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PREFACIO

O Chico Trombone costumava me dizer:
— Isso eu sei fazer, Dr. Luiz Fernando, aprendi com Joaquim Venancio.
E era com orgulho que se referia a seu mestre.

Vimos, portanto, que a formacdo de técnicos j& vem dos tempos de
Oswaldo. E claro que ndo era institucionalizado como hoje. Eram outros

tempos.

Joaquim Venancio nasceu na fazenda Bela Vista, em Minas Gerais. Era
a fazenda da mae de Carlos Chagas, pai. Em 1916, veio trabalhar no Instituto
Oswaldo Cruz. Veio e deu certo. O Dr. Lutz teria dito certa vez:

— Nao troco o Venancio por nenhum doutor de Oxford ou de

Cambridge.

Se ndo disse, pensou.

Eficiéncia nos processos de se|egéo de pessoal? Competéncia do
servico de recursos humanos? Evidentemente que ndo. Nao havia nada
disso nessa época. As coisas eram muito mais simples, e davam certo. Veio
porque era amigo do velho Carlos Chagas. Amigos de infancia. Brincaram

juntos na fazenda.

Quando Joaquim Venancio faleceu, em 27 de agosto de 1955, teve

seu necrolégio publicado na Revista Brasileira de Biologia. Lugar de ne-
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crolégio de cientista famoso. Cito textual: “Joaquim Venancio conseguiu,
durante cerca de 35 anos que trabalhou ativamente, aprender zoo|ogia
que conhecia de modo invejével. Como decorréncia das contingéncias da
vida, ndo teve oportunidade de instruir-se, mas sua mentalidade era de um
homem culto. Pela convivéncia com o Dr. Lutz, pela observacdo direta do
que via nas excursdes e no laboratério, adquiriu conhecimento detalhado
de vérios grupos zoolégicos, principalmente anfibios, moluscos fluviais e
trematédeos. Chegou a conhecer muito bem os anfibios e, com grande
facilidade, os classificava nas excursdes pela voz. Dadas as indicacoes feitas
pelo Dr. Lutz em seus trabalhos, hd casos em que foi citado na literatura

como colaborador direto”.

Joaquim Venancio era, sem dévida, um naturalista. Era competente,
tinha o dominio do oficio, a maestria da arte.

E gostava de ensinar. Ensinou muita gente.

Certa vez, o Venancinho me disse:

— Era a Escola do Venancio, né? Foi muito boa, né?

* * *

Na presidéncia de Sergio Arouca, resolvemos atualizar a “Escola de
Venancio”. E foi assim que surgiu a Escola Politécnica, com o nome do seu
patrono. Cresceu e abriu vérias frentes, desde a vocacdo cientifica aos
cursos de nivel médio complementados pela formagéo de técnicos. Foi um
éxito, como a antiga. Aparece sempre nos primeiros lugares nas ava|iagées

e ja se estendeu a outras instituicSes.

* * *

E agora surgem os livros didéaticos. Organizado por Etelcia Moraes
Molinaro, Luzia Fatima Gonga|ves Caputo e Maria Regina Reis Amendo-

eira, vem & luz a colecio Conceitos e Métodos para a Formacdo de
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Técnicos em Laboratérios de Saide, reunindo professores de vérias uni-

dades da Fiocruz.

Os capitulos oferecem a histéria da técnica, os seus fundamentos, a
maneira moderna de realizé-la, as suas aplicacdes, a organizacdo do labora-

tério etc.

E atil para 0s cursos da Fundagéo e para outros externos. Mostra,
também, o quanto as unidades da Fiocruz estdo integradas na rea|izagéo de

suas tarefas.
Ensino ¢ questdo primordial. Sem ele, o pafs ndo se desenvolve.

Esté de parabéns a Fiocruz pela rea|izagéo de mais uma tarefa de

primordial importancia.

OSWGldO CI’UZ estd orgu|hoso CIOS seus continuadores.

Luiz Fernando Ferreira
Pesquisador Emérito da Fundagdo Oswaldo Cruz






Apresentagdo

A coletanea de livros intitulada Conceitos e Métodos para a Formagao
de Profissionais em Laboratérios de Satde, organizada por Etelcia Moraes
Molinaro, Luzia Fatima Gonga|ves Caputo e Maria Regina Reis Amendoeira ¢
antes de tudo uma obra original, importante e necessaria. Original porque nao
existe na literatura técnica em satde, na 4rea biomédica brasileira e internacio-
nal, pelo menos que eu saiba, algo semelhante em abrangéncia, profundidade
e se|egéo dos temas abordados; importante pelo piblico alvo a que se desti-
na, muito além da “Formagéo de Técnicos de Laboratérios”, abrangendo certa-
mente todos os profissionais de satide, e é necesséria porque servird como
obra de referéncia para a formacdo dos mencionados técnicos e de consulta
obrigatéria para todos os profissionais de satde que necessitem de esclareci-

mento dos aspectos técnicos ali abordados.

Versada em cinco volumes e 22 capitulos, organizados em sequéncia
l6gica, desde a biosseguranga e boas préticas de laboratério, passando por
todos os fundamentos das técnicas laboratoriais, bioquimica bésica, biologia
celular e molecular, histologia e ultraestrutura, até atingir o cerne da prética
laboratorial, da imunologia & infectoparasitologia — virologia, bacteriologia,
micologia, protozoologia e helmintologia e seus vetores, com a entomologia

médica e a malacologia. Os autores que escrevem os respectivos capitulos,
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sdo do melhor nivel intelectual e cientifico, com a titulacio de mestres, douto-

res e especialistas, com grande experiéncia prética nos assuntos de que tratam.

Parabenizo o Instituto Oswaldo Cruz e a Escola Politécnica Joaquim
Venancio, que patrocinaram esta obra de referéncia, os quais, desde seus
primérdios, valorizaram a qualidade da formacdo dos seus técnicos e com eles
povoaram e estao povoando o Brasil de Norte a Sul e de Leste a Oeste com
o0 que temos de melhor — os fundamentos para uma boa pesquisa. Aproveito
esta oportunidade para homenagear a figura de Henry Willcox, que no inicio
da década de 1980, quando o convidei para me ajudar na coordenacdo dos
cursos de pés-graduacdo em Biologia Parasitéria e Medicina Tropical do Institu-
to Oswaldo Cruz, foi o grande incentivador para criarmos paralelamente o

Curso de Técnico em Pesquisa, do qual foi o seu primeiro coordenador.

Igualmente parabenizo as organizadoras desta coleténea e a Fiocruz como

um too|o, pe|o |angamento desta obra pioneira.

José Rodrigues Coura
Pesquisador Titular Emérito

Chefe do Laboratério de Doencas Parasitérias — IOC/Fiocruz



“Um sonho quase realizado”
(Oswaldo Cruz 1872-1917)

As a|terag6es pelas quais passa o mundo com a g|oba|izagéo trazem
como consequéncia o surgimento de novos paradigmas tecnolégicos, fazen-
do-se necessério que o ensino da 4rea da salide atenda &s exigéncias do

mundo moderno, do trabalho e do atual perfil do técnico da érea.

Os cursos para a formacdo de técnicos da Fundacdo Oswaldo Cruz -
Fiocruz buscam demonstrar os principios cientificos envolvidos com as técnicas
|aboratoriais, preparando os alunos para as transformagées no mundo do traba-
lho em satide, decorrentes do desenvolvimento tecnolégico e cientifico. Nes-
te contexto, duas Unidades Técnicas Cientificas desta instituicdo, o Institu-
to Oswaldo Cruz — |OC e a Escola Politécnica de Satide Joaquim Venancio
— EPSJV, historicamente sdo as responsaveis por coordenarem cursos e espe-
cializacdes técnicas que se firmaram como modelos desses principios. Essas
Unidades, na 4rea de ensino técnico, sempre estiveram intrinsecamente ligadas,
e os professores realizam permanente parecerias entre si. Muitos de nés,

egressos desses cursos, sdo hoje docentes e autores desta co|egéo.

Além da formacdo técnica de profissionais em nivel regional e nacional,
intensificou-se, na Fiocruz, a demanda para o estabelecimento de cooperagoes

técnicas internacionais, que por sua expertise e capacidade de produzir, pas-
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sou a divulgar conhecimentos, elaborando cursos, metodologias e tecnologias
educacionais. A Escola Politécnica ¢ Centro Colaborador da Organizacao
Mundial da Satide (OMS) para a educagéo de técnicos em sa(ide, desde
2004.

A ideia da pub|icagéo dessa co|egéo surgiu da necessidade conjunta das
duas Unidades da Fiocruz de produzir material didatico, que atendesse aos
alunos dos cursos de Nivel Técnico em Satide da Fiocruz e de outros locais. Desse
modo, o nosso principal desafio ¢ oferecer contetido que abarque toda a érea
técnica de satde utilizada nos principais cursos de nivel médio, e, que ao

mesmo tempo, possa manter-se suficientemente atualizado.

