégico e
prestacdo de servi¢os, riscos que podem comprometer
a saude do homem, dos animais, do meio ambiente ou
a qualidade dos trabalhos desenvolvidos” (Comissao de
Biosseguranga da Fundacdo Qswaldo Cruz)

No panorama mundial as primeiras diretrizes em termos de
biosseguranca sdo de 1976 do NIH (National Institute of Health). O governo
federal norte americano passou a estabelecer que os projetos que contassem com
verbas federais deveriam seguir normas de seguranga laboratoriais especificas.

(TEIXEIRA, 1986)

A partir deste momento, outros paises passaram a estabelecer
procedimentos semelhantes e comegou a surgir a necessidade de harmonizacéo

destes procedimentos a nivel mundial.

No Brasil a biosseguranca surgiu com for¢a a partir da Lei 8974 de
1995 e com ¢ Decreto 1752 de 1995 que regulamentou esta Lei. Esta legislagao
criou a comiss@o Tecnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo), com o objetivo de
propor € estabelecer toda a politica nacional de biosseguranca para o pais.

(SOUZA, 1998}



Esta legislacdo despertou nas diversas instituigbes programas de

implementacdo de normas de biosseguranca adequadas ao cenario mundial.

A area de biotecnologia, em especial a area de pesquisa de DNA
forense, envolve profissionais das mais diversas areas de formac&o: bidlogos,
bioguimicos, médicos, farmacéuticos e dentistas. Neste cenaric multiprofissional,
torna-se muito importante a questio da biosseguranca, j& que muitos cursos de
formacéo profissional o tema ndc €& abordado e muitas vezes, sem o
conhecimento adequado e o treinamento técnico necessario, estes profissionais

passam a atuar na area.

Talvez o passo mais importante para o controle de riscos presentes no
laboratdrio forense seja a identificacdo destes mesmos riscos. Nao basta seguir as
normas estabelecidas, mas garantir que estas se apliqguem de forma estrita e que
o significado dos simbolos seja corretamente depreendido pelos usuarios. Em
laboratérios de ensino efou pesquisa de universidades alguns usuarios nao
dominam, de forma adequada para responder em casos emergenciais, a
linguagem simbdlica e escrita de biossseguranca. E fundamental que as normas

de biosseguranca definam procedimentos adequados para estes usuarios.

O objetivo do presente trabalho & delinear os principais pontos de risco
da atividade laboratorial forense, em especial no laboratéric de DNA forense;
normas a serem seguidas na rotina laboratorial; procedimentos emergéncia e de

seguranga basicos a pratica forense.
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A experiéncia internacional e o conhecimento cientifico adquiridos pela
comunidade cientifica s&o importantes de serem estudados, pois ja foram
reavaliados, seu conhecimento serve para acelerar etapas, evitando erros
cometidos. Porém € necessaria uma adaptacio a realidade econdmica local, 0s
recursos alocados para area cientifica ainda sdo exiguos quando comparados a

paises de biotecnologia de ponta.

Normas de seguranga biologicas seguras e aplicaveis sdo um pré-

requisito para investimentos privados na area forense.

A informacao a respeito desta area € bastante dispersa e 0 tema néo foi
adequadamente absorvido pela area forense. Os conhecimenios de
biosseguranca devem ser adaptados a pratica no laboratério forense. Neste local
a preocupacao com biosseguranga envolve preocupacdes com riscos quimicos,

fisicos, biologicos e ergondmicos.

Todo laboratéric que atue na drea forense deve ter estabelecido um
conjunto de procedimentos e normas estabelecidos quanto a questbes de

seguranga, procedimentos de emergéncia e tratamento de dejetos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nocoes Basicas de DNA

Os usos das técnicas de manipulacdo de DNA sZo relativamente
recentes, assim como 0s conceitos necessarios ao entendimento das mesmas.
Para uma compreensdo dos diversos procedimentos executados em um
Iabofatério de andlise forense de DNA, ha necessidade de incursionar e rever
conceitos basicos com os quais lidaremos durante o curso da exposi¢do. Tais
premissas s&0 necessarias para dar uma idéia da dtica como o tema sera
abordado e também para fixar elementos sem o0s quais ndc se podera
adequadamente compreender a direcdo das proposicOes de biosseguranca aqui
sustentadas, seguindo a linha de conduta majoritéria observada na revis@o de

iteratura.

O DNA (Acido Desoxirribonucléico) é a estrutura quimica que forma os
cromosscmos, € composto por uma longa e espiralada molécula localizada no
nuclec da célula, usualmente na forma de cromossomos, ou livremente espiralado
na célula bacteriana, que nac tem nucleo. Em cada célula humana encontramos
48 cromossomos. Um pedago de um cromossomo que dita uma caracteristica

particular & chamado gene.

O DNA € uma macromolécula filamentar muito longa (cerca de 1,5 m)
feita de um grande nimero de desoxirribonuclectidecs, cada um composto de

uma base nitrogenada, uma ose e um fosfato. As bases das moléculas de Dna



levam a informacéo genética, enquanto seus grupamentos ose e fosfato tém papel

estrutural. A base nitrogenada é um derivado de purina ou pirimidina.

Em 1953, James Watson e Francis Crick deduziram a estrutura
tridimensional do DNA, seu mecanismo de replicagdo e estabeleceram suas

principais caracteristicas: (WATSON, 1994)

Estruturaimente o DNA € uma hélice dupla: duas cadeias de material
genético se espiralaram uma ao redor da outra.As cadeias correm em sentidos
opostos. Cada cadeia contém uma sucess@o de bases (também chamadas de
nucleotideos). A base pode ser uma das guatro substancias quimicas: adenina,

guanina, citosina e timina (SUZUKI, 1992).

As bases purinicas e pirimidicas estdo do lado de dentro da hélice,
enquanto as unidades de fosfato e desoxirribose estdo do lado de fora. As duas
cadeias sdo mantidas juntas por pontes de hidrogénio entre os pares de bases. As
duas cadeias de DNA estdo conectadas a cada base. Cada base se unira com
uma outra base, como segue: Adenina (A) s6 unird com timina (T), e guanina (G}

s6 unira com citosina (C).

Uma cadeia de DNA tem polaridade. UUma ponta da cadeia tem o
agrupamento 5-OH e a outra 3-OH, nenhum deles estd ligado a outro
nucleotideo. A seqléncia da bases é escrita no sentido 5— 3'. A seqléncia de
aminoacidos em uma proteina & escrita no sentido amina — carboxila. (STRYER,

1996)
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Figura 1 Estrutura do DNA

2.1.1 Analise do DNA mitocondrial

O miDNA (DNA mitocondrial) difere do DNA nuclear na sua localiza¢ao,
seqliéncia, quantidade na célula e seu modo de transmissdo. O niicleo da célula

contém dois conjuntos de 23 cromossomos, um maternc e outro paterno. No
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entanic as células pecdem conter centenas a milhares de mitocdndrias e cada uma

contém varias copias de mtDNA,

O DNA nuclear tem mais bases que o mitDNA, no entanto o mtDNA
pode ser encontrado em muitas mais copias que o DNA nuclear. Esta
caracteristica do mtDNA & interessante quando a quantidade de DNA na amostra

& limitado.

O mtDNA é herdado apenas da mde o que torna possivel o uso de
gualguer amostra de parentes da linha materna. Sua limitagdo é em relacdo ao a
impossibilidade em discriminar entre individucs pertencentes & mesma linha

materna. Por exemplo, fazer a diferenciacédo entre irmaos.

O genoma de miDNA humano tem aproximadamente 16.569 bases de
comprimento e tem duas regides diferenciadas: Uma regido codificadora e outra

regide de controle.

A regido de controle é responsavel pela reguiagdo da moiecula de
mtDNA. A regido de codificagdo é responsavel pela producdo de varias moléculas
bioibgicas envoividas no processo de produgio de energia na celula.Duas regides
de mtDNA dentro da regiac de controle tém sido escolhidas por possuirem um alto
grau de polimorfismo, ou variedade dentro da populacdo humana. Estas duas
regides tém sido denominadas Hypervariable region | (HV1), que tem
aproximadamente 342 pares de bases (bp) e a Hypervariable region {i (HV2), que

tem aproximadamente comprimentc de 268 bp. Exames forenses utilizando
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miDNA usam estas duas regifes devido ao alto grau de variabilidade encontrado

entre individuos. (FBI1..., 1999)

Aproximadamente 610 pb de mtDNA s&o comumente seqlenciados em
uma analise de mtDNA. A gravacdo e comparagdo das sequéncias de mtDNA
poderiam ser dificuliadas talvez causar confusdo se todas as bases fossem
usadas. Deste modo, as informagdes da seqliéncia de mtDNA s&o gravadas por
registros apenas das diferencas com respeiio a referente seqiéncia de DNA. Por
convengdo, as sequéncias de miDNA s&o descritas usando a primeira sequéncia
completa publicada de mtDNA como referéncia por Anderson em 1981. Esta
seqiiéncia € comumente descrita como sequéncia Anderson, também chamada
seqguéncia Cambridge ou Oxford. Cada bp é denominado por um numero. Desvios
desta seqléncia de referéncia sdo registrados como numero da posicdo
demonstrando a diferente e designacgéo da letra da diferente base. Por exemplo, a
translacdo de A para G na posi¢do 263 poderia ser registrada como 263 G. Se
delecbes ou inser¢Oes das bases estdo presentes no mtDNA, estas diferencas sdo

denotadas da melhor forma.

2.1.2 Procedimentos de analise

A analise forense do miDNA é um trabalho rigorosc e intensivo. Vérias

técnicas de biologia molecular s&¢ combinadas para obter uma sequéncia de

miDNA como amostra Os passos de processo de andlise do mtDNA incluem uma
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analise visual primaria, preparacéo da amostra, extracdo do DNA, polymerase
chain reaction (PCR) amplificacdo, pos-amplificacdo, quantificagdo do DNA,

seqglenciacao automatica do DNA e andlise dos dados.

Passo 1. Analise visual: Permite a comparacéo entre a amostra e o
padréo encontrado. Por exemplo, examinar microscopicamente um fio de cabelo
para ver se sua estrutura é compativel com as caracteristicas de fio de cabelo

humano, exame do 0sso e dente para identifica-los como sendo material humano.

Passo 2. Preparagdo da amostra: Limpeza das amostras para evitar
gue material exdégeno seja examinado. Ossos € denies devem ser lavados e
areados para remover qualquer material exdgeno aderido na superficie. Um
peguenco pedaco da amostira é entdo removido e transformado em pé fino. Da
mesma forma o dente deve ser também pulverizado. Se a polpa for fresca pode
fornecer material suficiente para a analise. O 0ss0 ou dente pulverizados deve ser

colocado em uma solugdo para liberar 0 DNA do interior das células.

Passo 3. Extragdo do DNA: para exirair o DNA,0 homogénec celular
obtido na preparagdo da amostra € exposto a uma mistura de quimicos organicos
que separam o DNA de outras moléculas bioldgicas como, por exemplo, proteinas.
A mistura é centrifugada e o DNA permanece sollvel na superficie da camada de
agua. Os restos dos componentes celulares ficam soldveis no fundo da camada
orgénica ou na interface entre as duas camadas. A camada superficial é filtrada e
concentrada. A amostra de DNA € purificada e estad pronta para o processo de

ampilificacéo pelo PCR.
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- Nuclear

2 2 copiesicell

& inherited frem both
parents

unigue o individusl

Mitoc hondrial

¢ = 1000 coples/cell

@ matemally inherited

& not unique to individual

Figura 2 Tipos de DNA

2.1.3 Genes alelos

As diferencas fisicas entre os diversos individuos sdo determinadas
pelos alelos que cada individuo possui. Alelos sao as diferentes formas com que
um gene pode se apresentar. Assim como existem variagbes para uma mesma
cor, existem variacbes para um mesmo gene. Sendoc assim, cada um de nés

possui um grupo de alelos e o que faz sermos quem somos € a soma da
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combinagdo de todos os nossecs alelos (gendtipos) com as influéncias recebidas

do meio ambiente (fendtipo). (WASHINGTON... 2001)

2.1.4 Processo de tradugéo

O Processo de traducdo de uma molécula de RNA mensageiro ccorre
no citoplasma (mais especificamente nos ribossomos), apdés o RNA ter sido
transcrito a partir de uma fita molde de DNA. Uma vez transcrita a molécula de
RNA mensageiro, a mesma se desloca para o citoplasma, onde ocorre a tradugio.
O processo de traducdo consiste na sintese de uma proteina a partir das
informacgbes contidas na molecula de RNA mensageirc. A chave de todo o
Drocesso séc os cedons, trincas de bases nitrogenadas especificas para cada
aminoacido. O inverso, no entanto ndo € verdadeiro, pois um Unico aminoacido
pode ser codificado por mais de um cédon. Por exemplo, a fenilalanina pode ser
codificada tanto por TIT como por TTC. No entanto TTT serd sempre um dos

codons de reconhecimento da fenilalanina.

Os aminoécidos constituinies da proteina nascente séo capturados no
meio atraves dos RNA transportadores, que possuem os anti-cédons, que séo

trincas de bases nitrogenadas que se paream com 0s codons presenies na

TWASHINGTON UNIVERSITY Disponivel em :

<hitp:/iwww biclogy. washington.edu/fingerprint/dnaintro. himi>,
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moiécula de RNA mensageiro. Uma vez incorporado o aminoacido na nova

proteina, o RNA transportador se separa do mecanismo de sintese protéica.

Figura 3 Processo de Traducéo

2.1.5 Processo de transcrigao

Toda a informagéo sobre a constituicdo de um ser vivo seja uma

bactéria ou um mamifero, estdo contidas no seu DNA.
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Entretanto, o cGdigo genético de determinada espécie n&o se expressa
diretamente na forma de uma proteina. Para tanto, essa mensagem deve ser

iniciaimente transcrita do DNA para o RNA mensageiro.

Para que ocorra ¢ processo de transcricdo € necessaria a presenga de
uma enzima, a RNA polimerase. Esta enzima reconhece o sitio de iniciagcio do
gene, identifica a cadeia do DNA em que estd contido e inicia a transcriggo.
Durante esie processo, o pareamentoc dos nuclectideos de RNA na cadeia de
DNA, segue um padréo determinado. A adenina se pareia com uracil (uma vez
gue a molécula de RNA apresenta esta base no lugar de timina), a timina do DNA
se pareia com adeninag, citosina com guanina e guanina com citosina. (ROSNAY,

1992).

Os nuclectideos de RNA se unem pelo fosfato e pela ribose. A medida
que a molécula de RNA vai sendo construida e se afasta da cadeia ativa do DNA

que serviu de moide, a molécula de DNA se reconstitui.
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Figura 4 Prooe'sé“c}“'deﬂ'l."fané.cri.géo'"M." -

2.1.6 Principais técnicas utilizadas em Laboratorio de DNA forense.

Os metodos de hibridizacdo estdo entre os primeiros métodos
desenvolvidos para analise do DNA. Inicialmente, segmentos de DNA, gerados a
partir de amplificacéo ou por digestdo com enzimas de restricdo, sd0 separados
por eletroforese em gel de agarose. O material € entdo transferido para um fiitro
de nitrocelulose ou nylon e submetido a hibridizagdo com sondas de DNA
marcadas com isétopos radiativos ou com radicais que permitem sua revelacao
por métodos cromogénicos ou luminiferos. A analise do padrdo de bandas
geradas permite a identificac@o de lesdes génicas grosseiras como delegbes ou
insercbes ou ainda a identificagdo de mutacdes de ponto. Os métodos de
hibridizacdo podem ser realizados a partir de material amplificado por PCR e

fixado em filtro sem separagédc por eletroforese. Estas diversas técnicas podem
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ser utilizadas em exames de paternidade com finalidades forenses. Os exames
mais comuns empregados em investigacdo de paternidade séo os: STRs - Short
Tandem Repeats (ou Locos e Microssatélistes) e Sondas Unilocais (ou Locos e

Minissatélites).

Existem outras metodologias que podem ser empregadas para a
avaliacdo da paternidade duvidosa. Os mais utilizados s&o os que estudam as
variacbes do DNA ao nivel de regides de seqliéncias repetitivas {minissatélites),
por intermédio da técnica de Restriction Fragment Lenght Polimorphysm (RFLP),
assim como 0s microssatélites ou Short Tandem Repeats (STRs), pela Reacao

em Cadeta da Polimerase (PCR).

A avaliacdo dos sistemas HLA (Human Leucocyte Antigens) permite
também a investigacéo de paternidade. Atualmente, realizamos a tipagem do HLA

pelo método do DNA alelo-especifico, utilizando-se a PCR.

A probabilidade de que um individuo seja pai de uma crianca é
proporcional ao polimorfismo do sistema genético estudado, alcancando 99,99%
para a soma de varios testes de DNA de iccos de mini e/ou microssatélites e 86-

92% para o HLA

A probabilidade de exclusdo de um homem faisamente acusado chega
proximo de 100% com os testes de DNA e de 94% para o HLA
internacionaimente, aceita-se como provavel paternidade probabiiidades entre 90-
94 9%, como fortissimo indicic de paternidade entre 95-99% e paternidade certa

acima de 99%. (DNAREFERENCE, 2001)
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2.1.6.1 Fingerprinter DNA (impresséo de DNA)

A estrutura quimica de todo o DNA & a mesma. A unica diferenca entre
pessoas {ou qualquer animal) & a ordem dos pares de bases. Ha tantos milhdes
de pares de bases no DNA de cada pessoa que cada pessoa tem uma seqgliéncia

diferente.

Porém, estes padrées n&o dao uma impressao digital individual, mas
eles podem determinar se duas amostras de DNA sdo da mesma pessoa, pessoas
relacionadas, ou pertencente a pessoas ndo relacionadas. O estudo das
seqiiéncias polimdrficas de DNA tem se mostrado mais efetivo em dltima andlise
para diferenciar os individuos. Ha inimeros meétodos de diferenciagdo. Dois se
destacam peia sua aplicacdo forense. As analises de polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restricdo (RFLP) pelo método de sondas, e a técnica de ampliagdo
de locus génicos utilizando a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
{OLIVEIRA, 2001). Existem no cromossomo Y importanies idcus genéticos de
STRs uteis a caracterizagdc da heranga paterna. Estes locus costumam ser
transmitidos de geracdo em geragdo nos individuos masculinos de uma mesma
familia. Assim pode-se analisar a paternidade de um individuo masculino
comparando-se 0s locus de seu tio, primo ou bisavd. Toda linhagem masculina

deve ter idénticos marcadores no cromossomo Y. (JOBIM,1998)
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2.1.6.2 Sondas

As sondas de DNA s3o sequéncias de fita Unica de DNA que
hibridizam, pareiam, com a seqléncia de interesse, destacando-as do restante da
biblioteca. Estas sondas podem ser marcadas com um isotopo radioativo, um
anticorpo, uma substancia flucrescente ou outro método de deteccio. A utilizacéo
em conjunto das sondas e de enzimas de restricgdo permitiu 0 desenvolvimento de
técnicas de deteccdo de DNA muito precisas, como o Southern Blot, onde um
determinado gene pode ser identificado entre milhdes de fragmentos por
separacdo eletroforética em gel com posterior identificacéo dos fragmentos
através de sondas especificas.Variagdes deste meétodo permitem hoje a
identificacdo de fragmentos de RNA, Northern Blot, e de proteinas, Western Blot,

este ultimo utilizando um anticorpo no lugar da sonda.

2.1.6.3  Southern Blot

Southern Blot € um modo utilizado para analisar os padrdes genéticos
gue normalmente aparecem no DNA de uma pessoa. O processo de Southern Blot

envolve:

1. Isolar o DNA em questéo do resto do material celular no nucleo. isto

pode ser feito utilizando-se usando um detergente qualquer para lavar o material
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extra, ou mecanicamente pela aplicacdo de uma certa quantia de presséo que faz

com que ¢ DNA seja forgado para fora do nucleo.

2. Corta-se o DNA em varios pedacos de tamanhos diferentes.isto pode

ser feito utilizando-se de uma ou mais enzimas de restricdo.

3. Ordena-se os pedacos de DNA pelo tamanho. O processo pelo qual
se faz a separacdo pelo tamanho € chamado de elefroforese em gel. O DNA &
vertido em um gel, como a agarose, & uma carga elétrica € aplicada ao gel, com a
carga positiva embaixo e a carga negativa encima (topo). C DNA tem uma carga
ligeiramente negativa, desta forma, os pedacos de DNA serdo atraidos para o
fundo do gel; porem, os pedacos menores podem se mover mais rapidamente e
chegar mais proximos da parte inferior do gel que os pedagos maiores. Os
pedacos de diferentes tamanhos de DNA ser@o separadocs entdo através de
tamanho, com os pedagos menores mais proximos ac o fundo e os pedacos

maiores mais préximos ao o topo.

4. Desnatura-se o DNA, de forma que todo o DNA é transformado em
cadeia Unica. Isto ou pode ser feito pelo aguecimento ou tratando quimicamente o

DNA no gel.

5 Revela-se o DNA O gel com o DNA fracionado em diverscs
tamanhos € aplicado a uma folha de papel de nitrocelulose, ficando o DNA

permanentemente preso a folha. O Southern Blot esta pronto ser analisado.
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Para analisar o resultadc do processo Southem Biot, uma sonda
genética radioativa € utilizada na reacdo de hibridizacdo do DNA. Se uma
radiografia € tirada depois da unido uma sonda radicativa com o DNA
desnaturado, no papel somente as areas onde houve a unido (em vermelho) irdo
aparecer no filme. Isto permite aos investigadores identificar, no DNA de uma

pessoa particular, a ocorréncia e freqiiéncia do padrao genético particular contido

na sonda.

Figura 5 Impress&o de DNA

2.1.6.4 Reagéo de hibridizagdo

1. Hibridagdo € unido de duas seqUéncias genéticas. A ligacdo
acontece por causa ponte de hidrogénio (rosa) entre pares de base. Entre a
Adenina e uma base de Timina, ha duas pontes de hidrogénio; entre uma

base de Citosina e a Guanina, ha trés pontes de hidrogénio.
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2. Quando se utiliza hibridizacdo no laboratorio, 0 DNA deve ser
desnaturado primeiro, normaimente utilizando-se de calor ou substancias
quimicas. Desnaturagdo é o processo pelo qual as pontes de hidrogénio da
dupla hélice original s@o quebradas, deixando uma hélice simples de DNA
cujas bases passam a ficar disponiveis para novas unides através de pontes

de hidrogénio.

3. Uma vez gue o DNA tenha
sido desnaturado, uma sonda radioativa de uma Unica hélice (azul claro)
pode ser utilizada para visualizar se o0 DNA desnaturado contém uma

seqiiéncia similar a que a da sonda.

4, O ajuste da sonda com o DNA ndo tem que ser exato.
Seqiiéncias de homologia variadas podem se unir ao DNA mesmo se o
ajuste for pequeno, quanto menor o ajuste, menor a quantidade de ligacdes
através de pontes de hidrogénio entre a sonda e o DNA desnaturado. A

habilidade de segiéncias de baixa homologia em realizar as unifes pode
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podem variar pela manipulacido a temperatura do ambiente de reagéo de

hibridagéo, ou pela variagéo da quantia de sal na mistura andando na lama.

2165 VNIRs

Toda hélice de DNA tem pedagos que contém informacéo genética que
informa © desenvolvimento de um organismo (exons) e pedagos que,
aparentemente, nao retém nenhuma informacio genética relevante, istc é nao
codificam qualquer proteina (introns). Estima-se que 30% do DNA seja constituido
por estas repeti¢des. Embora os introns possam parecer indteis, foi descoberto
que eles contém seqiiéncias repetidas de pares de bases. Estas seqiiéncias,
(Variable Number Tandem Repeats-VNTRs), podem conter em qualquer lugar de

vinte a cem pares de base.

O polimorfismo ao nivel de DNA pode ser causado entdo pela variagao
de um numero variavel de repeticdes em fandem (VNTR). Sao pequenas
seqliéncias de nuclectideos que se repetem sucessivamente, variando 0 namero

de cépias de cada seqliéncia do genoma.
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Todo ser humano tem algum VNTRSs, para determinar se uma pessoa
tem um VNTR particular, um Southern Blot é executado, e entao o Southern Blot €
sondado, por uma reacgdo de hibridagdo, com uma versao radioativa do VNTR em
questao. O padrao que € o resultado deste processo € o que esta freqlientemente
chamado uma impressao digital de DNA. O VNTRs de uma determinada pessoa
possui toda a informacdo genética doada pelo pai ou pela mae, ou uma
combinagac de ambos, mas nunca um VNTR que ndo estiver presente no pai ou
na mae ou em ambos. A figura 6 mostra os padroes de VNTR para mée (azul), pai
(amarelo), e as quatro criangas deles/delas: D1 (fitha biolégica), D2 (filha de uma
outra unido anterior da mae e o maridc anterior dela (vermelho), 81 (o filho
biologico), e S2 (o filho adotado, n&o biologicamente relacionado (os pais dele séo

verde claro e escuro).

Figura 6 Padrbes de VNTRs
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Devido aos padrdes de VNTR ao herdados geneticamente, ¢ padréo de
VNTR de uma determinada pessoa € Unico. Quanto mais sondas forem utilizadas
para analisar ¢ padréo VNTR de uma pessoa, mais distinto e individualizado sera

aquele padrio.

A probabilidade de uma impresséo digital de DNA que pertence a uma
pessoa especifica necessita ser razoaveimente alto, especialmente em casos
criminais onde ajuda a estabelecer a associacdo entre a culpa de um suspeito ou

sua inocéncia.

2.16.5.1 Dificuldades técnicas

Erros na hibridacdo e no processo de sondagem também devem
considerados na probabilidade, e frequentemente a idéia de erro simplesmente
néo é aceitavel. Quando a amostra de DNA disponivel é peguena, este & um fator
importante, porque ndo hd margem para erro, especiaimente se a andlise da
amostra de DNA envolve amplificac&o da amostra (criando uma amostra muito
maior de DNA geneticamente idéntico de que pequeno material estad disponivel).
Se o DNA errado & ampliado {por exemplo, uma célula da pele do técnico que
executou a amplificagdo), as consequéncias podem ser profundamente
prejudiciais. Até pouco tempo atrds, os padrfes usados para determinar as
combinagBes impressGes de DNA, para seguranga dos procedimentos

laboratoriais e precisdc que minimizariam os eventuais erros, eram limitados nem



universalmente codificados, fato que conduziu a atual normatiza¢do quanto a

padroes rigidos de biosseguranga e controle de qualidade.

2166 Tecnicade RFLP

Posteriormente descobriu-se que as variagfes do DNA que eram
responsaveis pelo alto grau de polimorfismo do DNA eram muito variaveis na
popuiagdo, produzindo o polimorfismoe de comprimento dos fragmentos de
restricdo (restriction fragments lenght polymorphism-RFLP) (JEFFREYS,1985). A
técnica de RFLP baseia-se no método de Southern Blot Este método inclui 6

etapas principais.
=  Extragdo de DNA
» Digestao do DNA por enzimas de restrigao

» Separagéo dos fragmentos de DNA em eletroforese de gel de

agarose
¢ Transferéncia do DNA contido no gel para membrana

* Hibridizacdo do DNA contido na membrana com uma sonda

marcada

=  Exposicdo da membrana a um filme de raio X



O método de Southern Biof necessita de grande quantidade de DNA e
de alto peso molecular (integro). A melhor fonte de DNA nesses casos € o sangue,
onde o DNA pode ser extraido a partir de células brancas (linfocitos). Existe hoje
no mercado uma variedade de kits comercias utilizados para este fim. O processo
de extracdo € bastante simples, barato e rapido (cerca de 30 minutos) e
geralmente envolve etapas de lise celular, tratamento por detergentes e

isolamento do DNA.
1.Digestéo de DNA por enzimas de restricéo

Enzimas de restri¢do s&o proteinas que cortam o DNA em fragmentos
menores. Essas enzimas sao isoladas de bactérias e nomeadas de acordoc com o
organismo de origem. Por exemplo, EcoRIl € uma enzima de restricdo isolada da
E. coli. A fungdo destas enzimas, descobertas nos anos 60 € destruir virus que
invadem as bactérias. Cortando o DNA destes virus as bactérias tornam 0s

mesmos inofensivos.

Uma enzima de restricdo reconhece uma segléncia de nuclectidecs
especifica, como AGCT, cortando o DNA sempre que esta segliéncia estiver
presente na molécula invasora. A digestdo de DNA por enzimas de restricgo é um
processo simples. Basta colocar o DNA em contatc com a enzima a uma
temperatura ideal e a mesma inicia © processo de digestdo imediatamente,
cortando o DNA em diversos pedagos. O ndmero de pedagos produzido €

estabelecido pelo ntmero de sitios de restrigdo reconhecidos pela enzima



utilizada. A enzima EcoRI, por exempio, corta 0 DNA toda vez que encontra a

seqléncia G/AATTC enquanto a enzima HINDII corta na sequéncia AAGCTT.

Deste modo o DNA exiraidoe a partir dos linfécitos € exposto a
determinada enzima de restricdo com o intuito de se cortar todo o genoma em
pedacos menores. O resultado que se observa em eletroforese de gel de agarose
€ um rastro de DNA que representa uma infinidade de fragmentos de DNA de

pedacos variados que se sobrepdem.
2. Separagao dos fragmentos de DNA em eletroforese de gel de agarose

Eletroforese é a técnica pela qual fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos séo separados. O DNA é carregado em um gel de agarose (que tem
aspecto de gelatina) e este & submetido a um campo elétrico. O DNA iré se mover
na diregdo do pdlo positivo uma vez que a molécula de DNA é negativa devido a

presenca de grupamentos de fosfato.

Durante a corrida eletroforética os fragmentos de menor tamanho
correm mais rapidamente que os fragmentos maiores e deste modo a posicéo
relativa dos fragmentes no gel depende dos tamanhos dos mesmos. A corrida
eletroforética dura horas (em tormo de 8 horas, dependendo da voltagem

aplicada).

Para que o rastro de DNA possa ser visualizado o gel deve ser tratado
com um corante especifico que intercala com as moléculas de DNA permitindo a

visualizacdo do mesmo quando exposto a luz ultravioleta.



3.Transferéncia de DNA para membrana

A proxima etapa consiste em transferir ¢ DNA contido no gel para uma
membrana. Antes do processc de ftransferéncia iniciar o0 DNA deve ser
desnaturado. isso significa que o DNA que ainda esté no gel sob a forma de fita
dupla deve ser aberto para que fique sob a forma de fita simples. Isso é
fundamental para a proxima etapa, onde uma sonda, também de fita simples, ird
hibridizar com seqiéncias especificas. A desnaturacio do DNA é obtida tratando-
se o0 DNA com uma solugé&o alcalina, cujo alto pH ira quebrar as pontes de

hidrogénio que ligam as duas fitas da molécula.

A membrana utilizada na transferéncia e carregada eletrostaticamente
de modo gue o DNA, uma vez em contato com a mesma grude na membrana. O
DNA é entdo transferido para a membrana por capilaridade. A membrana (agora
contendo o DNA) € colocada num forno a uma temperatura elevada de modo que

o DNA |4 presente seja fixado na membrana.

4. Hibridizacdo do DNA contidc na membrana com uma sonda marcada

radiogtivamente

A etapa seguinte consiste em hibridizar uma regido de interesse do
DNA com uma sonda marcada radiocativamente. A sonda nada mais & do gque um
pequeno pedago de DNA do tipo fita simples contende uma seqléncia de
nucleotideos compliementar aquela regiao do DNA que se pretende analisar. Esta
sonda & marcada radiocativamente 0 gque consiste na introducdo de um grupo

fosfato radioativo (P32) em um dos carbonos da molécula. Deste modo esta sonda
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podera ser visualizada se colocada em contato com um filme de raio X Esta
sonda, a qual se ligam apenas os fragmentos de DNA de interesse que possuem
uma seqiiéncia complementar 2 mesma, & incubada com a membrana usada na
transferéncia. A especificidade da ligac&o da sonda ao alvo varia de acordo com ©
que se define como estringéncia da reagdo. O que define a estringéncia é
principalmente a combinac@o entre temperatura e concentragéo de sal. Quanto
maior a temperatura mais estringente, ou seja, mais especifica é a reacdo. Por
outro lado, quanto maior a concentragio de sal, menor a estringéncia da reacéo e
mesmo fragmentos de DNA gue néo sejam 100% complementares a seqiéncia da

sonda seréo capturados pela mesma.
5. Exposicao da membrana radioativa & um filme de raio X

O processo de hibridizagdo geraimente leva 8 horas ou mais. Quando
este processo finaliza, a membrana, agora radioativa, passa por um processo de
lavagem com solugdes especificas de modo que 0 excesso de material radioativo
grudado na membrana seja eliminado ficando apenas os fragmentos de sonda
grudados nos locais determinados pela estringéncia da reagdo. Apds lavagem a
membrana € entdo envolvida num plastico e colocada num cassete contendo um
filme de raio X. Este processo de exposicdo pode levar desde horas ate dias. A
ultima etapa consiste na revelagdo do filme de raio X onde se observa os

fragmentos de DNA gue foram capturados pela sonda.



2.1.6.7 Reagdo em cadeia da polimerase-PCR

A técnica de PCR é um advento relativamente recente na histdria da
biologia molecular tendo side desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis. Em 1994,
Mutllis recebeu o prémio Nobel por sua descoberta. Este método, mais recente, de
isolamento e amplificacdo de um segmento de DNA, envolve a producao in vitro
de milhdes de copias do segmento em estudo. O processo exige a utilizacdo de
primers que isolam o segmento a ser amplificado, da enzima DNA polimerase, e
ocorre em 3 etapas: A desnaturacdo da dupla fita do DNA, em alta temperatura,
90° copareamento dos piimers, a baixa temperatura, 37° C. A duplicagdo do
segmento isolado através da reacdo da DNA polimerase. O processo é ciclico e
pode ser repetido "n" vezes, dependendo do grau de amplificacdo que se deseja.
O primer pode ser sintetizado quimicamente, desde que se conhega a segliéncia a
ser amplificada e a partir desta, e € sempre adicionado em excesso ao meio de
reacdo. Se o segmento de DNA a ser ampiificado ndo é conhecido, ele pode ser
clonado a um vetor cuja seqiéncia de DNA adjacente ao recombinante seja
conhecida A DNA polimerase utilizada é termoestéavel, e isolada do

microorganismo Termus aquaticus (Taq Polimerase)

A tecnologia da PCR tem aplicacdo principalmente com amaostras de
DNA forense que muitas vezes a quantia de material & muito pequena e

inviabilizaria o uso de cutras técnicas.

