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Introducao

OBJETIVO

Este Manual tem como objetivo principal orientar os usudrios do Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Biologia Celular e Molecular da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto(FMRP) - alunos, técnicos e pesquisadores - acerca das normas
bésicas de biosseguranga econduta na utilizagdo dessa instala¢do (Anexo 1).

Neste manual serdo abordados temas como a definicio de Organismos
Geneticamente Modificados (OGMs), as diferentes classes de riscos envolvidos no
manuseio destes organismos, bem como orientagdes para o manejo e descarte de residuos
oriundos da pesquisa com OGMs. Além disso, o usudrio encontrard aqui os pré-requisitos
necessarios para o acesso e utilizagdo dos biotérios presentes no Departamento e demais
informagdes, baseadas na legislacdo vigente, sobre o uso correto e seguro de OGMs.

O QUE SAO OGMs?

Os Biotérios do Departamento de Biologia Celular e Molecular constituem
instala¢des certificadas como drea de Biosseguranga (NB-2) para atividades de pesquisa em
regime de conten¢do com Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) da classe
de risco 2, como uma extensdo do Certificado de Qualidade de Biosseguranga (CQB) da
FMRP-USP (Anexo 2).

De acordo com a Organizagio Mundial de Saude (OMS), os OGMs podem ser
definidos como qualquer organismo (microrganismos, plantas, animais) cujo material
genético (DNA e/ou RNA) tenha sido modificado de alguma maneira que ndo ocorreria
naturalmente, seja por cruzamentos ou recombinag¢des naturais. Ou seja, qualquer
organismo modificado por técnicas de engenharia genética. No Brasil, as atividades e
produtos derivados de OGMs sdo regulamentados pela Lei Federal de Biosseguranca n
11.105, de 24 de mar¢o de 2005, implementada por normas técnicas definidas e

o

implementadas em dmbito nacional pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBio0).

A Comissdo Interna de Biossegurang¢a (CIBIO) é o 6rgdo responsavel pelo
monitoramento e vigildncia das atividades com OGM e seus derivados, previstas no art. 1°
da Lei 1105, de 2005, e para fazer cumprir as normas de biosseguranca no uso destes
organismos.

Quer trabalhar com OGMs? A CIBIO é o 6rgdo a ser contatado para orientagdes
referentes aos cuidados necessarios para o uso de OGMs, principalmente aqueles do Grupo
de Risco 2. A CIBIO da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sio
Paulo é coordenada pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Orsini Tosi (e-mail luiztosi@fmrp.usp.br).




Abaixo seguem informac¢des importantes caso o projeto do usudrio preveja
Acasalamento experimental ou interveng¢des experimentais envolvendo organismos Classe
de Risco 2 (CR-2), OGMs ou ndo.

Classes de Risco para OGMs

Segundo o preconizado pela CTNBio,a avaliagdo de risco deve ser uma abordagem
ampla e abrangente, capaz de cobrir ndo somente as diversas formas de apresentac¢ao do
risco, mas também a extensdao do mesmo,além das medidas necessarias para evita-lo.

Dentre as caracteristicas consideradas importantes para avaliar os riscos, podemos
destacar: viruléncia, modo de transmissdo, estabilidade do patogeno no ambiente,
dose infectante e eliminac¢do do agente. Com base nestes e em outros fatores, os agentes
potencialmente patogénicos sdo divididos em quatro Classes de Risco (CRs):

¢ C(lasse de risco 1 (CR-1, baixo risco individual e para a comunidade):
inclui osagentes bioldgicos conhecidos por ndo causarem doencas no homem
ou nosanimais adultos sadios. Exemplos: Lactobacillus sp. e Bacillus subtilis.

e C(lasse de risco 2 (CR-2, moderado risco individual e limitado risco
para a comunidade): inclui os agentes bioldgicos que provocam infec¢oes
no homem ou nos animais, cujo potencial de propaga¢do na comunidade e
de dissemina¢do no meio ambiente é limitado, e para os quais existem
medidas terapéuticas e profilaticas eficazes. Exemplos: Leishmania
brasiliensis, Legionella spp. e Paracoccidioides brasiliensis.