Dada a complexidade da estrutura instrumental e pedagégica dos Cursos
Técnicos, se fez necesséria a publicacio de uma colegdo, escolhendo-se tépi-
cos de importancia bésica. Para tanto, foram convidados pesquisadores/profes-
sores com experiéncia em ensino de Cursos de Nivel Técnico e de destacado
conhecimento nos temas abordados nos 22 capitulos, que constituem os cinco

volumes da colegdo.

A colecdo Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em
Laboratérios de Satide tem como objetivo integrar conhecimentos teéricos e
préticos, proporcionando ao aluno inFormagées que possibilitem uma perma-
nente reflexdo de seu pape| como agente transformador dos processos e
atividades de ensino, pesquisa cientifica e desenvolvimento tecnolégico. Ou-
tro objetivo inconteste destes livros é servir para professores, como norteadores

da definicdo curricular de seus cursos.

Visando garantir a autonomia dos autores, e respectivas responsa-
bilidades, foi mantida a formatagéo origina| dos textos, inclusive as fotos,
figuras, diagramas. Podem ocorrer também, algumas repeticoes de contetdo
em alguns capitulos, mas, a nosso ver, a retirada de partes de capitulos j4

abordadas poderia descontextualizar o texto.
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O pontapé inicial deste sonho sé foi possivel pelo incondicional apoio
dado pelo professor André Paulo da Silva Malhdo, pela Dra. lsabel Brasil
Pereira, pessoa-chave desencadeadora do processo, e pela Dra. Tania
Cremonini de Aratjo Jorge, que apoiaram e incentivaram institucionalmente
este projeto. Agradecemos especia|mente aos autores que abragaram este
trabalho com muito entusiasmo e que possibilitaram a sua concretizacao. E
um carinho especial para Josane Ferreira Filho pela organizacao paciente de

nossas reunides e textos, com a gratiddo das organizadoras e autores.

Agradecemos em especial aos renomados cientistas eméritos da
Fundacdo Oswaldo Cruz, doutores Luiz Fernando Ferreira — patrono da
EPSJV — , José Rodrigues Coura, que nos deram a honra de apresentar

esta colecdo.

Esperamos assim, estar contribuindo para a sistematizacdo do conhe-
cimento dos leitores sobre os diversos tépicos abordados em cada capitu-
lo, apresentando cada assunto de forma didética e sintética, recomendando
a consulta 3 literatura especializada sempre que houver necessidade de

aprofundamento do conhecimento em determinados temas.

Etelcia Moraes Molinaro
Luzia Fatima Gongalves Caputo
Maria Regina Reis Amendoeira

Organizadoras






Capitulo 1
Biosseguranca

e boas prdticas laboratoriais
Cintia de Moraes Borba

Marco Antonio F. da Costa

Maria Eveline de Castro Pereira

Paulo Roberto de Carvalho

Silvio Valle

Introducgdo

O laboratério é um ambiente extremamente hostil. Convivem no mesmo
espaco equipamentos, reagentes, so|ug6es, microrganismos, pessoas, papéis,
|ivros, amostras, entre outros elementos. Para que esse sistema funcione de

forma adequada e segura, torna-se necessério:
* Disciplina;
* Respeito as normas e |egis|a<5‘6<as pertinentes;
* Trabalhar no contexto da qualidade e da Biosseguranga;
* Consciéncia ética.

O ambiente laboratorial deve ser entendido como um sistema comple-

x0, onde existem interagdes constantes entre os fatores humanos, ambientais,
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tecnoldgicos, educacionais e normativos. Essas interagoes, muitas vezes, favo-

recem a ocorréncia de acidentes.

Um instrumento que pode contribuir para a minimizagdo dessas ocorrén-

cias desagradéveis ¢ a Biosseguranga, definida como:

Conjunto de estudos e acoes destinados a prevenir, con-
trolar, reduzir ou eliminar riscos inerentes as atividades que
possam comprometer a saude humana, anima|, vegeta| eo
meio ambiente.

Nessa linha, devemos entender os conceitos de perigo, risco e acidente.

O perigo é uma possibilidade de causar danos, o
PERIGO, RISCO, risco ¢ a probabilidade de concretizacio desse
ACIDENTE = | perigo e acidente ¢ a concretizacdo desse risco.

Relativo a, ou préprio dos seres vivos ( Diciondrio

BIOLOGICO = Houaiss da Lingua Portuguesa).

No Brasil, a Biosseguranga possui duas vertentes:

* A ‘legal’, que trata das questdes envolvendo a manipu|agéo de
Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) e pesquisas
com células-tronco embrionérias, e que tem uma lei, a de n°

11.105, chamada Lei de Biosseguranca, sancionada pelo gover-
no brasileiro em 24 de marco de 2005 (SILVA, PELAEZ e
VALLE, 2009; VALLE, 2009, VALLE e BARREIRA, 2007).

* A ‘praticada’, aquela desenvolvida, principalmente, nas institui-
cbes de salde e laboratérios em geral, que envolve os riscos por

agentes quimicos, fisicos, biolégicos, ergondmicos e psicossociais,



Biosseguranca e boas préticas laboratoriais | 23

presentes nesses ambientes, que se encontra no contexto da

seguranca ocupacional (COSTA e COSTA, 2009; COSTA e
COSTA, 2005, 2006; VALLE e TELLES, 2003; CARVA-
LHO, 1999).

Este capitulo, portanto, tem como objetivo apresentar, de forma didati-
ca, algumas caracteristicas da Biosseguranga e da qualidade praticadas em espa-
cos laboratoriais. Estando a Biosseguranga e a qualidade a|icergao|as, principal-
mente, na postura profissional, consideramos importante discutir, também, al-

guns conceitos relacionados & ética.

1. Facilitando a prdxis da Biosseguranga

O homem ¢ um ser biolégico, logo, um produto da natureza. Mas
também é um ser social, isto ¢, um produto da cultura, do saber, das suas
interrelacdes. De acordo com Schramm (2006),

o humano enfrenta seu estado de necessidade e precarieda-
de de vérias maneiras, inclusive com o saber-fazer racional e
operacional da tecnociéncia. Ademais, neste século adqui-
riu a competéncia biotecnocientifica, que visa transformar e
reprogramar o ambiente natural, os outros seres vivos e a si
mesmo em Fungéo de seus projetos e desejos, fato que se

torna, cada vez mais, motivo de grandes esperancas e angus-
tias, consensos e conflitos, em particular do tipo moral.

As preocupagdes da citacdo anterior, oriundas do desenvolvimento téc-
nico-cientifico do nosso tempo, vém impactando de forma acentuada as rela-
¢oes humanas e, nesse sentido, torna-se importante compreender a|guns con-
ceitos como os de moral, ética, bioética, deontologia, diceologia, Comités de
Etica em Pesquisa, Comités de Etica no Uso de Animais e as relagdes desses
conceitos com o direito. A devida compreensdo desses conceitos facilitarg,

sobremaneira, o entendimento das relacdes que envolvem a Biosseguranca

(GOLDIM, 2009).
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O funcionério ndo tem moral. Ele agiu sem ética. Afinal de

contas, o que ¢ MORAL e o que ¢ ETICA?

Normalmente, as palavras ‘moral’ e ‘ética’ sdo utilizadas como sinéni-
mos, vinculadas a um conjunto de regras obrigatérias. Esta confusdo ocorre hé
muitos séculos. A prépria etimologia destes termos gera confusdo, ja que ética
vem do grego ‘ethos’, que significa ‘modo de ser’, e ‘moral’ tem sua origem
do latim, que vem de ‘mores’, significando ‘costumes’. Podemos definir esses

termos da seguinte forma:

E um conjunto de normas que regu|am o comportamento
humano. Estas normas sdo adquiridas pela educagéo, pela
MORAL = tradigéo e pelo cotidiano, ou seja, pelo processo de
cu|tura|izag§o. A moral ¢ algo pessoal e intimo. Por exemplo:
andar com os seios & mostra na praia ndo é moralmente
aceito no Brasil, porém, em outros paises isso é normal.

E o conjunto de ‘valores' que orientam o comportamento
, humano em sociedade. O que a caracteriza ¢ a reflexdo
ETICA =

sobre a acdo humana. Por exemplo: ¢ ético jogar residuo

quimico na pia?

‘Valores’ sdo normas, principios ou padrdes sociais aceitos ou mantidos
por individuo, classe, sociedade, etc. Vésquez (1998) aponta que a ética é
tedrica e reflexiva, enquanto a moral é eminentemente pratica. Uma completa a
outra, havendo um interrelacionamento entre ambas, pois, na agdo humana, o

conhecer e o agir sdo indissocidveis.