Através desta técnica uma seqliéncia particular de interesse pode ser

amplificada tornando-se majoritaria na amostra de DNA. Deste modo, dois
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pequenos fragmentos de DNA, normalmente de 20 pares de bases (primers) s&o
sintetizados in vitro. Estes primers séo complementares as extremidades da regido

de DNA que se pretende amplificar.

Dois pequenos fragmentos de DNA, tipicamente de 20 pares de bases,
chamados de primers, sao sintetizados através de uma outra tecnica. Esses
primers s@o pequenos fragmentos de DNA que sao complementares a cada uma
das extremidades da seqliéncia de DNA de interesse. Num tubo de reacdo sao
adicionados os primers, nuclectideos livres (adenina, guanina, timina e citosina), 0
DNA e uma enzima especial resistente ao calor chamada Taq polimerase, que
promove a sintese de DNA. A mistura é aguecida a 95°C, provocando a separacéo
das duas fitas de DNA. Em seguida a mistura é esfriada até 55°C, temperatura na
qual os primers se ligarao as regides complementares das moléculas de DNA que
estdo separadas. Neste momento, dentro do tubo de reacdo, todo DNA esta na
forma de fita simples, menos as duas pequenas regides nas quais 0s primers de
20 pares de bases se ligaram nos dois lados da sequéncia de DNA. A temperatura
& entdo elevada a 72°C e a Taqg polimerase comeca a sintetizar um novo DNA,
comecando pelas regides em dupla fita, local onde cada um dos primers se ligou
ao molde da amostra de DNA. A Tag ira promover a sintese de DNA apenas na
regido em dupla fita. A sintese ocomre a uma taxa de aproximadamente 20
nucleotideos por segundo € em 1 minuto uma nova copia do fragmento que se
quer analisar € sintetizada. A reacdo agora € novamente aguecida a 95°C

causando novamenie a separacgdo de todo DNA em fita simples. Ao final do



primeiro ciclo ha duas fitas da molécula original de DNA mais duas cépias da
regido de interesse. A temperatura € novamente reduzida a 55°C e agora os
primers iréo se ligar aos 4 sitios nas novas duas copias e também na molécula
original de DNA. A temperatura do ciclo é novamente elevada a 72°C e as 4 fitas
individuais sao multiplicadas. Esses ciclos sao repetidos varias vezes, tipicamente
30 vezes, num aparetho chamado termociciador. Ao final de 30 ciclos de
amplificacao existem, tipicamente, um mithao de copias do segmenio de DNA de
interesse para cada molécula molde original da amostra inicial. E assim que
podemos selecionar um fragmento especifico dentro de todo o DNA.
Habitualmente, © método de PCR & empregado em associagio a outros métodos,
como hibridizac@o em placa, dot-blot, seqlenciamento, enire outros. Sua grande
sensibilidade permite a ampilificacao a partir de amostras muito escassas de DNA
ou RNA. Por outro lado, essa mesma caracteristica torna o método muito
suscetivel & possibilidade de contaminacfo por material nucléico exdgeno ou
amplificado de outra amostra. Para minimizar esse risco, os modernos laboratérios
de bioclogia molecular contam com uma estrutura fisica onde © preparo de
reagentes, a manipulacdo das amostras e os métodos de amplificacdo e deteccéo

s8o realizados em salas separadas e isoladas umas das outras.

2.1.6.8 RT-PCR

Trata-se de método de amplificacdo a partir de moiéculas de RNA.

ApoGs a extragdc do RNA, sintetiza-se cDNA (DNA complementar) empregando-se
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a enzima transcriptase reversa de origem viral. A partir do cDNA, emprega-se o
método de PCR para amplificacdo. Pode ser um método qualitativo ou
quantitativo. No caso de determinagdo quantitativa, o ensaio &€ realizado com
amplificac@o paralela de amostra com quantificagdo conhecida, para corre¢ao do

calculo final. (FLEURY, 2000)

2.1.6.9 Nested-PCR

Nesta técnica, realizam-se dois ensaios consecutivos de PCR. No
primeiro, um segmento de DNA & amplificado com um par de primers,
empregando-se cerca de 15 a 30 ciclos de amplificacgdo. Uma aliquota do
amplificado € entdo submetida & nova amplificacdo usando-se novo par de
primers, localizados internamente em relacdo a posicdo do par de primers
inicialmente utilizados. A segunda amplificagdo com primers diferentes, garante a
especificidade da reac@o. Essa técnica apresenta sensibilidade ainda superior a
do PCR e e recomendada quando a concentragdo de material nucléico é
exiremamente reduzida. Como esperado, os riscos de contaminagio sdo ainda

maiores do gue os mencionados com a técnica do PCR.
2.1.6.10 PCR Multiplex

Nessa abordagem, sao amplificados dois cu mais segmentos diferentes
de DNA em uma unica reacdo, utilizando-se para isso um conjunto de pares de

primers. Essa técnica permite a co-amplificacdo de mais de um segmento do
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genoma. Isso garante praticamente 100% de especificidade para a reac&o, no
caso da identificacdo de microorganismos, eliminando os riscos de falso-positivos.
Tambem, usualmente, sdo incluidos na reag¢éo multiplex, primers para controle
interno da reagdc de amplificacdo. Para essa finalidade, pode-se utilizar, por
exemplo, primers para ampilificacdo de segmento de gene da giobina beta. A
incluséo do controle interno de amplificacae visa a eliminacao dos falso-negativos
que ocorrem devido 3 inibicgo da reacao de amplificagio e permite, assim, uma
analise de materiais como urina, liquor, liquido amnidtico e efusdes, onde a
presenca de inibidores da reacdo de amplificacdo tem sido descrita com

frequéncia.

2.1.6.11 Extragdo de acidos nuciéicos

A extracdo tem por finalidade solubilizar os acidos nucléicos e, em
alguns casos, também lisar as células, nlcleos e organelas. Pode ser realizada
com @& desintegracdo dos tecidos adicionando-se tampdc de exiracdo e
procedendo-se uma homogeneizacdo. O exirato € obtido separando-se o material

insolGvel por uma série de centrifugacgdes.
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216111 Fun¢bes de cada reagente na extracao

Tampéo: proporcionar o pH ideal para a manutengao da integridade das

maoléculas de acidos nucléicos.

Detergentes (SDS - Sodium Dodecyl Sulfate). substéncias tensoativas
solGveis. Agem principalmente dissociando as proteinas dos acidos nucléicos e

dissolvendo os lipideos das membranas.

EDTA (Acido Etilenodiamine Tetracético): sua principal funcdo é quelar

Mg*
Mg™ promove agregacdc dos dcidos nucléicos cofator de
desoxirribonucleases

Egm_l: age desnaturando as proteinas permitindo o isolamento de DNA
e RNA de misturas bioldgicas complexas. Com a utilizacdo do fenol, apés uma
centrifugacédo em baixa rotacdo, a mistura separa-se em duas fases, uma aguosa
(superior) e uma orgénica (inferior), sendo que a maior parte das proteinas
permanece na interface. A separacdo dos acidos nucléicos entre as fases ocorre
de acordo com fatores como: natureza do acido nucléico (DNA ou RNA), pH,
Concentragdo de sais, presenca de cloroformic e SDS. O fenol deve ser
previamente equilibrado (adicdo de tamponante) levando-se em conta as

condigbes de pH e salinidade.

O fenol puro € um sdlido cristalino branco, quando liguefeito constitui-se

em um liquido claro e incoior. O aparecimento de cor résea indica a presenga de
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produtos da oxidagao do fenol (quinonas). Tais contaminantes podem provocar
clivagens no DNA e, portanto, devem ser eliminados através de redestilagéo do
fenol. Essa oxidagdo pode ser atenuada com a adigdo de 8-hidroxiquinoclina, que
além de ser antioxidante tem a vantagem de deixar o fenol com cor amarelada,

facilitando a sua visualizagao durante a extragéo de DNA,

Cloroférmio: devido a sua habilidade de desnaturar proteinas, aumenta
a eficiéncia das exiracbes de acidos nucléicos, enquanto sua alta densidade
permite melhor separacao das fases. Usualmente utiliza-se uma mistura de fenol-

cloroférmio-aicool isoamilico.

Alcool Isoamilico: é adicionado ao cloroférmio como antiespumante.

Precipitacdo: a adicdo de cations monovalentes (sal: acetato de sddio)

e etano!l induz alteracbes estruturais nas moléculas de acidos nuciéicos
provocando a agregacdo das moléculas e subseglente precipitacdo. A
precipitacdo com etanol & util para concentrar os acidos nucléicos e para remover

residuos de feno! e cloroférmio.

2.2 O Laboratério de Pesquisa em DNA Forense
O Iaboratério de DNA forense € um iugar suwi generis. Os procedimentos

ali desenvolvidos s&o mistos. Envolvem operacdes com produtos quimicos, fisicos

e biologicos. A estrutura fisica e técnica deve ser adequada para trabathar com
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esta variedade de produtos e possuir equipamentos € materiais de seguranca
adequados a cada procedimento. Conceitos utilizados em dreas especificas da
guimica, da microbiologia conjuntamente com as regras gerais de conduta em
laboratérios de pesquisa, devem ser aplicados no planejamento e construgo da
area fisica do laboratdrio. Um manual de biosseguranca especifico ao laboratério
de pesquisa em DNA na &rea forense deve ser preparado de acordo com as

especificidades das atividades realizadas.

2.2.1 Aspectos fisicos

2.2.1.1 Argquitetura

O espacgo fisico € um importante aspecto que contribui para a
confiabilidade dos experimentos realizados como para a protecdo da saude e do
meio ambiente.O processo de planejamento deve envolver os pesquisadores e
técnicos de forma que sejam cumpridos os padrdes e normas que assegurem o
cumprimento das condigbes de seguranga espaciais e ambientais necessarias ao

espago fisico a ser projetado. (SIMAS,1996)

O levantamento destas condigbes de seguranga pode ser obtido
através da elaboracdc de um programa arquitetdnico que vise estabelecer

relacdes entre 0 espago e as atividades a serem desenvolvidas.
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Um aspecto importante a ser levado em conta no programa
arquitetonico & o dimensionamento, que deve ser feito com uma projecdo com

prazo de vida util de 10 a 20 anos. (SIMAS, 1996)

A area bruta total de uma edificagdo laboratorial ndo pode ja ser

determinada nesta fase, mas pode-se prever de 1% a 2 vezes a area do espago

liquido. Por espaco liquido entende-se a area computada para atender aos
requisitos basicos necessarios € ndo inclui as areas de suporte de construgio,

como circutagao horizontal, vertical e espacos técnicos.

E importante a elaboracdo de um fluxograma que ird se preocupar com
a movimentacao exigida num processo de trabalho. Em especial no laboratorio
forense o aspecto da circulacio € importante para diferenciar as diversas areas de
procedimentos e evitar a contaminacdo das amostras. Um programa de
necessidades, elaborado num primeiro momento atraves de fichas onde se
relatem todos os aspectos ambientais de flexibilidade, os principais equipamentos,
caracteristicas de iluminagéc, movimentagdo e pureza do ar, linhas de agua,

gases, esgotamento sanitario e outros.

Algumas caracteristicas basicas nao podem ser esquecidas.As paredes
e pisos devem ser lisos, de material que facilite a limpeza e seja resistente aos
desinfectantes normalmente utilizados. © espago para armazenamento de
materiais deve ser adequado de modo a evitar acumulo sobre as mesas. As

instalacdes para guarda de roupa e objetos pessoais deve ser fora do laboratdrio e
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adequadas ac numero de pessocas que trabalhem no laboratério. Deve haver uma
pia para lavagem de mao, de preferéncia com acionamento automatico e perto da
porta. A ventilagio deve ser mecanica sem recirculagéo do ar. {SOUZA,1998) O ar
deve ser equilibrado, fluindo das areas de menos risco para as de maior risco. As
linhas de servigo (gas, oxigénio, nitrogénio, ar comprimido) devem utilizar cores
para facilitar a identificacdo das canalizagBes. (SIMAS,1996) A localizagdo dos
cilindros de gases e liquidos especiais deve ser em uma éarea externa, bem
ventilada, longe das portas de saida onde o acesso seja restrito a pessoas

autorizadas.

Deve estar previsio a existéncia de chuveircs de emergéncia e lava—

olhos em todos os laboratorios, especiaimente 0s quimicos.

Em especial o laboratdrio de pesquisa de DNA, deve ser projetado de
forma que a area de recebimento e preparo de amostras esteja separada da area
de ampliacdo esteja separada da area de pds-ampliacao, de forma a precmover um
fluxo de trabalho linear. Ha uma tendéncia de mudanca de paradigma quando se
analisa 0 aspecto biosseguranca no sentide de proteger os procedimentos de
bictecnologia do publico, mais do que proteger o publico dos seus efeitos

adversos (TEXEIRA,1996).
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Modelos de plantas de laboratério para pesquisa de DNA,

Fluxo do trabalho

Area de Pré- amplificaciio

Area de pés-amplificagio

Area 1 Area 2

2 Preparagiio das amostras
1.Preparo de reagentes 3.Organizacdo da amplificago

Area 3

4. Amphficagio
5. Analise dos produtos

vestidrios recebimento das amostras
—
L \
Prepare de reagentes Extragfo de DNA ¢ Amplificagfio e anglise
preparagéo de PCR pos-amplificacio

Fluxo de ar (filtrado)

sentido tinico

Yy

Fluxo de pessoal

sentido tnico
Recebimento das amostras ¢ vestiario

Pressfic + ar
filtrado

Fluxo
Preparac¢io de honzontal
~in

reagentes -
Fluxo laminar

Extragdo de > U-:J
DNA

Amplificagéo

pos- amplificacio

vestiario

e

andlise

¥,

Fluxo de pessoal

N

Pressfio negativa

Sentido Unico
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2.2.1.2 Requisitos fisicos: Niveis de biosseguranga (NB)

Os niveis de biosseguranga podem ser classificados em guatro niveis :
NB-1, NB-2, NB-3 e NB-4, crescentes no maior grau de contengao e complexidade
do nivel de protecdo e requisitos de seguranca. O nivel de biosseguranca de um
experimento sera determinado baseado em fatores tais como o nivel de
patogenicidade do organismo, modo de transmissdo maior classe de risco

envolvido no experimento.

Nivel de biosseguranga 1 - NB-1. E adequado ao trabalho que
envolva agente com ¢ menor grau de risco para o pessoal do laboratério e para o
meio ambiente. O laboratdrio, nesie caso, ndo estd separado das demais
dependéncias do edificio. O trabalho é conduzido, em geral, em bancada. Os
equipamentos de contengdo especificos ndo sao exigides. O pessoal de
laboratério devera ter treinamento especifico nos procedimentos realizados no
laboratéric e deverfo ser supervisionados por profissional com treinamento

especifico na area.
Préaticas microbioldgicas exigidas para o NB-1

O acesso ao laboratorio deve ser limitado ou restrito de acordo com a

definic&o do pesquisador principal, quando estiver sendo realizado experimento.
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As superficies de trabalho devem ser descontaminadas uma vez ao dia
ou sempre que ocorrer derramamento de material viavel. Todo residuo liguido ou

sdlido contaminado deve ser descontaminado antes de ser descartado.

Deve-se utilizar dispositivo mecanico para pipetagem, pois € impréprio
e arriscado pipetar com a boca. E proibido comer, beber, fumar e aplicar
cosméticos nas areas de trabalho. Alimentos devem ser guardados em areas

especificas para este fim, fora do laboratério.

Antes de deixar ¢ laboratbrio, deve-se lavar as méaos. Objetivando a
pratica de higiene pessoal, pias para lavagem das maos e roupas para protegéo

(uniformes e jalecos) devem ser utilizados.

Praticas laboratoriais especiais para o NB-1: Materiais contaminados
s6 podem ser retirados do laboratério em recipientes rigidos e a prova de

vazamentos. Deve ser providenciado um programa rotineiro de controie de insetos

e roedores.

Equipamentos de contengao exigidos para o NB-1: Em geral para o

NB-1 n&o s&o exigidos equipamentos de contengio de agentes classificados no

Grupo de Risco 1.

Instalagcdes laboratoriais para o NB-1: O laboratdrio deve ser
desenhado de modo a permitir facil limpeza e descontaminacdo. Deve haver uma
autoclave dentro do prédio que abriga o laboratéric. E recomendavel que a

superficie das bancadas seja impermeavel & agua e resistente a acidos, alcalis,
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soiventes organicos e a calor moderado. Os espagos entre as bancadas, cabines
e equipamentos devem ser suficientes de modo a permitir acesso facil para
limpeza. Cada laboratério deve possuir uma pia para lavagem das méos, alem de

um servigco de pronto-socorro, equipamento em facil acesso.

Nivel de biosseguranca 2 - NB-2. £ semelhante ao NB-1 e é
adequado ao irabalho que envolva agentes de risco moderado para as pessoas e

para o meio ambiente.

Difere do NB-1 nos seguintes aspectos: O pessoal de laboratério deve
ter treinamento técnico especifico no manejo de agentes patogénicos e devem ser
supervisionados por cientistas competenies. O acesso ao laboratério deve ser
limitado durante os procedimentos operacionais. Determinados procedimentos nos
quais exista possibilidade de formag&o de aerossdis infecciosos (por exemplo,
corte de estruturas dsseas durante o preparoc da amostra) devem ser conduzidos

em cabines de seguranca bioldgica ou outro equipamento de contengao fisica.
Praticas microbioldgicas exigidas para © NB-2: As praticas
microbiologicas exigidas para ¢ NB-2 s30 as mesmas ja descritas para o NB-1.

Praticas especiais para o NB-2: Aiém das praticas especiais descritas

para 0 NB-1 devem ser incluidas para o NB 2 as praticas a seguir discriminadas:

O pesquisador principal tem a responsabilidade de limitar ¢ acesso ac
taboratério. Cabe ao pesquisador principal a responsabilidade de avaliar cada

situacdo e autorizar quem podera entrar ou trabalhar no laboratorio.



O pesquisador principal deve estabelecer politicas e procedimentos
com ampla informacdo a todos que trabalhem no laboratéric sobre o potencial de
risco relacionado ao trabalho, bem como sobre os requisitos especificos para

entrada em laboratério.

No interior do laboratério, 0s freqlentadores devem utilizar roupas
apropriadas tais como jalecos, gorros, mascaras etc. Antes de sair do laboratério
para areas externas (biblioteca, cantina, escritdério administrativo), a roupa
protetora deve ser retirada e deixada no laboratério. Deve ser colocado um aviso
sinalizando o risco, identificando o agente € o nome do pesquisador principal,
endereco completo e diferentes possibilidades de sua localizagdo ou outra pessoa
responsavel. Todos 0s requisitos necessarios para a entrada no laboratério devem

estar assinalados na porta de entrada.

E proibida a admissdo de animais que ndo estejam relacionados ao
trabalno em execu¢do no laboratério. Todo lixo de laboratéric deve ser

adequadamente descontaminado antes de ser descartado.

Agulhas e seringas hipodérmicas devem ser usadas somenie para
inoculacao parenteral e para aspiracao de fluidos de animais de laboratdrio e de
garrafas de diafragmas. Devem ser usadas somente seringas com agutha fixa ou
agulha e seringa em uma unidade Unica nas atividades de injegdo ou aspiragic de

fluidos.

Extrema precaugao deve ser tomada quando forem manuseadas

agulhas e seringas de modo a evitar a auto-inoculagao e a producio de aerossois



durante © uso e o descarte. As agulhas ndo devem ser entortadas, quebradas,
recapeadas ou removidas da seringa apds o uso. Agulha e seringa devem ser
imediatamente colocadas em recipiente resistente a prova de perfuracdes e
descontaminados, preferencialmente autoclavados antes do descarte.

Desaconselha-se a reutilizacdo de seringas.

Derramamentos ou acidentes que resultem em exposi¢do a organismo
contendo moléculas de DNA/RNA recombinante devern ser imediatamente
notificados & CIBio e a CTNBIio, com providéncias de avaliacdo médica, vigilancia

e tratamento, sendo mantido registro dos acidentes e das providéncias adotadas.

Um Manual de Biosseguranca deve ser preparado de acordo com as

especificidades das atividades realizadas.

Todo o pessoal deve ser orientado sobre os possiveis riscos e para a
necessidade de seguir as especificagbes de cada rotina de trabalho,

procedimentos de biosseguranca e préticas estabelecidas no manual.

Equipamentos de contencdo para O NB-2: Devem ser utilizadas
cabines de seguranga bioldgica (Classe | ou 1I), ou outro dispositivo de contencao

pessoal ou dispositivos de contencéo fisica sempre que:

Sejam realizados procedimentos com elevado potencial de criacdo de
aerossdis, como centrifugacdo, trituracdo, homogeneizacao, agitacdo vigorosa,

abertura de recipientes contendo material onde a pressao intema possa ser



diferente da press@o ambiental, inoculacao intranasal em animais e em cultura de

tecidos infectados;

O material das amostras sé podera ser centrifugado fora de cabines de
seguranca se forem utilizadas centrifugas de seguranca e frascos lacrados. Estes

sO deverdo ser abertos no interior da cabine de seguranga bioldgica.

Instalactes laboratoriais para o NB-2: As instalacgfes laboratoriais
exigidas para o NB-2 devem atender as especificacdes estabelecidas para o NB-1

acrescidas da seguinte exigéncia:

Uma autoclave deve estar disponivel para descontaminagao no interior
ou proximo ao laboratério de modo a permitir a descontaminag¢io de todo material

previamente ao seu descarte.

Nivel de biosseguranca 3-NB-3: E aplicavel aos locais onde forem
desenvolvidos trabalhos com OGM resultantes de agentes infecciosos Classe 3,
que possam causar doencas sérias e potencialmente letais, como resultado de

exposicao por inalagéo.

O pessoal do laboratdrio deve ter treinamento especifico no manejo de
agentes patogénicos e potenciaimente letais, devendo ser supervisionados por

cientistas experiéncia com esses agentes.

Todos os procedimentos que envolverem a manipulacdo de material

infeccioso devem ser conduzidos dentro de cabines de seguranca biologica ou
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outro dispositivo de contengdo fisica. Os manipuladores devem usar roupas de

protecdo individual.
O laboratdrio devera ter instalagbes compativeis para o NB-3.

Para alguns casos, quando nao existirem as condi¢bes especificas para
o NB-3, particularmente em instalagbes laboratoriais sem area de acesso
especifica, ambientes selados ou fluxo de ar unidirecional, as atividades de rotina
e operacgoes repetitivas podem ser realizadas em laboratorio com instalagdes NB-
2, acrescidas das praticas recomendadas para NB-3 e ¢ uso de equipamentos de

contengao para NB-3.

Cabe ao Pesquisador Principal a decisdc de implementar essas

modificagdes, comunicando-as a CiBio e CTNBio.

Praticas microbiolégicas para o NB-3: Além das préticas
microbiolégicas estabelecidas para o NB-2, o trabalho com agentes de risco 3

exige que menores de 18 anos de idade ndo entrem no laboratorio.

Se forem realizados experimentos com agentes que exigirem nivel de
contengdo inferior a NB-3, eles devem ser conduzidos de acordo com as préticas

laboratoriais estabelecidas para o NB-3.

Praticas especiais para o NB-3: Além das praticas estabelecidas para

o NB-2 devem ser obedecidas para o NB-3 as praticas a seguir discriminadas:

As superficies de trabalho das cabines de seguranca e de outros

equipamentos de contencdo devem ser descontaminadas sempre ao términc do
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trabalho. Toalhas absorventes com uma face de plastico voliado para baixo,

recobrindo as superficies das bancadas, facilitam o trabalho de limpeza.

Deve ser usado uniforme completo especifico para as areas de trabalho
com OGM. E proibido o uso dessas roupas fora do laboratério. As mesmas devem
ser descontaminadas antes de serem encaminhadas a lavanderia ou para

descarie.

Animais de laboratério em NB-3 devem ser mantidos em sistemas de
confinamento parcial (sistemas de caixas com filtros e paredes rigidas ou sistemas

de contencao de caixas equipadas com radiacdo ultravioleta e refletores).

Os sistemas convencionais de caixas sé poderdo ser usados quando
todo o pessoal utilizar dispositivos e roupas protetoras. Esses dispositivos devem
incluir roupa completa do tipo escafandro e respiradores. Todo o pesscal devera

tomar banho ao deixar essas areas de trabalho.

As linhas de vacuo devem estar protegidas com filtro de ar com elevada
eficiéncia (filtros HEPA, High Efficiency Particulated Air) e coletores com liguido

desinfetante.

Equipamentos de contencdo para o NB-3: Cabines de seguranga
biolégica (Classes |, Il ou lil), ou outra combinagao apropriada de dispositivos de
protecdo pessoal e contencdo fisica devem ser usados em qualquer operacdo

com OGM. Estas incluem manipulacdo de culturas e de material clinico ou



ambiental, cultivo de tecidos ou fluidos infectados de animais em experimentacio

ou ovos embrionados, e necropsia de animais em experimentacao.

Instalagdes laboratoriais para o NB-3: O laboratério devera estar
separado das areas de transito irrestrito do prédio. E exigido um sistema de dupla
porta como requisito basico para entrada no laboratdrio a partir de corredores de

acesso Ou para outras areas contiguas.

A separacao fisica entre iaboratério de elevada contencio e os demais
laboratorios ou corredores de acesso, pode ser por sistema de dupla porta, com
sala para troca de roupas, chuveiros, bloqueio de ar e outros dispositivos, para

acesso ao mesmo em duas etapas.

As superficies das paredes internas, pisos e fetos devem ser
resistentes a agua, de modo a permitir acesso facil para limpeza. Toda a
superficie deve ser selada e sem reentrancias, para facilitar limpeza e

descontaminagéo.

As superficies das bancadas devem ser impermeaveis a agua e
resistentes aos acidos, alcalis, solventes organicos e a calor moderado. O
mobiliario do laboratdrio deve ser rigido, com espacamentos entre as bancadas,

cabines e equipamentos para permitir acesso facil para limpeza.

Préxima a porta de saida cada laboratério deve ter pelo menos uma pia
para lavar as méos. A torneira deve ter um sistema automatico de acionamento ou

sistema de pedais.



As janelas do laboratorio devem ser fechadas ou lacradas. As portas de
acesso ao laboratdrio ou ao moédulo de contengdo devem possuir fechamento

automatico.

Deve existir autoclave para a descontaminagao de residuos, localizada
no interior do laboratéric ou em éarea contigua, preferencialmente com sistema de

dupla porta.

O laboratorio deve ter um sistema de ar independente, com ventilacao
unidirecional, onde o fluxo de ar penetra no laboratério pela area de entrada. Nao
deve existir exaustdo do ar para outras areas do prédio. O ar de exaustédo néao
deve, portanto, ser recirculado e devera ser filtrado através de filtro HEPA antes
de ser eliminado para 0 exterior do laboratério. Deve haver verificagdc constante

do fluxo de ar no laboratério.

O ar de saida das cabines de seguranga bioldgica com filtros HEPA de
elevada eficiéncia (Classe | ou Classe il) deve ser retirado diretamente para fora
do edificio por sistema de exaustdo. O ar de saida das cabines pode recircular no

interior do |laboratério se a cabine for testada e certificada anualmente.

Nivel de biosseguranca 4-NB-4: este nivel de contengdo deve ser
usado sempre que o trabalho envolver OGM resultante de organismo receptor ou
parental classificado como classe de risco 4 ou sempre que envolver organismo

receptor, parental ou doador com potencial patoegénico desconhecido.
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Praticas especiais para o NB-4: Devem ser obedecidas as praticas
especiais estabelecidas para o NB-3 acrescida das exigéncias a seguir

discriminadas:

Nenhum material deverd ser removido do laboratério de contengdo
méaxima, a menos que tenha sido autoclavado ou descontaminado, excecao feita
aos materiais biologicos que necessariamente tenham que ser retirados na forma

viavel ou intacta.

Suprimentos € materiais a serem usados no laboratdric devem ser
descontaminados em autoclave de dupla poria, camara de fumigagéo, ou sistema

de ante-camara pressurizada.

O material biologico viavel, a ser removido de cabines Classe Il ou do
laboratdrio de contencdo, deve ser acondicionado em recipiente de contencéo
inquebravel e selado. Este, por sua vez, deve ser acondicionado dentro de um
segundo recipiente também inquebravel e selado, que passe por um tanque de
imers@o contendo desinfetante, ou por uma camara de fumigacéo ou por um

sistema de barreira de ar.

Equipamentos ou materiais que nao resistam a temperaturas elevadas

devem ser descontaminados utilizando-se gases ou vapor em camara especifica.

Somente pessoas que trabalham no laboratério devem ter permisséo
para entrar. O supervisor tem a responsabilidade final no controle do acesso ao

laboratério. Por questdo de seguranga 0 acesso ao laboratério deve ser blogueado
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por portas hermeticamente fechadas. A enitrada deve ser controlada pelo

pesquisador principal, ou por outra pessoa responsavel pela seguranca do prédio.

Antes de adentrar ao laboratério as pessoas devem ser avisadas sobre
o potencial de risco e instrui-las sobre as medidas apropriadas de seguranga. As
pessoas autorizadas devem cumprir com rigor as instrugdes de procedimento para
entrada e saida do laboratério. Deve haver um registro, por escrito, de entrada e
saida de pessoal, com data, horario e assinaturas.Devem ser definidos protocolos

para situagdes de emergéncia.

A entrada e a saida de pessoal do laboratorio deve ocorrer somente
apds uso de chuveiro e troca de roupa. A entrada e saida de pessoal por ante-
camara pressurizada somente deve ocorrer em situacbes de emergéncia. Para
adentrar ao laboratéric a roupa comum, de rua, deve ser trocada por roupa

protetora compieta e descartavel.

Antes de sair do laboratério para a area de banho, a roupa protetora
deve ser deixada em darea especifica para descontaminacdo antes do descarte.
Deve ser organhizado um sistema de notificagdo de acidentes, exposigdo e
absenteismo do pessoal do laboratério, bem como um sistema de vigilancia
médica. Deve-se ainda, prever uma unidade de quarentena, isolamento e

cuidados medicos para o pessoal suspeito de contaminagao.

Equipamentos de conten¢dao para o NB-4: As manipulacdes com
agentes de classe de risco 4, conduzidas no laboratéric, devem ser realizadas em

cabine de seguranca bioldgica Classe lli, ou cabines Classes | ou ll, neste caso
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usadas em associagado com roupas de protecdo pessoal com pressdo positiva,

ventiladas por sistema de suporte de vida.

Instalagoes laboratoriais para o NB-4: A unidade de contencio
maxima deve estar localizada em prédio separado ou em area claramente
demarcada e isolada do edificio. Devem ser previstas camaras de entrada e saida
de pessoal separadas por chuveiro. Deve ser previsto, ainda, um sistema de
autoclave de dupla porta, camara de fumigacgéo, ou sistema de ventilagdo com

ante-camara pressurizada para o fluxo de materiais para o interior do laboratério.

Paredes, tetos e pisos do laboratério devem ser construidos com
sisterna de vedacao interna, para permitir maior eficiéncia da fumigacéo, e evitar o
acesso de animais e insetos. As superficies internas do laboratdrio devem ser
resistentes a liguidos e produtos quimicos. O sistema de drenagem do solo deve
conter depédsito com desinfetante quimico eficaz para o agente em quest3o,
conectado diretamente a um sistema coletor de descontaminacio de liquidos. O
sistema de esgoto e ventilacdo deve estar acoplado a filtros HEPA de elevada
eficiéncia.

O sistema de suprimento de luz, dutos de ar e linhas utilitarias devem,

preferencialmente, estar posicionados verticalmente para evitar o acimulo de

poeira.

A descontaminagao de material deve ser realizada por meio de sistema
de autoclave de dupla porta com controle automatico, para permitir a retirada de

material pelo lado oposto. Materiais e equipamentos que ndc possam ser
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descontaminados na autoclave devem passar por tanque de imersdo com

desinfetante, ou camara de fumigacao.

O liquido efluente, antes de ser liberado do laboratério, deve ser
descontaminado com tratamento por calor. Os liquidos liberados de chuveiros ou

de sanitarios devem ser descontaminados com produtos quimicos ou pelo calor.

O sistema de ar no iaboratorio deve prever uma pressio diferencial e
fiuxo unidirecional de modo a assegurar diferencial de presséo que ndo permita a
saida do agente de risco. No sistema de ar devem estar acoplados manémetros,
com sistema de alarme, que acusem qualquer alteragdo sofrida no nivel de
pressdo exigido para as diferentes salas. O sistema de exaustdo devera estar

acoplado a filtros HEPA de elevada eficiéncia.

O ar liberado pelas cabines de seguranga biologica Classe | e Classe |l
pode ser eliminado para dentro ou fora do ambiente do laboratério desde que no
sistema de exaustac esteja acoplado filtros HEPA. A cada seis meses as cabines

biologicas devem ser testadas e certificadas.

A exaustdo de ar das cabines Classe lil deve ser realizada sem
recirculac@o usando sistema de dupla filtragem com filtros HEPA em série, por

sistema de exaustio do laboratorio.

O laboratbrio deve ter local para ¢ pessoal vestir roupas especificas
com pressdo positiva e sistema de suporte de vida. O sistema deve prever

alarmes e tanques de respiragdo de emergéncia.
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O iaboratério deve ter chuveiro para a descontaminag&o guimica das

superficies da roupa antes da saida da area.