¢ C(lasse de risco 3 (CR-3, alto risco individual e moderado risco para a
comunidade): inclui os agentes biologicos que possuem capacidade de
transmissdo por via respiratoria e que causam patologias humanas ou
animais, potencialmente letais, para as quais existem usualmente medidas
de tratamento e/ou de preveng¢do. Representam risco se disseminados na
comunidade e no meio ambiente, podendo se propagar de pessoa a pessoa.
Exemplos: Bacillus anthracis e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

¢ C(lasse de risco 4 (CR-4, alto risco individual e para a comunidade):
inclui os agentes bioldgicos com grande poder de transmissibilidade por via
respiratoria ou de transmissdo desconhecida. Até o momento ndo ha
nenhuma medida profilatica ou terapéutica eficaz contra infecg¢Ges
ocasionadas por estes. Causam doen¢as humanas e animais de alta
gravidade, com alta capacidade de dissemina¢do na comunidade e no meio
ambiente. Esta classe inclui principalmente os virus. Exemplos: Virus Ebola
e Virus Lassa.

Os OGMs sdo classificados em dois Grupos, de acordo com o potencial patogénico
do organismo doador/receptor, da modificacdo gerada e do organismo modificado
resultante. O Grupo 1 abrange todos OGMs nao-patogénicos (CR-1). Ja o Grupo 2 é



composto por OGMs que se enquadrem nas Classes de Risco 2, 3 ou 4, sendo considerados,
em diversos niveis, patogénicos e que oferecam riscos individuais e/ou ambientais. No
Anexo 3 encontra-se um conjunto de normas publicadas pelo Ministério da Sadde (2010)
sobre a classificacdo de Risco de diversos Agentes Bioldgicos.

IMPORTANTE: Em termos prdticos, um camundongo transgénico do Grupo 1,
apesar de ndo ser patogénico, ao ser infectado por um patdégeno (OGM ou ndo) da Classe
de Risco 2(CR-2) torna-se automaticamente um OGM do Grupo 2 e deve, portanto, ser
tratado como tal.

NOSSOS BIOTERIOS

O Biotério é composto pelas salas de Experimenta¢ao 1 (Acasalamento
experimental), Experimentacdo 2 e Salas de Procedimento.

A Experimentacdo 1 é destinada a acasalamentos relacionados a protocolos
especificos. E equipada com fluxo laminar para manuseio de gaiolas e camundongos GM, e
racks com controle de fluxo de ar para acondicionamento das gaiolas. Na sala de
Experimentagdo 1 encontram-se as matrizes e crias desmamadas.

A sala de Experimentagdo 2 abriga os grupos experimentais, ou seja, animais que
estejam sob observagdo ou que sofram intervengdes. Ela é equipada com diversas racks com
controle de fluxo de ar para acondicionamento dos animais. Tais interven¢des
experimentais (aplica¢do de drogas, inoculagdo de microrganismos, cirurgias, etc) devem
ser realizadas na sala de Cirurgia, que é equipada com fluxo laminar, aparelho de anestesia
inalatdria e cAmara de eutandsia por CO..

O biotério ainda possui antessala com estrutura necessaria para a limpeza das
gaiolas, que precede sua esterilizacdo periddica por autoclave. Além disso, ha uma divisdo
fisica entre dreas sujas e limpas. Mais detalhes sobre a divisdo das 4reas e o acesso a elas
serdo abordados na se¢dao Paramentacdo.

IMPORTANTE: O fluxo de animais entre as salas de Experimentac¢do 1 e Experimentag¢do
2 é unidirecional. Ou seja, uma vez que o animal é retirado da sala de Experimentagdo 1
para a Experimentacdo 2, o mesmo ndo pode, em hipétese alguma, retornar. E um caminho
sem volta, entdo muita atencdo, ok?

O acondicionamento de animais é limitado e exclusivo para aqueles com resultado
negativopara patogenos em teste sanitario (Anexo 4). Um teste com resultado positivo pode
ser visto no Anexo 5.



As plantas do biotério estdo disponiveis no Anexo 1.