Normas éticas, segundo Christofari (1998: 57),

dizem respeito ao “agir” humano. Sao aquelas que discipli-
nam o comportamento do homem, tanto o de foro intimo e
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subjetivo, quanto o de natureza exterior e social. Prescrevem
deveres para a consecucio de valores. Entretanto, ndo ape-
nas implicam em juizos de valor, mas imp&em a escolha de
uma diretriz, de carter obrigatério num determinado grupo
social. Sua principa| caracteristica ¢ a possibilidade de serem
violadas.

E Bioética, o que é?

Existem vérias definicGes para o termo Bioética, do grego “bios’ (vida) e

ética. Podemos defini-la da seguinte forma:

E uma 4rea do conhecimento interdisciplinar (integragéo en-
tre as disciplinas), cuja finalidade é compreender e resolver
B|OET|CA:> questdes éticas relacionadas aos avangos tecnolégicos da
Biologia e da Medicina e questées que de alguma forma in-
fluenciam as nossas vidas.

A Bioética ests apoiada em quatro principios:
* Autonomia;

* N3o-maleficéncia;

* Beneficéncia;

* Justica.

Principio da autonomia — E o respeito a vontade, a crenca, aos valores
morais do individuo e & sua intimidade. Discussées sobre os limites morais da
eutanésia, do aborto, entre outros, estdo no contexto deste principio. As pesso-
as tém o direito de decidir sobre as questdes relacionadas ao seu corpo e 3 sua
vida. Em individuos intelectualmente deficientes, e no caso de menores de 18
anos, este principio deve ser exercido pela familia ou pelo responsavel legal.

Principio da beneficéncia — Assegura o bem-estar das pessoas, evitan-

do danos, e garante que sejam atendidos seus interesses. Busca-se a maximizagao

do beneficio e a minimizacdo dos agravos.
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Principio da nao-maleficéncia — Assegura que sejam minorados ou
evitados danos fisicos aos sujeitos da pesquisa ou pacientes. E universalmente
consagrado através do aforismo hipocratico primum non nocere (primeiro ndo
prejudicar).

Principio da justica — Exige equidade, ou seja, a obrigagéo ética de
tratar cada individuo de acordo com o que é moralmente correto e adequado

e de dar a cada um o que lhe ¢ devido.

Em junho de 2005, em reunido na sede da Organizacdo das Nacoes
Unidas para a Educagéo, a Ciéncia e a Cultura (Unesco), para ser discutida
a Declaracdo Universal sobre Bioética e Direitos Humanos, o Brasil teve um
importante papel ao propor e conseguir a aprovagao da inclusdo neste docu-
mento dos campos ‘sanitério’, ‘social’ e ‘ambiental’. Esta declaracdo foi
aprovada por aclamacdo em outubro de 2005, na 33° sessdo da Conferén-

cia Geral da Unesco.

O importante dessa declaracdo ¢ que a Bioética nao fica restrita as
ciéncias da satide, mas a tudo aquilo que de alguma forma tenha implicacdo
sobre as nossas vidas. Portanto, entre as questoes discutidas na Bioética,

temos:

Aborto ® Eutanésia ® Clonagem ® Pesquisas com/em hu-
manos ® Alimentos transgénicos ® Fertilizacdo in vitro ®
Uso de células-tronco embrionarias ® Testes com novos
medicamentos ® Aquecimento global ® Tratamento e dis-

posicdo de residuos, entre outros.

E o que ¢ Deontologia?
A palavra ‘deontologia’ ¢ originria do grego ‘deontos’ (o que é obri-

gatério) e ‘logos’ (estudo). Com isso, podemos defini-la da seguinte forma:
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E um tratado de deveres e/ou condutas que

regem um profissional. O profissional esté su-

DEONTOLOGIA = | jeito a uma deontologia especifica para o exer-

cicio da sua profissdo conforme o cédigo de

ética da sua classe.

Existem inGmeros cédigos de Deontologia, sendo esta codificacio da
responsabilidade de associacoes ou conselhos profissionais. Normalmente, os
cédigos deontolégicos tém por base as grandes declaracdes universais e esfor-
cam-se por traduzir o sentimento ético expresso nestas, adaptando-o, no
entanto, as particularidades de cada pafs e de cada grupo profissional. Estes
cédigos propdem sancdes, segundo principios e procedimentos explicitos,
para os infratores do mesmo. Alguns cédigos ndo apresentam fungées normativas,

tendo apenas uma fungéo reguladora.

CODIGO DE ETICA — Visa 4 formacdo da conscién-
cia profissional sobre padrées de conduta de uma deter-

minada classe.

E Diceologia?
Diceologia deriva do grego ‘diceo’ (direitos) e ‘logos’ (estudo). Por-

tanto, podemos defini-la como:

E um tratado sobre os direitos profissionais de

DICEOLOGIA =

uma determinada classe, & luz do seu cédigo

de ética.
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O que sao os Comités de Etica em Pesquisa?

Os Comités de Etica em Pesquisa (CEP) com Seres Humanos sdo
espacos académicos que avaliam a adequacdo ética dos projetos de pes-
quisas que envolvam seres humanos. Quando a pesquisa envolve animais,

esses comités sdo chamados de Comités de Etica no Uso de Animais

(CEUA).

No caso dos CEPs, esta avaliagdo ¢ realizada a luz da resolucao n.
196 do Conselho Nacional de Satde (CNS), de 10 de outubro de
1996, e no caso dos animais, & luz da Lei de Procedimentos para o Uso

Cientifico de Animais, n. 11.794, de 8 de outubro de 2008.

Todos os CEPs devem ser credenciados junto & Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (Conep). E uma comissdo do CNS, criada através
da resolucdo n. 196/96 e com constituicdo designada pela resolugdo n.
246/97, com a Fungéo de implementar as normas e diretrizes
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, aprovadas pelo
conselho. Tem fungéo consultiva, deliberativa, normativa e educativa, atu-
ando conjuntamente com uma rede de CEPs, organizados nas instituicoes
onde as pesquisas se realizam. A Conep e os CEPs tém composicao
multidisciplinar com participacao de pesquisadores, estudiosos de Bioética,
juristas, profissionais da salide, das ciéncias sociais, humanas e exatas e

representantes de usuérios.

Um instrumento obrigatério nos projetos de pesquisa que envolvem
seres humanos ¢ o ‘Termo de Consentimento Livre e Esclarecido’ (TCLE).
A pesquisa sé pode ser iniciada se todos os individuos participantes tive-
rem acesso aos objetivos da pesquisa, seus beneficios e possiveis riscos,
mecanismos de protecao, enderego dos pesquisadores, e declararem (ou
seus representantes legais) formalmente o aceite para a participacao no

estudo ou em terapias especificas. E uma decisdo voluntéria.
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2. Legislagdo Brasileira de Biosseguranga

A aprovagao da Lei de Biosseguranca (lein. 11.105, de 24 de marco

de 2005) teve como motivacao principal pér fim aos impasses juridicos sobre

a |iberagéo comercial dos Organismos Geneticamente Modificados (OGMes),

também conhecidos por transgénicos.

Apesar do amp|o entendimento existente atualmente com a pa|avra

biosseguranga, como podemos constatar nos diversos artigos publicados, no

contexto da Lei de Biosseguranga vigente no Brasil ela s6 se aplica aos OGMs

como previsto no:

Art. 1° — Esta lei estabelece normas de seguranga e meca-
nismos de fiscalizagdo sobre a construcdo, o cultivo, a pro-
dugéo, a manipu|ag§o, o transporte, a transferéncia, a im-
portacdo, a exportacdo, o armazenamento, a pesquisa, a
comercializagio, o consumo, a liberagio no meio ambiente
e o descarte de organismos geneticamente modificados —
OGMs e seus derivados, tendo como diretrizes o estimulo
ao avanco cientifico na érea de biosseguranca e biotecnologia,
a protecdo a vida e & salde humana, animal e vegetal ¢ a
observancia do principio da precaucao para a protegdo do
meio ambiente.