O ar deve ser insuflado através de filtros HEPA e eliminado para o
exterior através de dutos de exaustio, cada um com dois filtros HEPA colocados
em série e com alternancia de circuito de exaustao automatizado. A entrada de ar

de insuflamento deveré estar protegida com filtro HEPA.

Deve haver um sistema de descontaminagdo, com autoclave de dupla
porta. As instalacbes de filtros e esgotos devem estar confinados a area de

contencéo.

2.2.1.3 Sinaliza¢ao

O equipamento e as zonas de risco devem estar identificadas pela
sinalizacdo padronizada referente a risco. A correta sinalizac@o quer seja através
da colocagcido correta de etiquetas ou através da sua fungdo como medida
educacional e pedagbgica € um dos itens fundamentais na politica de seguranca
do laboratdrio forense. A sinalizagdo aumenta nivel de percep¢do quanto ao risco
que estdo expostos os profissionais e age como medida profildtica na prevencéo
de acidentes. (TEIXEIRA,1926) Na porta de acesso deve ser colocado cartazes
visando a fornecer informacdes basicas a respeito do pesquisador responsavel, do

tipo de risco envolvido associando a figura de simbolos internacionais. A
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sinalizacdo das embalagens que contém material biclogico deve ser feita de forma

a fornecer claramente a informagdo da presenca de risco biolégico.

2.2.1.4 Protecdo confra incéndio

O incéndio & um dos piores acidentes de laboratdrio que deve ser
evitado a todo custo ou combatido no seu inicio. Apo6s alguns minutos torma-se
incontroldvel e seu combate € quase t&o destruidor quanto o proprio, pois o gue
nao for consumido pelas chamas torna-se imprestavel pela alta temperatura do

jocal e pela degradagdo que ocasiona. Sdo trés os métodos de extingdo do fogo:

Resfriamento: quando se retira o calor. E um dos métodos mais
eficientes de extinggo de incéndio, ou seja, quando baixamos a temperatura do
combustivel até o ponto em que nio existam mais condigbes de desprendimentos
de gases ou vapores quentes. A agua, largamente usada no combate a incéndios,

& um dos mais eficientes agentes resfriantes.

isolamento: quando se retira o material {combustivel) que poderia ser

atingido pelo fogo, evitando a sua propagacéo para outras areas.

Abafamento: quando se retira 0 comburente (oxigénio), abaixando os

niveis de oxigenacao da combustao.
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O oxigénio € encontrado na atmosfera na proporgéo de 21%. Quando
esta porcentagem é limitada ou reduzida a 15%, o fogo deixa de existir® { USP,

2001)

A reducdo dos riscos de incéndio depende de alguns fatores

fundamentais e decisivos:

A preocupacdo seria de cada funcionario, a responsabilidade, o
conhecimento das causas e a dedicagio e bom senso de todos os que utilizam ou
freqUientam o local, mapeamento e a divulgacdo periddica dos pontos de risco, a
supervisdo e a seguranca sistematica da chefia em relac&o aos riscos de incéndio,

treinamento de funcionarios no combate imediato aos focos de incéndio.

Por outro lado existem também os fatores considerados responsaveis
pela maioria dos incéndios.O desconhecimento da periculosidade dos materiais e
equipamentos do laboratdrio, o excesso de confianga, a negligéncia e a monotonia
ante operagbes cotidianas, a falta de manuienc@o e revisto periddica de
equipamentos, instalagbes elétricas e condutores de gases, utilizagdo de
equipamentos de forma inadequada, forcada ou deteriorados, utilizacdo de
materiais de baixa gqualidade, vencidos ou mal conservados, exposigdo de

funcionarios a rotina extenuante de trabalho, sob acio de estresse e tens@o social.

A indiferenca ante situacdes anormais como temperatura, odores ou

ruidos estranhos, assim como a proximidade de materiais incompativeis passiveis

2 USP, Institutc de  fisica Nogbes  hasicas de prevencdo de  incéndio
http://adm.if.usp.br/basicincendios.hitm
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de reacbes violentas e a sinalizacao inadequada, fumar em ambientes de risco,
esquecer bicos de gas acessos, manipular volateis fora da capela, manter
materiais reativos em bancada também colaboram com ¢ aumento do risco de

incéndios.

Os materiais explosivos, combustiveis, oxidantes e redutores fortes
devem ser armazenados separadamente em depbsitos especialmente construidos
e fechados. Os condutores elétricos e as tubulacbes de gases devem ter revisdes
especialmente programadas e estar devidamente isolados de materiais como

madeira tecido e papel.

Nunca permitir adaptagdes e ligagbes nao planejadas, evitar pessoas
nao treinadas em operagbes consideradas de risco. Os equipamentos de combate

a incéndio permanecer em local de facil acesso e dentro da validade.

Algumas substancias devem ser mantidas em local distante do
laboratério ou protegidas por armarios anti-chamas e usadas sob vigilancia e

freinamento adequados.

Cada laboratéric deve ter sempre em destaque os seus produtos de
maior risco devidamente identificados e sinalizados com © maior numero de
informacdes possiveis como ponto de fuga, presséo de vapor, ponto de ignicdo e
limite de inflamabilidade. Esses dados s&o facilmente conseguidos na literatura
especifica e devem ser reproduzidos de acordo com a periculosidade do material e

do local a ser utilizado.
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2.21.41 Extintores

O laboratorio deve possuir especificos para os diversos tipos de
materiais:agua, papel; tecido e madeira, eletricidade, metais e liquidos

inflamaveis.

QOutiros equipamentos de combate a incéndio como hidrantes, areia
seca, mantas de amianto também requerem treinamento para sua utilizagdo,

porém de uso mais simples, rapido e barato.

A ocorréncia de fendmenos naturais incomuns e imprevisiveis como
raios, abalos sismicos, radiacdes ou acidentes inesperados como desabamentos,
explosbes e abalamentos, podem iniciar incéndios que teriam sido evitados se as
regras fundamentais relativos aos principais riscos fossem observadas. Ha a
possibilidade de um incéndio ser iniciado propositadamente por vinganga,
descontentamento, vandalismo, e que neste caso novamente o acesso controlado

aos materiais perigosos ou de alto risco é fundamental.

A combustdo somente ocorre em presenca de oxigénio. Algumas

ocorrem em presenca de cloro. As condigbes para a combustao:
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De 0 a 8% de Oz ' N&o ocorre

De 8 a 13% de O- : Lenta

De 13 a 21% de O- 3 Viva

Tabela 1 Percentual de Oxigénio na combustio

Para que haja fogo € necessario que existam os seguintes fatores

estejam presentes: Combustivel, calor ,oxigénio comburente .

O fogo & um processo quimico que obedece rigorosamente as Leis das
Proporcoes Definidas ou Leis de Proust, ou seja, a configuracio desordenada

desses trés elementos nio produzird o fogo.

A combustic pode ocorrer pelas seguintes formas de combustdo:
Combustao viva, desprende luz e calor, exemplo: gasolina em chamas; combustao

lenta: ndo desprende luz, exemplo: oxidaco do ferro.
Os materiais combustiveis podem ser classificados em:

Combustiveis sélidos: O que entra em combustdo ndo é o corpo em
si, mas os vapores desprendidos. Os fatores que afetam a combustibilidade dos
combustiveis sélidos sdo a composicdo quimica, ou seja, 0s materiais mais

combustiveis encerram os elementos carbono, enxofre e hidrogénio; e as
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dimensfes, os materiais finamente divididos entram em combustdo mais

rapidamente; exemplo, serragem.

Combustiveis Liquidos: tambem n&c ardem somente os vapores

desprendidos da sua superficie &€ que entram em combustao.

Os fatores que afetam a combustibilidade sao a quantidade de vapores,

superficie exposta, volatibilidade, temperatura.

Combustiveis gasosos: via de regra s&o acondicionados na forma

liquefeita, comprimida ou em tubulagbes.

Existem duas classes de gases, 03 comburentes: aqueles que
possibilitam a existéncia da combustéo.Exemplo: oxigénio; os gases ineries:
servem para suprimir a combustdo, s&o os agentes extintores. Exemplos: gas

carbbnico e nitrogénio,

Em caso de incéndio de pequeno porte: deve-se seguir corretamente as
instructes de uso do extintor; ter sempre os extintores em local livie e néo
distantes mais do que a 1 metro do piso.Apds o uso do extintor, notificar ¢ servigo

de seguranga para recarregamento.

Em caso de incéndio de grande porte, procurar manter a calma e dar o
alarme, desligar imediatamente a capela e fechar as saidas de gas; fazer a

evacuagao com calma; em caso de fumaca, ande o mais rente possivel do piso.
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22142

Substancias inflamaveis e solventes em geral

Segundo a National Fire Protection Association (NFPA-USA), sao

considerados liquidos inflamaveis os gue nas condi¢des normais de temperatura e

presséo tém ponto de fulgor abaixo de 93°C. Dividem-se nas seguintes classes:

abaixo de -4°C

éter, gasolina

entre 4°C e 21°C

alcool etilico, toluol

entre 21°C e 93°C

guerosene e aiguns 6leos

22143

Tabela 2 Classes de Incéndios

Cuidados no Manuseio de inflamaveis

Ao trabalhar com solventes em geral, deve-se seguir as seguintes

recomendacoes: trabalhar em iocais ventilados, trabalhar longe de fontes de calor,

utilizar capelas, utilizar mascara adequada, sinalizar o locai de frabalho, conhecer

a localizagao dos extintores de incéndio.
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22144 Cuidados na estocagem e transporte

O transporte de substancias inflamaveis requer planificacdo e
aparelhagem apropriadas. Além da necessidade de embalagem adequada para
prevenir rupturas ou guebras, torna-se necessario que 0s corredores por onde se
movimentam tais materiais estejam livres de objetos que possam interferir no

transito.

Em todos os casos de armazenamento de produtos inflamaveis, deve-

se proporcionar ventilacdo adequada e sistemas de extingdo de incéndios

apropriados aos compostos estocadoes.

Nos focais onde se armazena inflamave! deve-se coiocar avisos de

adverténcia, tais como: Nao Fumar/Acesso Restrito/Qutros.

No manuseio de inflamaveis deve-se ter em mente a produco de

eletricidade estatica, que ocorre pela movimentagdo de corpos com atrito.

No interior do ambiente de trabalho estocar o minimo necessario, em

armarics especificos ou em equipamentos de refrigeraco devidamente protegidos

e aterrados.

71



22145 Descarte de Inflamaveis

Deve-se ter nos laboratérios, recipientes adequados para o descarte de
liquidos inflamaveis (existem varios no mercado). Durante todo o expediente, 0s
residuos devem ser descartados nesses recipientes de seguranga € nunca
lancados diretamente na pia. Apos © enchimento desses coletores, o dérgéo
encarregado dessa atividade deve providenciar a sua troca por oulro recipiente

vazio.

22146 Incéndios

Avisar imediatamente o pessoal que esta proximo do fogo. Iniciar o
mais rapidamente possivel o combate as chamas, utilizando extintor de CO2.
Avisar imediatamente o servicc de seguranca efou ligar para o corpo de

bombeiros, cujo telefone deve estar sempre em local visivel e de facil acesso.

2.2.1.5 Mapa de risco

Mapa de risco é a representacao grafica de um conjunto de fatores
presentes nos locais de trabalho, capazes de acarretar prejuizos a saude dos
trabalhadores: acidentes e doencas do trabalho.E uma ferramenta que nos
permite a reunido programada de dados gue expressam a situacdo relacionada

com os fatores de risco presentes nos postos de trabalho. (TEIXEIRA,2000)
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As instrucbes para sua elaboragdo constam da NR-5, que trata da
CIPA. Algumas criticas se iem feito em relac&o as dificuldades de se estabelecer o
limite de nocividade do trabalho devido os variados tipos de substancias utilizados
{segundo a OIT, s&o cerca de 80.000) e o peuco conhecimento dos efeitos destas
substancias interagindo com outros fatores como calor, ruido, fumo. Ainda séo
poucas as empresas habilitadas para realizar avaliagbes ambientais confiaveis. As
suscetibilidades individuais n&c podem ser ignoradas quando comparadas com 0s
limites de toleréncia com sinais e sintomas de sensibilizacdo a algum agente

NoOGcIvo.

2.2.2 Roteiro de elaboragaoe

A construgéo do roteiro devera seguir duas etapas: O levantamento e
sistematizacac do processo de producgdo e o preenchimento dos documentos da

norma regulamentadora NR-5. (MATTOS, 1993)

O levantamento de dados sobre o processc de trabalho, eguipamentos
instalacbes, residucs, equipes materiais e riscos identificados serd elaborado em

seis documentos:

1.Fluxograma de producio, que € a representacdo grafica das rotinas
de trabalho,com a descricdo dos principais passos executados na execucio dos
exames. 2.Descricdo de equipamenios e solugbes. 3.Descricio dos produtos

materiais e residuos. 4.DescricBo das equipes de irabalho. 5.Descricdo das
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atividades dos trabalhadores. 6.Documentc que sintetize 0 quadro das condi¢cdes
de trabalho sob o ponto de vista de grupo de risco, fontes,doenca de trabalho e

sintomas.

A segunda etapa consiste no preenchimento dos documentos da NR-5.
Esta consiste na representacio grafica através de circulos feita sobre o layout do
local de trabalho.Nestes devera estar discriminado a que grupo perience o risco
de acordo com as cores padronizadas; o numero de trabalhadores expostos ao
risco, 0 qual devera ser anotado dentro do circulo. A especializacdo do risco; a
identidade do risco, representada de acordo com a gravidade.

O grau dos riscos sera determinado pelo didmetro dos circulos dentro
da planta baixa. Gravidade pequena, didmetro 1, gravidade média, didmetro 2,
gravidade grande didmetro 3.Quando houver no mesmo local, riscos diferentes,

estes serdo representados no mesmo circulo, dividindo-se em setores

correspondentes.

| AMARELO: Ergondmico

Figura 8 Mapa de risco - cores
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A NR-5 classifica os riscos ambientais em cinco grupos:

Grupo 1: Riscos fisicos: Ruido, vibragdo, radiacdes, pressdes

anormais,frio, calor, umidade.

Grupo 2: Riscos quimicos: Poeira, fumos, névoas, vapores, gases,

neblina, produtos quimicos em geral.

Grupo 3: Riscos biolégicos: Virus, bactérias, protozoarios, fungos,

parasitas, insetos.

Grupo 4: Riscos ergondmicos: Esforgo fisico intenso, posturas
inadequadas, controle rigido de produtividade, treinamento inadequado, ritmo
intenso, alta responsabilidade, trabalho notumo, jornadas prolongadas, monotonia

e repetitividade, outras situagbes causadoras de stress fisico ou psiquico.

Grupo §5: Riscos de acidentes: Arranjo fisico deficiente, maquinas e
equipamentos sem prote¢do, ferramentas inadequadas ou defeituosas,
eletricidade, perigo de incéndio ou exploséo, transporte de materiais, edificaces,
armazenamento inadequado, acidentes com animais pecgonhentos, iluminacao

deficiente, sinalizacao.

2.3 Equipe de Trabalho

Nao somente 0 coordenador e todo o pessocal do laboratdrio devem

conhecer 0s riscos envolvidos, mas todos devem estar diretamente interessados @
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envolvidos na promocdo de condigcdes seguras. Quando ndo existir métodos
descritos, o trabalho deve ser supervisionado por um responsavel que conhega ou
possa avaliar os riscos envolvidos em uma operacéo rotineira ou emergencial. Um
consultor geral deveria ser indicado para dar suporte de informagdes e superviséo
geral e, pelo menos, analisar criticamente os procedimentos utilizados nos
laboratérios como uma pessoa externa ao grupo. A experiéncia mostra que esta
visdo dissociada do grupo de trabalho € indispensavel como elemento facilitador
da andlise de riscos simples que possam ser negligenciados. (GASSE JUNIOR,
2001) E necesséria a perfeita integracdo entre coordenacio, equipe de trabalho e

o periciado que ira fornecer material para as amostras em casos forenses.

2.3.1 Padronizagdo de procedimentos

Os laboratorios de pesquisa, sobretudo os de prestac@o de servicos em
analises de rotina deve adotar as boas praticas de laboratdrio como base de seu
funcionamento. Em ambos os casos haverd sempre a participacdo de um
responsavel que estara encarregado de supervisionar os procedimentos adotados,
estabelecendo metodologias, orientando a manipulacéo de produtos perigosos e
treinando os participantes nas praticas rotineiras € emergenciais. O uso de
acessorios de protecdo individual e coletiva, como aventais, luvas de
procedimentos, oOculos ou mascaras, barreiras de protegcdo contra radiacao,

forragéo descartavel de bancadas, deve ser obrigatério.
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Os laboratoérios devem adotar protocolos de metodologia apos testes de
sua eficiéncia e reprodutibilidade. Recomenda-se que os métodos padronizados
sejam organizados em formulério e fichario apropriados, de facil identificagdo em
seus diversos topicos, prevendo revis@o e atualizacio periddicas. E recomendado
também gue os procedimentos de seguran¢a e de emergéncia sejam dispostos
em locais de facil consulta e leitura, como em capelas de ensaios quimicos e de
fluxo laminar, e junto a nichos de descarte de material bioldgico ou radioativo. Tais
protocolos devem ser de livre acesso aos participantes permanentes e eventuais

do laboratorio.

Em procedimentcs gue envolvem riscos de contaminagadc ou
desperdicic de material perigoso recomenda-se a elaboracdo de uma folha de
verificac@o ao se planejar os experimentos, assinalando cada etapa realizada
durante a sua execugdo. O de fazer dupla verificacdo das etapas executadas
também ¢ altamente recomendado para evitar falhas e repeticies desnecessarias
de ensaios. Apo6s 0s procedimentos os locais e os instrumentos deverdo ser

adequadamente higienizados e, conforme ¢ caso, esterilizados.

Se necessario, criar areas de circulagao restrita para manipulagdo e/ ou
descarte de microrganismos, de material geneticamente modificado, de fluidos

fisiologicos, de tecidos e 6rgéos de plantas e animais.
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2.3.2 Treinamento de pessoal

As informacdes sobre a seguranca e o treinamento preliminar do
pessoal devem ser, a principio, conduzido pelo responsavel do setor. Entende-se
que cada novo componente de um laboratério seja minimamente orientado para

evitar ocorréncias de perigos por conduta laboratorial inadequada.

Os procedimentos de boas praticas de laboratério devem ser fornecidos
aos novos integrantes do grupo. Um treinamento geral deve ser programado com
0s novos componentes de um laboratério ou de um setor no ambito da unidade,

com periodicidade pré-estabelecida.

Na divisdo de atribuicbes de um setor, todos devem ter conhecimento
dos encaregados pela execugdo de tarefas especificas vinculadas a
biosseguranca. A auséncia de uma pessoa deve ser coberta por outra igualmente

habilitada na realizagdo das tarefas.

Documentar, um dos principais pontos de sustentac&o dos sistemas de
qualidade reside na documentacdo de todos os procedimentos realizados em
setores de prestacdo de servigo e de pesquisa. Para tanto é necesséario organizar
e manter um rigido controle sobre a entrada e a saida de material biolégico.
Nesses registros devem constar as datas, os nomes dos fornecedores ou
receptores, quantidade, local de armazenamento, temperatura de conservacéo,

nome de quem efetuou a manipulagdo. Este tipo de procedimento permite a
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rastreabilidade dos produtos e rejeitos em caso de acidentes, facilitando as

medidas corretivas.

Convém reforgcar a necessidade de manter os registros dos
experimentos realizados no local de trabalho. Cadernos de notas de laboratdrio e
livros de uso de equipamentos sdo documentos que nao devem circular com o0s
usuarios dos laboratorios, biotérios e setores que manipulam material bioldgico,

pois seréo importantes na rastreabilidade de erros e falhas seguranca.

2.3.3 Gestdo da qualidade e biosseguranga

A abordagem da qualidade, em qualquer area de prestacio de servigos
e de produgdo, envolve concertos e procedimentos basicos que garaniem a
reprodutibilidade dos processos, a confiabilidade dos resultados e a seguranca do

trabalho e dos produtos gerados pelo trabatho.

Os sistemas de gestdo da qualidade, independentemente da
denominacac adotada, preconizam normas de ag¢do que devem ser de
conhecimento de todo pessoal envolvido. Quando o enfogque &€ o da
biosseguranga, beas praticas de laboratdric s80 necessarias aos procedimentos
especificos para minimizar os riscos de acidentes pessoais e de contaminacéo,
ambiental. A meta é atingir o risco zero em acidentes. Para tanto & imperioso
assumir programas de treinamento para a conscientizacdo e o0 efetivo

engajamento nas normas de seguranca. A preccupacdo com biosseguranca deve
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ser um dos objetivos fundamentais da gestdo de qualidade. E parte importante do
sistema e polilicas para a qualidade de um laboratério. Uma forma de se
conseguir o engajamento de todos os envolvidos é através da adogéc de boas
praticas laboratoriais que envolveriam a adogcdo também de acdes diretas e a

promocao de medidas em prol da biossegurancga.

2.4 Riscos Quimicos

O estudo e conhecimento dos riscos quimicos sdo muito importantes,
pois os acidentes de laboratérios com substancias guimicas s&o os mais comuns

e bastante perigosos.

Cuidados e precaugfes devem ser tomadas no manuseio, transporte e
preparagdo das solugbes e reagentes quimicos. Além dos cuidados na
conservagéo, a utilizacéo de protecdo adequada deve ser observada para evitar
riscos. A obediéncia das normas de seguranca € fundamental para evitar

acidentes de trabalho. (TORREIRA,1999)

De forma didatica, os riscos quimicos podem ser classificados por grau
de periculosidade, em contaminantes do ar, substancias téxicas, explosivos,

irritantes, oxidantes, corrosivas, volateis, inflamaveis e cancerigenas.
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2.4.1 Contaminantes do ar

Os contaminantes do ar sdo: poeiras, fumos, fumagas, aerossdis,
neblinas, gases asfixiantes, gases iritantes e vapores. Podem ser gerados
durante a manipulacdo de centrifugas, ultracentrifugas, incubadoras orbitais,

liofilizadores, evaporadores, homogenizadores, misturadores, moedores.

Como medida de protegdo, além do uso de aventais de manga
comprida, 6culos de seguranca e mascaras, devem ser utilizados anteparos de
acrilico ou vidro. A manipulacido de substancias volateis, geradoras de fumos e
vapores, e gases asfixiantes deve ser feita em capelas de seguranga com bom
sistema de aspirag@o e filtracdo do ar, utlizando equipamentos de protegdo
individual adequados. A manipulacdo de materiais bioldgicos, geradores de
aerossoéis durante a centrifugagio (por exemplo), deve ser realizada em camaras
biolégicas ou fluxos laminares. Dependendo do grau de risco oferecido pelo
agente infeccioso em estudo, mais equipamentos de seguranca coletiva devem

ser utilizados. {CARVALHO, 1996)

2.4.2 Substincias toxicas e altamente t6xicas

O manuseio de substancias idxicas pode causar graves danos para a

saude, portanto deve-se evitar o contato com o corpo humano. Cuidados

especiais devem ser tomados com as substancias de agdo cancerigena e
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teratogénica ou que predispde a risco de alteragbes genéticas (exemplo, brometo

de etideo, acrilamida, solventes organicos, entre outras).

2.4.3 Substancias explosivas

As substancias explosivas devem ser armazenadas em local ventilado,

isolado da agéo do fogo, calor e faiscas. Deve-se evitar choques.

2.4.4 Substancias irritantes e nocivas

Sé&o possiveis causadores de danos para a satide em caso de utilizacdo
inadequada. Para algumas substancias ndo € possivel descartar totalmente uma

acao cancerigena, alteracdo genética ou teratogénica.

Tomar precaugbes evitando contato com o corpo humano e também a
inalagdo de vapores. Devem ser utilizados os EPI e EPC adequados a0 trabaiho

com essas substancias.
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2.4.5 Substancias Oxidantes

Evitar qualguer contato com substancias combustiveis que possam
desencadear incéndio de dificil extingdo. O uso de equipamentos e materiais de

protecéo & fundamental para a seguranga do operador.

2.4.6 Substancias corrosivas

Evitar contato com os olhos, pele € a roupa mediante medidas de
protecdo especiais. Proteger a arvore respiratéria utilizando méscaras com filtros
especificos. Cuidados devem ser tomados na manipulacdo dessas substancias

devido ao seu efeito teratogénico e cancerigeno.

2.4.7 Liquidos e substancias voiateis

Manipular com muito cuidado evitando a inalagdo. Sempre manipular em
capela de ar forcado ou exaustdo e manipular com equipamentos de proiecdo

adequados.



2.4.8 Substancias inflamaveis

Manipular longe de chamas ou emissores de calor e centelhas.
Quando volateis, manipular com prote¢io adequada e em capela de ar forgado ou
exaustdo. Todas estas substéncias devem ser adequadamente identificadas.
Normalmente nos rotulos do fornecedor existe uma adegquada instrucdo no
manuseio, com identificacio pertinente. Cuidados na manipulacgéo das substancias
sdlidas inflamaveis. Na friccdo: fésforo branco, vermelho, amarelo, perssulfato de
fosforo.Na exposicdo ao ar, boro, carvac vegetal, ferro pirofosférico, fésforo
branco, vermelho e amarelo, hidratos, sodio metalico, nitrato de calcio e pd de
zinco.Na absorcao de umidade: céicio, carbonato de aluminio, hidratos, magnésio
finamente dividido, oxido de calcio, peréxido de borio, pd de aluminio, pd de zinco,
potassio, sédio, sulfeto de ferro. Na absorgio de pequena guantidade de calor:
carvéo vegetal, dinitrobenzol, nitrato de ceiulose, piroxilina, pd de zinco.

(TEIXEIRA, 1996)

2.4.9 Classificagio dos agentes quimicos
Ter sempre em mente gue toda substancia quimica € um risco em

potencial, € interessante basear-se em alguma classificacio do grau de risco. Ao

final no anexo encontra-se uma relacio da Classificacao de Agentes Quimicos da
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National Fire Protection Association - NFPA 704-m / USA segundo seus graus de

risco.

2.4.10 Seguranga no preparo de solucdes

Alguns cuidados devem ser adotados para uma preparagio segura de

solucdes:

Fazer uma leitura prévia das caracteristicas da substancia que esta
manuseando; utilizar sempre, EPI especifico;a vidraria utilizada no preparo de
solugbes deve ser de boa qualidade, de preferéncia de vidro boro-silicato; usar
sempre, bastdo com protecdo de borracha, teflon ou plastico, para evitar trincar o

vidro.

Nao usar vidraria que esteja trincada, lascada ou corroida; lembrar que
o acido perclérico € particularmente perigoso porque explode em contato com
materiais organicos. Evite o contato com mesas ou bancadas de madeira.
Mantenha os frascos de acido perciérico em bandejas de vidro ou ceramica que
tenham um volume suficiente para conter ¢ volume do frasco em caso de derrame.
Utitizar sempre, bancada de ago inoxidavel, nunca aspirar substancias quimicas
pela boca, utilizar péras de borracha ou pipetadores automaticos; néo utilizar

vidraria para uso pessoal.

UNICAM?
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTF
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2.4.11 Nogoes de toxicologia - Riscologia quimica

Deve estar a disposicdo e de forma de facil o acessc a informagdes
especificas a respeito de procedimentos de emergéncia em caso de intoxicagbes.
A existéncia de fichas de emergéncia especificas a cada produto devem ser

mantidas ao alcance do manuseador.

E importante o conhecimento das caracteristicas basicas sobre as
principais substancias téxicas e dos principais meios de penetracac das

substancias quimicas no organismo, a saber:

2.4.11.1 Inalagéo

Maior grau de risco devido a rapidez com que as substancias quimicas

séo absorvidas pelos pulmdbes.

A inalag&o é a principal via de intoxicagdo no ambiente de trabalho, dai
a importancia que deve ser dada acs sistemas de ventilacdo. A superficie dos
alvéolos pulmonares representam, no homem adulto, uma area de 80 a 90 m*
Esta grande superficie facilita a absorcdoc de gases e vapores, 0s quais podem
passar ao sangue, para serem distribuidos a outras regides do organismo. Sendo
0 consumo de ar de um homem aduito normal de 10 a 20 Kg/dia, dependendo
do esforgo fisico realizado, 90% das intoxica¢des generalizadas tenham esta

origem.
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24.11.2 Absorgdo
Contato das substéncias guimicas com a pele.

A absorcdo é extremamente critica quando se lida com produtos
lipossolliveis, que sdo absorvidos através da pele. Quando uma substéncia

guimica entra em contato com a pele, pode acontecer as seguintes situacoes:

A pele e a gordura protetora podem atuar como uma barreira protetora
efetiva.0 agente pode agir na superficie da pele, provocando uma irritagdo
primaria. A substancia pode combinar com as proteinas da pele e provocar uma
sensibilizacBo. A substéncia pode penetrar através da pele produzindo uma agio
generalizada. Por exemplo, no caso de contato com o gas de amodnia, pela
propriedade higroscépica do mesmo, ao contato com qualquer parte do corpo
humano, o gas tende a absorver a agua existente causando, numa primeira fase,
gueimaduras. Com agua absorvida pela aménia (NH40H) que, pelo fato de
possuir caracteristicas alcalinas, ird reagir com gorduras existentes no corpo

humano, resultando, entdo, um sabao de amonia.

2.4.11.3 Ingestdo

Via de regra, acontece por descumprimento de normas de higiene e
seguranga. Representa uma via secundaria de ingresso de substancias quimicas

no organismo, isto pode acontecer de forma acidental. (Anexo - Toxicologia)
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2.4.12 Peroxidos

Os perdxidos fazem parte de uma classe de compostos quimicos
extremamente instavel. S&o substancias explosivas, dai o cuidado no seu

manuseio, procurando-se evitar choques, atritos e ouira fonte de ignicao.

Alguns peroxidos sd@c mais sensiveis ao choque do gque alguns
explosivos primarios como o TNT (trinitrotolueno). Os perdxidos tém uma meia-
vida especifica ou um grau de decompoesicao que varia com as condigbes de
estocagem. Em geral, os peréxidos so irritantes ao aparelho respiratério, pele e
olhos. Todos os peroxidos devem ser armazenados em uma area fresca e
ventilada, isolada de materiais organicos. Os frascos devem ser devidamente

identificados.

2.4.12.1 Compostos Formadores de Perdxidos

Substéncias tais como: aldeidos, éteres, acetaio de vinilg,
tetrahidrofurano, etc., formam peréxidos explosivos quando expostos ao ar e a luz.
Existem varios testes colorimétricos para a identificacao de perdxidos em éter. Se
o liquido estiver contaminado, ele pode ser recuperado através de uma coluna
cromatogréafica de alumina, até que o teste apresente resultado negativo. Jamais
destilar éter sem antes fazer o teste de perdxido. Os frascos contendo éter etilico
devem ser datados no momento de sua abertura e mensaimente testados. Se

apresentar resultado positivo deve ser recuperado ou descartado.
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O éter etilico, éter isopropilico, éter tert-butilico, cloreto de vinilideno,
divinil acetileno; devem ser descartados entre 3 a 6 meses apds 0 inicio do seu
uso. O tetrahidrofurano, dioxano, ciclohexano devem ser descartados entre 6 ¢ 12

meses apos o inicio do seu uso.

2.4.12.2 Cuidados no manuseio de peroxidos

O uso de peroxidos deve ser limitado a quantidade minima necessaria.
Qualguer respingo de perdxido deve ser imediatamente limpo. Espatulas de metal
ndo devem ser usadas para manusear peroxidos; e sim, de madeira ou ceramica.
Evitar fontes de calor, Solugdes de perdxidos devem ser armazenadas em frascos
de palietileno com tampas esmerilhadas, jamais frascos de vidro. Evitar qualquer

tipo de impacto tais como, moagem, friccéo, etc.

Para minimizar a decomposigao, os perdxidos devem ser estocados em

temperaturas baixas, de acordo com a sua solubilidade e ponto de congelamento.

2.4.12.3 Descarte de Peroxidos

2.412.31 Pequenas Quantidades

Os perdxidos devem sempre ser descartados na forma diluida e nunca
pura. Peguenas quantidades (25 gramas ou menos), geralmente sao descartadas
apods diluicdo com agua para uma concentragidc de 2% ou menos, e entdo

transferidos para um frasco de polietileno contendo uma solugdo aquosa de um
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agente redutor, tal como sulfato ferroso ou bissulfito de sodio. Dessa forma, o
material pode ser manuseado como rejeito quimico, mas nunca misturado com

oufros rejeitos.

2.412.3.2 Grandes Quantidades

Quantidades maiores (acima de 25 gramas) reguerem manuseio
especial, sendo cada caso considerado separadamente. Nunca se deve langar

perdxido diretamente na pia.

2.4.13 Produtos Corrosivos

Entre os produtos quimicos corrosivos est3o incluidos principalmente os
acidos, anidridos e alcalis. Eles geraimente desiroem seus recipienies e
contaminam a atmosfera da drea de armazenagem. Alguns sdo volateis, outros
reagem com sulfetos, sulfitos e cianetos, liberando outras substancias toxicas. Os
recipientes de produtos corrosivos devem ser cuidadosamente manipulados,
conservados fechados e devidamente efiquetados. Tanto os acidos quanto os
alcalis causam sérias queimaduras e danos aos olhos, portanto deve ser usada
protecdo na forma de luvas, aventais e 6culos, quando manusear tais produtos,

seja dentro do laboratdrio ou na area de armazenagem, isto &, em almoxarifados.
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2.4.13.1 Cuidados no Manuseio de Produtos Corrosivos

O piso dos locais de manipulagdo de produtos corrosivos deve ser
conservado o mais seco possivel.Quando diluir acidos com agua, este devera ser
adicionado & agua, lentamente, agitando continuamente a mistura; a agua nunca

devera ser adicionada ao acido.

O derrame ou escape de liquidos corrosivos ndo deve ser absorvido por
meio de serragem, estopas, pedacos de pano ou outro material organico. Deve-se

neutralizar com cal ou absorvé-lo com granulado absorvente.