IMPORTANTE: A transferéncia de animais para o biotério somente poderd ocorrer
mediante solicita¢do a Coordenacdo, e restrito a Biotérios de Criagdo da USP- com controle
sanitario. A admissdo de novos animais, provenientes de outros biotérios, precisa ser
acompanhada de teste sanitério atualizado (dos ultimos 15 dias) e negativo.

PRE-REQUISITOS PARA UTILIZACAO DO(S) BIOTERIO(S)

1) Realizar o curso de capacita¢do no uso de animais

O curso de capacitagdo em principios éticos e manejo de animais em pesquisa
atende as 8 RESOLUCAO NORMATIVA CONCEA/MCTI Ne 49, DE 7 DE MAIO DE 2021 que
dispoe sobre a obrigatoriedade de capacitagdo (ética e pratica) do pessoal envolvido em
atividades de ensino e pesquisa cientifica que utilizam animais. A realizacdo do curso
precede a obtengdo de acesso ao biotério para Acasalamento experimental e realizacdo de
procedimentos. O curso e demais instrugdes para sua realizagdo estdo disponiveis no site da

CEUA-FMRP (https://ceua.fmrp.usp.br/capacitacao-uso-animais/).

O certificado de aprovagdo no curso devera ser encaminhado a Prof2. Larissa Dias da
Cunha, no e-mail: larissacunha@usp.br.

ATENCAO: O treinamento e certificacio das habilidades praticas especificas para cada
laboratorio sdo de responsabilidade do préprio laboratoério.

2) Obter aprovacdo para o projeto junto a Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)

Todos os projetos em andamento nos biotérios seguem as normas preconizadas pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMRP, de forma a garantir o respeito, a
dignidade e boas praticas recomendadas internacionalmente no uso de animais
experimentais. Os protocolos de cada usudrio devem ser submetidos a CEUA com dois
meses de antecedéncia a data de inicio, e s podem ser iniciados apds aprovagdo por este
orgao.

Para mais informagdes sobre a CEUA-FMRP, acesse: http://ceua.fmrp.usp.br/

REQUERIMENTOS PARA UTILIZACAO DO(S) BIOTERIO(S)


https://ceua.fmrp.usp.br/capacitacao-uso-animais/
http://ceua.fmrp.usp.br/

A fim de se manter o controle e organiza¢do dos usudrios do biotério, bem como
garantir a seguranca dos usudrios e dos animais ali presentes, é necessdrio que se cumpram
os requisitos listados a seguir:

1) Respeitar as normas de Paramentag¢do

O uso de paramentagdo do usudrio com os seguintes itens de equipamento de
prote¢do individual (EPI) é obrigatorio para acesso as areas limpas dos biotérios. Essa
norma € necessdria para se manter niveis aceitiveis de limpeza e evitar tanto a
contaminacdo dos usudrios quanto dos animais.

e Touca de protecio descartavel, mdscara de protecio descartavel,
avental descartavel e sapatilhas pro-pé descartaveis.

No biotério principal, é disponibilizada uma rack na area de troca para
armazenamento dos kits de paramenta¢do dos usudrios, desde que
identificados adequadamente. E recomendado o descarte dos EPIs a cada
uso, embora seja permitida a reutilizacdo do mesmo, desde que para entrada
em apenas uma sala e que o kit permaneca guardado na 4rea de troca. Ja no
biotério SPF, toda vestimenta deve ser descartada aposutiliza¢do unica.

e O usudrio deverd se vestir na area de troca, delimitada como suja, com
excecdo dos pro-pés, que deverdo ser calgados, alternadamente, a medida
em que o usudrio entra na area limpa. Ou seja, ndo se pode pisar sem pro-
pés na drea limpa.

e Por se tratarem de ambientes diferentes, os usudrios do biotério principal
devem possuir um kit de vestimenta para a sala de Acasalamento
experimental e outro para as salas de Experimentacio 2 e
Procedimentos. E expressamente proibido o trifegoentre as salas de
Acasalamento experimental e Experimentacdo 2/Procedimentos portando a
mesmavestimenta. Conforme o fluxo de animais, o fluxo da vestimenta
também é unidirecional.

e A retirada da paramentac¢do deve ser feita na drea de troca, com aten¢do a
retirada dos pro-pés, que deve ser feita alternadamente a medida em que o
usudrio sai da drea limpa. Ou seja, ndo se pode pisar com pré-pés na area de
troca.

e O descarte de pro-pés e demais itens de paramentagdo deve ser feito no lixo
com saco branco, posicionado na area de troca.