O legislador, com o objetivo de esclarecer os limites da lei e enfatizar

que ela se limita a uma

seguintes definicoes:

determinada e especifica biotecnologia, previu as

Art. 3° — Para os efeitos desta Lei se considera:

| — organismo: toda entidade biolégica capaz de reproduzir
ou transferir material genético, inclusive virus e outras classes
que venham a ser conhecidas;

[l — 4cido desoxirribonucleico — ADN, écido ribonucleico —
ARN: material genético que contém informacdes
determinantes dos caracteres hereditérios transmissiveis & des-
cendéncia;
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[l — moléculas de ADN/ARN recombinante: as moléculas

manipuladas fora das células vivas mediante a modificacdo
de segmentos de ADN/ARN natural ou sintético e que
possam multiplicar-se em uma célula viva, ou ainda as molé-
culas de ADN/ARN resultantes dessa multiplicacdo; consi-
deram-se também os segmentos de ADN/ARN sintéticos
equiva|entes aos de ADN/ARN natura|,~

[V — engenharia genética: atividade de produgéo e manipu-

lagio de moléculas de ADN/ARN recombinante;

V — organismo geneticamente modificado — OGM: orga-
nismo cujo material genético — ADN/ARN tenha sido mo-
dificado por qualquer técnica de engenharia genética;

VI = derivado de OGM: produto obtido de OGM e que
ndo possua capacidade auténoma de rep|icagéo ou que ndo

contenha forma vidvel de OGM.
A Lei de Biosseguranga prevé que as demais biotecnologias que ndo
envolvam a produgéo de OGMs e seus derivados, apesar de apresentarem
trocas de genes e até a possibilidade de um certo grau de risco biolégico, nao

s3o regulados por esse marco legal.

Existem alguns procedimentos bésicos e necessérios para a liberacdo
comercial de um OGM: as condicoes basicas necessarias para que a instituicdo
requerente solicite a autorizacdo de uso comercial, a tramitacdo das solicitaces
na Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), os critérios bési-
cos para viabilizar a anélise das solicitagdes, a tramitacdo de processos envol-
vendo a necessidade de estudos e de relatério de impacto ambiental, as
condices para a existéncia de audiéncias plblicas e a possibilidade de recur-

sos administrativos por parte dos agentes interessados nas revisdes das decisdes

tomadas pela CTNBio.

Toda instituicao que utilizar técnicas e métodos de engenharia genética
ou realizar pesquisas com OGM e seus derivados devera criar uma Comissao

Interna de Biosseguranga (CIBio), além de indicar um técnico principal res-
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ponsével para cada projeto especifico. Os critérios a serem observados na
constituicdo da ClBio e os mecanismos de funcionamento foram estabeleci-

dos através da resolucdo normativa n. 1, de 20 de junho de 2006.

A CTNBio ¢ constituida por 27 membros titulares e respectivos suplen-
tes, assim distribuidos: 12 especialistas de notério saber cientifico e técnico,
em efetivo exercicio profissional (trés de cada uma das 4reas de satde humana,
anima|, vegeta| e ambienta|), nove representantes de érgaos, sendo um de
cada respectivo ministério (ministérios da Ciéncia e Tecnologia, da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, da Satde, do Meio Ambiente, do Desenvolvimen-
to Agrério, do Desenvolvimento, Indtstria e Comércio Exterior, da Defesa, da
Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca e das Re|agées Exteriores) e seis
especialistas representantes de organizagoes da sociedade civil (nas 4reas de

Defesa do Consumidor, Satide, Meio Ambiente, Biotecnologia, Agricultura
Familiar e Sadde do Trabalhador).

Dentre as competéncias da CTNBio, encontra-se a de emitir resolu-
¢oes, de natureza normativa, sobre as matérias de sua competéncia. Para
pedidos de liberacdo comercial, a decisdo favorével devers ter o voto de
no minimo 14 dos membros da CTNBio. O Conselho Nacional de
Biosseguranga (CNBS) ¢ um 6rgao de assessoramento superior do presi-
dente da Repiblica, ao qual compete a formu|a<5‘§o ea imp|ementagéo da
Politica Nacional de Biosseguranga, o estabelecimento de principios e
diretrizes para a acao administrativa dos 6rgaos e entidades federais relaci-
onados a biosseguranga, a anélise de recursos interpostos pelos 6rgaos de
registro e fiscalizacdo a decisées de liberagio comercial dos transgénicos e
seus derivados efetuadas pela CTNBio, a anélise dos aspectos de conve-
niéncia e oportunidade socioecondmicas e do interesse nacional nos pro-
cessos de |iberagéo comercial, quando submetidos ao conselho pela
CTNBio, e sempre que entender necessério podera avocar e decidir sobre

qualquer processo de |iberagéo comercial de OGM e derivado.
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O CNBS decidira sobre os recursos dos érgaos de registro e fiscaliza-
cdo relacionados 4 liberacdo comercial e encaminhados no prazo de trinta dias
a partir da data de pub|icagéo da decisdo da CTNBio. Depois de analisados
os aspectos de biosseguranga pela CTNBio, vencidos possiveis recursos e nio
havendo mais estudos adicionais que os 6rgaos de registro e Fisca|izagéo enten-
dam necessérios para atender as suas 4reas de competéncia, ocorrera o registro

no érgdo competente, podendo entdo ser utilizado comercialmente.

Quando a CTNBio entender que o transgénico ¢ potencialmente ou
efetivamente causador de degradacdo ambiental, bem como determinar a ne-
cessidade de licenciamento ambiental, o processo serd encaminhado ao 6rgao

competente do Ministério do Meio Ambiente.

Ao se apresentar o processo para liberacdo comercial, de acordo com a
lei brasileira, pode-se perceber o grau de complexidade. O objetivo de criar
uma lei capaz de agilizar a aprovacao de OGM no pais baseou-se fundamen-
talmente no fortalecimento dos poderes da CTNBio, em detrimento das com-

peténcias dos 6rgaos de fiscalizacdo e controle dos ministérios afins.

A inclusdo de uma série de dispositivos burocraticos que garantem a
possibilidade de recursos as decises técnicas tomadas pela CTNBio pode
fazer com que a lei de biosseguranga, diferentemente das expectativas iniciais
de simplificacdo e de agilizagdo do processo de avaliagio comercial, continue

sendo a principal fonte de riscos e incertezas comercia|izagéo dos transgénicos.

3. Contencgéo e infraestrutura laboratorial

A contengao laboratorial tem como objetivo reduzir a exposicao da equipe
de profissionais que trabalha num laboratério, seja na bancada ou mesmo na limpe-

za, a riscos bioldgicos, quimicos e fisicos, como a radiacdo ionizante.

Para se definir a contencdo necessaria, ¢ importante uma anélise de risco

da atividade a ser desenvolvida nesse local, ou seja, quais os agentes quimicos,
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biolégicos e fisicos que serdo manipulados. E importante que o profissional
conheca a composicdo e os riscos associados a cada material com o qual vai

traba|har, podendo, para tanto, consultar o protoco|o do experimento a ser

realizado, a Ficha de Informacdo de Seguranca de Produto Quimico (ABNT/
NBR 14725) e/ou o Manual de Biosseguranca.

Segundo o Ministério da Salde, a contencdo pode ser classificada
como primaria — que visa a garantir a protecao do ambiente intero do labora-
tério — e secundéria, que esta relacionada & protecdo do ambiente externo e ¢

proporcionada pela combinagéo de infraestrutura laboratorial e préticas

operacionais (SKARABA,, et al., 2004; PESSOA e LAPA, 2003).

3.1. Barreiras primdrias

Os equipamentos de protecao sao barreiras primérias que visam a prote-
ger o profissional (individual) e o ambiente (coletivo). A Norma
Regulamentadora n. 6, do Ministério do Trabalho e Emprego, estabelece que
o empregador deve adquirir e fornecer ao trabalhador equipamentos de prote-
cdo individual (EPI), orientando e treinando sobre o uso adequado, guarda e
conservagao, realizando periodicamente a higienizacdo e a manutencao, substi-

tuindo imediatamente sempre que danificado e extraviado.

Toda vez que as medidas de protecao coletiva forem tecnicamente
invidveis e ndo oferecerem completa protecdo contra os riscos de acidentes no
trabalho e/ou doengas profissionais, o equipamento de protecao individual
deve ser utilizado pelo profissional como um método de contencao dos riscos.
Historicamente, os trabalhadores da 4rea da satide — que atuam em hospitais,
clinicas odontoldgicas, veterinérias e laboratérios — sdo considerados como
categoria profissional de alto risco, pois estdo frequentemente expostos aos

riscos biolégicos, principalmente quando manuseiam fluidos corpéreos e san-

gue (NISHIDE e BENATTI, 2004).
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Os equipamentos de protecao individual s3o todos os dispositivos de
uso individual destinados a proteger a satde e a integridade fisica do trabalha-
dor. A seguir, sdo enumerados os EPIs disponiveis na maioria dos laboratérios

de pesquisa, clinico e ensino.

Protetores faciais — Oferecem uma protecdo a face do
trabalhador contra risco de impactos (particulas sélidas,
quentes ou frias), de substancias nocivas (poeiras, liqui-

dos e vapores), como também das radiagées (raios

infravermelho e ultravioleta, etc.).