Em caso de contato fisico, deve-se lavar abundantemente com agua

corrente e procurar imediatamente socorro medico.

2.4.14 Substéincias quimicas de uso em biotecnologia

Inumeros produtos utilizados em biotecnologia sdo toxicos ou requerem
cuidados especiais de manuseio. Muitos solventes, tais como o cloroférmio, ©
isobutanol, n-butanol, formaldeido, éter, podem produzir vapores que podem ser
inalados. Outros reagentes s@o potencialmente cancerigenos ou mutagénicos,
como por exemplo o brometo de etideoc ou a formamida e devem ser manipulados
com cuidados e com protecéo adequada. Uma das regras basicas devido a esta

presenca de inimeros toxicos € nunca efetuar a pipetagem com a boca.




2.4.14.1 Acrilamida

Na temperatura do seu ponto de fusdo ou sob acdo dos raios UV,
polimeriza-se espontaneamente. E um produto téxico por inalagéo contato com a
pele ou por inalacdo Deve ser manipulado em um lugar livre correntes de ar e ©
recipiente deve ser mantido fechado sempre gue possivel. Usar EP! (bculos,
mascara, avental e luvas). Deve ser estocado em pequenas quantidades, ao
abrigo da luz e afastado de substancias basicas ou acidas(COSTA,1996) e
também catalizadores de polimerizacdo e aceleradores,cobre, lataobronze e
aluminio. (CARVALHO, 1999) E considerada uma substancia potencialmente
perigosa se ndo manipulada de forma adequada.Os efeitos crénicos da exposigéo
prolongada podem provocar depressac do sistema nervoso central. Esta

substancia € suspeita de ser carcinogénica para 0 homem.

2.4.14.2 Aldeido Formico

Substancia extremamente reativa, polimeriza-se facilmente. Evita-se a
polimerizacdo com a adigao do metanol. As solugdes de aldeido s&o corrosivas
para a maioria dos metais, exceto aco inoxidavel e aluminio. Forte irritante de
pele, olhos e mucosas respiratdrias. Caustico por ingestdo. Sua utilizacdo por
longos periodos leva a reacdes alérgicas. Deve ser estocado em locais ventifados

de 16 a 35 graus Celsius. Usar EPI e capelas.
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2.4.14.3 Brometo de etideo (BET)

E um poderoso mutagénico, irritante de olhos, pele e mucosas, nocivo
por inalagdo. As operactes de pesagem devem ser feitas em um ambiente sem
turbuléncias com a devida protecd@o respiratéria. Procedimentos especiais de

descontaminacac e descarte sdo necessarios. (CISTERNAS, 1999; COSTA, 1996)

Descontaminacéo do Bromeio de etideo

Descontaminacéo de solucGes concentradas:(Lunn and Sansone)
e Adicione agua para reduzir a concentracéo até < 0.5 mg/mi

» A solugido restante adicione 0,2 de volume de acido hipofosforoso
fresco a 5% e 0,12 de volume de nitrito de sédio a 0.5 M. Mexa
cuidadosamente e cheque se o pH da solugdo € inferior 2 < 3. O acido
hipofosforoso € normalmente oferecido em solugdes de 50% de
concentracdo, que € corrosivo e deve ser manipulado com cuidado.
Para estar fresco deve ser diluido imediatamente antes do uso. A
solugdo de nitrito de sddio (0.5M) pode ser preparada pela dissolugdo

de 34.5g de nitrito de sodio em agua até o volume de 500mi.

= ApGs a incubacdo por 24 horas a temperatura ambiente, adicione uma
grande quantidade de bicarbonato de sédic a 1M. A solugdo pode entac

ser descartada (SAMBROOK,1889).



Descontaminagdo de solugbes concentradas (Quillardete Hofnung)

s Adicione agua suficiente para reduzir & concentracdo de brometc de

etideo a < 0,5 mg/ml.

« Ao resultado desta solucgdo, adicione 1 voiume de KmnO4 a 0.5 M.
Misture cuidadosamente, e adicione 1 volume de HCI a 2.5 N. Deixe a

solucado repousar a temperatura ambiente por varias horas.

s Adicione 1 volume de 2.5 N de NaOH. Mexa cuidadosamente e descarte

a solucdo.

Existem também procedimentos especificos para descontaminacao de
solucdes diluidas de brometo de etideo (por exemplo a encontrada no buffer da

eletroforese que contém brometo na concentracao de 0.5 ;z g/mi).

2.4.14.4 Cloreto de litic

Produto extremamente higroscdpico, irritante para pele, e olhos. Usar

luvas e oculos de protecgio.

2.4.14.5 Cloroférmio

Irritante para a pele, para os olhos e anestésico na concentragio de
inalacdo de 1 a 2 %. Sua exposigdo prolongada pode provocar riscos a saude.

Estocagem em lugares ventilados, longe de bases e principalmente acetona. Na
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sua utilizacdo usar luva de poli dicool vinilico e dculos de protecdo. (COSTA,

1996)

2.4.14.6 Fenof

Téxico quando em contato com a pele e por ingestdo. Provoca
gueimadura quimica. Em caso de contato com a pele, lavar abundantemente com
agua corrente. Estocar ao abrigo da luz solar, longe de produtos oxidantes. Na sua

manipulacio utilizar luvas de polietileno ou neoprene e 6culos de protegao.

2.4.14.7 Formamida

Forte irmitante para olhos e para a pefe. Na sua manipulagéo em capelas

utilizar fuvas e 6culos de protecio.

Todos o0s procedimentos que envolvam a manipulacdo destas

substancias toxicas deveriam ser realizadas em cabines de seguranca quimica.

(CARVALHO, 1999).

2.4.15 Desinfecgao e disposigao

Esterilizacdo, desinfecggo, e anti-sepsia s&o iodas as formas de
desinfeccéo. Esterilizacéo implica na morte de todos os organismos. Desinfeccéo

recorre ao uso de agentes de antimicrobial em objetos inanimados; seu proposito



é destruir todo o ndo esporo que forma organismos. Anti-sepsia € a aplicagdo de

uma substancia quimica de antimicrobial liquida a um tecido vivo.

2.4.15.1 Desinfetantes quimicos

E importante escolher um desinfetante que efetivamente foi provado ser
efetivo contra o organismo que é usado. Desinfetantes quimicos podem ser

divididos nas seguintes categorias seguintes:

Esterilizador ou esterelizante: destruira todos os microorganismos que

incluem bactérias e esporos de fungos em superficies inanimadas.

Desinfetante: destruird ou inativara irreversivelmente virus especificos,

bacteérias, e fungos patogénicos, mas nao esporos bacterianos.

Desinfetante de hospital agente mostrado para ser efetivo contra S.
aureus, S. choleresis e aeruginosa. Pode ser efetivo contra M. tuberculose, fungos
patogénicos ou virus especificamente conhecidos. (UNIVERSTY MARYLAND...,

2000)

2.4.15.2 Desinfetantes comumente usados no laboratéric

Dentre os compostos quimicos que s&o utilizados podemos citar: os
alcoois, formaldeido, glutaraldeido, compostos liberadores de cloro, fendis

sintéticos, compostos de amdnio quaternario, iodoéforos e outros.
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241521 lodofor

A diluicdo recomendada € de 75 ppm, ou aproximadamente 4.5 agua de
mifpor litro. E efetivo contra bactérias vegetativas, fungos, e virus. Efetividade
reduzida por matéria organica (mas nao tanto quanto o hipoclorito). Se maniém
estavel se armazenamento resfriado e bem fechado. Se sua cor da solugéio for
marrom ou amarela, ainda esta ativo. Relativamente inofensivo a humanos. Atua
por oxidacdo e substituicdo por iodo livre. Atividade eficaz contra bactérias gram-
negativas. Necessita de dois minutos de contato para liberagéo do iodo livre. E
alterado pela presenca de mateéria organica. (SOQUZA, 1998) Os iodéforos
constituem uma combinacao entre o iodo e um agente solubilizante ou carreador.
O complexo resultante fornece um reservatério de iode que é liberado em
pequenas quantidades na solucdo aquosa. O composto mais conhecido € o

polivinilpirroiidona-iodo (PVP-I).

Os ioddforos tém atividade contra bactérias na forma vegetativa,
incluindo micobactérias, fungos, virus lipofilicos e hidrofilicos e para esporos

bacterianos. A atividade esporadica pode requerer tempo de contato prolongado.

O mecanismo de acdo do iodo se deve a atividade de ruptura de
estruturas de proteinas e de acidos nucléicos e a interferéncia na sintese protéica.
Os ioddforos s@o rapidamente inativados por proteinas e por substancias plasticas

e detergentes nado idnicos.

Utilizam-se como anti-septicos, como alternativa para situacbes gue se

necessita agéo rapida e de amplo espectro. Na desinfeccdo de ampolas, vidros,
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termdmetros, estetoscopios, superficies externas e metalicas de equipamentos.
Utiliza-se também em superficie de equipamentos relacionados a alimentos. Nao
se deve utilizar em metais sensiveis oxidagdo (cromo, ferro, aluminio, e outros) e

em materiais que absorvem o iodo e mancham, como 0s plasticos.

As formulagbes anti-sépticas contém 1% de iodo disponivel em base
acida ou aguosa. Produtos para escovacdo cirurgica contém 0,75% de iodo.
Solucdes diluidas possuem atividade mais rapida de que as concentradas. A
razdo para tal ainda ndoc estd conhecida, supbe que a ligagdo do polimero
carreador ao iodo esteja mais fraca disponibilizando o iodo livre. Portanto, as

diluicbes devem ser adequadamente feitas para uso adequado.

Devido & baixa toxicidade, e uso abundante, deve se precaver devido a
atividade irritante para os olhos e em menor extensao a pele. Cuidados sempre

devem ser tomados, pois algumas pessoas desenvolvem hipersensibilidade ao

iodo.

241522 Hipocloritos

A diluigdo de trabalho é 1:10 a 1:100 em &gua & efetivo contra
bacterias vegetativas, fungos, a maioria dos virus a diluicdo de 1:100. Efetivo
também contra esporos bacterianos na 1:10 diluicdo, € um produto muito
corrosivo. S8o0 considerados oxidantes fortes. (CARVALHO, 1999) Rapidamente

inativado por matéria organica, as solucdes se decompdem rapidamente; para
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evitar este inconveniente, as solugdes deveriam ser preparadas diariamente. As
solugbes de hipoclorito de sddio, perdxido de hidrogénio e polivinilpirrolidona
(PVP) sdo contra-indicados para artigos metélicos devido a sua agéo corrosiva
sobre os mesmoes. {BRASIL, 2000). O hipocloritc na concentragido de 1:100 age
sobre o virus da hepatite B. (GUANDALINI, 1999) Os compostos liberadores de
cloro ativo séo utilizados na desinfeccéo em diversas; dreas do laboratorio. Os
mais comuns s&0 0S inorganicos: hipoclorito de sédio. calcio, litio e 0s organicos:
acido dicloroisocianurico e seus sais sodicos e potassico e o acido

tricloraisociandrico.

Estes compostos s&0 ativos contra bactérias na forma vegetativa, gram-
positivas e gram-negativas, ativos contra micobactérias, esporos bacterianos e de
fungos, virus lipofilicos e hidrofilicos. Em altas concentragdes apresentam efeito

letal para os prions.

A forma ativa & o acide hipocioroso (HOCI), que se forma em solucdes
com pH de 5.0 a 80. O ion hipocloritc (OCI-), que predomina nas solucdes
alcalinas fortes, constitui a forma menos ativa. A eficacia do cloro decresce com ¢
aumento de pH e vice-versa. O mecanismo de acdo do cloro ativo ainda ndo é
bem conhecido, acredita-se que o cloro se combina com as proteinas de
membrana celular formando compostos {oxicos que inibem a atividade de enzimas

assenciais.
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Os compostos liberadores de clorc reagem rapidamente com a matéria
organica, incluindo sangue, fezes e tecidos. Sua atividade reduz

significativamente, e de forma proporcional a presenca de matéria organica.

Desta forma a quantidade de cloro disponivel deve ser elevada nos
processos de desinfecgdo para poder suprir a demanda necessaria para destruir

OS microorganismaos.

Os hipocloritos s&c instaveis e incompativeis com detergentes
catibnicos, a sua estabilidade depende de fatores como concentragso,
temperatura, pH, luz e presenca de metais. Solugdes concentradas (100.000 ppm
de cloro ativo) s&o mais instaveis do que as diluidas. Altas temperaturas reduzem
a estabilidade. O pH baixo favorece a acao microbicida destes compostos, mas ©
tornam mais instaveis. O armazenamento deve ser feito de forma tamponada em
pH ailto, de forma que ao diluir, 0 pH diminua e se tormme mais ativo. A
decomposicao fotoquimica ocorre na presenga de ions, metais pesados, cobalto,

manganés, niquel e ferro, produzindo cloreto e oxigénio.

Os hipocioritos s&o corrosivos para metais. Os objetos de prata € de
aluminio sao os mais afetados, mas o hipociorito ataca tambem o aco inoxidave!

em altas concentracges.

A aplicagéc destes compostos liberadores de cloro ativo tém ampla
aplicacdo como na desinfeccdo em geral de objetos e superficies inanimadas,
inclusive as contaminadas com sangue, e ouiros materiais orgénicos e para

recipientes de descarte de materiais. Utiliza-se na desinfecg@o de materiais
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supercriticos nado metalicos e artigos de latarias ¢ também € recomendado na
desinfeccado de agua para consumo humano e para processos industriais, dgua de

piscinas e alimentos.

A solugdo de hipocloriio disponivel se apresenta na concentracio de
5%, como reagente quimico e de 2% como agua sanitaria. Os hipocloritos de
calcio e litio sao compostos sélidos e os isociandricos s&o comercializados na

forma de p6, contendo detergentes.

O uso deve ser feito nas concentragbes de 1.000 ppm por 10 minutos
de contato para desinfeccdo e descontaminacdo. Para desinfecgdo em latarias
200 ppm, por 60 minutos; para desinfeccdo de material de inaloterapia e
oxigenioterapia ndo metalicos, 200 ppm, por 60 minutos e para desinfecgio de
artigos semicriticos, 10.000 ppm, por 30 minutos e em recipientes de descarte de

materiais, 10.000 ppm.

Os compostos liberadores de cloro sdo toxicos, causam imritacdo na
pele e nos olhos. Nas mucosas causam irfitagdo € corrosao. A inalagéo do acido
hipocioroso provoca tosse e choque, podendo causar irritacdo grave no trato

respiratério.

241523 Alcoois {etilico, isopropilico)

A diluicdo efetiva é 70-85%. Efetivo contra um largo especiro de

bactérias e muitos virus. Sua acdo rapida, ndo deixa nenhum residuo, ndo é
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corrosivo. Nenhum possui efeito efetivo contra esporos bacterianos N&o sdo
efetivos em presenca de materia organica,sdo pobres agentes de limpeza de
artigos e superficies. Agem por desnaturacdo de proteinas e como solvente de
gorduras. (GUANDALINI, 1999) razdo pela qual os alcoois absolutos sdo menos
efetivos. Pode ser usado associado a glicerina a 2% para evitar o ressecamento
da pele e a evaporacdo rapida do alcool, ou associado ao iodo a 0,5 a 1,0%.
Neste caso pode provocar lesdes irritativas com a formagac de eritemas, vesiculas
e pustulas. (CARVALHO,1998) O alcool etilico a 70 ou 77% pode ser utilizado na
desinfeccdo de superficies fixas e artigos, deve ser friccionado por 10 minutos em
trés aplicagbes apds a limpeza prévia da superficie com agua e sabao.
(GUANDALINI, 1999). Atuam provavelmente inibindo a divisdc celular por interferir

na producac de metabdlicos essenciais.

O etanol é o mais empregado no Brasil, como desinfetante e na
descontaminacéo de superficie de bancada de fluxo laminares, equipamentos de
grande e médio porte e para anti-sepsia das maos e de muitos equipamentos de
uso meédico. O isopropanc! também pode ser utilizade com a mesma eficacia. A
concentracdo recomendada é em torno de 77% volume/volume o que corresponde
a 70% em peso. A adicdo de iodo na proporcio de 0,5% a 1% plv a solugbes de

70% em peso incrementa a atividade e acrescenta acao residual a estas solugdes.

O alcool por ser volatil e inflamavel deve ser cuidadosamente utilizado,
pois & irritante aos olhos e é considerado toxico. A aplicagde freqlente produz

iritacao e ressecamento da pele.
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241524 Glutaraldeido

E considerado um desinfectante de alto nivel e como esterilizante
guimico dependendo do tempo de exposicdo a solugdo, acdo desinfectante em 30
minutos e esterilizante em 10 horas. (GUANDALINI, 1988) Tem como
desvantagens o fato de ser irritante aos tecidos, causar reagdo alérgica, descolorir
alguns metais, acdo corrosiva, € inativado pelo amoniaco e pelas aminas
primarias. O glutaraldeido possui amplo espectro de atividade com acdo rapida,
age sobre as bactérias na forma vegetativa, incluindo micobactérias, fungos, virus
lipofilicos e hidrofilicos e esporos bacterianos. Tem atividade esporicida mais

eficiente que outros aldeidos.

A sua acdo nas micobactérias é mais lenta. Tem maior atividade em
pH alcalino (7,5 a 8,5). Pode-se ativar o glutaraldeido com bicarbonato de sédio
0,3%, sendo recomendado o uso em uma concentracdo de 2%. A acéo do
glutaraldeido se da pela alquilagdo de proteinas contendo grupos sulfidrilas,
hidroxila, e animicos presentes nos microorganismos, alterando os acidos

nucléicos e a sintese de proteinas.

A sua aplicagdo € mais efetiva como esterilizante de materiais
cirdrgicos, como endoscdpicos, equipamentos de aspiracdo e artigos metalicos,
gue nac podem ser submetidos a métodos fisicos de esterilizagdo. Nos
laboratérios de pesquisa e ensino, a sua utilizagéo é limitada devido ao alto custo

e toxicidade.
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A concentragdo recomendada 6 a 2% em solugbes acidas, que sdo
ativadas por agentes alcalinizantes. Apos a ativagio, recomenda-se utilizar em 14

dias.

O glutaraldeido é téxico, irritantes para a pele, mucosas e olhos, mas
em menor grau que o formaldeido. Pode provocar dermatite e sensibilizacéo da

pele. O limite maximo recomendado & de 0.2 ppm.

2.4.15.25 Clorexidina

Tem grande eficacia sobre bactérias gram-positivas e boa atividade
sobre bactérias gram-negativas e virus e nenhuma sobre fungos. (SOUZA,1996)
Tem acdo imediata e efeito residual. Apresenta baixo potencial de toxidade. Em
solugdo na forma alcodlica tem ac¢do imediata, com reducdo de 85 a 95% da
microbiota da pele em uma Unica aplicacdo (GUANDALINI, 1999) por este motivo é

utilizada na concentracéo de 4% assepsia das maos .

241526 Formaldeido

O formaldeido apresenta atividade para bactérias gram-positivas e
gram-negativas na forma vegetativa, incluindo as micobactérias, fungos, virus
lipofilicos e hidrofilicos e esporos bacterianos. A atividade esporicida € lenia,
exigindo um tempo de coniatc em tormo de 18 horas para a maioria das

formulacées. O formaldeido destrdi os microorganismos através de alquilacdo dos
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grupamentos sulfidrilas de proteinas e dos anéis de nitrogénio das bases da

purina.

O formaldeido & pouco ativo a temperaturas menores que 200°C,
apresentando maior atividade em temperaturas acima de 40°C. Tem atividade
mesmo na presenca de material organico, ndo sendo inativade por materiais
naturais e sintéticos e detergentes. Se utilizado na forma gasosa, requer uma

umidade reiativa acima de 50%.

Utiliza-se o formaldeido para descontaminagio através de fumigacéo
de ambientes fechados (cabinas de seguranca, salas diversas, salas de envase,
biotérios e hospitais). Devido a sua toxicidade e por ser irritantes, ndo se
recomenda para desinfecgdo rotineira de superficie equipamentos e vidraria,
podendo ser utilizado em situacdes especiais, de acordo com 0 microrganismo
envolvido. A concentracio utilizada com formalina é de 18 ml e 35 ml de igual/m
por 24 horas. Para o paraformaldeido 4g/m a 10,5/m por 24 horas. Para
desinfecgao, utiliza-se a solucao a 4% (vlv), por 30 minutos. Para esterilizacfes,
utiliza-se a solucdo alcodlica a 8% e solugbes aquosas a 10% ou produtos

comerciais, por aproximadamente 18 horas.

Por ser altamente tdxico e seus vapores irritantes ao sistema
respiratério e para os olhos, ndo se recomenda a manipulacdo do formaldeido
sem as devidas precaugbes, principalmente devido &s reacdes de sensibilizagio e
potencial carcinogénico, a quantidade maxima recomendada na atmosfera é de 1

ppm.
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241527 Fendis

Os fendis sintéticos sdo derivados de fenol onde os atomos de
hidrogénio ligados ac anel benzeno séo substituidos por grupos funcionais (alquil,
fenil, benzil ou halogénico). Estas substituicbes aumentam a ag&o antimicrobiana
e diminuem a caracteristica irritante dos fendis. Os mais comuns s3o:

ortofenilfenol, ortofenil benzil para clorofeno e para terciario butilfenol.

A acdo é semelhante aos compostos fendlicos, mas ndo possuem
atividade biocida para esporos bacterianos e virus hidrofilicos. O mecanismo de
acdo € por ingtivagdo de sistemas enzimaticos essenciais, provocando ©
extravasamento de metabdlitos através da parede celular. A sua a¢&o € maior em
pH neutro ou ligeiramente &cido. A influéncia do pH é critica, sendo que a
alcalinidade reduz a sua eficacia. A acgado dos fendis € pouco afetada pela
presenca de matéria organica. Oleos e gorduras reduzem a sua acgdo. S&o
incompativels com detergentes catidnicos e inativados por detergentes n&o
HONicos.

Os fendis sintéticos sao utilizados para desinfeccdo de objetos e
superficies inanimadas (bancadas. pisos eic) em laboratdrios, hospitais e
biotérios, em situa¢bes onde haja necessidade de desinfeccao na presenca de
matéria organica. N&o se recomendam para artigos que entram em contato com
trato respiratério, alimentos, objetos de latex, acrilico e borracha. N&o s&o

indicados em bergarios, devido a ocorréncia de hiperbilirrubinemias em crianca.
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Por serem insoluveis em &agua, as formulagdes de fenbis sintéticos
contém tensoativos anidnicos ou sabdes e emulsificantes. A concentracao relativa
entre o tensoativo e os sabdes € critica. O produto deve ser diluido na hora do

Uso.

Por serem toxicos devem ser evitados os contatos com a pele e

mucosas. Sempre usar prote¢io adequada para a sua aplicagao.

241528 Compostos de amodnio

Os compostos de amonio quaternario s&0 agentes onde os atomos de
nitrogénio do grupo amoénio possui valéncia 5, sendo quatro dos substituintes
radicais alquila ou arila e o guinto um haleto (cloreto), sulfato ou similar. Cada
composto possui caracteristicas antimicrobianas préprias que dependem da
distribuicdo e do tamanho das cadeias dos radicais. Alguns compostos
freqentemente utilizados s&o cloretos de alquildimetilbenzilaménio, e cloretos de

dialguildimetilamdnio.

A atividade antimicrobiana € muito efetiva nas bactérias gram-positivas
e em menor grau nas gram-negativas, sendo as pseudomonas especialmente
mais resistentes. Esses compostos sdo ativos para alguns fungos e para virus
nao lipofilicos n&o apresentam acio letal para esporos bacterianos, para virus

hidrofilicos e para micobaciérias.
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A acdo é atribuida a inativagdo de enzimas responsaveis pelos
processos de producdo de energia, desnaturacdo de proteinas celulares

essenciais e ruptura da membrana celular.

Esses agentes bactericidas sdo fortemente inativados por proteinas
através de processo de absor¢do por uma variedade de materiais naturais e
sintéticos e por detergentes ndo idnicos e sabbes. Sao influenciados
negativamente pela presenga dos ions calcio @ magnésio presente na agua dura.
Podem danificar borrachas sintéticas, cimento e aluminio. O pH ideal 6 o aicalino

(9,0-10,0); valores abaixo de 7,0 sdo desfavoraveis. Possuem efeito residual.

Os compostos de amodnio guatemario sdo recomendaveis para
desinfeccdo ordinaria de superficie ndo criticas como pisos, e paredes.
Apropriados para desinfeccdo de superficie e equipamentos em todas as areas
relacionadas com alimentos. As formulagbes s@o apresentadas concentradas,
contendo mais que um principio ativo, que deve ser diluido de forma adequada.
Os compostos quaternarios séo de baixa toxicidade, por fim podem causar

irritacio e sensibilizacao da pele.

2.4.16 Produtos Quimicos incompativeis

A relacdo de produtos quimicos que, devido as suas propriedades
quimicas, podem reagir viclentamente entre si é extensa. As principais estéo

listada abaixo:
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Acetileno

‘Acido Acético

Acgdo T

Acido Perciérico

%Cforo, bromo, fitior, cobre, prata, mercurio

Oxido de cromo IV, acido nitrico, acido perclérico,

peroxidios, permanganato, acidoe acetico, anilina,
liquidos e gases combustiveis.

Acido acéi:ico, anilina, liquido e gases combustiveis

Prata, sais de merctrio

 Anidrido acético, alcoois, papel, madeira, clorato de

%potéssio, perclorato de potassio

Amoniaco

A?ﬁénio Nit}éfdw

Anilina

Eéfiiéo Ativo

: 'éianetos

Acidos, metais em po, substéncias orgénicas

Acido nitrico, perxido de hidrogénio

EHipo<:lc>rito de célcio, oxidantes

iii:idos

"Cioratos

Crome IV Oxido

%Hidrogénio Perdxido

iLiquidos inflamaveis

Mercurnio

Pe — anganatodepotass]o S

Acetileno, amoniaco

Sais de aménio, &cidos, metais em pd, enxofre

) gAcéiiiéﬁS,"Eé}&ido de hidrogénio

~ Acido acético, naftaleno, glicerina,  liquidos

combustiveis.

Fltor, cloro, bromo, peréxido de sédio

§Cobre, cromo, ferro, alcoois, acetonas, substadncias

combustiveis

~ Nitrato de amonio, perdxido de hidrogénio, acido

‘nitrico, peréxido de sédio, halogénios

Agua, tetracloreto de carbono, halogénios

Gl |cenna,et|ienog]|coi,aqdosuifuncg e

Tabela 3 Incompatibilidade entre produtos quimicos
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2.4.17 Produtos perigosos

2.4.17.1 Classificagac

Os produtos perigosos sdo classificados em nove classes de risco.
Dentro de cada uma podem existir divisbes, onde 0s produtos também sédo

agrupados pelo tipo de risco, como podemos acompanhar a seguir:

Classe 1 - Explosivos
Classe 2 - Apresenta trés divisdes:

2.1.Gases inflamaveis;
2.2 Gases nédo inflamaveis comprimidos;
2.3.Gases {oxicos.

Classe 3 - Liguidos inflamaveis
Classe 4 - Apresenia trés divisdes:

4.1.Sdlidos inflamaveis;
4.2 Espontaneamente combustiveis;
4.3.Perigosos quando molhados.

Classe 5 - Apresenta duas divisdes:

5.1.Agentes oxidantes;
5.2.Peréxidos organicos.

Classe 6 - Apresenta duas divisdes:

6.1.Toxicos:
6.7 infecciosos.

Classe 7 - Radiativos
Classe 8 - Corrosivos
Classe 9 - Miscelanea
Tabela 4 Classificag&o dos produtcs perigosos

A NRZ20e do Ministéric do Trabalho tras informacdes mais completas
sobre o assunto. Existe uma simbologia especifica empregada para identificar tais

produtos. {Ver anexoc). A cada classe e divisdo apreseniadas anteriormente no
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item Classes de Risco, comresponde um simbolo pictografico indicativo do tipo de
risco oferecido. A construgdo dos mesmos & descrita pelas normas de referéncia e

pela NBR7500- Simbologia.

2.4.18 Rotulagem

A rotulagem e a marcagdo de recipientes que contenham substancias
quimicas, por intermédio de simbolos e textos de avisos, sdo precaugdes

essenciais de seguranca.

Os rétulos ou etiquetas aplicados sobre uma embalagem devem conter
em seu texto as informacgtes que sejam necessarias para que o produto ali contido

seja tratado com toda a seguranca possivel.Exemplos de dados que devem conter

um rétulo:
« Nome do produto
« Concentracdo
- Cuidados
s Antidotos
« incompatibilidades

« Qufros

111



E prética perigosa utilizar frasco de um produto rotulado para guardar
qualquer outro diferente. Isto pode causar um grave acidente. Coiocar nova

etiqueta sobre a antiga, também o é.

Quando encontrar uma embalagem sem rétulo, ndo tente adivinhar o
que ha em seu interior. Se n&o houver possibilidade de identificacdo, descarte 0

produto.

2.4.19 Gases comprimidos

O manuseio de gases sob pressdo requer muito cuidado e atencéo,
nois qualquer defeito no equipamento pode provocar uma difusao de gases no
ambiente. O gas difundido pode ter efeitos: anestésico, asfixiante, toxico ou formar
misturas extremamente explosivas com o ar, a grande maioria dos gases séo

inodoros e incolores, dificultando assim sua rapida identificacdo.

2.4.19.1 Cuidados no Manuseio de Gases

« Procurar na literatura, informagdes sobre o gas em uso, tais como:

risco de exploséo, reatividade, toxicidade e outros.

» Jamais utilizar graxa, 6leo ou glicerina em cilindros que contenham

gases oxidantes, devido aoc risco de explosdo (oxigénio, por exemplo).

« Utilizar somente cilindros equipados com valvulas de reducéo.
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« Ao transportar cilindros ter sempre o cuidado de fechar a valvula de
saida e nunca esquecer de usar a capa de protecao e um carrinho apropriado

para o transporte.

« Sob hipdtese alguma esquecer os cilindros soltos no laboratério.
Quedas ou qualquer tipo de choque pode provocar danos na valvula e liberar o
gas com muita violéncia, arremessando o cilindro como um projétil com poténcia

suficiente para atravessar uma parede.
+ Nunca colocar cilindros perto de fontes de calor.

« Quando usar mangueiras para ligagdes, ter o cuidado de verificar as

compatibiidades quimicas com o gas, e se as ligagbes estdo bem firmes.

« Antes do uso, verificar possiveis vazamentos, utilizando uma solugéo

de sabdo nos locais a serem testados.

« Cilindros vazios devem ser estocados separadamente e devidamente

etiquetados com a inscri¢do: vazio.

2.4.19.2 Armazenamento de cifindros de gas

Tal como os reagentes, os cilindros de gas ndo devem ser
armazenados no laboratério. Quando isto for inevitavel, os cuidados acima devem

ser observados (COSTA,1986).
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O armazenamento correto, reguer local externo, amplo, coberto,
naturaimente ventilado e devidamente protegido. Devem ser observadas as

incompatibilidades quimicas entre os diversos tipos de gas.

O transporte deve ser feito em carrinhos especificos, com o cilindro

acorrentado e com o capacete de protecio da valvula acoplado.

2.4.19.3 Cores nos cifindros de gases

Nitrogénio: cinza

*

« Acetileno: bordd

« Acetileno aa: bordd com faixa amarela
« Ar sintético: amarelo

e Gas carbdnico: aluminio

» Oxigénio: preto ou verde

2.4.20 Conceito e Classificagaoc dos Gases e Vapores Toxicos

Os gases e vapores toxicos s&o classificados em:
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2.4.20.1 Irritantes

O termo gases e vapores irritantes engloba um grande numero de
substancias quimicas cuja caracteristica comum € a agao toxica que resulta num
processo inflamatdrio das superficies tissulares com as quais elas entram em

contato,geraimente afetam trato respiratério, pele e olhos.

242011 Irritantes Primarios

Quando exercem apenas agao local. Estas substancias atuam sobre a
membrana mucosa do aparelho respiratério e sobre os olhos, levando a
inflamacao, hiperemia (avermethamento), desidratac&o, destruicdo da parede

celular, necrose (destruicdo) e ao edema (inchacao).

Dentro do aparelho respiratorio, o local da acéo dos irritantes primarios
dependera da solubilidade dos mesmos em agua. Os mais soluveis s&o
absorvidos pelas vias aéreas superiores, dissolvendo-se na agua presente nas
mucosas, causando irritagdo. Os menos solGveis serdo pouco absorvidos pelas

vias aéreas superiores, alcancando o tecido pulmonar, onde produzem seu efeito.

Na exposic&o imediata ou aguda, estes agentes provocam nas vias
aéreas superiores. rinite, faringite, laringite, com quadro clinico de dor, coriza,
espirros, tosse e iritacdo. Nas vias aéreas inferiores, eles provocam: bronguite,

broncopneumonia e edema pulmonar, com quadro clinico de tosse e dispnéia.



Na exposicdo prolongada a baixas concentragbes, 0s gases e vapores

iritantes provocam: bronquite cronica, asma, conjuntivite, pterigio e queratite.
A intensidade da irritacdo dessas substancias depende de:
1. Concentracdo da substancia no ar e da duracgéo da exposi¢éo.
2. Propriedades quimicas: por exemplo, a solubilidade em agua.

3. ExposicOes repetidas: mesmo em baixas concentragbes, certos
gases irritantes provocam alterages tissulares, bioguimicas e funcionais das vias

respiratorias.

4. Fatores anatdmicos, fisiologicos e genéticos gue podem influenciar o

sitio de ag&o.

5. Interagao quimica: a inalag@c simultanea de outro agente toxico em

forma de aerossol pode modificar a toxicidade dos gases e vapores irritantes.

Os efeitos irritantes dessas substancias s&o atribuidos essenciaimente
a uma excitacdo dos receptores neurais na conjuntiva € nas membranas mucosas
do sistema respiratorio, que desencadeiam processos dolorosos e uma série de
reflexos (motor, secretor e vascular) que levam a diminuicdo na freqléncia
respiratéria e cardiaca, diminuicdo na pressao arterial @ ao espasmoe da glote, com

sensagao de sufocamento, tosse e constricio dos bronquios.