2) Conhecer e aplicar os Procedimentos Operacionais Padroes (POPs) dos Biotérios

Na pagina dos Biotérios encontram-se os arquivos referentes aos Procedimentos
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Operacionais Padrdes (POPs) pertinentes a rotina de limpeza do biotério, rotina de limpeza
e manutencdo de gaiolas, identificacdo apropriada de gaiolas e descarte adequado de
residuos. Esses procedimentos devem ser de conhecimento geral dos usudrios.

IMPORTANTE: Cada Pesquisador Responsdvel devera fornecer os Procedimentos
Operacionais Padrdao (POPs) especificos referentes as atividades executadas por usudrios
provenientes de seu laboratdrio no(s) biotério(s). Todas as atividades executadas devem
possuir um POP individual, e o conjunto deverd ser encaminhado a Prof? Dra. Larissa D.
Cunha.

3) Conhecer e aplicar as normas de manejo de residuos especificas

O manejo de residuos segue o preconizado por normas legais, como a RDC 306/04
(ANVISA) e 358/05 (CONAMA), além da Lei Federal de Biosseguran¢a n° 11.105, de 24 de
marco de 2005.

O correto manejo de residuos é feito de acordo com as Classes de Risco dos diversos
OGMs e subprodutos de experimentagdes com os mesmos. Deve-se seguir critérios
rigorosos para segregacdo, acondicionamento, e transporte destes residuos. E de suma
importancia a identificacao dos residuos, a fim de se garantir a seguran¢a de quem os
manipula.

Manejo de residuos gerados por OGMs de Classe 1

De forma sucinta, residuos gerados a partir de OGMs do Grupo 1 seguem as normas
de descarte seguro em qualquer laboratério. Ponteiras, pipetas graduadas, restos de ragdo e
meios de cultura devem ser acondicionados em recipientes plasticos; materiais
perfurocortantes devem ser descartados em recipiente proprio (Caixa de perfurocortantes);
e todos os demais residuos (desde algoddo e placas até carcacas de animais) devem ser
descartados em saco de lixo branco.

ATENCAO: Recipientes que nio sejam descartaveis devem ser descontaminados por
imersdo em solu¢do de hipoclorito de sodio a 1% por 30 minutos, antes da lavagem.

Manejo de residuos gerados por OGMs de Classe 2

Atencdo especial deve ser dada aos residuos provenientes de animais do Grupo 2.
Todos residuos devem ser acondicionados em sacos ou recipientes rigidos autoclavaveis, e
restos liquidos devem ser descartados imediatamente em recipientes rigidos com vedagdo,
que posteriormente serdo alocados em sacos autoclavaveis. Restos mortais de animais deste
grupo (carcagas, membros e 6rgdos), bem como a maravalha de suas gaiolas, devem ser
incinerados ou esterilizados em autoclave presente no préprio local de geragdo do
residuo (biotério), ou em uma area de Nivel Biologico 2 (NB-2).



ATENCAO: Todo residuo de Grupo 2 deve ser IDENTIFICADO de maneira clara
pelo experimentador (adesivo de Risco Biologico). Além disso, o funcionario responsavel
pela esterilizagdo (bioterista ou técnico) deve ser previamente notificado sobre quais gaiolas
contém animais do Grupo 2, para que sejam tratadas da maneira correta.

IMPORTANTE: Ainda sobre OGMs nivel 2, caso materiais provenientes de animais
deste grupo (carcacas, pegas anatdmicas, 6rgaos etc) precisem ser levados ao laboratério, é
necessario que tanto o laboratdrio quanto o professor responsavel sejam certificados pela
CIBIO para o manuseio seguro de OGMs nivel 2.
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