Protetores oculares — Servem para proteger os

olhos contra impactos, respingos e aerosséis. E
importante que sejam de qualidade comprova- 7

VA
da, a fim de proporcionar ao usuério visao trans- I,<:__.".\ f,{/’\
parente, sem distorgées e opacidade.

Protetores respiratérios — Sao utilizados para proteger o

aparelho respiratério. Existem vérios tipos de respiradores,
que devem ser selecionados conforme o risco inerente &

? atividade a ser desenvolvida. Os respiradores com filtros
f,r/‘\\ mecanicos, por exemplo, destinam-se & protecao contra
' particulas suspensas no ar, os com filtros quimicos prote-
gem contra gases e vapores organicos. As mascaras, que podem
ser semifaciais e de protecdo total, sdo necessarias no caso de uso

de gases irritantes como o cloreto de hidrogénio.

Protetores auditivos — Usados para prevenir a o

perda auditiva provocada por ruidos. Devem =

ser utilizados em situagdes em que os niveis de 0

ruido sejam considerados prejudiciais ou noci- fﬂ ! K‘M_

vos em longa exposicao.
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" N n Luvas — Previnem a contaminacdo das maos do trabalhador
~\¥I .J'I Lff’! ao manipular, por exemplo, material biolégico potencial-
‘::1\3 Ir’; mente patogénico e produtos quimicos. Além de reduzir
J a probabilidade de que os microrganismos presentes nas

’J":-"-:ff maos dos trabalhadores possam ser transmitidos aos paci-

entes durante um atendimento médico-hospitalar.

Jalecos — Sao de uso obrigatério para todos

que trabalham nos ambientes laboratoriais .I’_{i‘::

i HIII
j'}

Calcados de seguranca — Sao destinados & protecdo dos

onde ocorra a manipu|ag§o de microrganis- 'II
mos patogénicos, manejo de animais, lava- ‘
gem de material, esterilizacio, manipulacdo I'-—rJ
de produtos quimicos. Devem ser de mangas —
compridas, cobrindo os bracos, o dorso, as

costas e a parte superior das pernas.

pés contra umidade, respingos, derramamentos e impactos

de objetos diversos, ndo sendo permitido o uso de ta-

mancos, sandélias e chinelos em laboratérios.

Equipamentos de protecdo coletiva (EPC) — =
Tém como funcdo a protegdo do ambiente ¢ a o r
manutencdo da salide, além da integridade dos T
ocupantes de uma determinada 4rea. Podem ser |
de uso rotineiro, como as cabines de seguranga - I,
biolégica e capelas de exaustdo quimica, ou m“‘%""
para situagoes emergenciais, como os extintores

de incéndio, chuveiro e lava-olhos, que devem L

estar instalados em locais de Ficil acesso e bem =

sinalizados.



36 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satde

Cabines de Seguranga Biolégica (CSB)
Em 2909 a W. K. Mulford Phamaceutical CO, uma

indistria farmacéutica americana, concebeu o primeiro
modelo de cabine para proteger a satde dos profissio-

nais durante a preparacao de tuberculina.

S3o equipamentos concebidos para manter uma éarea,
denominada zona de trabalho, livre de particulas ou de
provaveis contaminantes, tais como bactérias, que pos-
sam alterar o produto com o qua| se traba|ha, afetar a
satide do trabalhador e o ambiente. A protecao se efe-
tiva mediante a combinacio de elementos
eletromecanicos/eletrénicos (motor, ventilador, filtro,
dutos e i|uminag§o) e processos fisicos (fluxo laminar,
diFerenga de pressdo) que impulsionam o ar através de
filtros especiais (Hepa) de grande superficie, que tém
uma eficiéncia minima de retencdo de particula de
99,99%, quando o tamanho das mesmas é de O,3 Um

(micrémetros).

As cabines devem ser submetidas periodicamente & ma-
nutencdo e a trocas dos filtros e o laboratério deve

possuir relatério da manutencdo mantido & disposicao da

fiscalizacdo do trabalho.

3.2. Barreiras secunddrias (infraestrutura laboratorial)

Uma instalacdo adequada é aquela que estd de acordo com o funciona-
mento do laboratério e com o nivel de biosseguranca recomendado para os
agentes manipu|ados no |oca|, atuando também como uma barreira de conten-
cdo secundaria. Para os laboratérios de Nivel de Biosseguranca 1 (NB-1) —
onde sdo manipulados agentes biolégicos da classe de risco 1 —, sdo recomen-

dados os seguintes critérios para érea fisica:
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. |o|entiFicag§o do nivel de Biosseguranga e dos microrganismos (Fi-

gura 1).
* Separacdo do laboratério do acesso publico.
* Laboratério com acesso controlado.

o |_OC8| ara armazenar EPlS o|e uso exc|usivo no

laboratério.

* Paredes, tetos e pisos, impermeéaveis e resis-

tentes & desinfeccdo.
* Autoclave préxima ao laboratério, para maio-

res informagdes veja capitulo 2, pagina 87.

Figura 1- Sinalizaggo

S

&%

EISCO BIOLOGICD

=
FRCHEED S & EWTRATHA DI FISHISE
SACE ALTCRIZAAS

Nos laboratérios de Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2), sdo manipula-

dos microrganismos da classe de risco 2. Além dos critérios relacionados no

risco 1, sdo recomendados também:

* Lavatério para as maos proximo & entrada do laboratério.

* Torneira com acionamento sem uso das maos.
* Sistema central de ventilagdo.

* Janelas vedadas.

* Antecimara.

* Sistema de geragdo de emergéncia elétrica.

* Cabine de seguranca biolégica (OPS, 2009; CAMPQOS, 2003).

Na Figura 9, apresentamos um /ayout de um laboratério NB-Q, onde

consta no seu interior uma autoclave que seré utilizada para inativar os residuos

gerados durante o experimento para posterior descarte. Constam também o

lavatério para lavagem de maos proximo & entrada e o cilindro de gés instalado

na parte externa, abastecendo através de tubu|agéo a estufa de COQ que fica

dentro do laboratério.
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Figura 2 — Layout de um laboratério NB-2
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Os laboratérios de Nivel de Biosseguranca 3 (NB-3) sdo aqueles
onde sdo manipulados microrganismos de alto risco individual e moderado
risco para a comunidade. J4 nos de Nivel de Biosseguranca 4 (NB-4) sso
manipulados agentes biolégicos com alto risco individual e para a comunidade.
Os critérios recomendados para o funcionamento desses laboratérios sao bas-
tante comp|exos e de elevado custo. Para mais esclarecimentos dos laboratérios
citados, consulte a documentacdo do Ministério da Satde (2006) sobre as

diretrizes para o trabalho em contengdo com agentes biolégicos.

4. Principios gerais da qualidade em laboratérios

O mundo vive em permanente desenvolvimento e muitas sdo as ativida-
des cientificas que se apresentam repletas de incertezas. Nesse sentido, coe-

réncia e responsabilidade se fazem necessérias para se reconhecer e tratar com

afinco essas questdes (CARVALHO, 2008). A busca permanente da qua-
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lidade total nas atividades cientificas remete & necessidade de treinamento,
aquisicdo e dominio de conhecimentos para a execugdo das atividades com
vistas a assegurar a precisdo, a validade, a qualidade dos resultados e a manu-
tencdo da integridade das pessoas, das insta|a<5‘6€s, das méquinas, dos instru-

mentos e dos equipamentos.

As Boas Préticas de Laboratério (BPL) sao definidas pela Organization
for Economic Co-operation and Development (OECD) como um sistema da
qualidade relativo ao processo organizacional e as condigées sob as quais
estudos ndo-clinicos, ou seja, estudos biomédicos ndo realizados em humanos,

referentes & sadde e meio ambiente, sdo p|anejao|os, realizados, monitorados,

registrados, arquivados e relatados (BRASIL, 2009; BRASIL, 2005; BRA-
SIL, 2001).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), os princi-
pios das Boas Préticas de Laboratério sdo aplicéveis em estudos que dizem
respeito ao uso seguro de produtos relacionados & satide humana, vegetal e

animal e ao meio ambiente.

Com o intuito de se garantir a ap|icagéo dos principios das BPL, um dos

instrumentos utilizados nos laboratérios sdo os Procedimentos Operacionais

Padrao (POP).

E um documento que expressa o p|anejamento do traba-
lho com vistas a padronizar e minimizar a ocorréncia de
desvios na execugdo das atividades e assim garantir aos
POP usudrios servicos ou produtos livres de variagdes indeseja-
= veis, independentemente de quem as realize.