Nos puimbes, a lesdo ao parénguima provoca pneumonia. O edema
pulmonar resulta de uma mudang¢a na permeabilidade dos capilares, liberacao de

histamina, com consequente bronco constricdo e aumento na pressao dentro dos
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capilares que levam a uma transudacdo (passagem) de liquidos serosos para

dentro dos alveolos, impedindo as irocas gasosas.

Exemplos de substancias quimicas com efeitos irritantes primarios:

acidos, amodnia, cloro, soda caustica, didxido de enxofre e dxidos de nitrogénio.

242012 lrritantes Secundarios

Quando ac lado da acgdo irritante local ha uma acao geral, sistémica.
Sao substancias quimicas que, além de ocasionarem irritagdc primaria em
mucosas de vias respiratorias e conjuntivas, sdo absorvidas e distribuidas, indo

atuar em outros sitios do organismo, como sistema nervoso e sistema respiratorio.

Exemplo de substéncia quimica com efeito irritante secundario: gas

sulfidrico (H2S).

2.4.20.2 Asfixiantes

Sao substéncias quimicas que levam o organismo & deficiéncia ou

privacdo de oxigénio, sem que haja interferéncia direta na mecanica da

respiracao.

S&o subdivididas em:
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242021 Asfixiantes Simples

Sao gases fisiologicamente inertes, cujo perigo esta ligado a sua alta
concentracdo, pela reducdo da pressdo parcial de oxigénio. Sdo substancias
guimicas que tém a propriedade comum de desiocar o oxigénio do ar e provecar
asfixia pela diminuigdo da concentracio do oxigénio no ar inspirado, sem
apresentarem outra caracteristica em nivel de toxicidade. Algumas dessas

substancias s&o liquefeitas quando comprimidas.

Exemplos de substancias quimicas com efeitos asfixiantes simples:

etano, metano, propano, butano, GLP, acetileno, nitrogénio, hidrogénio, etc.

242022 Asfixiantes Quimicos

Sao substéncias que produzem asfixia mesmo quando presentes em
pequenas concentragbes, porque interferem no transporte do oxigénio pelos
tecidos. S&o substancias que produzem andxia tissular (baixa oxigenacao dos

tecidos), quer interferindo no aproveitamento de oxigénio pelas células.

Exemplo de substdncia quimica com efeito asfixiante quimico:

monoéxido de carbono (CQ).
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2.4.20.3 Anestésicos

Sao substaéncias capazes de provocar depressao do sistema nervoso
central. Estas substéncias deprimem a atividade do sistema nervoso central,
interferindo com o sistema neurotransmissor. Em consequéncia, ocorrem perda da

consciéncia, parada respiratoria e morte.

Os hidrocarbonetos derivados do petrdleo, pela sua alta afinidade pelo

sistema nervoso, rico em gordura, possuem esta propriedade.

Farmacologicamente, os hidrocarbonetos acima do etano podem ser
agrupados como anestésicos gerais, na extensa classe dos depressores do

sistema nervoso central. A saber:
1. Hidrocarbonetos acetilénicos (acetileno, aleno, crotonileno).
2. Hidrocarbonetos iefinicos (do etileno ac heptileno).
3. Etil éter e isopropil éter.
4. Hidrocarbonetos parafinicos (do propanc ao decano).
5. Acetonas alifaticas (da acetona a octanona).
8. Alcoois alifaticos (etil, propil, butil e amil).

Esta classificacgdo foi elaborada por Henderson e Haggard,
denominada de Cliassificacdo Fisiologica de Contaminantes Aéreos e apresenta
algumas restricbes, porque em muitos gases e vapores, o tipo de acdo fisiologica

depende da concentracdo deles. Assim, um vapor a uma determinada
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concentracio pode exercer seu efeito principal como um anestésico, enquanto
que, em baixas concentragbes sem efeitos anestesicos, lesiona o sistema

nervoso, o sistema hematopoiético e outros érgéos.

2.4.21 Armazenagem

Ao armazenar substancias quimicas, deve-se considerar as
incompatibilidades entre os materiais armazenados, principalmente nos
almoxarifados, o sistema de ventilacao, a sinalizag&o correta, a disponibilidade de

EPl e EPC, a area administrativa separada da area técnica e da armazenagem.

2.4.21.1 Armazenamento e transporte de produtos quimicos e biologicos

O armazenamento ou estocagem de produtos quimicos e bioldgicos
requer cuidados especiais em fun¢@o do grau de periculosidade do produto. Por
isso as substancias com maiores riscos merecem maiores, cuidados e maior grau
de vigilancia por pessoas devidamente treinadas para que possam perceber riscos
caracteristicos ou eventuais que certos produtos oferecem potencialmente. A
adoGao da sinalizacao e rotulagem adequada com os codigos de riscos e grau de
periculosidade em todos os locais que os produtos se encontrem assim como a
divulgacdo periddica ao grupo de trabatho € de grande valia para prevenir

acidentes.
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Os individuos incautos, irresponsaveis ou despreparados devem ser
mantidos longe de produtos perigosos. Além dessa dedicagdo especial dos
envolvidos, deve haver o investimento da instituicdo para oferecer depédsitos
especiais, boas condigdes de transportes aquisicido de embalagens seguras,

literatura especifica e treinamento de pessoal.

Cross Section of Proper Packing

Figura 8 Acondicionamento de amostras

A observacdo de detalhes que possam parecer sem importancia pode

evitar graves acidentes com produtos perigosos, exemplos:

e A presenca de escadas em tamanho compativel com as prateleiras
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+» Recipientes adequados para fracionamenio (funis, bandejas
antiderrames, tampdes auiomaticos, suporte e anteparos para funis e garrafas,

carrinhos com estabilidade e protecdo lateral, EPI, local devidamente ventilado)
s Presenga de pelo menos duas pessecas durante a operagao
« Conhecimento detalhado do grau de periculosidade do produto

o Manter 0os materiais incompativeis, muitc reativos, volateis, toxicos
etc, distantes entre si e transporta-los individuaimente, com embalagens de
protegdo (madeira, borracha ou outro material antichogue), mesmo que a

seguranga possa parecer adequada.

e Sempre observar criticamente, as condi¢des da embalagem ou
recipientes originais, 0 aspecto do produto, a ocorréncia de odores, cores ou

qualquer outro fator estranho.

» Acompanhar os produtos de alta periculosidade de EPIs e EPCs e

sinalizagao, mesmo em curios trajetos e/ou pequenas quantidades.

o Jamais reconduzir as sobras de materiais perigosos ao aimoxarifado
ou depésito central. E necessario sempre lembrar que muitos acidentes ocorrem
por displicéncia, distracdo, excesso de confianga, descréditc no grau de
periculosidade da operagao e por despreparo do operador. (FILHO,1999;
KAUFMAN, 1990; BRASIL...1999)
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2.4.22 Transporte de produtos quimicos

O transporte deve ser realizado por condutor treinado e dotado de
equipamentos de protegdo individual e coletiva (EPI, EPC). A carga deve ser
acompanhada por um responséavel técnico devidamente documentado e com a
autorizacdo do responsavel. Para os solventes enquadrados na classe B. E

necessario o laudo de andlise do 6rgdo ambiental competente.

O veiculo transportador necessita da identificagdo com os simbolos de
periculosidade. Os produtos que oferecem riscos biologicos (classe A) exigem
acondicionamento especial (3 camadas), refrigeracdo, documentagéo especifica e
sinalizacdo propria de material infectante. A n&o observancia dessas normas
pode colocar em risco 0 registro do profissional e a cassagdo do alvard de
funcionamento da unidade. Para os residuos bioldgicos a serem descartados,

exige-se a inativagdo na origem e acondicionamento segundo norma imposta pelo

orgao coletor.

O manuseio e transporte corretos dentro da unidade requer retirada de
quantidade minima possivel por pessoas devidamente protegidas (luvas, dculos,
mascaras, botas e aventais). A rotulagdo de periculosidade deve acompanhar o
produto ou © residuo, independentes da quantidade e em embalagens ou
recipientes adequadas, € bom lembrar que o individuo pode sofrer mal subito e
expor a si mesmo ou a transeuntes a um produto perigoso e provocar danos &

salide ou mesmo até a morte (FERREIRA,1999).



2.5 Riscos Fisicos

Os riscos fisicos podem ser enumerados dependendo dos
equipamentos de manuseio do laboratério, podendo estar relacionados com a

umidade, calor, ruidos, radiagbes (ionizantes e nao-ionizantes), etc.

2.5.1 Radiagbes nao ionizantes

O ambiente de trabalho deve estar com intensidade de luz adequada
para manter confortavel a utilizagdo da visdo. A adequacdo da iluminagéo deve
ser realizada por profissionais especializados. Além da iluminagao branca, ouiros
tipos de radiacdo ndo-ionizante utilizadas sdo a radiacdo ultra-violeta (UV) e a
infra-vermelho. Apesar de ser utilizada como meio terapéutico, a exposicio

excessiva a radiagio infra-vermelho provoca desidratacdo e queimaduras.

2.5.1.1 Radiagbes uffravioleta

De acordo com o comprimento de onda, 0s raios ultra-violetas (raios
UV) sé&o classificados em raios UV-C, em raios UV-A (320 — 400 nm) e em raios

UV-B (280- 320 nm).

A radiacdo ndo ionizante é absorvida por varias partes celulares, mais ¢

maior danc ocorre nos acidos nucléicos, que sofrem alteracdc de suas pirimidas.
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Formam-se dimeros de pirimida e se estes permanecem {ndc ocorre reativacgo),
a réplica do DNA pode ser inibida ou podem ocorrer mutagdes. {RAQIAC}AO,

2001)

A principal conseqiiéncia é a possibilidade de dano genético. O DNA
absorve os raios UV-B e a energia absorvida pode quebrar as cadeias de DNA.
Muitas destas quebras s@o reparadas pelas proteinas presentes no nicleo da
célula, mas o dano genético que ndo é reparado pode causar cancer de pele.

(NASA, 2001)

Raios UV, cujo comprimento de ondas estejam entre os valores de
4000 e 3000 angsfrons produz gueimaduras (exposi¢do solar em horario
inadequado). A regiao entre 2800 a 2200 angstrons & conhecida pelo seu efeito
bactericida ou germicida. As lampadas germicidas emitem luz a 2537 angstrons,
sendo um risco aos individuos expostos a ela periodicamente. Entre 2200 a 1700
angstrons o risco ira variar em funcéo da presenga ou ndo de ozbnio no ar. O

tempo de exposicao permitido ira variar em relacado ao comprimento de onda e a

poténcia da fonte UV (CARVALHO,1299).

A radiacdo ultravioleta n3o pode ser utilizada como processo de
esterilizacdo. Fatores como matéria organica, comprimento de onda, tipo de
material, tipo de microrganismo e intensidade da radiacio interferem na sua agao
germicida. Além disso, a radiagdo ndo ionizante ndo tem poder de penetracio,
age apenas sobre a superficie onde os raios incidem e n&o atravessam tecidos,

liquidos, vidros, nem matéria organica. Alguns autores relatam ainda que o virus

125



HIV tem alta resisténcia a luz ultravioleta. A aplicacBo da luz ultravioleta em
hospitais se restringe a destruicdo de microrganismos do ar ou inativacéo destes
em superficie. Em algumas situagbes em que ha necessidade de esterilizacio do
ambiente, a radiagdo UV pode ser utilizada. Nos laboratérios de pesquisa e
ensino, as fontes de UV (exemplo, transiluminadores) s&o utilizadas para deteccao

de substancias fluorescentes.

A radiacdo UV é extremamente danosa para a retina dos olhos. A
manipulacéo de transiluminadores UV deve ser feita de forma segura, com
utilizacdo obrigatéria de protetores faciais e oculos de protegdo que retém esse
tipo de radiaco. E muito comum a utilizacdo apenas dos 6culos de protegéio, sem
a mascara, na manipulagdo de ftransiluminadores de UV, no entanto, deve-se
tomar o cuidado que exposicao a essa radiacido por tempo prolongado e de forma
cumulativa pode causar queimadura ou cancer de pele. Nos experimentos de
manipula¢do de DNA normalimente utiliza-se uma forte de luz ultra-violeta de 302
nm para visualizar os produtos da reacdo,também utiliza-se na fotografia dos géis.

E necesséria a presenca de um fotoespectrémetro no laboratério. (DAVIS, 1996)

2.5.1.2 Radiagdo infravermelho

Apesar de ser utilizada como meio terapéutico, a exposicao excessiva a

radiacao infra vermelho provoca desidratagcdo e queimaduras.
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2.5.2 Equipamentos

Todo o instrumental utilizado dentro do laboratério, compreendendo

vidrarias, equipamentos fixos, moveis, objetos pérfuro-cortantes, etc.

2.521 Equipamentos de vidro

No tocante a vidraria deve-se observar a resisténcia mecanica
(espessura do vidro), resisténcia quimica e a resisténcia ac calor. Tendo em vista
a estas circunstancias, algumas sugestdes sac importantes: deve-se utilizar
apenas vidros de borossilicato, resistentes ac calor, para aquecimentos ou
reacdes gue liberam calor e principalmente nunca levar a chama direta, um frasco
de vidro, € recomendavel utilizar-se manta elétrica ou tela de amianto. Ao aquecer,
nunca fechar hermeticamente o frasco de vidro. Deve-se ressaltar ainda que
vidros contendo substancias inflamaveis devem ser aquecidos em banho de dgua,
nunca em mantas ou em chama. Para protecio da equipe deve-se utilizar sempre

iuvas de amianto ou com poder de isolamento térmico adequado.

Ao utilizar material de vidro em sistema de auto vacuo ndo utilizar
vidraria de parede fina, recomenda-se utilizar frasco de Kitazato. Tomar
precauctes de utilizar mandmetro para controle do vacuo e proteger o frasco em
tela de arame ou caixa fechada para evitar estilhaco em caso de implosao,

principaimente na utilizacdo de frasco de grande dimenséo.
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Quando da utilizacio de rolhas em frascos de vidro deve-se avaliar com
cuidado o tamanho da rolha em relacdo ao tamanho do orificio de vidro a ser
tampado e em determinados casos utilizar lubrificante tais como: silicone, vaselina

ou mesmo agua, caso ndo permita uso de tais lubrificantes.

Em relacao a equipe deve-se proteger as maos com luvas que nao
permitam perfuragdo, e principalmente proteger os olhos com uso de oculos de

protec&o.

Deve-se ainda ressaltar que n&o se deve utilizar frasco de vidro com
fratura e trincas, pois estes podem se quebrar, além de se constituirem as trincas

em locais de retengao de germes e bacterias.

Também se deve ressaltar que também a vidraria sofre fadiga apos
inameras utilizacdes, devendo ser substituidas periodicamente para se evitar

acidentes, o uso repetido, torna o vidro mais fragil.

A lavagem da vidraria podera propiciar acidentes, devide a utilizagéo de
detergentes. Sempre utilizar material amortecedor nos locais de lavagem, ou seja,
na superficie da pia colocar material de borracha, bem como protetores de torneira

de silicone. Toda vidraria utilizada deve ser energicamente lavada e esterilizada.

(DAVIS, 1996)

A equipe devera utilizar luvas com material antiderrapante. Deve-se, na
medida do possivel, evitar-se a utilizacdo de solugdo sulfocrdmica, por ser esta

altamente perigosa, e causar contaminagdo no meio ambiente, nc comércic

128



existemn disponiveis detergentes adequados para remog¢do de residuos quimicos

ou biolégicos.

O descarte de material de vidro dever ser realizado de forma adequada,

em caixas de papeldo/plastico ou mesmo metalica resistentes.

2522 Eguipamentos que geram calor ou chama

Estufas, mufias, banhos-maria, bico de gas, l@mpada infravermelho,
manta aquecedora, agitadores magnéticos com aquecimento, termociclador,
incubadora elétrica, fomo de microondas, esterilizador de alga ou aguiha de
platina e autoclaves sfo os principais equipamentos geradores de calor. As
instalacOes destes equipamentos devem ser feitas em iocal ventitado e longe de

material inflamavel, volatil e de equipamentos termo-sensiveis.

Os aparelhos que geram altas temperaturas, como a estufa, devem ser
cuidadosamente instalados em suportes termo-resistentes ou em balcdes com
resisténcia térmica (nunca em baicdo de madeira). Nunca instalar incubadoras

proximas de refrigeradores.

Ao manipular equipamentos geradores de calor ¢ operador deve se
proteger com luvas adequadas, avental. Ja4 na manipulacéo de volateis perigosos
(destiladores de solventes) utilizar mascaras com filiros adequados, dentro de

capelas para substancias gquimicas volateis.
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2523 Equipamentos de baixa temperatura

Quando se utiliza congeladores de baixa temperatura aproximadamente
-70°C deve-se utilizar aventais térmicos e mascaras, além da protecdo das maos
com luvas térmicas e prendér os cabelos, se muito longos. Evitar manter aberto
esses congeladores por muito tempo, pois havera gueda demasiada da
temperatura. Ao manipular com acetona ou etanol, antes observar a solubilidade
do material térmico em que se encontra acondicionado. Uma sala fria é util para o

desenvolvimento das reacdes a 4°C e centrifugagdes. (DAVIS, 1996)

2.5.2.4 Equipamentocs de engrenagens e sistemas de trituragao

Esses equipamentos requerem cuidados especiais. O operador nunca
deve estar com aventais desabotoados e de mangas compridas soitas, 0s cabelos
devem sempre estar presos, se longos. Utilizar egquipamenio de protecéo
individual de forma adequada e certificar-se dos cuidados na manipulacao destes
equipamentos, seguindo rigorosamente os manuais de instru¢ao para cada tipo de
equipamento. O manuseio inadequado é descrito freqlentemente com acidentes
graves As maquinas de triturar precisam ser usadas e abertas no interior de

cabines de seguranca bioldgica. (SQUZA, 1998)

130



2.5.2.5 Equipamentos e instrumentos perfurantes

Deve-se proteger as maos com luvas adequadas e sem duvida tomar
os devidos cuidados na manipulacédo nunca voltando o instrumento confra o
proprio corpo. Apoiar adequadamente em superficie firme antes de utilizar os
instrumentos perfurantes, ou prender em equipamentos adequados para cada tipo

de uso.

2.5.2.6 Equipamentos de rotagdo

A maioria dos meétodos necessitam multiplas centrifugagbes.
Microcentrifugas, centrifugas de mesa refrigeradas, modelos de chéo e
ultracenirifugas. A presenca de uma segunda centrifuga em uma saia fria também
& utif. Muitas vezes o0s procedimenios requerem centrifugacbes longas,
demoradas, por isto € necessario mais de um tipo de cada equipamento. (DAVIS,
1996) Sao necessarios cuidados no fechamento adequado dos tubos, na sua
correta insercao no aparelho e cuidados especiais na abertura dos tubos. Nunca
abra a camara enquantc o rotor estd em movimento, nunca utilize velocidade
superior a que o rotor esta especificado. (NINFA, 1995) O alcool a 70% sera
usado como meio de equilibrar os porta tubos. Nao convém utilizar soro fisiologico
nem solugdo de hipoclorito, visto que estes corroem os metais (SOUZA, 1998).
Lembre-se que ha o risco de particulas infecciosas transmissiveis serem

projetadas durante o emprego da centrifuga.



2.5.2.7 Outros equipamentos especificos para pesquisa em DNA

Magquina fotografica para fotografar o gel quando este € transluminado
por um sistema de luz UV, autoradiografia, sistemas de eletroforese, filtros
camaras de eletroforese. Ao operar com sistemas de eletroforese normaimente
s&o utilizadas sistemas de suprimento elétrico eletroforese a alta amperagem (400
mA) ou a alta voltagem (2.000V). Cuidados como risco de choque elétrico ao
realizar as conexdes.Nunca ligue a fonte de suprimento sem ter certeza que 0s
cabos est@o corretamente ligados ac tangue. Tenha certeza de o dial estar na
posicao zero antes de ligar a corrente e somente a partir deste ponto regule na
carrente desejada. Apos o procedimento desconecte aos cabos do tanque. Estes

procedimentos ajudam a evitar acidentes. (NINFA,1985)

2.5.3 Umidade e temperaturas extremas

Em caso de trabalhar em locais muito Umidos deve ser utilizada
protegac continua devido ao risco de invalidez permanente. Nesse caso, deve-se
utilizar roupas impermeaveis, que protejam da umidade, do calor ou do frio

excessivo. O tempo de trabalho nestas condigbes deve ser bastante limitado.
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2.5.4 Ruidos e vibragbes

Nos locais em que sdoc instalados equipamentos que emitem ruido

devem ser utilizados protetores auriculares.

Os equipamentos que podem emitir ruidos de forma anormal sao.
trituradores, centrifugas, ultracentrifugas, ultra-som, autoclave, congelador
ultrafrio, bombas de autovacuo, determinados condicionaderes de ar, capela de
fluxo laminar ou capela quimica entre outros. Existe legislacdo especifica que

normatiza os niveis de ruido do ambiente de trabalho e determine os limites

permissiveis.

2.6 Riscos Bioldgicos

Os riscos biologicos sdo decorrentes da exposicdo produtos e
subprodutos de animais, vegetais ¢ microrganismos. Entre 0s agentes de risco
biolégico podemos citar os mais importantes; bactérias, fungos, leveduras, virus,
protozodrios, metazoarios, esses agentes podem estar presentes no ambiente
laboratorial veiculados sob diversas formas que oferecem risco bioldgico, tais
como: aerossois, poeira, alimentos, instrumentos de laboratério, agua, cuituras,

amostras bioldgicas (sangue urina, escarro, secrectes), entre outros.

Ainda os riscos bioldgicos em laboratorios podem estar relacionados

com a manipulacdo de: agentes patogénicos selvagens, agentes patogénicos



atenuados, agentes patogénicos que sofreram processo de recombinagio,

amostras biolodgicas, culturas e manipulactes celulares e animais.

Todos os itens citados acima podem tornar-se fonte de contaminacao
para os manipuladores. As principais vias envolvidas num processo de
contaminagao bioldgica s&o a via cutanea ou percutanea (com ou sem lesdes, por
acidente com agulhas e vidraria; na experimentacdo animal, arranhdes e

mordidas), a via respiratoria (aerossois), a via conjuntival e a via oral.

A manipulacdo de materiais bioldgicos, principalmente os que s&o
potenciais contaminantes no ser humano deve ser realizada tomando-se varias

precaucdes, sendo estas individuais e/ou coletivas.

Dentre as precauctes individuais, deve-se fazer uso de mascara tripia,

oculos de protecao, gorro, avental, luvas, prote¢cdo adequada para os pés.

Ja no tocante as precaucdes coletivas, devemos fazer a limpeza,

desinfeccao, esterilizago, descontaminacao e anti-sepsia.

2.6.1 Fatores que interferem na eficacia da desinfecgao e esterilizagdo

Natureza do microrganismo: A suscetibilidade aos agentes quimicos e
fisicos depende da natureza do microrganismo, que variam na sua constituicdo.
De modo geral, em ordem decrescente de resisténcia, tem-se: prions, endosporos

bacterianos (Bacillus subltilis, Clostndium sporogenes), micobactérias, virus
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hidrofilicos ou peguenos (poliovirus, Coxsackie virus, rhinovirus), fungos
vegetativos e esporos de fungos assexuados (Trichophyton spp, Cryptococcus
spp, Candida spp), bactérias de forma vegetativa (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesius) e os virus lipofilicos ou médios

(Herpes simples virus, Citomegalovirus, virus da Hepatite B, virus da HIV).

O numero de microrganismos e a localizacdo dos mesmos também
influenciam na ag¢ao dos desinfetantes. Uma boa limpeza antes da desinfeccio
sempre é recomendada para melhorar a eficacia do trabatho, uma vez que reduz o

namero de microrganismos e pode expor melhor o agente.

2.6.2 Concentragdo do agente quimico e ternpo de exposicao

De modo geral, quanto mais concentrado o produto quimico, maior a
eficacia e menor o tempo necessario para a destruicdo dos microrganismos,
portanto a poténcia do desinfetante dependente da concentragéo e do tempo de

exposicdo. Os compostos fendtipos sdo altamente potentes como desinfetantes.

Na maioria dos casos o tempo requerido varia de 10 a 30 minutos para
desinfecgdo de superficie, de 30 minutos para desinfecgdo de artigos e de 10 a 18

horas para esterilizacao de artigos.



2.6.3 Fatores que interferem na eficacia da desinfecgdo e esterilizagao

Outros fatores que afetam a eficacia do agente quimico no processo de
desinfecgdo ou esterilizagdo sdo: pH, temperatura, agua, umidade relativa e

matéria organica.

De modo geral, o0 aguecimento aumenta a eficacia os desinfetantes. No
entanto, &€ necessario tomar cuidado, pois ¢ agquecimento provoca evaporagao de
compostos, reduzindo a concentrac@o efetiva da mistura desinfetante. O pH de
alguns desinfetantes influencia drasticamente, como por exemplo, para os
compostos de amodnio quaterndrio que agem por carga como cations, o pH
alcalino favorece a agdo. Os compostos fendlicos agem mais efetivamente em pH

acidos, apesar de agir em pH neutro ou ligeiramente alcalino.

Dependendo da conceniragdo de acido e magnésio na agua (agua
dura) esses interagem com os sabdes e outros compostos formando precipitados
insoltveis. A exemplo disso, a atividade dos compostos de amédnio quaternario e
significativamente afetada na presenca de agua dura. No caso de utilizacdo de
compostos gasosos, como © 6xido de etileno e formaldeido, a presenca de

umidade pode afetar de forma significativa.

A matéria organica pode servir de barreira fisica, pois interage com os
compostos ativos, como por exemplo, o cloro, inibindo a sua acgéo direta. Essas
podem estar sob varias formas como sangue, pus, material fecal, residuos de

alimentos. Podem também agir formando complexos menos ativos, deixando
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menor quantidade do agente quimico disponivel para atuar sobre os

microrganismos.

2.6.4 Classificagdo dos microrganismos por classe de risco

Ha uma ciassificagcdo dos agentes patogénicos que leva em
consideragdo 0s riscos para o manipulador, para a comunidade e para 0 meio
ambiente. Esses riscos sao avaliados em fungdo do poder patogénico do agente
infeccioso, da sua resisténcia no meio ambiente, do modo de contaminagéo, da
importancia da contaminagdo (dose), do estado de defesa imunitaria do

manipulador e da possibilidade de tratamento preventivo e curativo eficazes.

As classificagbes existentes sdo bastante similares, dividindo os

agentes em quatro classes:

« Classe 1 - onde se classificam os agentes que ndo apresentam

riscos para o manipulador, nem para a comunidade (exemplo, E. cofi, B. sublfilis);

» Classe 2 - apresentam risco moderado para o manipulador e fraco
para a comunidade e ha sempre um tratamento preventivo (exemplo, bactérias -
Clostridium tetani, Kiebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus; virus - herpes;

fungos - Candida albicans; parasitas - Plasmodium, Schistosoma);

» Classe 3 - s&o os agentes que apresentam risco grave para o

manipulador e moderado para a comunidade, sendo gue as lesdes ou sinais
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clinicos s&o graves e nem sempre ha tratamento (exemplo, bactérias - Bacillus
anthracis, Brucefla, Chlamydia psittaci, Mycobacterium tuberculosis; virus -
hepatites B e C, HTLV 1 e 2, HIV, febre amarela, dengue; fungos - Blastomyces
dermatiolis, Histoplasma, parasitos - Echinococcus, Leishmania, Toxoplasma

gondii, Trypanosoma cruzi);

« Classe 4 - 0s agentes desta classe apresentam risco grave para o
manipulador e para a comunidade, ndo existe tratamento e 0s riscos em caso de
propagacdoc s&0 bastante graves (exemplo, virus de febres hemorragicas).

(UFRGS...2001)

2.7 Protecao Individual

Trabalhos de laboratorio executados por um longe periodo sdo
frequentes em nosso dia a dia. Alguns laboratérios tém sistema de ventilagao
deficiente e dependendo da substancia quimica empregada, o ambiente de
trabalho pode estar seriamente comprometido, interferindo na saude daqueles que
se fazem presentes. Um alerta se faz necessario no sentido da seguranga do
trabalhador, buscando-se sempre as informacdes pertinentes ao tipo de trabalho

executado e ao uso correto dos equipamentos de protecac individual.

* UFRGS- Universidade Federal do Rio Grande do Sul : Comissao de Biosseguranga.
hitp://www._ufrgs.br/cbiot/CS/CS  CBiot09.htm




2.7.1 Equipamento de protecgéo individual

Segundo a Lei n. 6.514 de 22 /12197, no artigo 166 que a empresa &
obrigada a fornecer aos empregados, gratuitamente, Equipamentos de Protecdo

Individual (EPI) adequado ao risco e em perfeito estado de conservacao.

Os empregados, de acordo com a Norma Regulamentadora 6/6.7.1 s&o

obrigados a usar o EPI e se responsabilizar pela guarda e conservagéo deste.

Esses equipamentos devem ser utilizados obrigatoriamente quando da
execucao de qualquer atividade que envolva o manuseio de reagentes quimicos e
solucdes, movimentagio e transporte de materiais perigosos e também quando da

circulacdo em areas externas gue s&o consideradas areas de risco.

Os equipamentos de protecdo individual s&o regulamentados pela

Portaria 3214NR-6 do Ministério do Trabalho de 08106/78.

2.7.1.1 Protetores para a cabeca

= Capacetes de seguranca (servicos com eletricidade)

* Proteghes faciais (mascaras faciais) - protegem a face contra
riscos de impacto (de particulas sélidas), substéncias nocivas (vapores),
radiagbes (raios infra-vermeihos). Oferecem melhor protecdo pois, além

dos olhos, protegem toda face contra os perigos dos respingos das
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substancias potencialmente corrosivas e toxicas (fenol, hidréxido de sodio e

potéassio e acidos).

» Os 6culos de protecdo (de seguranca) - Oferecem protecéo
somente para os olhos. Precisam ser de qualidade comprovada, a fim de
oferecer ao usuario visao transparente, sem distorgdes e opacidade. Para
trabalhos envolvendo luz ultravioleta, € necessario além dos 6culos

especiais a protecio de toda a face.

» Protegdo respiratéria (mascaras para protecdo respiratoria)
Sao utilizadas mascaras com filtros que protegem 0 aparelho respiratorio
podendo ter: respiradores com filiros mecénicos (protecdo contra particulas
suspensas no ar) e respiradores com filtros quimicos (protegem contra
gases e vapores orgénicos) e respiradores com filtros combinados (filtros
mecanicos e quimnicos). Essas mascaras sdo necessarias no caso de uso
de gases irritantes como cloreto de hidrogénio, didxido de enxofre, amdnia
e formaldeido, os quais produzem inflamactes nos iecidos gue entram em
contato. Também se deve usar a mascara no casc de gases anestésicos
comoc © obter e grande parte de solventes organicos que tem acao
depressiva sobre o Sistema Nervoso Cenfral. Conforme a cor do filtro
temmos a indicagfes para o seu uso: branco (gases acidos); amarelo
(vapores organicos e gases acidos); verde (amdnia), marrom (vapores
organicos, gases acidos e amdnia); vermelho (universal, serve para gases

industriais, monédxido de carbono, fumo e fumacgas); branco com listras
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verdes (vapores de acido cloridrico); branco com listras amarelas (cloro);

azul (monoxido de carbono).

* Protecdo auricular - (protegdo contra niveis elevados de

ruido).

2.7.1.2  Protetores para o tronco

S&o utilizados quando ha risco de projecdo de particulas, golpes

ligeiros, calor radiante, chamas, respingos de produtos quimicos, etc.

* Aventais de PVC - Quando ha riscos de respingos de

produtos quimicos.
»  Aventais de Kevier - Utilizados onde o calor e excessivo.

* Aventais de borracha - Protegem o corpo do pessoal
envolvido na manipulacdo de grandes volumes de solugbes ou guando o
trabalho a ser executado é reconhecidamente perigoso. Para o pessoal
responsavel pela lavagem, limpeza de vidrarias e equipamentos, os

aventais devem ser de uso obrigatério.

2.7.1.3  Protecdo dos membros superiores

Protegem contra riscos de golpes, cortes, substancias quimicas,

choques elétricos, radiagbes ionizantes, etc.
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= luvas - As luvas precisam ser de material resistente e
compativeis com as substancias que seréo manuseadas. Para os trabalhos
que geram calor, 0 uso de luvas de pano resistentes ou revestidas de
material isolante ao calor € recomendado. Os tipos de materiais de luvas
recomendadas para 0 manuseio de substancias quimicas sdo as seguintes:
borracha natural, neoprene, PVC, PVA e borracha butadieno. A escolha

deveria ser feita conforme o tipc de substancia quimica a ser utilizada.

2.7.1.4  Profegdo dos membros inferiores

Protegem contra riscos de superficies cortantes e abrasivas, de
substancias quimicas, de calor e frio, perigos elétricos, impactos de objetos

pesadas, etc.

= Botas de borracha - para aqueles gue trabalham em dreas
umidas, € necessario a utilizacdo de botas de borracha. Em algumas
situacdes emergenciais, como o derrame de liguidos ou qualquer material
perigoso, & importante que o responsavel pela tarefa de limpeza esteja com

seus pes devidamente protegidos.

» Calcados - Pés desprotegidos (sandalias) ou pouco
protegidos (sapatos de pano) acarretam problemas sérios € podem gerar
situactes perigosas. O sapato deveré ser compativei com o tipo de

atividades desenvolvidas.
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2.7.2 Equipamento de protec¢io individual basico

Luvas, 6culos de protecdo, gorro, mascara, avental, adequados ao

procedimento executado.

Grupos de EPI

Grupo 1 EPI basico: Oculos de seguranga para produtos perigosos.
Grupo 2 EPI basico: Mascara panocramica com filtro GA combinado.
Grupo 3 EPI basico: Mascara panoramica com filiro VO combinado.
Grupo 4 EPI basico: Mascara panoramica com filtro NHs.

Grupo 5 EPI basico: Mascara panoramica com filtro CO combinado.
Grupo 6 EPI basico: Mascara panoramica com filtro SO, combinado.

Grupo 7 EPI basico: Oculos de seguranca para produtos perigosos.Mascara

semi-facial com filtro VO combinado ou mascara de fuga.

Grupo 8 EPI basico. Oculos de seguranca para produtos perigosos.Méascara

semi-facial com filiro VO combinado ou mascara de fuga.

Grupo 9 EPI basico: Oculos de seguranca para produtos perigosos.Mascara

semi-facial com filtro NHz ou mascara de fuga.
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Grupo 10:EPI basico: Oculos de seguranga para produtos perigosos. Respirador

de pé. (GASSE, 2001)

2.7.3 Equipamento de protegdo coletiva

Sao utilizados para minimizar a exposi¢do dos trabalhadores aos riscos
g, em caso de acidentes, reduzir suas conseqiéncias. Podemos citar como
exemplo o uso de camaras de fluxo laminar, que protegem os profissionais e 0
meio ambiente do risco de contaminagdo e os chuveiros de emergéncia e lava-

olhos para o caso de uma emergéncia.

2.8 Equipamentos de Contenc¢éo

2.8.1 Cabines de seguranga

S&o equipamentos que visam promover uma barreira primaria para
evitar a fuga de contaminantes, normalmente aerossbis para 0 meio ambiente,

evitando a sua inalag&o pelo operador ou pessoal do laboratério.

As cabines de contengao irjdo variar de acordo com a drea de trabalho
(aberta ou fechada), fluxo de ar,equipamentos de filiragdo e tipos de exaustao,

devendo atender os objetivos de proteger o operador, proteger o meio ambiente.
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As cabines de seguranga biologica dividem-se em trés classes: Classe
|, classe Il e classe lil. A classe | e Il s&0 consideradas barreiras parciais, a classe
lil, € uma barreira de protecdo total. As cabines de biosseguranca de Classe | e I,
usadas em conjunto com boas praticas microbiologicas fornecem boa contencéo
para a manipula¢do de organismos de risco moderado e alto (agentes de niveis 2

e 3). Ambas t&m fluxo de ar para o interior a cerca de 75 pés lineares por minuto.

As cabines Classe | tém a frente aberta e pressdo negativa. O ar de
exaustdao é filtrado através de um filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air)
diretamente para o ambiente. Protegem pessoal e 0 ambiente, mas n&o materiais
de pesquisa. Eles provéem um fluxo dentro de ar de nao filtrado, semelhante a um
capuz de fumaca quimico que protege o trabalhador do material na cabine. O
ambiente € protegido através da filtracao através do HEPA que limpa o ar antes
que este seja liberado para o laboratério ou para o exterior das instalaces do

laboratorio.

Figure 1.
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Figura 9 Cabine classe |
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As cabines Classe li tém a frente aberta e fluxe laminar vertical. Nesta
cabine o ar recircula através do filiro HEPA dentro da area de trabalho. Os
padrdes para as cabines Classe Il foram desenvolvidos pela National Sanitation
Foundation, NSA, que s&0 aceitos internacionalmente. Para uso em microbiologia,
esta cabine fornece a vantagem adicional de proteger os materiais de
contaminantes externos devido a recirculagdo do ar em seu interior através do
filtro HEPA.

Cabines de seguranca biologicas, classe I, protegem o pessoal, o
ambiente, e protegem o produto. Ar é tirado ao redor do operador na grade
dianteira da cabine fornecendo prote¢do ao operador. Além, do fluxo laminar
descendente, flui ar filtrado através de HEPA dentro da cabine provendo protegdo
ao produto, minimizando a chance de contaminacao secundaria ao longo da
superficie de trabalho da cabine. Na cabine Il B2 e B3 o sistema de exaustéo

necessita estar conectado com o sistema de exaustéo do prédio.

Figura 10 Cabine classe Il B 1
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As cabines Classe lll sdo totalmente seladas e os materiais s&o
manipulados através de luvas adaptadas ac corpo da cabine, sendo o interior da
cabine submetido a constanie presséo negativa durante o uso. S&¢ as cabines
que fornecem maior nivel de protecdo individual. A cabine de classe lll foi
projetada para o trabalho com agentes infecciosos que requerem para NB-4 de
contencdo, e prové o maximo de protecéo ao ambiente e o trabalhador. A cabine
esta separada com uma janela de visdo de sem abertura, e tem luvas de borracha
prendidas a orificios na cabine que permite manipulacdo de materiais. O ar é
filtrado por um HEPA que filtra o ar que entra, e por um segundo filiro HEPA antes
de ser liberado ao ar livre. O exaustor da cabine necessita estar conectado a um
sistema de exaustdo préprio independente do sistema de exaustéo do prédio. O
elemento comum para todas as classes de cabinas de seguranca biologicos é filtro
de alta eficiéncia contra particulas (HEPA). Este filtro remove particulas de 0.3
microns com uma eficiéncia de 99.97%. Porém, nZo remove vapores ou gases.

(MARYLAND, 2001)*

* UNIVERSITY OF MARYLAND Biosafety Manuai for University of Maryland

hitp://www.inform.umd.edu/Campusinfo/Departaments/Envirsafety/biosafety/rest/manua
L.pdf.
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O roteiro para utilizag@o da cabines pela equipe deve ser fornecido por
escrito. O operador deve evitar interromper o fluxo de ar, executando movimentos
repetidos de retirada e reintroducio das maos,; depois de encerrado o trabalho, ¢

ventilador da mesma precisa permanecer em funcionamento por no minimo cinco

minutos(SOUZA,1999).

2.8.2 Fluxo laminar

E uma massa de ar confinada que se move com velocidade uniforme ao
longo de linhas paralelas. (SILVA,1996) O fluxo descarrega ar filtrado através de
HEPA para a superficie de trabalho e para o usuario, provendo s6 protecdo do
produto. Eles podem ser usados em atividades limpas, como sobre equipamento
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estéril ou dispositivos eletrdnicos, com certeza. Porém, eles nunca deveriam ser
usados para controlar materiais de cultura, ou materiais potencialmente

infecciosos, ou como substituto para cabine de seguranga biolégica em
iaboratorios de pesquisa.

Figura 14 Fluxo laminar

2.9 Doenc¢as Ocupacionais

No manuseio de fluidos corporais que contenham sangue visivel ou ao
sangue, s80 necessarios precaucdes que basicamente constituem-se no uso de

barreiras de protecao. Outros cuidados também se fazem necesséarios: O cuidado
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no manuseio de agulhas e de material perfuro-cortante, 0 uso de pipeteadores
mecanicos,o manuseio cuidadoso do material potencialmente infectado,para evitar
a formacéo de aerossdis, sdo regras basicas para evitar o risco de contaminacao
pelo HIV, hepatite ou prions (possiveis causadores da encefalopatia subaguda
espongiforme. (TEIXEIRA,1996) Para a inativacdo dos agentes causadores das
encefalopatias subagudas espongiformes pode-se adotar por ordem de prioridade

0s seguintes procedimentos:

L]

Autoclavagéo a 132°C por uma hora ou 138°C por 20 minutos

L 2

Tratamento com hidroxido de sodio 1N durante uma hora.

Tratamento com hipoclorito de sédio a 5% durante uma hora.

Apbs um destes métodos pode-se utilizar a incineracio dos materiais
de maior risco, em particular aqueles contendo sistema nervoso

central.

2.10 Organizacao das Atividades no Laboratério

A organizagdo do trabalho é um aspecto fundamental para a seguranca
do pesquisador ou analista e para garantir resultados precisos e de qualidade. A
falta de organizac&o no ambiente de trabalho, pode variar situacfes de risco para
o operador e para outros individuos que estdo presentes no local e também pode

promover danos as instalacbes prediais. As situagBes de risco predispbem a
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ocorréncia acidentes que podem ser irreversiveis levando ao afastamento

temporario ou definitiva do profissional.

Portanto, € fundamental que qualquer atividade I|aboratorial seja

previamente planejada e seja executada em ambiente seguro.

No ambiente de trabalho devem ser considerados as condigcbes de
trabalho e todos os fatores que oferecem risco para o operador, como as
instalactes, os locais de armazenamento € manipulacio de produtos quimicos, as
condigbes operacionais dos equipamentos, as bancadas, os equipamentos de

protecao, entre outros.

A realizagdo de uns experimentos ou qualquer outra atividade
laboratorial exige um planejamento proprio e um roteiro para execucdo adequada

e segura do trabatho e orientacdo para descarte dos residuos gerados.

O planejamento das atividades e a organizacdo do ambiente de
trabalho s@o essenciais para detectar qualquer dificuldade que possa prejudicar a

execucdo dessas atividades ou, ainda, expor o operador a riscos ocupacionais.

A seguir, sdo descritas algumas orientacfes que podem auxiliar no

planejamento das tarefas. (CARVALHO, 1996)
Orientacdes para o planejamento das tarefas

1. Equipamentos e instrumentos: verificar a disponibilidade e condi¢tes
de uso. Observar as instrugfes de uso e o responsavel em situagbes de

emergéncia. Para equipamentos de multiusuarios, o agendamento é essencial.
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2. Vidraria e outros materiais: cbservar a limpeza, o estado (frincas e
rachaduras), a resisiéncia térmica, a resisténcia e compatibilidade a solventes e
outros reagentes. Observar a necessidade de tratamento préprio (esterilizagdo,

descontaminacdo quimica ou biolégica)

3. Reagentes e solugdes: preparar antecipadamente as quantidades
necessarias, observando a estabilidade e as condicbes de armazenamento.
Seguir os procedimentos adequados de armazenamento dos produtos quimicos,

observando a compatibilidade entre os mesmaos.

4 Condiches do laboratorioc observar a necessidade do uso
eguipamentos de protecdo individual (6culos de seguranca, mascaras, aventais,
luvas, etc) e de equipamentos de protecao coletiva, como gabinete de seguranca
guimica (capela) para a manipulacdo de substancias quimicas tdxicas, fluxo
laminar para a manipulagdo de amostras ou materiais biologicos (culturas de

microorganismos), entre outros.

5. Sinalizacdo das areas de trabalho: observar os sinais universais de
indicacdo de risco quimico, biclogico, fisico ou outro. Uma atividade de alto risco
deve ser realizada em area restrita, bem sinalizada, e os demais colegas devem

ser informados sobre 0s riscos a gue possam estar expostos.
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Figura 15 — Risco Contaminacao Biolgica

6. Tempo de execucdo da atividade, & possivel estimar a tempo
necessario para a execugao de uma dada tarefa, se as condigdes e os materiais
necessarios para a sua excursdo forem previamente planejados e
disponibilizados, € importante lembrar que atividades realizadas além do periodo
normal do expediente predispdem a acidentes que podem causar danos

irreparaveis a satde do operador, principalmente pela falta de socorro imediato.

Outro aspecto importante a ser considerado € organizar os
procedimentos operacionais e as atividades laboratoriais de modo a otimizar a

trabalho a ser realizado e minimizar a geracao de riscos de acidentes.

2.11 Residuos de Laboratério

Os residuos de laboratérios podem ser classificados de uma forma
geral em residuos infectantes {possibilidade de causar uma patologia); especiais
(residuos radioativos, quimicos perigosos), e comuns (assemeihados ao lixo

domeéstico comum). (FERREIRA, 1996)
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Nao h& uma forma Unica ou solucdo simples para o problema de gestédo
dos residuos produzidos por um laboratdrio forense devido a diversidade de
produtos manipulados.O conhecimento dos diversos métodos € necesséario e &
responsabilidade por sua implementacdo em cada caso especifico deve ser

coordenada pelo pesquisador ou responsavel pelo laboratério.

Para uma operacdo de descarte eficaz a primeira providéncia a se
efetuar com o material a ser descartado é sua correta identificacdo. Ao se rotular
residuc de laboratério é importante levar em conta que as classifica¢des gerais ou
especificas devem ser usadas como diretrizes basicas e qgue sempre se deve
fazer um diagnostico local pormenorizado de itens, caracteristicas toxicolégicas,

natureza das exposi¢cdes a estes residuos e volumes envolvidos.

Grandes volumes - colete os residuos soélidos, fuvas contaminadas, .

vidros, papeis, etc, em caixas de papeldo com dois sacos de plastico.

Os liquidos devem conter a descricgo da natureza de solutos e

solventes e concentracdes. Também descrever a quantidade de agua presente.

2.11.1 Descarte de produtos quimicos

Instituicbes de ensino e pesquisa que possuem em suas instalacbes
laboratdrios onde s&o realizadas atividades praticas, geram residuos quimicos que
podem causar efeitos nocivos 4 saude e ao meio ambiente se descartados

inadequadamente. A fiscalizacdo dessas instituicdes por dérgdos pulblicos de
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defesa da seguranga, saude publica e preservagdo ambiental, torna-se uma
pratica dificil devide a grande variedade de residuos gerados, e que, empora em
pequenas quantidades sao muito tdxicos ou apresentam outros graus de

periculosidade ou ainda estdo misturados e ndo identificados.

Quando essas substancias sdo lancadas no meio ambiente sofrem
processos naturais de degradacio e tendem a ser absorvidas e concentrar-se nos
seres vivos, processos esies que podem demorar longos periodos de tempo e
seus resultados somente aparecerem apos varias geragdes, podendo ate ocorrer
mudancas irreversiveis em algumas espécies, levando-as a extingdo. A emisséo
de esgoto saturado com matéria organica e contaminado com substancias toxicas
como metais pesados, solventes organicos sintéticos ndo biodegradaveis, agentes
patogénicos, detergentes e outros, ocasionam modificagdes profundas nos corpos

d'agua e mesmo no solo, que podem demorar décadas para desaparecer.

O gerenciamento adequado do descarte de residuos e substancias
guimicas perigosas vem preocupando e envolvendo a cada dia mais pessoas que,
através de um levantamento criterioso, constante e sistematico conseguem
sensibilizar os colegas e a dire¢do da instituicdc para as devidas providéncias a

serem tomadas dentro do seu ambiente de trabalho.

Segundo as normas da ABNT (NBR 12809 e 10004) recomenda-se que
o residuo quimico perigoso seja, sempre que possivel, incinerado, reciciado,
nativado ou que o processo gerador seja substituido por outro que produza

residuo menos perigoso. O residuo que ndo for classificado como perigoso seja
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tratado como residuo comum. Dentro deste contexto, propde-se o controle para a
aquisicdo desses materiais e a verificacéo e classificacdo do tipo de residuo junto

aos 6rgaos e normas competentes, antes de descarta-lo.

2.11.2 Gases

Os gases e vapores devem ser manipulados dentro de capelas ou
coifas com seguranca de que o ducto condutor os conduza para a atmosfera
exterior observando seus limites estabelecidos pela legisiacdo vigente. Gases
muito perigosos podem exigir filtros especificos, cortina de agua de lavagem ou
solucdes neutralizantes para borbuthamento. Alguns gases podem exigir estudo

especial qgue conduza a minimizacao de seu uso, substituindo por menos tdxico ou

minimizando de seus efeitos.

2.11.3 Solidos

A resolugdo n°. 5 do CONAMA estabelece que os solidos do grupo B
que oferecem riscos a salude e ao meio ambiente, devem ser enviados para
incinerado ou para aterro especial, apds a devida analise e autorizacac do 6rgao
competente. Os que ndo se engquadrarem nos grupos A (bioldgicos) B (perigosos)
e C (radioativos), podem ser enviados para aterro comum como residuo doméstico

classe D. Muitos sdlidos podem ser recuperados, reciclados, revalidados,
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exemplos: determinacéo de unidade em hidroxidos e sais, recristalizagéo de sais,
recuperacdo do titulo de acidos minerais, envio de fosfatos, nitratos, sulfatos,
carbonetos para usinas de compostagem, troca de sobras de reagentes com

outras instituicdes etc.

2.11.4 Liquidos

Os liquidos aguosos sem metais pesados e/ou fluoretos, podem ser
neutralizados e descartados no esgoto ou no solo. Podem ser autoclavados (com
cuidados especificos), ou sofrer desinfecgde quimica. (FERREIRA,1996) Se
houver metais pesados efou fluoretos, estes devem ser precipitados, filtrados
secados e o solido resultante tratado como residuo da classe B. O filtrado seré

tratado como liguido aquoso sem metais e/ou fluoretos. (ABNT..1993)

Os liquidos organicos devem ser separados por classe (cloretos, n&o
clorados, nitrogenados, combustiveis e cancerigenos) € pode seguir algumas vias
em funcdo das caracteristicas, tais como incineragio, recuperagdo no proprio
laboratério, envio para recuperacdo por empresa especializada (s¢ para
guantidades razoaveis). Venda para fornos industriais como combustiveis
inativados. Reduzindo a periculosidade (exempio, reagdo do fenol com

formoldeido, resultando resina).

Para serem incinerados, os solventes devem ser submetidos as

exigéncias da incineradora e do o6rgdo de controle ambiental. Solventes



explosivos, cancerigenos, hepatotdxicos, indutores de discrasias, devem receber
rotulagem especial para a devida protecio dos operadores na incineracao.
Mercirio metalico: deve ser recothido em recipientes hermeticamente fechado,
mantido sob enxofre e enviado para empresa recuperadora. Solugbes contendo
berilio, cianetos, bbrio, devem receber tratamento de inativacdo segundo
prescricbes legais e embalagens especificas para descarte em aterro industrial.

Deve-se evitar a permanéncia desses materiais no laboratério. (KAUFMAN, 1880)

2.11.5 Descarte de sangue e fluidos corporais

Todo o sangue humano e fluidos deveriam ser controlados como
materiais potenciaimente infecciosos e nestes casos as precaugbes universais
deveriam ser utilizadas. O descarte dos artigos contaminades com sangue

humano ou fluidos corporais deve ser a incineracéo.

2.11.6 Reagentes com prazos de validade vencidos

Todo reagente com prazo de validade vencido, perigoso ou ndo, devera
ter seu frasco acondicionado em saco plastico transparente e ser encaminhado a

Comissao de Seguranca Interna se houver.
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2.11.7 Frascos de reagentes

Todos os recipientes vazios que continham reagentes (garrafas, frascés
e sacos) deverdo ser lavados em agua corrente antes de serem descartados,
especiaimente se os reagentes em questdo tratavam-se de agentes tdxicos ou
perigosos. Os rétulos devem ser removidos dos frascos de reagentes antes de
descarta-los. Os rotulos sé dever&o ser removidos apos a lavagem dos frascos,
garantindo-se que ndo contenham residuos que oferegam risco & saude. As
garrafas ou frascos de vidro n&o devem ser quebrados para o descarte. Este
material deve ser mantido a parte do lixo comum-seco para ser recolhido pelo
pessoal de limpeza. Vidrarias guebradas que oferecam risco de corte devem ser
armazenadas nos laboratérios em recipientes apropriados {baldes plasticos ou
metalicos). Quando estes recipientes estiverem cheios, a vidraria quebrada devera

ser descartada em um container destinado exclusivamente para este fim.

2.11.8 Contaminagao por brometo de etideo

Todos os géis de agarose ou acrilamida contendo menos de 5 mg/mi de
EtBr (a concentrag&o usual € de 0,5 mg/ml) deverdo ser descartados nos proprios
laboratérios, em baldes contendo dois sacos plasticos. As ponteiras contaminadas
com solugbes concentradas de EtBr (usualmente de 1 a 10 mg/ml) deverdo ser
descartadas juntamente com os géis. As solucdes concentradas de EtBr (> 0,5

mg/ml) ndo poderdo ser descartadas. Solucbes diluidas de EtBr (< 0,5 mg/mi)
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deverdo ser deixadas em repouso e expostas & fuz por trés semanas e
descartadas na pia, sob intensa agua corrente. Para as solugbes concentradas

observar os procedimentos descritos para descontaminagio.

2.11.9 Contaminagado por material bioldgico

Todo material contaminado por virus, microrganismos, qualquer
organismo geneticamente modificado ou derivado biolégico que oferega risco &

satide (sangue, urina, etc) deverd ser auto-clavado ou tratado com solugdo de

hipoclorito ou lisoférmio antes do descarte.

2.11.10 Solventes organicos

Misturas contendo fenol, b-mercaptoetanol, alcool iscamilico ou outro
solvente toxico deverdao ser descartadas nos proprios laboratorios em garrafas
apropriadas. Quando cheias, o conteldo destas garrafas deverd ser vertido nos
tonéis localizados nas capelas de exaustdc localizados em locais pre-
determinados. Quando estes tonéis estiverem cheios, a Comissdo de Seguranga
devera ser avisada. As garrafas deverdo ser retornadas aos laboratorios, lavadas

com etanol e agua corrente antes de serem descartadas, ou serem reutilizadas

como desprezadores de solventes.
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2.11.11 Ponteiras e tubos de microcentrifuga

Todo material contaminado por microrganismos, qualquer organismo
geneticamente modificado ou derivado biolégico que oferega risco a salde
(sangue, urina, etc.) deverd ser autoclavado ou tratado com solugdo concentrada
de hipoclorito ou lisoférmio antes do descarte. Todo material que esteve em
contato com reagente toxico devera ser Javado em agua corrente antes de ser
descartado no lixo comum. Os tubos de microcentrifuga contaminados com algum
solvente toxico deverdo ser lavados com etanol seguido de agua corrente antes de
serem descartados. Jamais descarte tubos de microcentrifuga {(ou outros tubos)

fechados contendo solvente organico.

2.11.12 Material pontiagudo ou cortante

Todo material pontiagudo ou cortante como, por exemplo, laminas de
bisturi, agulhas, estiletes, etc, deveric ser desprezados em um frasco plastico de
paredes grossas e tampa de rosca que cada laboratério devera providenciar. Este
frasco deveré ser identificado, mantido fechado e descartado no lixo comum, com
a devida identificagdo, somente gquando estiver completamente chejo. Este
material devera ser descartadc em recipiente identificados com o simbolo de
infectante, de acordo com a norma NBR 7500 da ABNT com a transcricdo das
expressbes ‘Infectante” e “material perfuro-corfante®. Apés o fechamento do

recipiente do coletor de material pérfuro-cortante, ele deve ser colocado em saco
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branco leitoso, padronizado (ABNT-NBR 9180 e NBR: 9191. Neste saco também
deve constar o simbolo de infectante (NBR-7500) e aguardar a coleta em
separado dos demais residuos (MINISTERIO, 2000)°. Todo material contaminado
por virus, microrganismos, qualquer organismo geneticamente modificado ou
derivado bioldgico que ofereca risco a saude (sangue, urina, etc.) deverg ser

autociavado ou fratade com solugdo de hipoclorito ou lisoférmio antes do descarte.

2.11.13 Classificagao

Um residuo quimico é considerado de risco quando listado
especificamente em publicacdes dos orgdos oficiais de controle, nacionais e

internacionais.

2.11.13.1 Residuo que possa servir como fonte de ignicéo

Um liquido que tenha o ponto de fulgor de menos que 140°C. Um sdélide
capaz de causar fogo por friccdo ou absorcdo de umidade ou que sofre mudangas

quimicas espontaneas que resultem em gueima vigorosa e persistente.

2.11.13.2 Residuos corrosivos

Solucdes aquosas de pH menor ou igual a 2 ou maior ou igual a 12,5.

° Ministério da Sadde: Controle de infeccBes e a pratica Odontologica em tempos de AIDS,2000.



2.11.13.3 Residuos reativos

Solugbes aquosas de materiais instaveis que sofram mudancas
quimicas violentas sem detonacdo, possam reagir violentamente com agua
formando misturas potencialmente explosivas ou que possam gerar gases
perigosos ou possivelmente letais. Materiais detonantes ou explosivos também se

incluem nesta classe.
2.11.13.4 Residuo téxico

Residuo que contém um dos seus componentes em concentracdes
iguais ou maiores que os valores das tabelas de concentragdo méxima de

residuos téxicos.

Os residuos quimicos também podem ser classificados como residuos
de processo ou descarte de materiais quimicos comerciais. Esta distinggo é
importante na rotulagem. Um residuo de processo € aguele que em virtude de
algum uso, processo ou procedimento, ndo atende as especificagdes originais do
fabricante. Exemplos: efluentes de colunas cromatograficas, produtos diluidos,

misturas reacionais, papeéis contaminados.

Um produto comercial (nunca processado) deve ser descartado no
frasco original. Exemplos: pequenos frascos de produtos antigos nunca utilizados

de laboratorios, areas de servico.
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Mesmo que um residuo de laboratério ndo se enquadre em nenhuma
destas classes ou esteja listado nas tabelas deve haver regras especificas de

descarte definidas no ambito da prépria instituigio.

2.11.14 Classificagbes especificas de residuos

. Solugdes de formo! ou formaldeido: Solugtes diluidas devem ser
estocadas segundo critérios especificos definidos por érgdos oficiais ou no plano
interno da instituicgo. O formaldeido € um agente suspeito de provocar cancer

com baixos indices de exposicdo permitida e poucos sintomas de adverténcia.

o Solugbes de brometos de etidio: Sdo agentes mutagénicos em
altas concentracGes. Solugdes muito diluidas devem ser descartadas com
descargas em vasos sanitarios ou linhas de esgoto especiais. A concentracdo
maxima para a execuglo destes procedimentos € de 5 ppm. N&o diluir as

solucdes propositadamente para atingir este vaior.

e  (Géis de brometo de etidio - coletar em sacos plasticos duplos. O
descarte deve ser feito segundo normas especificas de ¢rgaos oficiais ou da

propria instituic&o.

. Liquidos que sejam fontes de ignicdo e solventes orgénicos:

Manter separados de solventes halogenados de solvente ndo-halogenados se
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possivel. Separar os solventes organicos de solucbes aguosas quando possivel.

Manter os soiventes acidificados separados de outros solvenies e residuos acidos.

. Acidos, bases e solugbes aquosas: Nac misturar acidos
inorganicos fortes ou oxidantes com compostos organicos. Manter acidos, bases e
solucdes aquosas contendo metais pesados separados de outros residuos. Evitar

misturar acidos e bases concentradas num mesmo recipiente.

. Solugdes contendo merculrio: manter estes residuos separados de

todos 0s ouiros.

. Materiais corrosivos: o©s residuos de acido nitrico em
concentragdes superiores a 40%,acido percidrico, peroxido de hidrogénio em
concentracao superior a 52% em peso,acido nitrocloridrico; nac devem ser
misturados a quaisquer outros em nenhuma circunstancia. Estes liquidos devem

ter recipientes especiais para seu descarte.

. Residuos toxicos: verificar as tabelas e seguir os procedimentos

especificos de descarte.

® Residuos muito téxicos: procedimentos especiais definidos por

orgéos oficiais ou no plano de higiene quimica da instituigéo.

. Residuos de amianto: devem ser fixados em aglomerantes
naturais ou artificiais como, cimento, plastico, asfalto ou resinas. Seguir

procedimentos definidos pela instituigdo. (MICHIGAN STATE ...2001)
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2.11.15 Eliminac¢ao de residuos de laboratério

Os produtos quimicos de laboratdrio sdo geralmente residuos de
carater especial. A eliminacdo de tais residuos deve ser cuidadosa observando-se
as leis fisicas validas em seu correspondente estado (ou forma). Recomenda-se
sempre o contato com 6rgéo responsavel ou com o responsavel no programa de

higiene quimica da instituicdo.

2.11.16 Classificagi@o dos recipientes

A. Solventes organicos e solugbes de substancias organicas que nio

contenham halogénios.

B. Solventes organicos e solugdes organicas que contenham

halogénios.

C.Residuos sdlidos de produtos quimicos organicos que so

acondicionados em sacos plasticos ou barricas originais do fabricante.

D. Solugbes salinas; nestes recipientes deve-se manter o pH entre 6 e

E. Residuos inorganicos téxicos, por exemplo, sais de metais pesados e
suas solucdes; descartar em frascos resistentes ao rompimento com identificacic

clara e visivel (consultar padrdo de sua instituicdo ou legisiacdo especifica).
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F. Compostos combustiveis tdxicos; em frascos resistentes ac

rompimento com alia vedacao e identificagio clara e visivel.
G. Mercurio e residuos de seus sais inorganicos.

H. Residuos de sais metalicos regeneraveis;, cada metal deve ser

recolhido separadamente.

{. Sdlidos inorganicos.

2.11.17 Recolhimento e desativagdo de residuos de laboratorio

A finalidade destas indicacbes ¢é transformar produtos gquimicos

ativados em derivados indcuos para permitir o recolhimento e eliminacéo segura.

Ao se manejar produtos quimicos de laboratério e principalmente ao se
desativar produtos quimicos deve-se ter a maxima precaucgio, visto que s&o
muitas vezes reagdes perigosas. Todos os trabalhos devem ser executados por
pessoal habilitado com o uso de roupas e material de protecdo adequada a cada
finalidade. Insiste-se para que a Inativacdo seja feita em escala reduzida,

podendo-se fazer adaptagdes.

A seguir sdo indicados métodos de eliminagdo e desativacdo de

produtos de laboratério.
1. Soiventes organicos isentos de halogénios - Recipiente Coletor A.

2. Solventes organicos contendo halogénios - Recipiente Coletor B.
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3. Reagentes organicos relativamente inertes, do ponto de vista
quimico, recolhidos no recipiente coletor A. Se contiverem halogénios no Coletor

B. Residuos sdlidos no Coletor C.

4. Solugbes aquosas de acidos orgénicos s$a0 neutralizadas
cuidadosamente com bicarbonato de sédio ou hidréxido de sédio - Recipiente
Coletor D. Os &cidos carboxilicos aromaticos sdo precipitados com acido cloridrico
diluido e filtrados. O precipitado € recolhido nc Coletor C e a solugdo aquosa no

Coletor D.

5. Bases organicas e aminas na forma dissociada - Recipiente Coletor
A ou B. Recomenda-se freqlentemente, para se evitar maiores odores, a

cuidadosa neutralizacio com acido cloridrico ou sulftrico diluido.

6. Nitritos e mercaptanas sdo oxidados por agitagdo por varias horas
(preferivelmente & noite) com solugdo de hipoclorito de sédio. Um possivel
excesso de oxidante € eliminado com tiossulfato de sédio. A fase orgénica €

recolhida no recipiente A ou B e a fase aquosa no recipente D.

7. Aldeidos hidrossoluveis sao transformados com uma solugdo
concentrada de hidrogenossulfitc de sodio a derivados de bissulfitos. Recipiente

Coletor A ou B.

8. Compostos organometalicos, geralmente dispersos em solventes
organicos, sensiveis a hidrolise, s&o gotejados cuidadosamente sob agitag@o em

n-butanc! na capela. Agita-se durante a noite e se adiciona de imediato um
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excesso de agua. A fase orgénica é recolhida no Coletor A e a fase aguosa no

recipiente D.

9. Produtos cancerigenos e compostos combustiveis, classificados

como téxicos ou muito tdxicos - Recipiente Coletor F.

10. Perdxidos organicos sdo destruidos e as fases orgénicas colocadas

no recipiente A ou B e aquosa no recipiente D.

11. Halogenetos de acido sdo transformados em ésteres metilicos
usando-se excesso de metanol. Para acelerar a reagdo pode-se adicionar
algumas gotas de acido cloridrico. Neutraliza-se com solucéo de hidroxido de

potassio. Recipiente Coletor B.

12. Acidos inorganicos sao diluidos em processo normal ou em alguns
casos sob agitacdo em capela adicionando-se agua. A seguir neutraliza-se com

solugac de hidréxide de sédio. Recipiente Coletor D.

13. Bases inorgéanicas sa@o diluidas como acidos e neutralizadas com

acido sulfurico. Recipiente Coletor D.

14. Sais inorganicos - Recipiente Coletor |. Solugdes - Recipiente

Coletor D.

15. Solucbes e solidos que contém metais pesados - Recipiente

Colstor E.

16. No caso de sais de talio, altamente idxicos e suas solucdes

aquosas € necessario precaucao especial - Recipiente Coletor E. As solugdes sédo
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precipitadas com hidroxido de sédio (formam-se 6xidos de talio) com condigdes de

neutralizacao.

17. Compostos inorganicos de selénio - Recipiente Coletor E. O
selénio elementar pode ser recuperado oxidando-se os concentrados em capela
com acido nitrico concentrado. Apds a adicdo de hidrogenossulfito de sodio o

selénio elementar é precipitado. Recipiente Coletor E.

18. No caso de berilio e sais de berilioc (altamente cancerigenos)

recomenda-se precaugdes especiais. Recipiente Coletor E.

19. Compostos de uranic e torio devem ser eliminados conforme

legistac@o especial.
20. Residuos inorganicos de mercurio - Recipiente Coletor G.

21. Cianetos s&o oxidados com  hipolcioritc de  sédio,
preferencialmente & noite. O excessc de oxidante € destruido com tiossulfato.

Recipiente Coletor D.

22. Perobxidos inorganicos sao oxidados com bromo ou iodo e tratados

com tiossulfato de séddio. Recipiente Coletor D.

23. Acido fluoridrico e solugdes de fluoretos inorganicos sdo tratadas
com carbonato de calcio e filtra-se o precipitado. Sélido - Recipiente Coletor | e

solucao aquosa - Recipiente Coletor D.

24. Residuos de halogénios inorganicos, liquidos e sensiveis a

hidrolise saco agitados na capela em solugdo de ferro e deixados em repouso,
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durante a noite. Neutraliza-se com solugdo de hidroxido de sédio. Recipiente

Coletor E.

25. Fésforo e seus compostos sdo muito inflamaveis. A desativacdo
deve ser feita em atmosfera de gas protetor em capela. Adiciona-se 100 mi de
soluco de hipociorito de sédic 5% contendo 5 ml de hidrdxido de sbdio 50%, gota
a gota. Em banho de gelo, a substancia que se quer desativar. Os produtos de
oxidacdo s8o precipitados e separados por sucgdo. Precipitado - Recipiente

Coletor | e solugdo aquosa - Recipiente Coletor D.