Um procedimento operacional padrdo tem como meta
garantir que a qualidade dos exames seja a mesma em

todas as etapas do processo em qua|quer momento.
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Cabe aqui uma referéncia a um tema que jé hé algum tempo vem sendo
discutido e aplicado em alguns cursos de especia|izagéo e atua|iza<5‘éo na area
da satde, notadamente na Escola Politécnica de Saide Joaquim Venancio
(EPSJV) da Fundagéo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Trata-se da ap|icagéo das
boas préticas nas atividades laboratoriais com foco diferenciado das BPL, ou
seja, capacitar e ampliar conceitos de profissionais que atuam em laboratérios,
no que tange as praticas laboratoriais, com vistas a assegurar: o entendimento
dos procedimentos, a busca da precisdo, da validade e da qualidade dos
resultados e a manutencdo da integridade das pessoas, das instalacdes, dos

equipamentos e dos materiais.

Equipamentos, materiais e reagentes

Equipamentos de laboratério requerem condigées ambientais apropria-
das para o devido funcionamento, além de locais para insta|agéo livres de
interferéncias (vibracdes, correntes de ar, incidéncia de luz solar, umidade e
ca|or) e, no tocante a insta|agéo na rede e|étrica, devem ser conectados a
tomadas adequadamente aterradas (CARVALHO, 1999). No que concerne
ao funcionamento, os equipamentos deverdo ser operados por pessoal capaci-
tado, além de serem atendidos todos os requisitos que preconizam o manual
de operacao original ou nos manuais traduzidos para a lingua portuguesa,

preferencialmente no POP destinado ao mesmo.

Os equipamentos que sdo responséveis pelo controle das condigées
ambientais indispensaveis para o estudo e a geracao de dados deverdo ter

conFiguragéo, capacidade e |oca|izagéo adequadas.

Determinados procedimentos sio necessérios para que os equipamentos
funcionem a contento e os dados por eles fornecidos sejam capazes de expres-
sar a realidade das amostras analisadas. Os equipamentos devem estar em

condigées de uti|izagéo e devem seguir um plano rigoroso de va|idagéo, quali-
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ficacdo, calibracio e manutencdo. Assim sendo, um sistema que contemple
limpeza, inspecdo periédica, manutencdo preventiva e calibracdo sera relevante
e necessério, o que implica, para tal, a uti|izagéo de um POP para cada tarefa.
Cabe ainda manter no laboratério os registros escritos de operacao, calibracao,

manutencdo e demais dados considerados relevantes.

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacgo e Qualidade Industrial (Inmetro,
2000), ¢ o conjunto de operacdes que
estabelece, sob condicoes especificadas, a relacao
CAUBRA@AO — | entreos valores indicados por um instrumento de
medicdo ou sistema de medicdo ou valores
representados por uma medida materializada ou
um material de referéncia, e os valores

correspondentes das grandezas estabelecidos por

padrées (INMETRO, 2000).

Ainda no que tange aos equipamentos cientificos, ha de se priorizar os
processos de manutencao preventiva (tareFas de manutencdo previamente p|a-
nejadas e desempenhadas, objetivando manter as condigées satisfatérias de
operacdo) em detrimento da manutencdo corretiva (tarefas de manutencdo
nao-planejadas para restaurar as capacidades funcionais de equipamentos ou
sistemas falhados). Os equipamentos, devidamente inclusos em sistemas pre-
ventivos de manutencdo, certamente terao assegurado uma vida Gtil prolongada
e redugéo nos custos de manutencao, tendo em vista que determinadas causas

sao de facil detecgéo e podem ser tratadas por meio de manutencoes preven-

tivas (COUTO et al., 2003; SANTOS et al., 2007).

Qluanto aos materiais, esses devem ser de origem conhecida e ter asse-
gurado a sua qualidade. Para tanto, é necessério que se estabe|egam procedi-

mentos de controle de fornecedores, ou seja, que seja exigido dos mesmos a
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apresentacdo de certificados de controle de qualidade. Quanto & exigéncia
aos fornecedores, esses deverdo apresentar materiais devidamente rotulados
com as seguintes informagées: origem, identidade, composicao, data de pro-
ducdo, validade, condicées de estocagem e informacées de periculosidade

(simbologias de risco e de prevengéo).

Exemplos de simbologias de riscos

Os simbolos de seguranca sdo, no

==
Brasil, normatizados pela Associa- & &

cdo Brasileira de Normas Técnicas

(ABNT). Servem para lembrar o TOXICO CORROSIVO  OXIDANTE

&

EXPLOSIVO  INFLAMAVEL  NOCIVO

risco do manuseio do produto, re-
presentando nos pictogramas os

primeiros sintomas com o contato

com a substancia.

Exemplos de simbologias de prevencao

A /5 o\

SWETOA  CHOQUE  USO DE
QUEDAS  ELETRICO  OCULOS

N30

NAO EXTINTOR  MANGUEIRAS
FUMAR
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Quando se trata de armazenamento de materiais, a|gumas regras
devem ser estabelecidas e seguidas a risco, de modo a manter a integrida-
de dos mesmos. Para cada material, deverd ser reservado um local definido
e identificado, bem como se estabelecer um sistema de identificacdo e
codificagdo de cada produto. Ha de se estabelecer também um Fuxo de
movimentacdo para os materiais de grande porte, pesados e que necessi-

tam de cuidados especiais.

Produtos bioldgicos e os considerados pereciveis deverao ser orga-
nizados e armazenados em locais apropriados (limpo, sem umidade, prote-
gido de insetos e animais) de modo a ndo ficar por muito tempo estocado,

facilitando assim o seu envelhecimento e a sua deterioracdo.

Os demais produtos, considerados perigosos (gases explosivos e
inflaméveis, substancias exp|osivas, comburentes e radioativas), 0s produ-
tos quimicos e os solventes inflaméveis serdo armazenados em local apro-
priado, devidamente demarcado, livie de interferéncia (ambiental e pes-

soal) e sinalizado.

A Norma Regulamentadora 26 do Ministério do Trabalho e Empre-
go tem como objetivo fixar as cores que devem ser usadas nos locais de
trabalho para a prevencdo de acidentes, identificando os equipamentos de
seguranca, delimitando é4reas, identificando as cana|izag6€s empregadas nas

inddstrias para condugéo de liquidos e gases e advertindo contra riscos.

Todo laboratério deve ser sinalizado de forma a facilitar a orientacao
dos usuérios e advertir quanto aos potenciais riscos presentes no local. A
utilizacdo correta e o respeito a sinalizacdo de seguranca sdo entendidos
como barreiras primérias das medidas de contencgao. As cores ndo dispen-
sam o emprego de outras formas de prevencdo de acidentes e deverdo ser

acompanhadas dos sinais convencionais ou da identificagéo por palavras.
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VERMELHA

Usada para distinguir e indicar equipamentos e apa-
relhos de protegdo e combate a incéndio. Pode ser
usada excepciona|mente também com sentido de
adverténcia de perigo, como em botdes interrup-
tores de circuitos elétricos para paradas de emer-

géncia, etc.

AMARELA

Em cana|izagées, deve ser empregada para identifi-
car gases ndo liquefeitos. Também pode ser em-
pregada para indicar cuidado, assinalando, por exem-

p|o, meios-fios, corrimaos, cavaletes, etc.

BRANCA

Empregada em passarelas e corredores de circula-
cdo, localizacdo de bebedouros, coletores de resi-
duos, 4reas destinadas & armazenagem, zonas de

seguranca, etc.

PRETA

Serd empregada para indicar as cana|izagées de in-
flaméveis e combusteis de alta viscosidade, como
6leo lubrificante, asfalto, éleo combustivel, alca-
trdo, piche, etc. Podera ser usada também em subs-
tituicdo ao branco ou combinado a este, quando

condig()es especiais o exigirem.

AZUL

Utilizada para indicar “Cuidado!”, ficando o seu
emprego limitado a avisos contra uso e movimenta-
cao de equipamentos, que deverdo permanecer fora
de servicos. Serd usada também em canalizacoes
de ar comprimido, colocado em ponto de arran-

que ou fontes de poténcia.
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VERDE

Caracteriza “seguranca”. Deveré ser empregada para
indicar canalizacdes de 4gua, localizacio de EPI , fon-
tes lavadoras de olhos, dispositivos de seguranga, man-

gueiras de oxigénio (soldas oxiacetilénica), etc.

LARANJA

Deverd ser empregada para identificar cana|izagf>es
contendo 4cidos, faces internas de caixas proteto-
ras de dispositivos elétricos, face externa de polias

e engrenagens, etc.

PURPURA

Devers ser usada para indicar os perigos provenien-
tes das radiagées eletromagnéticas penetrantes de
particulas nucleares, como, por exemplo, em porta
e aberturas que ddo acesso a locais onde se mani-
pulam ou armazenam matérias radioativas ou mate-

riais contaminados por radioatividade.

LILAS

Empregada para indicar cana|izag6€s que contenham
&lcalis. As refinarias de petréleo podem utilizar esta

cor para a identificacdo de lubrificantes.