26. Metais alcalinos e amidas de metais alcalinos, bem como os
hidretos, decompdem-se explosivamente com a agua. Por isso estes compostos
sd0 colocados com a maxima precaucdo em 2-propanol, em capela com tela
protetora e 6culos de seguranga. Se a reagfo ocorrer muito lentamente pode-se
acelerar com adicdo cuidadosa de metanol. Em caso de aquecimento da solucdo
alcodlica deve-se interromper o0 processo de destruicdo da amostra. Obs. Nunca
esfriar com gelo, agua ou gelo seco. Recomenda-se deixar em repouso durante a
noite, diluindo-se no dia seguinte com um pouco de agua e neutralizando-se com

acido sulfurico. Recipiente Coletor A.

27. Os residucs que contenham metais preciosos devem ser
recolhidos no recipiente Coletor H para reciclagem. Solugdo aquosa - Recipiente

Coletor D.
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28. Alquilas de aluminio sdo extremamente sensiveis a hidrdlise. Para
o manejo seguro destes recomenda-se o uso de seringa especial. Deve-se colocar

se possivel no frasco original ou no Recipiente Coletor F.

Para que tais residuos de laboratorio possam ser eliminados de forma
adequada € necessario ter-se a disposigdo recipientes de tipo e tamanho
adeguados. Os recipientes coletores devem ter alta vedacgdo, serem
confeccionados de material estavel e em alguns casos serem combustiveis. Deve-
se colocar em local ventilado principalmente quando contiverem solventes. Nos
recipientes C, E e | os residucs sdo colocados em embalagens separadas
devendo ser de plastico resistente ao rompimento. Para se proteger de danos no
transporte & necessdrio se utilizar material de amortecimento. Os liquidos
derramados podem ser absorvidos facilmente com Chemizorb granuiado ou em pé
ou equivalente. Na falta deste pode-se usar uma mistura de areia, residuos de

ceramica porosa e bicarbonato de calcio.

Os recipientes coletores devem ser caracterizados claramente de
acordo com o seu conteudo, o que também implica em se colocar simbolos de

periculosidade.

Deve-se lembrar que aqui séo descritas regras gerais, que devem ser
utilizadas como apoio, mas recomenda-se gque antes da producdo de gualquer

residuo se faga um planejamento especifico.



Para se eliminar residuos de laboratério € freqlentemente necessario

inativa-los.

2.11.18 Descarte de material biolégico

Os residuos infectantes ou infecciosos gerados em laboratérios s&@o
aqueles que contém patdgenos em quantidade e viruléncia tais que a exposicao

aos mesmos, de hospedeiro suscetivel, pode resultar em uma doenca infecciosa.

Para descarte de materiais contaminados, em geral adota-se algum
sistema ou critério de identificacdo e separacdo, incluindo-se as respectivas

embalagens, tais como:

Lixo ndo contaminado que pode ser eliminado juntamente com lixo

comum;
1- material contaminado para autoclavagem e reciclagem:;
2- material contaminado para descarte;

3- objetos contundentes, tais como agulhas de injegao, bisturis, facas,

cacos de vidro;
4- lixo anatdmico, ou seja, tecidos humanos ou de animais.

* Todo material deve ser autoclavado antes de se tentar qualguer

limpeza cu reparo.
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Materiais contaminados para descarte definitivo

Todas as culturas e materiais contaminados normaimente devem ser
autoclavados em embalagens a prova de vazamento, ou seja, em sacos plasticos
autoclavaveis que possam ser identificados {coloragdo codificada), antes de serem
eliminados. ApGs a autoclavagem, o material podera ser colocado em recipientes

destinado ao transporte até ¢ incinerador ou outro tratamento de lixo.

Em cada posto de {rabalho devem existir frascos, recipientes
descartaveis, preferencialmente inquebraveis (ex. plasticos resistentes) contendo
um desinfetante apropriado e preparade no proprio dia. Apds prazo minimo de 18
horas de mergulho completo dos materiais sélidos contaminados, estes devem ser
retirados para fins de incineracdo ou autoclavagem e residuo do desinfetante
dispensados na pia. Se forem materiais recicléveis, antes de voltarem a ser

utilizados devem ser lavados e re-esterilizados. (TEIXEIRA, 1998)

A incineracdo com metodo de escolha para o tratamento definitivo do
lixc contaminado, inclusive de carcacas de animais de laboratério, de preferéncia
apds serem autoclavados. A incineracdo do lixo contaminado depende da
aprovagdo pelas autoridades responsaveis pela salde publica e pela poluigdo do
ar, de ser aprovado pela comissdo de biosseguranca. Caso contrario outras

alternativas de senso comum devem ser procuradas.

As agulhas n8o devem ser recapeadas, ou retiradas das seringas
descartaveis. Agulha e seringa devem ser colocadas em caixa de paredes

impenetraveis: essas caixas nao devem estar compietamente cheias. Quando
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cheias até trés guartos de sua capacidade, serdo colocados em recipientes para
"lixo contaminado" e incineradas. Poderfo ser autoclavadas previamente,
conforme a exigéncia da rotina do laboratdrio. As seringas descartaveis, quando
usadas isoladamente e sem agulha, ser@o colocadas em recipientes préprics e

depois incineradas, com ou sem autoclavagem prévia (GRIST,1985).

2.12 Procedimentos de Emergéncia

2.12.1 Quebra de Frasco e Derrame de Liquido

Jogar imediatamente granulado absorvente (no mercado existem varios
fornecedores), juntando depois todo o residuo em saco plastico, e solicitar a

presenca do servigo de seguranca para providenciar o descarte.

2.12.2 Quebra de Grande Quantidade de Frascos e Derrame de Grande
Volume de Liquido

Isolar imediatamente a area atingida. Ventilar naturalmente, abrindo
portas e janeias. Eliminar fontes de calor. Lancar imediatamente sobre o liquido
areia ou granulado absorvente, em quantidade suficiente, e solicitar a presenca do

servico de seguranga para providenciar o descarte.
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2.12.3 Regras Especificas para Derramamentos
2.12.3.1 Derramamento de sangue humano

Usar luvas e avenial para limpar derramamento. Se recipiente
quebrado estiver presente, usar férceps para apanhar e acondicionar no recipiente
especifico para o material contaminado. Absorver o sangue com toalhas de papel
e descartar no recipiente para descarle de material contaminado. Usando uma
soluc@o de detergente, limpar o local de derramamento de todo sangue visivel.
Esfregar o local de derramamento com toalhas de papel saturadas em um
desinfetante como alvejante diluido 1:10 (volivol).  Descartar todo o material

contaminado em recipiente de material contaminado. Lavar maos com sabao e

agua.

2.12.3.2 Derramamento de material em NB-1

Apos calcar luvas e avental, o frasco quebrado deve ser apanhado com
uma pinga ou forceps e colocado no recipiente especifico para vidros quebrados.
O derramamento deve ser absorvido com toalhas de papel ou outro material
absorvente. O materiais contaminados deve ser descartado no recipiente
especifico para material contaminado. A area de derramamento deve ser
esfregada com um desinfetante na diluicdo efetiva apropriada contra o organismo.
Autoclavar todas as toalhas, luvas, e ouiros materiais usados para lmpar o

derramamento. As maos devem ser lavadas com sabo e agua.
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2.12.3.3 Derramamento de material em NB-2

Manter uma pessoa do grupo de trabalho cuidade para evitar o aceséo
de outros trabalhadores e evitar a propagacéo do material derramado para fora do
ambiente. Se necessario sinalizar a contaminac&o. Remover a roupa contaminada
e acondiciona-la em uma bolsa de material contaminado para desinfecgdo. Lave
mé&os e pele exposta e informe ac responsavel 0 ocorrido. Vista roupa protetora
novamente € pegue 0 material necessario (desinfectante, recipiente para
autoclave, pingas, toalhas de papel para efetuar a limpeza). Cubra o
derramamento com toathas de papel e algum desinfetante adequadamente
diluido. Depois de pelo menos 20 minutos, apanhe as toalhas de papel e re-
esfregue a area de derramamento com desinfetante diluido. Junte todo material e
recipiente de descarte de material contaminado e autoclave.  Lave maos com

sab&o e agua.

2.12.3.4 Derramamentoc de um material em NB-3

Suspensdc imediata de toda atividade. Evitar inalar o material
aerotransportado enquanto abandona-se o laboratorio. Avisar ao resto da equipe
para sair do ambiente Sinal de adverténcia. Remover roupa a contaminada, e
colocar em uma bolsa de material contaminado. Lavar as mios com sabdo e
agua. Notificar ao pesquisador principal. Esperar 30 minutos para aerossois

dispersarem antes de reentrar o laboratéric para comecar limpeza total. Vestir
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equipamento de protecdo pessoal, mais o material necessario a limpeza e
acondicionamento do material. Conter o derramamento com toalhas de papel
absorventes ou blocos disponiveis. Cuidadosamente adicionar alvéjante de cloro a
10% ao derramamento; evitar criar aerossbis ao verter o desinfetante. Deixar o
ambienie e esperar 30 minutos para o alvejante a inativar o material. Apanhar
copo quebrado com foérceps e descartar em recipiente de quebrados. Limpar o
tiquido com toalhas de papel e juntar todo material contaminado em recipiente
apropriados. Limpar novamente a area com um desinfectante apropriado.
Autoclavar (ou saturar em solugdo de 10% de desinfectante) todo o material

utilizado na limpeza. Lavar as m8os com sabdo e agua.

2.12.3.56 Derramamento em cabine de seguranca biolégica

Deixar a cabine ligada.Calcando luvas, esfregar as paredes e o
equipamento com um desinfectante como por exemplo, etanol a 70%. Esperar uns
20 minutos. Saturar encima do derrame o desinfectante com toalhas de papel.
Desinfetar todos os artigos que podem ter sido respingados antes de remové-los
da cabine. Descartar {odos os materiais de limpeza. Lavar as m3os e a pele

exposta com sabao e agua.
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2.12.3.6 Derrarmmamento de matenial radioativo biolégico

Um derramamento que envolve materiais radioativos e bioldgicos
requer procedimentos de emergéncia diferentes dos procedimentos usados para
qualgquer material isolado. Como regra geral, utilize um desinfectante quimico para
o microrganismo e entéo disponha o material contaminado numa embalagem
apropriada e etiquetada com o a identificagdo do radioisdtopo que esta misturado
ao microrganismo quimicamente desinfectado. Ndo use solugbes desinfectantes
em materiais que contém iode radiative, porque gas de iodo radioativo pode ser
libertado. Durante a desinfeccdo do material bioldgico utilizar procedimentos de
protecéo contra material radioativo. Antes de qualquer limpeza total, considerar o
tipo de material radiativo, as caracteristicas do microorganismo, ¢ o volume do
derramamento. Informar-se para o0s procedimenios de limpeza total de
radioisotopo especificos. N&o usar solucbes alvejantes em materiais que
contenham iodo radioativo. Gas pode ser libertado, ao invés, usar um desinfetante

alternativo como um iodofor.

2.13 Seguranca em Ambientes de Laboratorios

O ambiente de laboratério deve ser projetado, dimensionade ou
adequado devidamente, de modo oferecer condigbes confortaveis e seguranca de
trabalho. As areas de trabalho devern ser definidas de modo a separar as de

maior risco (manipulacdo de produtos quimicos e bioldgicos) daquelas que
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apresentam menor probabilidade de acidentes (drea administrativa). O ambiente
de Iiaboratdorio também deve oferecer condigbes adequadas de iluminagéao,
ventilagdo, temperatura, umidade, circulac@o e outras que permitam a realizagéo

do trabalho de forma confortavel e produtiva.

A organizacdo essencial e funcional do laboratério deve também prever
o mobilidrio, as barreiras de controle, as comunicagdes, o tratamento acustico, as
linhas de servicos {gas, agua, vacuo, ar comprimido, vapor, eletricidade, esgoto

sanitario), equipamentos de combate a incéndio entre outras instalagbes.

As areas do ambiente de laboratério devem ser adequadamente
sinalizadas de forma a facilitar a orientagdo dos usuarios, alertar quanto aos riscos
existentes e restringir o acesso de pessoas n&o autorizadas. As cores e simbolos
recomendados para uso nas areas de laboratério s&o regulamentadas pela NR-26
do Ministério do Trabalho. Devem ser utilizados os simbolos identificando as areas
de: (1) risco biologico: agentes potencialmente patogénicos - virus, bactérias,
fungos, leveduras, protozoarios, organismos geneticamente modificados (OGMs),
que podem causar infecgbes graves: (2) risco quimico: produtos explosivos,
inflamaveis, corrosivos, iritantes, toxicos e cancerigenos, que causam lesbes
graves e intoxicagbes, por vezes irreversiveis: (3) riscos fisicos: radiagbes
jonizantes e nao-ionizantes, ruidos, vibracdes, ultra-som, temperaturas extremas,
e outros. Cuidados devem ser tomados quando aos riscos ergondmicos (postura
inadequada, ritmo intenso e periodos prolongados de trabalho, situagéo de

estresse, enire ouiros) que seriamente causam desgaste fisico e mental,
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instabilidade emocional, depressdo. Precaugdes também devem ser tomadas
para evitar os riscos de acidentes, que podem gerar lesbes temporarias, definitivas

e até mesmo a morte.

O uso de equipamentos de protecdo individual e coletiva é fundamental
para a execucao das atividades laboratoriais de forma a assegurar a saude do

profissional @ minimizar a possibilidade de acidentes.

Um aspecto de seguranca exiremamente importante no ambiente
laboratorial €, o armazenamento de substancias quimicas e materiais diversos no
interior do laboratdrio, recomendavel que o laboratorio disponha de local
adequado para armazenamento, seguindo as orientacbes de organizacdo que
considere a compatibilidade entre os produtos quimicos. Para grandes
quantidades, 0s produtos quimicos e materiais devem ser armazenados em
almoxarifados muitc bem organizados e administrados por pessoal gualificado.
Assim, os laboratérios se isentam da responsabilidade do armazenamento de
substancias, na sua grande maioria, corrosivas, inflamaveis e combustiveis que
podem gerar situagbes emergenciais, levando perigo as instalagbes e aos
usuarios e a comunidade, em geral. Cabe lembrar que acidentes e incéndios em
laboratérios podem ser causados pela incompatibilidade entre muitos materiais e

produtos quimicos.

A sinalizacdo dos materiais de combate a incéndio (extintores e

hidrantes), das saidas de emergéncias e das rotas de fuga em situagbes de
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emergéncia, também devem ser indicados nos ambientes laboratoriais e nos

corredores de acesso.

O ambiente de laboratdrio em que se manipulam agentes infecciosos
deve ser adequadamente organizado, construido e ter mecanismos de contengdo

especificos de acordo com a classe de risco biologico.

A seguranca em ambientes de laboratério deve ser objeto de ensino e
treinamento profissional permanente, a fim de que a equipe do laboratdrio e de

apoio esteja sempre consciente dos riscos a que estéo expostos e da importancia

das medidas de seguranga.

A seguranca nos ambientes da area de saude deve ser planegjada,
dimensionada e realizada por uma equipe multiprofissional, de modo a atender

varios requisitos relacionados com:

1. O cumprimento das normas de seguranga vigentes;

2. A disponibilidade e uso adequado de equipamentos de protegdo,

3. A organizacéo e realizacio de programas de freinamento;

4. A manutencgao preventiva de equipamentos e instrumentacéo;

5. A disponibilidade de extintores e outros dispositivos de combate a
incéndio;

8. O treinamento de combate a incéndio e em situagdes de

emergéncia;
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7. A sinalizagdo adequada das areas de risco e das rotas de fuga;
8. A disponibilidade de sistema de geragdo elétrica de emergéncia;

8. O planejamento e execucéo do programa de prevencgdo de riscos

ambientais;

10. Os planos de contengdo quando ocorrem situactes de emergéncia

(derramamentos, vazamentos, contaminacgoes, explosdes, etc);

11. Os planos de emergéncia para enfrentar situagbes criticas como

falta de energia elétrica, igual incéndio e inundacgdes;

12. O sistema de registro dos testes de seguranca e desempenho dos
equipamentos € importante lembrar que, grande parte dos acidentes envolvendo
profissionais da area de salude se deve a nfo observancia e obediéncia as normas
de seguranga. Devido & exposicio direta a agentes infecciosos (virus, bactérias,
fungos e leveduras) e substancias quimicas, esses profissionais s&o aivo de
infecgdes ocupacionais e intoxicacbes graves. Entretanto, o emprego de préticas
seguras e O uso de equipamenios de protecdo adequados reduzem
significativamente o risco de acidente ocupacional. Riscos em ambientes da area

de salde (BRASIL...1995)°

Os riscos sd0 condigbes que apresentam um determinado potencial

para a existéncia de danos, doen¢a ou prejuizo de uma instituicdo, Esses danos

® BRASIL, Ministério do Trabatho, Norma regulamentadora n°. 26 (NR-26)

184



constituem lesdes. As pesscas, danos a equipamentos, a instalacbes, ao meio

ambiente, a perda de material e reducac da capacidade produtiva.

Os riscos s&o classificados em fisicos, quimicos, bioldgicos,
ergondmicos e riscos de acidentes. No ambiente de saude os riscos mais

freqlientes sao os fisicos, quimicos e bioldgicos.

Os principais agentes fisicos presentes nos laboratorios ligados a
saude, s&o o calor e as radiagbes ionizantes e nao-ionizantes. O calor é uma
forma de energia que € transmitida por radiacéo, conducao e convecgao. O calor &
utilizado nas operacbes de limpeza, desinfeccdo e esterilizacdo de materiais e
instrumentos, é também utilizado nos laboratérios de andlise e de pesquisa para
esterilizacao de solugbes, reagente, meios de cultura e materiais. Em ambiente
hospitalar, o calor é usado para o aquecimento dos cirirgicos, ambiente

(incubadoras) e em alguns tipos de tratamentos.

As radiacbes ionizantes s&o utilizadas, na area de saude, fins
diagnésticos e terapéuticos. No ambiente hospitalar, com riscos da radiacéo
jonizante se localizam nas areas de radiacdo e diagndstico e radioterapia,
incluindo os centros cirdrgicos e unidades de terapia intensivas. Varios cuidados e
precaucbes devem ser tomados para evitar a exposicao as radiagdes ionizantes,
gue séo deletérias. Sistemas de contenco, sinalizagio, orientagio e uso de EPI
especificos de radioprotecdc devem ser disponibilizados nos servigos
hospitalares. No ambiente laboratorial, também devem ser seguidas as normas

de segurancga para a manipulacio o descarte de materiais radioativos, sinalizacdo
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da érea de risco, uso de equipamentos de radioprotecdo e dosimetros para

avaliacao periddica.

As radiagdes nado ionizantes usualmente utilizadas em ambientes de
saude, sdo: (1) a radiagdo ultravioleta (UV) para a esterilizaco: (2) a radiacé@o
infravermelha empregada em fisioterapia e em procedimentos cirirgicos na forma
de LASER. Esses tipos de radiagdo causam queimaduras graves na pele e nos

olhos. (TEIXEIRA, 1996)

Os principais agentes quimicos que oferecem risco nos ambientes de
saude sdo os produtos quimicos utilizados na limpeza, desinfec¢ao e esterilizacdo
e os quimioterapicos. No ambiente laboratorial, os riscos guimicos mais comuns
sdo os agentes quimicos utilizados na esterilizagdo, que podem causar irritagbes

dos olhos, da pele e mucosas.

O 6xido de etileno, utilizado na esterilizacdo de materials, de um gas
incolor e potencialmente perigoso por ser inflamavel e explosivo. O glurataldeido e
o formaideido em solugdo sfo liquidos utilizados na esterilizac@c de materiais
especificos e sensiveis ac calor, s8o produtos {Oxicos que causam irritagéo
profunda dos olhos, pele e mucosas. Os compostos inorganicos liberadores de
cloro ativo (hipocloritc de sédio) sdo potentes desinfetantes utilizados em
recipientes para descarte de materiais, para desinfecgdo de superficies em geral e
superficies contendo sangue e oufros fluidos corpéreos. Outros produtos
quimicos também utilizades na desinfecgdo sdo: cloramina (libera cloro), iodo e

compostos contendo iodo, perdxido de hidrogénio (agua oxigenada), aicool e
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misturas contendo dlcool, e compostos a base de fenol. Esses produtos quimicos
s&o, de um modo geral, altamente corrosivos e potenciaimente téxicos, podendo
causar lesdes graves na pele e danos sérios aos equipamentos de laboratorio.
Portanto, na sua preparagac e uso devem ser utilizados 0s equipamentos de
protecdo individual (luvas. mascaras, 6culos de protecdo, aventais, e outros) e
coletiva, devendo ser estritamente seguidas as boas préticas de laboratério. O uso
do fenol como agente desinfetante n3c s&o mais recomendados devido aos seus
efeitos corrosivos e tdxicos, pois € facilmente absorvido pela pele, causando

queimaduras graves. (GRIST, 1995)
Regras de seguranga para o pessoal da limpeza devem ser adotadas:

» Utilizar sempre material de protecdo adequado de acordo com a

orientagéo do pesquisador responsavel;

« Despojar-se desta roupa sempre que sair do laboratério para ir a

outra parte do prédio;
= Nao comer, ndo fumar no interior do laboratério;

= Em caso de acidente, quebra acidental, avisar imediatamente o
responsavel pela biosseguranca, o chefe da equipe de limpeza

ou algum membro do laboratério;
* Nao limpar as mesas de trabalho sem autorizacao;

= N&o procurar reparar as consegléncias de um acidente sem

autorizacao do pessoal do laboratodrio;
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* N3ao entrar em nenhum local em cuja porta haja a sinalizagao de

acesso restrito (risco biologico ou de radiacio);

* N3&o esvaziar nenhum recipiente ou material de residuo a menos
que haja instrugbes Iindicando o0 que deve ser feito

(SOUZA,1999).

2.14 Biossegurang¢a Especifica em Laboratorios de DNA

No que tange a biosseguranca especifica em laboratérios de DNA
forense, além de todos os aspectos quanto a riscos fisicos, quimicos, bicidgicos,
ergondmicos e de acidentes, ha a necessidade de cuidados de biosseguranca no
sentido de preservar a integridade e pureza das amostras. O material utilizado
para exame muitas vezes & conseguido em minimas quantidades e sua ma
utilizaggo pode inviabilizar novo procedimento pericial. Para tanto medidas
especiais quanto a distribuigcao do espaco fisico devem ser tomadas no sentido de
evitar o diminuir a possibilidade de contaminacéo das amostras nas diversas fases

do procedimento de analise.

A area de recebimento das amostras deve ser isolada de qualquer area
de procedimentos. Somente amostras relacionadas com o exame em questéo
deveriam ser manipuladas em tal local. As técnicas de ampliagdo s&o0 muito
sensiveis e ha o risco de contaminacdo do material a ser analisado. A pessoa gue

recebe as amosiras deve calgar luvas e avental, acondicionar o material em
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recipientes adequados, manter refrigerado as espécies congeladas entre — 20° a -

70°. (McCREEDY, 1993)

Enquanto as amostras s@o preparadas, os reagentes refrigerados
podem ser removidos do refrigerador e deixados para ficar na temperatura
ambiente. As amostras devem ser preparadas com cuidados de biosseguranga
quanto a aerossdis. Sangue, urina, e outros fluidos biclégicos devem ser
preparados sob uma coifa de fluxo laminar. Luvas devem ser usadas durante
todas as fases de preparacdo e devern ser trocadas freqlentemente. E de boa
conduta usar duas luvas e descartar a que entrou em contato com o espécime
potenciaimente contaminado. Sobre mangas descartaveis podem ser uteis quando
se trabalha sob a coifa de fluxo laminar. As centrifugas devem ser providas de
rotores com compartimento para captura de aerossois e proteger a equipe contra
patégenos vaporizados. Alternativamente centrifugas com tubos selados com anéis
tipo O-ring podem ser utilizados. Fluidos sobrenadantes devem ser aspirados, n&o
decantados,para dentro de recipientes que contenham alvejante. As amostras de
sangue contidas em tubos de vacuo {vacutainer) devem ser abertas sob coifa e
protegidas com gaze para prevenir a contaminagdo das luvas ou a exposi¢ao do
técnico a patégenos em potencial em caso de quebra do recipiente. Sempre que

possivel, pipetas plasticas descartaveis devem ser utilizadas.

Na parte do laboratério de preparo das amostras para exame, somente
0 pessoal envolvido no procedimento deve ter acesso. Este pessoal deve usar

juvas e aventais que devem ser removidos sempre que sair deste ambiente. Para
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manter um fluxo de trabalho unidirecional, a equipe deve iniciar o trabalho do dia
nesta area antes de se mover para a drea de amplificacdo e analise. Em
laboratdrios comerciais a equipe pode rodar, isto €, o trabalho e feito o dia todo na
mesma area e ser frocado por outra atividade no dia seguinte. Esta medida
diminui o trénsito entre a area de pré-amplificacdo e pos-ampliacéo e ajuda a
evitar erros associados ao trabalho rotineiro de efetuar sempre as mesmas

tarefas. (PERSING, 1993)

Ha varias estratégias para evitar a contaminac¢éo e os resultados falso-
positivos. Para prevenir este tipo de contamina¢do, uma completa separacéo fisica

entre os espacos pré PCR e po6s PCR. (HERRMANN, 1994)

Os reagentes devem ser preparados cuidadosamente em ambiente
separado e testados em seu nivel de contaminacdo. Se forem utilizados kits
comerciais, o controle de qualidade e producao é feito pelo fabricante. Pequenas
quantidades de reagentes devem ser mantidas no laboratdrio de preparagio. Os
reagentes devem ser armazenados corretamente etiquetados e com seu prazo de

validade em condicbes adequadas no laboratério de preparo de reagentes.

No preparo das amostras deve ser utilizado cabines de seguranca
bioldgica para prevenir a formagdo de aerossbis. Sangue, urina e outros fluidos

corporais devem ser manipulados sob fluxe laminar. (McCREEDY,1993)
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2.15 Boas Praticas de Biosseguranca

o Devem ser estabelecidos e implementados procedimentos
institucionais para assegurar adequado controle da saude e da seguranca

das pessoas envolvidas no trabalho;

« Devem ser providenciadas instrugbes, por escrito, e

treinamento de pessoal antes do inicio de qualquer atividade no laboratério;

» Pessoas estranhas a rotina de trabalho nZo devem ser

admitidas as instalacGes;
* A equipe de limpeza deve ser adequadamente treinada;
e A area de trabalho sera mantida limpa e organizada;

e Um manual de procedimentos de biosseguranga e de
emergéncia e fichas de emergéncia com as rotinas para casos de
acidentes, emergéncias, desinfeccdo, descarte de residuos devem ser

confeccionadas especificas ao trabalho desenvolvido na unidade;

o Devem ser providenciadas instalagbes adequadas (pias,
chuveiros, sala para a troca de roupa) e roupas de protecdo (uniformes,

jalecos de laboratbrio, etc.), e assegurar uma higiene pessoal adequada;

e E proibido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos e pipetar

com a boca;

191



o O frabalho de analise forense somente deve ser executado em

instalacOes adequadas;

e Antes de qualquer descarte, 0s residuos devem ser inativados,

e o tratamento de efluentes deve seguir as normas especificas;

* A adicdo de material a um sistema, a coleta de amostras e a
transferéncia de liquido de cultura dentrc ou entre sistemas deve ser
conduzida de forma a minimizar o risco de exposicdo dos trabalhadores a

contaminantes ou a produtos toxicos;
+ Procedimentos de primeiros socorros por escrito;

* Deve ser estabelecido um plano de emergéncia, incluindo

medidas adequadas para conter e neutralizar derramamentos;

» Relacdo de todos os telefones de emergéncia em local visivel

e de transito constante;

¢ Derramamentos ou acidentes devem ser imediatamente

relatados ao responsavel pelo laboratério ou instalagdo;

» Avaliaggdo médica, observacdo e fratamento devem ser
providenciados conforme necessario, e relatorios por escrito devem ser

elaborados e arquivados;

« O simbolo universal de biosseguranca deve ser afixado nos

sistemas fechados e em equipamentos de contengéo primario;
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¢ Qualguer derramamento ou acidente gque resulte na exposicao

ao material ou produtos deve ser comunicado imediatamente ao

pesquisador principal;

¢ Os sistemas fechados e equipamentos de contencéo, seréo

localizados em area controlada com as seguintes caracteristicas:

A area controlada tera uma entrada separada. Deve
possuir um espago com duas portas, como uma ante-
cémara pressurizada, ante-sala ou sala para troca de
roupa, separando a area controlada do resto das

instalagdes;

A superficie das paredes, fetos e o pavimento da area
controlada devem permitir acesso facil para limpeza e

descontaminacao;

Eventuais perfuragbes na area controlada devem ser
seladas para permitir descontaminacdo do ambiente

com liquido ou gases;

Os encanamentos e fiacdo na drea controlada devem

ser protegidos contra a contaminacao;

Instalacbes para lavar as maos, equipadas com
valvulas acionadas com o pé, cotovelo ou com sistema

automatico de abertura devem estar presentes em cada
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area principal de trabalho, proximo de cada saida
principal. Além disso, chuveiro deve estar disponivel

perto da area controlada;

A area conirolada deve ser planejada de forma a
impedir a saida de liquido de cultura para o exterior em
caso de derramamento acidental, saida dos sistemas

fechados ou dos equipamentos de contengdo primarig;

A area controlada deve ter sistema de ventilagdo capaz
de controlar o fluxo do ar. Este deve vir de areas com
menor potencial de contaminagdo em diregdo a areas

com maior potencial de contaminacao,

Se o sistema de ventilacdo resultar em pressao positiva,
o sistema deve ser planejado de forma a impedir a
reversao do fluxo, ou terd um alarme que indicara tal
reverséo eventual. O ar que sair da area controlada néo
deve recircular em outras instalacdes, devendo ser

filtrado por meio de filtros HEPA;

A entrada de pessoas na area controlada deve ocofrer
pelo sistema de ante-camara pressurizada, pela ante-

sala ou sala de troca de roupa;
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Durante as operactes de trabalho na area controlada ¢
acesso deve ser restrito as pessoas necessarias para
execucdo do programa. Antes de adentrar a é&rea
controlada, as pessoas devem ser informadas sobre os
procedimentos de operacgéo € de emergéncia e sobre ©

tipo de trabalho a ser executado;

N&o deve ser permitido o acesso de menores de 18

anos a area controlada;

O simbolo universal de biosseguranca deve ser afixado
nas portas de entrada da area controlada e nas portas
internas enquanto o trabalho estiver em andamento,
inciuindo os periodos em que procedimentos de

descontaminacéo estejam sendo executados;

Os cartazes com o simbolo de biosseguranca devem
ter, também, informacdes sobre o tipo de procedimento
e sobre o pesscal autorizadoc a adentrar a &area
controlada, pesquisador responsavel e telefone de

contato;

A area controlada deve ser mantida limpa e organizada.

E proibido comer, beber, fumar e estocar alimentos;
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s Animais e plantas ndo devem ser permitidos. Deve ser
mantido um programa permanente de combate a

insetos e roedores;

» As portas de acesso a area controlada devem ser
mantidas fechadas, exceto quando o trabalho estiver em
andamento. As portas de servigo, por sua vez, serdo

fechadas e seladas durante a execugio do trabalho;

=  As pessocas devem lavar as méos antes de sair da area
controlada, equipamentos e materiais necessarios

devem estar disponiveis;

* Em caso de derramamentos a area controlada deve ser
descontaminada usado 0s procedimentos

estabelecidos.

s O laboratério deve possuir necessariamente extintores de
incéndio apropriados, sacos de areia (para absor¢éo de liquidos
derramados), mantas contfra incéndio, lavadores de olhos, chuveiros de

emergéncia, frascos de substancias absorventes;

¢ Limpeza do ambiente de trabalho: bancadas, pisos,
equipamentos e instrumentos. A limpeza antes e apds o uso de uma boa

pratica de laboratério essencial.
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¢ Desinfeccdo do ambiente: para prevenir contaminacac do
ambiente com materiais ou produtos biolégicos que oferecem risco. Em
algumas situagdes & necessério a uso de radiacao UV (cuidados devem ser
tomados para evitar exposigdo a esse tipo de radiagdo). A desinfecgdo
deve ser realizada também apés a atividade laboratorial realizada, para

evitar exposi¢ao dos colegas a riscos desnecessarios;

» Manipulagdo de vidrarias (posicdo nas bancadas e transportes
as vidrarias maiores devem ser colocadas na pane posterior e a direita na
bancada. Para a transportie das vidrarias deve-se utilizar um suporte firme,
evitando quedas e derramamentos. As vidrarias mal posicicnadas ou
transportadas podem causar acidentes e, se contiverem produtos toxicos,
os derramamentos podem gerar situagdes de emergéncia com

conseqléncias desastrosas;

+ Manipulaggo de oufros materiais (fubos de ensaio, estantes,
placas, microtubos, etc). devem ser posicionados na frente da bancada, a
esquerda do equipamento a ser utilizado, para oferecer mais conforto ao
operador. Os fatores ergondmicos {posicdo do operador, dos instrumentos
¢ dos materiais) devem ser considerados no planejamento e na execucgio

das atividades |aboratoriais;

e Uso de eguipamentos. ©0s equipamentos devem ser
posicionados na parte direita anterior das bancadas, evitando-se que os

cabos elétricos atravessem o campo de trabalho. Fios do cabo elétrico
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devem estar bem protegidos e identificados quanto a fonte (110V e 220V),
para evitar curtos ou outras situagbes de risco. Nao devem ser utilizadas
extensdes elétricas para ligar equipamentos, pois, além de afetar a
estabilidade da energia, podem gerar sobrecarga elétrica criando uma
situacdo de emergéncia. Lembrar que cabos e fios soltos podem causar
acidentes graves, principalmente no local de transito de pessoas e a
descontaminagao e limpeza, devem ser seguidas as recomendacdes para
descontaminac¢ac ou limpeza inicials de vidrarias, amostras bioclogicas ou

de equipamentos (em caso de derramamento de produtos);

s Produtos quimicos perigosos (solventes, metais, acidos e
bases fortes, etc). devem ser manipuiados em gabinetes de seguran¢a, €
seu descarte deve ser feito em recipientes proprios, que deverdo seguir as
recomendacdes e ser encaminhados para o Servico de Descarte de
Residuos. A manipulagdo de substancias inflamaveis deve ser feita com
extremo cuidado, evilando proximidade de equipamentos e fontes
geradoras de calor, Observar que todos os produtos quimicos manipulados
no laboratdrio devem ter a Ficha de Seguranga que contém informagdes
sobre 0s riscos e cuidados na manipulagao do produto e também a conduta

adeguada em situacdes de emergéncig;

» Uso de equipamentos de seguranca individual (EP!) e coletiva
(EPC): as atividades laboratoriais devem ser realizadas dentro das normas

de seguranca. Os equipamentos de protecdo devem estar disponiveis para
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tarefas especificas que exija o seu uso. Na aquisicdo desses equipamentos
deve ser considerada a relacdo custo x beneficio, pois o afastamento do
funcionario vitima de acidente e o ftratamento dispensado na sua
recuperacdo pode representar gastos elevados para a instituicdo, muitas
vezes superior ao custo do investimento em equipamentos de protecio e

treinamento dos funcionarios;

+« Calculos e avaliaghes: devem ser realizados em area isolada
da area de trabalho, para evitar contaminagdo e derramamento sobre

manuais e livros de anotados;

o Atividades administrativas: devem ser iscladas do laboratorio
ou area de trabalho, reduzindo a exposicdo dos trabalhadores a riscos

desnecessarios;

¢+ Pessoal de apoio: os funcionarios responsaveis pela limpeza
geral e pela lavagem da vidraria do laboratério devem ser orientados
quanto aos cuidados a serem tomados na execucdo de suas tarefas.
Devem ser informados sobre 0s riscos a que podem estar expostos (fisicos,
quimicos e biologicos). Devem ser dadas orientagOes sobre o descarte

adequado de lixo comum, de residuocs biolégicos, de vidros quebrados, eic,;

« Roupa de trabalho: deve ser compativel com o© tipoc de
atividade a ser executada. As atividades laboratoriais exigem a uso de
calca comprida, calgado baixo, fechado, avental de mangas compridas.