CINZA

O cinza-claro indica canalizacdes em vécuo e o

cinza-escuro é usado para identificar eletrodutos.

ALUMINIO

Utilizada em cana|izag6€s contendo gases liquefei-
tos, inflaméveis e combustiveis de baixa viscosidade
(exemplo: 6leo diesel, gasolina, querosene, 6leo

lubrificante, etc.).

MARROM

Pode ser adotada, a critério da empresa, para
identificar qualquer fluido nao identificavel pelas

demais cores.
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A uti|izagéo de cores ndo dispensa o emprego de outras formas de
prevencdo de acidentes. O uso das cores deve ser feito de modo criterioso, a

fim de ndo ocasionar distracdo, confusdo e fadiga ao trabalhador.

Figura 3

O Ministério da Satde recomenda que o simbolo de ‘risco ) L
Risco Bioldgico

biolégico’ (Figura 3) seja colocado na entrada do laboraté-

rio, informando também o microrganismo manipu|ao|o, a clas-
se de risco, o nome do pesquisador responsavel, o enderego
e o telefone de contato. Além disso, deve conter a frase:

]
“Proibida a entrada de pessoas ndo autorizadas.” Figura 3 — k‘} :

Risco Biolégico

Hé de se considerar a possibilidade de incompatibilidades nos locais de
armazenagem dos materiais. Nesse sentido, medidas de controle relativo as
condigées ambientais deverdo ser estabelecidas. Materiais que sejam conside-
rados relevantes nas atividades em geral serdo analisados periodicamente para
garantir a inexisténcia de contaminantes que possam comprometer a qualidade

dos trabalhos.

5. Agentes de risco em laboratérios

O ambiente laboratorial tem sido considerado insalubre por agrupar
atividades que requerem o uso de equipamentos, mdquinas, reagentes e
materiais diversos, além de viabilizar muitos procedimentos que oferecem
riscos de acidentes e doengas para os usuarios em geral. Desse modo, cabe
a responsabilidade de se informar, treinar e até mesmo capacitar os sujeitos
potencia|mente expostos aos riscos, de modo a evitar prob|emas de satde e

prevenir acidentes.

Consideram-se riscos ambientais os agentes fisicos, quimicos e biolégi-
cos existentes no ambiente de traba|ho, que, dependendo da sua natureza,

concentracdo ou intensidade e tempo de exposicao, sdo capazes de causar
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danos a satide dos trabalhadores (CARVALHO, 1999). No que concerne
aos riscos ocupacionais, esses estio diretamente ligados as situagoes de traba-
lho que podem romper o equilibrio fisico, mental e social das pessoas, e nao

somente as situacoes que originem acidentes e enfermidades (NISHIDE e

BENATTI, 2004).

Quando as medidas de protecdo coletiva ndo sdo tecnicamente vidveis e
ndo permitem a completa protecdo ao usudrio dos laboratérios contra os riscos
de acidentes provenientes do trabalho e/ou de doengas profissionais e do

trabalho, o EPI ser4 utilizado pelo usuario como forma de prevencao aos riscos

inerentes ao ambiente (CARVALHO, 1999).

S3o considerados riscos ambientais aqueles causados por agentes fisicos,
quimicos, biolégicos, ergondmicos e de acidentes que, presentes nos ambien-
tes de trabalho, sdo capazes de causar danos & salide do trabalhador em

fungdo de sua natureza, concentracdo, intensidade ou tempo de exposicio.

A NR-5 classifica os riscos ambientais em cinco grupos:

Ruido, vibrag()es, pressdes anormais, temperaturas

FISICOS -
extremas, radlagoes, etc.
Poeiras, fumos, névoas, neblinas, gases, vapores
QUIMICOS que podem ser absorvidos por via respiratéria ou
através da pele, etc.
. Bactérias, fungos, bacilos, parasitas, protozoérios,
BIOLOGICOS

virus, entre outros.

Trabalho fisico pesado, movimentos repetitivos, jor-
nada pro|ongao|a, postura incorreta, tensdes emo-
ERGON@[\MCOS cionais, monotonia, exigéncia de uma maior aten-
cdo, responsabilidade e concentracao, jornadas lon-
gas de trabalho, treinamento inadequado ou

inexistente, conflitos, etc.
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Arranjo fisico inadequado, maquinas e equipamen-
ACIDENTES tos sem protecdo, iluminacdo inadequada, eletrici-
dade, animais pegonhentos, probabilidade de in-

céndio ou explosao, etc.

5.1. Agentes biolégicos de risco

O risco por agente bioldgico ¢ a ‘probabilidade de um individuo se
contaminar com um agente patogénico, como, por exemplo, bactérias, virus,

. )
Fungos e parasitas .

Todos os profissionais que trabalham em laboratério com agentes ou
materiais biolégicos devem estar conscientes dos riscos inerentes a essa ativida-
de e conhecer profundamente o agente e os procedimentos para minimizar o
risco de contaminagdo. Além disso, as boas condutas de laboratério devem ser
estritamente seguidas de modo a evitar que um procedimento realizado de

maneira incorreta ou mesmo displicentemente coloque em risco a seguranga

do(s) profissional(is) e do ambiente (BRASIL, 2006; TEIXEIRA, 2000).

O manual de Biosseguranca da Fiocruz (2005) descreve como regra

bésica para o trabalho em laboratério:
* Considerar todo material biolégico como infeccioso;
* Trabalhar com atencdo e sem tensao;
* Sinalizar o risco do agente na entrada do laboratério;
* Notificar os acidentes e imediato cuidado médico.

Além disso, todo pessoal de laboratério deve evitar trabalhar sozinho
com material infeccioso; ser protegido por imunizagao quando disponivel;
manter o laboratério |impo e arrumado,- usar roupas protetoras, tais como
uniformes, aventais, ja|ecos e méscaras; usar luvas; ndo ap|icar cosméticos;

evitar uso de lentes de contato; lavar as maos apés a manipu|a<5‘éo de materiais
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contaminados; nunca pipetar com a boca; ndo fumar, ndo comer e ndo beber

no laboratério; descontaminar a superficie de trabalho, etc.

Qutra atividade que requer cuidados especiais é o cultivo de micror-
ganismos. Lembre-se de que quando se cultiva um microrganismo visa-se a
obter uma quantidade grande de células e, por isso, o trabalhador deve
estar atento as suas condutas para evitar acidentes. O trabalhador deve abrir
cuidadosamente os tubos e frascos, identificados claramente, que contém o
agente evitando agits-los. Sempre se deve manipular os tubos, as pipetas e
as seringas com as extremidades em diregéo oposta a si. Os sobrenadantes
ou o contetdo de pipetas devem ser desprezados sobre material absorvente
embebido em desinfetante contido em um frasco de boca larga para evitar a

producdo de aerossdis.

Se a atividade laboratorial envolver a infeccdo de animais de laboratério,
o trabalhador deve tomar os seguintes cuidados: inicialmente, considerar como
potencialmente infectado todo animal, seja ele vertebrado ou invertebrado;
equipamentos de protecao devem ser utilizados durante o procedimento de
inoculacdo; seringas e agulhas utilizadas durante a inoculacio devem ser descar-
tadas em caixas coletoras apropriadas e autoclavadas ao final do procedimento;
identificar as gaiolas dos animais com todas as informacées relevantes (nimero
de animais, |inhagem, sexo, idade, peso, data da infecgéo, microrganismo
inoculado, via e dose de inocu|a<5‘§o e nome e telefone do pesquisador res-
ponsével); durante a limpeza da cama e das gaiolas dos animais, equipamentos
de protecao individual devem ser utilizados para minimizar o risco de contami-
nacdo; autoclavar todos os materiais que tiveram contato com os animais
infectados; notificar todo e qualquer acidente/incidente proveniente do manu-

seio dos animais ou das gaiolas.
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5.1.1. Classificacdo de risco dos microrganismos

Os agentes biolégicos sdo classificados de acordo com o risco que
oferecem ao trabalhador e & coletividade. Assim, segundo o Ministério da

Satde (2006), os microrganismos sdo classificados quanto ao risco como:

¢ Classe de risco 1

Microrganismo que representa ‘baixo risco individual e para a coletivida-
de’. Inclui os agentes biolégicos conhecidos por ndo causarem doengas
em pessoas ou animais adultos sadios. Exemplo: Bacillus subtilis, e os
agentes ndo incluidos nas classes de risco 2, 3 e 4 e que ndo demons-
traram capacidade comprovada de causar doenga no homem ou em
animais sadios. Vale lembrar que a ndo c|assi|:icagéo de agentes biolégi-
cos nas classes de risco 2, 3 e 4 nao implica na sua inclusdo automética
na classe de risco 1. Para isso deverd ser conduzida uma avaliacio de
risco, baseada nas propriedades conhecidas e/ou potenciais desses agentes

e de outros representantes do mesmo género ou familia.