Uso de lentes de contato, maquiagem e aderecos devem ser evitados;
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o Derramamentos. nos cascs de acidentes em que produtos
guimicos s&o derramados, a contencao do produto deve ser imediatamente
realizada utilizando substancias absorventes (Chemisorb ou outras) ou
areia. Materiais incompativeis como os produtos quimicos derramados néo
podem ser utilizados (Exemplo, pano e paper para conter o derramamento

de acido sulfidrico). A area do acidente deve ser imediatamente isolada;

s Uso de equipamento sonoro: os ouvidos ndo podem estar
obstruidos com qualquer tipo de equipamento sonoro, pois os operadores
precisam estar atentos a qualguer ruido estranho a sua volta,

principalmente aocs equipamentos gue estejam operando;

+ Pipetagem com a boca € terminantemente proibida: devem ser
utilizados sistemas de pipetagem automaticos. A ingest&o de liquidos
corrosivos e toxicos leva a conseqiéncias extremas, podendo causar

queimaduras graves e promover a morte. (BRASIL...1995)";

» O laboratdric deve possuir necessariamente extintores de
incéndio apropriados, sacos de areia (para absorgdo de liquidos
derramados), mantas contra incéndio, lavadores de olhos, chuveiros de

emergéncia, frascos de substancias absorventes.

" BRASIL. Ministério do trabalhc Noma regulamentadora no. 5 (NR-5) , Norma reguiamentadora

n°g.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho visa realizar uma revisao da literatura existente no
sentido de levantar as principais normas de conduta de biosseguranga presentes
no laboratério de DNA forense, objetivando minimizar e tornar conhecidos os

riscos fisicos, bioldgicos ,quimicos, ergondmicos & de acidentes presentes.

Para tanto, uma listagem de boas condutas laboratoriais a serem
adotadas, assim como conclusbes a respeito do panorama da biosseguranca
especifica em laboratério de DNA forense ser&o formuladas no decorrer do
estudo, objetivando a elaboragdo futura de um Manual de biosseguranca

laboratorial em DNA forense.
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4 DISCUSSAO

ApGs efetuar a revisdo da literatura, observou-se a inexisténcia de
regras especificas para procedimentos em laboratérios de DNA forense. A énfase
maior encontrada na literatura foi gquanto a cuidados referentes a area de
biotecnologia em especial, a manipulagac genética, trabatho com OGMs, protecio

de danos ambientais e preocupacdes de ordem ética.

Os procedimentos de biosseguranca na area forense devem permitir o
avango tecnolégico, porém ao mesmo tempo permitir uma adequada protecéo do
elemento humano, 0 meio ambiente (através dos cuidados com © descarte de
amostiras e dejetos), e a protegZo da integridade do material analisado. De modo
que a biosseguranga no laboratério forense extrai as caracteristicas béasicas dos
procedimentos em geral, porém com a diferenciagdo conceitual de visar proteger o

elemento animal, comum na defini¢cdo de biosseguranca, na forma de protecéo e

cuidados com a amostra a ser periciada.

Na area de riscos bioldgicos, observamos a necessidade de pesquisa
maior nos cuidados referentes a contaminagdo acidental do profissional devido ao
fato de as amostras serem consideradas todas potenciaimente contaminadas. A
origem do material, muitas vezes restos humanos ndo identificados traz latente a
possibilidade da presenca de inumeras doencas (AIDS, hepatite), muitas ainda de

etiologia em discussao, por exemplo, a encefalopatia subaguda espongiforme.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e as analises realizadas,

podemos concluir que:

1. Existe necessidade do estabelecimento de normas de conduta
mais abrangentes deniro dos laboratérios forenses,
principalmente no que tange a coleta, manuseio, guarda de

amostras e descarte de residuos;

2. Ha necessidade de um correto entrosamento entre o

coordenador do laboratério e o corpo de auxiliares;

3. Ha necessidade de um continuo treinamento e aprimoramento

do pessoal envolvido nas atividades;

4. Ha a necessidade da elaboragdo de um correto mapa de riscos,

elaborado de forma clara, concisa e evidente;

5. Ha a necessidade do estabelecimento de tarefas ao corpo de
auxiliares, onde cada um devera efetuar uma unica tarefa,
porem deverdo deter o conhecimento global do servico a ser
realizado, cabendo ao coordenador do laboratdrio a inspecéo de

execucao de cada fase;



10.

11.

Ha necessidade de elaboragdo de um manual especifico de
rotinas e procedimentos em biosseguranca de acordo com as

atividades desenvolvidas no |aboratorio;

Rotinas especificas para descontaminagao, acondicionamento e

descarie devem ser conhecidas de todos;

A existéncia material de protecao coletiva e individual, barreiras
de contengdo treinamento e instrugdes por escrito sdo

fundamentais aoc bom funcionamento laboratorial;

O manuseio das amostras envolve produtos biologicos e este
deve ser consideradc sempre potencialmente contaminado e

manuseado de forma a minimizar a formacéo de aerossois;

E necessério o uso de barreiras de protecio e de contencéo de
modo a previr a exposigéo a sangue e fluidos corpéreos; O tipo

de barreira ou protecio deve ser adequado ao procedimento;

Os procedimentos de emergéncia e equipamento para uso em
situacbes de risco deve estar presentes de forma visivel e
acessivel no laboratério através de sinalizagdo, fichas de

emergéncia e sala para pronto-atendimento.
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GLOSSARIO DE TERMOS BIOLOGICOS

Agente etiologico: é o fator cuja presenga ou auséncia € indispensavel ao inicio

ou a manutencio de um processo patogénico.

Agua estéril: é aquela que sofreu tratamento fisico com a finalidade de eliminar

qualquer tipo de vida microbiana ali presente.

Artigo critico: € todo o instrumental ou material pérfuro-cortante ou nao que

penetra em tecidos e ou entra em contato com sangue e secregbes.

Artigo semi-critico: é todo o instrumental que entra em contato com a pele ou

mucosas integras.

Artigo ndo critico: € todo artigo destinado apenas ao contato com a pele integra

do paciente.

Assepsia: € 0 processo pelo qual se consegue impedir a penetracdo de germes

patogénicos em local que n&o os contenha.

Contaminagado: € a transferéncia do agente infeccioso para um organismo, objeto

ou substancia.

Desinfecgao: € a destruicdc de forma vegetativa dos agentes infecciosos situados

fora do organismo, mediante a aplicacdo direta de meios fisicos ou quimicos

especificos.

Esterilizagdo: € destrui¢do ou a eliminagéo total de todos os microrganismos na

forma vegetativa e esporulada.
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Prions: proteina infecciosa, capaz de fransmitir a partir de produtos

animais,cadéaveres humanos e 6rgaos usados em transplante infectados.

Validagao: € a documentacdo correspondente de evidéncias que ddo uma
razoavel garantia, segundo o nivel atual da ciéncia, de que © processo em

consideracao realiza efou pode realizar aquilo para o que foi proposto.
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GLOSSARIO DE TERMOS GENETICOS

Acidos nucléicos: polinucieotideos de ocorréncia bioldgica onde os residuos

nucieotideos estao unidos por ligacdes fosfodiéster. DNA e RNA

Anticédon: seqiéncia especifica de trés nucleotideos num RNA de transferéncia,

complementar ao cédon para um aminogcido do RNA mensageiro.

Alelo: uma das formas alternativas de um gene; genes situados no mesmo ponto
(lbcus) de cromossomos homdlogos, que se emparelham durante a divisdo
celular, mas produzem efeitos diferentes nos mesmos processos organicos. Caso
existam mais de dois alelos para um determinado 16cus, s&o chamados de alelos

multiplos.
Autossomo: um cromossomoe nuclear diferente dos cromossomos Xe Y.

Auto-radiografia: quadro fotogréfico que mostra a posicio de substancias

radioativas em tecidos.

Alelos dominantes: s&0 que determinam o fenétipo exibidoc em um heterozigoto

com outro alelo recessivo.

Amplificacao de gene: qualguer processo pelo qual sdo reproduzidas sequéncias
de DNA especificas desproporcionalmente maiores que a representacdo

deles/delas nas moléculas de pai; durante desenvolvimento.

Bacteriofago: um virus cujo anfitrido € uma bactéria; capaz de se multiplicar em

uma célula bacteriana. Comumente chamado de fago.
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Blotting: técnica bioguimica na qual macromoléculas(DNA, proteinas), s&o
separadas em geis de agarose ou poliacriamida,sdo transferidas e imobilizadas

em uma membrana de papel ou nailon para futuras analises.

Bioprints: variante do método VNTR de JEFFREYS, onde em substituicdo aos
reagentes radioativos utiliza-se um corante (biotina). Apds a fixacado do material
genético na membrana gelatinosa, as bandas cromossdmicas sdo marcadas com

este corante. O resultado é fotografado para posteriores analises.
Caracteristica: qualquer propriedade de fenotipica detectavel de um organismo.

Corpisculo de Barr: o unico cromossomo X condensado visto nos nlucleos de

células somaticas de mamiferos fémeas.

cDNA. DNA complementar empregado na cionagem do DNA, usuaimente é

sintetizado pela transcriptase reversa e é complementar a um certo mRNA.

Centromero: regide de um cromossomo especializada que serve como ponto de
ligacéo para o fuso mitdtico ou meidtico. A posicéo do centrébmero determina se o

cromossomo é considerado um aerocéntrico, metacéntrico ou telocéntrico.

Clone: réplicas criadas geneticamente a partir de sequéncias de DNA. Os

descendentes de uma Unica célula.

Codon: uma sucessao de irés nucleotideos no mRNA que especifica um

aminoacido.

Consangiiinidade: relacdo genética. Individuos consanglineos tém um

antepassadc comum pelo menos em algumas geragdes que o precedem.
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Crossing over: troca de material genético entre dois cromossomos empareihados

durante meiose.
Citogenética: o estudo de cromossomos.

Cdédon degenerado: um codon que especifica 0 mesmo aminoacidc como outro

codon.

Cromossomos homologos: cromossomos que se emparelham durante meiose;

cada homoélogo € uma duplicata de um cromossomo do pai e da mée.

DNA microssatélite: DNA gue contém mditiplas repetices e fandem de uma

unidade representada por uma segiéncia de 1 a 4 pb.

DNA mitocondrial: o DNA do cromossomo circular presente nas mitocdndrias. 5 a

10 copias por organela.

DNA satélite: DNA que contém multiplas repetices em tandem de uma unidade
representada por uma seqléncia relativamente grande (da ordem de centenas de

pb.).

Endonuciease: enzima que quebra o fosforodiéster internc une em uma molécula
de DNA. Enzima capaz de hidrolisar ligacGes fosfodiéster internas de um acido

nucléico em pontos outros que as ligactes terminais.

Exons: segmento de gene eucaridtico que codifica uma porcéo do produto final do
gene; uma por¢éo permanece depois do processamento pds-transcripcional e é

traduzida em uma proteina ou incorporada na estrutura de um RNA.
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Eletroforese: o processo pelo qual acidos nuciéicos (DNA ou RNA) ou proteinas

s&o separado por tamanho de acordo com movimento das moléculas carregadas

em um campo elétrico.

Fenotipo: caracteristicas observaveis de um organismo produzidas pelo gendtipo

do organismo que interage com o ambiente.

Genealogia: um diagrama da hereditariedade de caracteristicas particulares por

muitas geragdes de uma familia.

Gene: uma unidade hereditaria que ocupa uma certa posicdo em um

cromossomo; uma unidade que tem um ou mais efeitos especificos no fendtipo.

Genoma: todos os genes contidos em um Unico gameta; o contetido de DNA de

um individuo que inclui todos os 44 autossomos, dois Cromossomos sexuais, € o

DNA mitocondrial.
Genotipo: constituicao genética de um organismo.

Genes contiguos: genes fisicamente intimos em um cromossomo que quando

agem em junto expressam um fendtipo.
Heterozigoto: tendo dois alelos que sao diferentes para um determinado gene.

Homozigoto: tendo alelos idénticos a um ou mais loci em segmentos de

cromossomo homdlogos.

HLA: (Human Leucocyte Antigen) Designa regi@o do cromossomo numero seis,

gue determina 0s genes de histoccompatibilidade principal.
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Hibridagdo de DNA: é a ligagéo entre fitas simples de DNA/DNA ou DNA/RNA,
por complementariedade de suas bases nitrogenadas, para formar uma cadeia de

fita dupla.

intron: Uma seqUéncia de nucleotideos em um gene que é transcrita mas

excisada antes que o gene seja traduzido.

Impressao digital: uma técnica par identificar a sequéncia dos acidos nucléicos

ligados a uma proteina que tem capacidade de se ligar a DNA ou a RNA.

Ligase: enzima que funciona em reparos de DNA.

Mapa genético: (também conhecidos como de iigagdo) diagrama mostrando a
seqUéncia relativa e a posi¢c&o de genes especificos ao longo de uma molécula do
cromossomo. Refletem a localizagdo relativa de genes marcadores genéticos

dentro de um intervalo da seqléncia de nucleotideos que compdem uma molécula

de DNA.

Mitose: divisdo nuclear.

Morna: mensageirc RNA; um RNA molecular isso funciona durante traduc@o para

especificar a seqléncia de aminoacidos em um polipeptidic nascente.

Multifatorial: uma caracteristica influenciou em sua expressaoc por muitos fatores,

genético e ambiental.
Mutacao: processo pelo qual genes sofrem uma mudanga estrutural.

PCR (polymerase chain reaction): técnica de ampliacao enzimatica de pequenos

fragmentos de DNA.
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Portador: um heterozigoto individual para um Gnico gene recessivo.

Polimerase: qualquer enzima que cataiisa a formacdo de DNA ou RNA usando

um primer de iniciacdo e um DNA como fita molde.

Primer. pequeno segmento de DNA ou RNA que anelado & fita simples de DNA,
permite gue a enzima polimerase do DNA sintetize a segunda fita do DNA

formando & dupla hélice.

Recessivo: um gene gue é fenctipicamente manifesto no estado homozigoto mas

& mascarado na presenca de um alelo dominante.

RFLP: polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricAo(RFLPs):
Variagcbes, entre os individuos de uma populagdo, no comprimento de certos
fragmentos de restricAo no interior dos quais ocorrem certas seqléncias
genbmicas. Estas variacdes resultam de raras mudangas na seqiiéncia que criam

ou destroem sitios de restricdo no genoma.

Seqiliéncia basica: um conjunio de bases organicas encontradas no DNA e RNA,;

a adenina forma um par basico com timina (ou uracil) e guanina com citosina.

Sonda de DNA: qualquer bioquimico identifica ou isola um gene, um produto de

gene, ou uma proteina.

Sonda: uma fita simples de DNA ou RNA gue tenha sido marcada (guimicamente
ou radicativamente) e € usada para identificar genes ou fragmentos de DNA de

interesse, por meio da complementaridade da seqiéncia de bases.
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Sequenciamento: método utilizado para determinar uma seqléncia de

nucleotideos em um fragmento de DNA.

STR: (short tandem repeats ou small tandem repeats) pequenas repeticbes
aleatorias. Pequenos segmentos de DNA onde existe polimorfismo genético.
Encontra-se na forma de locus genéticos, existindo diversas especificidades,
sendo que cada individuo apresenta no maximo dois alelos por I6cus. A heranca

se processa de forma mendeliana, onde um alelo provem do pai e o outro da méae.

Técnica da impressao digital do DNA: um métode empregado para determinar
diferencas em sequéncias de aminoacidos entre proteinas relacionadas; baseia-se
na presenca de sequéncias repetidas de fandem simples que se encontram

difundidas ao longo de todo o genoma humano.

Transducgao: a transferéncia de material genético bacteriano de uma bactéria para

outro que usa um fago como um vetor.

Transferase: enzimas que catalisam a transferéncia de grupos funcionais entre o

doador e moléculas de receptor.

Transcri¢ao: a formacao de uma molécula de RNA em um modelo de DNA base

emparelhando complementar.

Tradugdo: a formagdo de uma cadeia de polipeptidio na seqliéncia especifica de

um aminoacido dirigida pela informacao genética levada pelo mRNA.



Translocagao: uma aberragcdo do cromossomo que resulta em uma mudanca em
posicdo de um segmento cromossomal dentro do genoma, mas ndc muda o

numero total de presente de genes.

Variagao genética: uma discrepancia de fendtipo de uma caracteristica em uma

populacéo atribuida a heterogeneidade genética.

VNTR: (vanable number of tandem repeats) Tipo de polimorfismo do DNA criado
por pequenas sequéncias de DNA repetidas em tandem e hipervariaveis, utilizado

em DNA fingerprinting par testes de patemnidade e identificagéo de individuos.

Vetor: uma molécula de DNA auto-reproduzivel que transfere um segmento de

DNA entre células do anfitridoe.
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GLOSSARIO DE TERMOS QUIMICOS

Aerossois: particulas sdlidas ou liquidas dispersas por um longo periodo de

tempo no ar.

Acido: sdo compostos constituidos de hidrogénio e um ou mais elementos e que,
em presenca de alguns solventes ou agua, reage com a producdo de ions

hidrogénio (H+).

Agentes Oxidantes: sdo agentes quimicos que desprendem oxigénio e

favorecem a combustio.

Barreira Quimica: s3o dispositivos ou sistemas que protegem o operador do
contato com substancias quimicas irritantes, nocivas, toxicas, corrosivas, liquidos
inflamaveis, substancias produtoras de fogo, agentes oxidantes e substéncias

explosivas.

Base: sdo substancias capazes de liberar ions hidroxilo (OH ™ ), quando em

reacio.

Carcinogenicidade: é a capacidade especifica que uma substancia quimica tem
de produzir cancer ou tumores em animais de laboratério @ no homem.A inducéo
de cancer pelas substancias quimicas ocorre através de uma série complexa de
reacbes individuais. Existem duas seqléncias. Numa primeira fase, a célula
normal se transforma numa célula neoplasica, através da ativacdo do metabdlito

quimico carcinogénico, havendo uma combinacdo do DNA com o carcinogénico
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final. Numa segunda fase, a partir da célula neoplasica, ocorre o crescimento,

surgindo o cancer.

Dose-Resposta: € a relacéo entre o grau de resposta do sistema bioldgico e a

quantidade de tdxico administrada; muito usada em toxicologia experimental.

Efeito Reversivel e Irreversivel. a reversibilidade ou irreversibilidade de um efeito
toxico € determinada pela capacidade que um tecido ou um 6érgdo tem de se
regenerar. Por exemplo: o figado tem uma grande capacidade de regeneragao e
muitas lesGes sao reversiveis. O sistema nervoso central € constituido de células
diferenciadas que ndc se dividem e ndo se regeneram; assim, lesdes a este
sistema s&o geralmente irreversiveis. Efeitos cancerigenos de substéncias

guimicas sao também exemplos de efeitos toxicos irreversiveis.

Enzima: € uma proteina secretada por células que atua como um catalisador para
induzir alteragBes quimicas em outras substancias. As enzimas, através das
reacbes de oxidagao, reducdio e hidrdlise, possibilitam a biotransformagé&o dos

agentes.

Exposigdo: € o contato do organismo com uma determinada substancia toxica.
Estdo relacionadas a exposicao: as diversas vias de penetracdo das substancias,

a freqiéncia, a duracio e a dose.

Equipamentos de Protegdo Individual — EPl s&c equipamentos, de uso
estritamente pessoal, utilizados para prevenir e/fou minimizar acidentes (botas,

luvas, protetores faciais, etc.). E regulamentado pela Portaria 3214-NR-6 do
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Ministério do Trabalho de 08/06/78, que prevé a distribuicdo gratuita desses

equipamentos, competindo ao trabalhador usa-los e conserva-los.

Equipamentos de Prote¢ao Coletiva — EPC: s50 equipamentos de uso coletivo,
utilizados para prevenir e/ou minimizar acidentes (extintores de incéndio, lava-

othos, etc.).

Fumos: s&o particulas sélidas geradas pela condensacdc de compostos

metéalicos, geralmente apods volotilizagcdo de metais fundidos. Menor que 0,5

micras de diametro.
Fumagas: particulas de carvao e fuligem.

Hipersensiblidade: € um aumento da reatividade individual a agentes exégenos.

Alguns organismos desenvoivem reacdes alérgicas e lesdes ao contato com uma

substancia quimica, mesmo na presenca de baixas doses.

idiossincrasia: € uma reacdo anormal a uma substancia quimica, determinada
geneticamente, em forma de uma exirema sensibilidade a baixas doses ou uma

extrema insensibilidade a altas doses do agente quimico.

Interacdo Quimica: o uso crescente de substadncias quimicas nas diversas

atividades pelo homem aumenta a possibilidade da interagdo de efeitos dos

agentes toxicos.

Liquidos Inflamaveis: sdo agentes quimicos que, a uma temperatura igual ou

inferior a 93°C, desprendem vapores inflamaveis.
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Mutagenicidade: & a capacidade de uma substdncia quimica em induzir
mudangas ou mutagdes no material genético das células (cromossomos) que
podem ser transmitidas durante a divis&o celular. Se as mutagbes ocorrem no
évulo ou no espermatozodide, no momento da fertilizacao, a resultante combinacéo
do material genético pode ndo ser viavel e a morte pode ocorrer no estagio inicial
de divisdo celular na génese do embrido. A mutagdo no material genético pode
ndo afetar a fase inicial da embriogénese, mas resultar em morte do feto no
periodo posterior de desenvolvimento, surgindo o aborto. As mutagdes podem
resultar em anomalias congénitas. Acredita-se que o evento inicial de

carcinogénese das substancias seja uma mudanga nesse material genético.

Névoa: goticulas resultantes da dispersao de liquidos com mais de 0,5 micras de

diametro.

Neblina: s&o particulas liquidas em suspensio no ar, formadas pela passagem
rapida do ar nos liquidos ou pela condensacdo de umidade atmosférica em torno
de moléculas de gases ou vapores. As neblinas difundem-se em maior extenséo

gue os fumos. Menor que 0,5 micras de didametro.

Ponto de Auto-lgnicdo: € a temperatura minima em que ocorre uma combustio,

independente de uma fonte de calor.

Ponto de Combustdo: &€ a menor temperatura em que vapores de um liquido,

apos inflamarem-se pela passagem de uma chama piloto, continuam a arder por 5

segundos, no minimo.
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Ponto de Fulgor: &€ a menor temperatura em que um liquido libera suficiente
quantidade de vapor para formar uma mistura com o ar passivel de inflamacgao,

pela passagem de uma chama piloto. A chama dura no maximo 1 segundo.

Poeiras: séo particulas solidas que podem se apresentar em suspensio no ar,
geradas de materiais orgénicos ou inorganicos, como rochas, minérios, metais,
carvao, madeira, produzidos por desintegracao, trituracio, pulverizacdo e impacto.
Elas ndo se difundem no ar, sedimentam-se sob a influéncia da gravidade. Maior

que 0,5 micras de diametro.

Reacédo Alérgica: € uma reacdo adversa a uma substéncia guimica resultante de
uma sensibilizagéo prévia do organismo aquela substancia ou a uma estrutura

similar. A reag8o alérgica pode ser imediata ou retardada. Exemplos: rinite, asma,

dermatite.

Substancias Corrosivas: sdo agentes quimicos que causam destruicdo de

tecidos vivos e/ou materiais inertes.

Substancias Explosivas: sdo agentes quimicos que pela agdo de choque,
percussdo, fricgdo, produzem centethas ou calor suficiente para iniciar um

processc destrutivo através de violenta liberag@o de energia.

Substéancias Irritantes: s&o agentes quimicos gue podem produzir acéo irritante

sobre a pele, olhos e trato respiratério.

Substancias Nocivas: sdo agentes quimicos que por inalagdo, absorgdo ou

ingestao, produzem efeitos de menor gravidade.
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Substancias Toxicas: s@o agentes quimicos que, ao serem introduzidos no
organismo por inalacdo, absor¢éo ou ingestéo, podem causar efeitos graves efou

moertais.

Substancias Produtoras de Fogo: s80 agentes quimicos soélidos, néo explosivos,
facilmente combustiveis, que causam ou contribuem para a produgac de
incéndios.

Suscetibilidade ou Sensibilidade: é uma caracteristica especifica e inerente de

um individuo em apresentar uma reatividade ou resposta na presenca de um

determinado agente ou antigeno.

Teratogenicidade: € a capacidade que uma substancia tem de desenvolver uma
malformacéo no embrido (feto) em desenvolvimento. A influéncia das substancias
quimicas depende da fase da reprodugdo durante a qual a exposi¢do a substancia
ocorre. As malformagdes ocorrem no primeiro trimestre da gestacdo. O feto &
suscetivel entre o 20° e o 40° dia de gestagdo. Exemplos de substancias com
potencial teratogénico: mercurio, chumbo, cadmio, solventes, inseticidas

{(pesticidas), agrotéxicos, monoxido de carbono, aicool, fumo, talidomida.

Toxicidade: € a capacidade latente, inerente, que uma substancia quimica possui.
E a medida do potencial téxico de uma substadncia. N&o existem substancias
quimicas atéxicas (sem toxicidade). N&o existem substancias quimicas seguras,

gue ndo tenham efeitos lesivos ao organismo.



Risco: € a probabilidade do efeito tdxico inerente de uma substancia quimica
aparecer em um sistema biolégico exposto. Os elementos para avaliagdo do risco
s&o: propriedades fisico-quimicas da substancia, vias de exposicio, propriedades
metabodlicas, efeitos toxicologicos, resultados de exposicao imediata e prolongada

em animais e resultados de estudos no homem.

Vapores: sdo formas gasosas das substéncias que estdo normalmente no estado
so6lido ou liquido, em possivel equilibrio com sua fase liquida, e gue podem voltar

para o seu estado natural por aumento ou diminuicdo da temperatura.



ANEXOS
Anexo | - Sinalizagao

Ciasse 1 - Explosivos

Classe 2 - Gases Inflamaveis
Gases néo Inflamaveis Comprimidos
Gases Tdxicos

s
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Classe 6 - Toxicos Infecciosos
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ADVERTENCIA

Aviso Geral Cuidado Cuidado
de Perigo Risco de Risco de
Incéndio Explosao

Cuidado  Cuidado Cuidado
Risco de Metano Risco
Chogue Biologico
Elétrico

Cuidado Cuidado Cuidado
Corrosivo  Substancia Radiacéo
Venenosa lonizante

Cuidado
Laser

OBRIGACAO

Obrigatorioc Obrigatorio o  Obrigatério
o Uso de
Luvas

oUsode Usode
Oculos de  Protecio
Seguranca Respiratoria

Qbrigatdrio Obrigatério o Obrigatério

oUsode Usode o Uso de
Protecdo Insulflamento Mascara
Facial de Ar

Obrigatério Obrigatdric Obrigatorio
ollsode oUscde g Usode
Calcados exaustdo  Ayental
de

Protegéo

Contra

Liquidos



Anexo Il - Toxicologia

intoxicacbes

Artidotos

Modo de Emprego

Formaldeido

|Acetato de Ambnio

Alcalis

Sol. a4 1%. Diluir em agua 1:1.

estricning, sais de Al, P, Ag

Acido Acético Vinagre: Diluir em agua 1:4.
Administrar via oral
Alcaldides, digitalicos, | Acido Tanico

Sol. & 4% para lavagem gastrica

‘Alcaldides, fendis e sais
metalicos

Agua Albuminosa

4 Claras de ovo + 1 litro de agua.
Para lavagem gastrica

de potassio

'Fésforo Branco, permanganato %

Agua Oxigenada

i

Sol. aquosa a 10%. Para lavagem
gastrica

Bicarbonato de Sddio

{Sulfato ferroso %Sol. a 5% para lavagem gastrica

Selénio Bromobenzeno 0,25 - 1,0g na sol. de favagem
géstrica

iAlcalis Frutas Citricas %Suco. Administrar V.0

Acidos Giz ‘Suspensdo em &gua. V.0

Fluoretos, Fosfatos, irrtantes
gastricos

5-8 ml do gel. Administrar via oral

%Ac&dos

Sol. & 0,14%. Administrar via oral

?i;iuoretos', Oxalatos

| Lactato de Calcio

Acidos, arsenitos e arsenatos

;Leite de magnésia

';Gg em 1 litro de agua. Para lav.
~gastrica

jodo

Maisena

80g em 1 litro de agua. Para Ia\wagen:}w
gasfrica

EFisostigmina, astricning,
morfina

%Permanganato de Potassio

‘Solugso 1:10.000

Acidos, Aluminio, Arsénico e
Zinco

Oxido de Magnésia

Sol. aquosa & 0,25% Para lavagem
gastrica

?Para lavagem gastrica

%Soro Fisiolbgico

%wl-':és;foro Branco

'Sulfato de Cobre

Toxicos em geral, sais de prata

‘Sais de Mercdrio

| Sulfoxilato, formaldeido Sédico

Paraquat

Terra de Fuller

%Metais Pesados

éSoiugéo 4 5% para lavagem géastrica

30g em 1 litro de agua para lavagem
igastrica

Tiossulfato de Sodio

15g em 2 litros de agua para Ia\u;.
gastrica

239



COoNDUTAS De URGENCIA

| - Quando informado que ocorreu uma intoxicagao:
1 - Administrar os primeiros socorros. Manter as fungfes vitais.

2 - Dar instrucdes para guardar o foxico suspeito no recipiente original e colocar qualquer
material vomitado num recipiente limpo. Levar os espécimes com o paciente para possivel
identificacao.

3 - Providenciar transporte para um centro de tratamento de urgéncia, avisar o centro e manter o
paciente consciente.

It - Diminuir a exposigao do organismo ao toxico. Retardar a absorcao

il - ldentificar o toxico se possivel, levar o recipiente original do produto toxico para o médico,
junto com a FISP - Ficha de Informac¢aoc de Seguranca do Produto (MSDS - Material Safety Date
Sheet).

Qualgquer pessoa pode realizar os procedimenios descritos abaixo. Se ¢ paciente estiver com
convulsao ou inconsciente ou ingeriu substancias corrosivas (acidos ou alcalis) ou derivados de
petroleo (querosene, gasolina, thiner, fiuido para isqueiro, etc.) os procedimentos descritos no
paragrafo 2 Téxico Ingerido NAO DEVEM SER REALIZADOS.
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TONCO INGERIDO

1 - Fazer o paciente ingerir um dos seguintes produtos para diluir o tdxico e retardar a
absorcao: leite, ovos batidos suspensao de farinha, maizena ou 4gua morna e salgada.
a) até cinco anos de idade - até 250 ml

b) acima de cinco anos de idade - até 500 ml

2 - Estimular os vémitos excitando a faringe e parte da lingua com o dedo. Se os vomitos
néo puderem ser provocados desta maneira dar uma colher de sopa de xarope de ipeca.

3 -Administrar um laxante - Uma colher de sopa de sulfato de sédio (Sal de Glauber)
dissolvido em meio copo de agua, por via oral.

4 - Conservar o corpo aquecido pela aplicagdo de cobertores. Evitar calor externo.

TOXICO INALADG

1 -Levar imediatamente a vitima para local com ar fresco e desapertar as roupas
2 -Aplicar ressuscitacao cardio respiratéria, se necessario
3 -Manter o corpo aquecido enrolando o paciente em cobertor

4 -Nao tentar o uso de antidotos quimicos

COoNTAMINACAD DA PELE

1 —~Lavar a pele com agua corrente e retirar a roupa contaminada
2 -Limpar cuidadosamente a pele com agua e sabéo

3 -N&o tentar o uso de antidotos quimicos

CONTAMINACAD DOos OLHOS

1 -Separar as palpebras, lavar os olhos durante 15 minutos com agua corrente

2 -Nao tentar 0 uso de antidotos quimicos

Fonte: hitp://'w ww.merck.com.br/quimica/sos/index.htmi

UNICAMP
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