¢ Classe de risco 2

Microrganismo que representa ‘moderado risco individual e limitado
risco para a comunidade’. Inclui os agentes biolégicos que provocam
inFecgées no homem ou nos animais, cujo potencial de propagacao na
comunidade e de disseminacdo no meio ambiente ¢ limitado, e para os
quais existem medidas terapéuticas e profiléticas eficazes. Exemplo:

Schistosoma mansoni.

¢ Classe de risco 3

Microrganismo que representa ‘alto risco individual e moderado risco
para a comunidade’. Inclui os agentes biolégicos que possuem capaci-
dade de transmissdo por via respiratéria e que causam patologias huma-

nas ou animais, potencialmente letais, para as quais existem usualmente
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medidas de tratamento e/ou prevencao. Representam risco se dissemina-
dos na comunidade e no meio ambiente, podendo se propagar de

pessoa a pessoa. Exemplo: Bacillus anthracis.

* Classe de risco 4

Microrganismo que representa ‘alto risco individual e para a comuni-
dade’. Inclui os agentes biolégicos com grande poder de
transmissibilidade por via respiratéria ou de transmissdo desconhecida.
Até o momento ndo hd qualquer medida profilstica ou terapéutica
eficaz contra infecgdes ocasionadas por estes. Causam doencas huma-
nas e animais de alta gravidade, com grande capacidade de dissemina-
¢do na comunidade e no meio ambiente. Esta classe inclui principal-

mente os virus. Exemplo: virus ebola.

O Ministério da Satde descreve ainda uma classe de risco adicional
chamada de ‘Classe de Risco Especial’. Ela retne os microrganismos que
representam ‘alto risco de causar doenca animal grave e de disseminacdo no
meio ambiente’. Inclui agentes biolégicos de doenga animal ndo existentes
no pais e que, embora ndo sejam obrigatoriamente patégenos de importan-
cia para o homem, podem gerar graves perdas econdmicas ¢/ou na producao

de alimentos.

Como os microrganismos podem acidentalmente penetrar no hospedeiro?

Segundo Sewell (1995), os profissionais de laboratério
microbiolégico estdo submetidos a um grande risco de se contaminar du-
rante as suas atividades. |sso se deve a fatores que incluem o modo de
transmissdo do agente, o desenvolvimento da inFecgéo no hospedeiro, a
via e a fonte de inFecgéo e o ambiente laboratorial (venti|agéo, equipamen-

tos e procedimentos).
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As vias de penetracao dos agentes biolégicos podem ser:

o Aérea — Em geral, essa via esté relacionada com a producio de
aerosséis. Os aerossdis se formam dependendo da atividade realizada,
como maceragao de tecidos, centrifugagéo, pipetagem, sonicacao, agi-
tacao de suspensdes celulares, abertura de ampolas liofilizadas, flambagem
de alca de platina etc. Uma vez formados, os aerosséis podem ficar em
suspensdo e propagar-se & distdncia contaminando vérios profissionais

pela inalacdo dos mesmos.

e Oral — A ingestao de microrganismos com maior frequéncia ocorre
através de pipetagem com a boca, porém, outras formas de contamina-
cdo também sdo descritas, como levar & boca itens do laboratério (por
exemplo, canetas e lapis) e consumir alimentos e bebidas no local de
trabalho, fumar e falta de procedimentos higiénicos (lavagem de maos).

Outra forma de infeccao refere-se as projecdes de goticulas na boca.

» Cuténea — Acidentes com inoculacdo parenteral de material infeccioso
correspondem a uma das principais causas de contaminagao do profis-
sional de laboratério. O microrganismo pode penetrar através da pele
ap6s ferimento com agulhas, laminas de bisturi ou vidraria quebrada
contaminadas. Qutra forma de contaminacdo por essa via é a mordida

ou o arranhdo de animais e ainda picada de insetos.

e Ocular — A contaminagao da conjuntiva pode ocorrer por deposigéo
de goticulas de suspensées celulares ou mesmo por aerosséis de material

infectante nos olhos.

5.1.2. Biosseguranca no trabalho com os agentes biolégicos
* Virus

Os virus sdo transmitidos de um hospedeiro a outro de vérias maneiras.

Podemos destacar o contato direto através das vias respiratérias, pelo
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contato sexua|, por alimentos e dgua, pe|o contato com sangue e seus
derivados. O profissional de laboratério ou aquele que lida com paci-
entes estd submetido a um significativo risco de contaminagao por via
respiratéria. Assim sendo, esses profissionais devem ter pleno conheci-
mento dos riscos durante a manipu|agéo dos espécimes clinicos e dos
pacientes, levando em consideragéo as boas préticas de laboratério e as
operacoes que envolvem a produgéo de aerosséis para prevencao das

inFecgées por esses agentes.

* Bactérias

As bactérias podem ser transmitidas ao profissional de laboratério por
diferentes processos. A produgéo de aerosséis e consequente ina|agéo
dessas pequenas particulas ¢, sem davida, a principal via de contamina-
cdo. No entanto, existem outras atividades que mal realizadas podem
levar o profissional a adquirir uma inFecgéo associada ao laboratério,
como pipetagem, flambagem de a|§a bacteriolégica, descarte de residu-
os ou amostras clinicas etc. O uso de equipamentos de protecdo e boas

préticas de laboratério minimizam os riscos de infecgdo.

* Fungos

Os Fungos produzem estruturas denominadas esporos que facilmente
ficam em suspensdo no ar. Dessa forma, aquele que trabalha em um
laboratério manipulando fungos ests submetido a um grande risco de se
expor a uma inFecgéo micética. As principais vias de contaminacao no
laboratério, comprovadas por levantamentos realizados sobre infecgc')es
associadas ao laboratério, estdo relacionadas & inalagio de particulas
fangicas, carreadas por aerosséis formados durante procedimentos
laboratoriais e por injdrias causadas por agulhas ou instrumentos

perfurocorta ntes.



54 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Satde

* Parasitas

|nfecgées adquiridas em laboratério por parasitas como Ascaris spp.,
Strongyloides spp., Enterobius spp. , Fasciola spp., Shistosoma spp.,
Giardia lamblia e Cryptosporidium parvum nao tém sido relatadas com
frequéncia em laboratérios clinicos (SEWELL, 1995). Casos de giardiase
e criptosporidiase sdo mais comuns em profissionais que manuseiam
animais infectados. Nao h4 registro de infeccdes associadas ao laboraté-
rio com cestédeos. Os parasitas mais comumente relacionados & conta-
minacao durante atividade laboratorial sdo Toxoplasma gondii, Plasmodium
spp., Irypanosoma spp. e Leishmania spp. De um modo geral, o risco
de se infectar com esses agentes é a autoinocu|ag§o com seringas e
agulhas contaminadas, contato de formas infectantes com lesées de pele
ou mucosa ou, ainda, por mordedura de animais infectados. Nao pode-
mos descartar a contaminacao por via oral de algumas formas infectantes

presentes em material fecal.

Como inativar os agentes biolégicos?

Em se tratando de risco biolégico, o procedimento adequado para
inativar os residuos e as acdes a serem tomadas em caso de acidentes sdo
extremamente relevantes. Durante o descarte e a retirada do material biolégico
da érea laboratorial, o microrganismo deve ser inativado por agentes quimicos
ou fisicos antes de expd-lo ao contato externo ao laboratério e desinfetar as

superﬂ'cies de trabalho antes e apos qua|quer procedimento.
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Agentes quimicos para inativar os agentes biolégicos (Fiocruz, 2005)

A|coo| a 70%

—>  Parasitas, bactérias e retrovirus.

Formol a 4% —>  Parasitas, bactérias, fungos e virus.

Cloro ativo a 1%

— Parasitas, bactérias, fungos e virus.

Agentes fisicos para inativar os agentes biolégicos (Fiocruz, 2005)

Calor timido
Autoclavacio por

30min. a 120°C

Parasitas, bactérias, fungos, virus, inclusive as
— formas vegetativas e esporu|ao|as de bactérias

e fungos.

. - Destruicdo de carcacas de animais e residuos
ncineragao — § s

previamente autoclavados.
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5.2. Agentes quimicos de risco

No que concerne aos reagentes quimicos, hé de se estabelecer critérios
rigorosos para a armazenagem, movimentacao, uso nas atividades e residuos
gerados oriundos dos trabalhos. Também seré relevante que os fornecedores
disponibilizem todas as inFormagE)es sobre a seguranca para o produto quimico
adquirido. Normalmente, os produtores/fornecedores disponibilizam as Fichas
de |nForma96es de Seguranga de Produto Quimico (FISPQ) e essas deverao,
obrigatoriamente, estar em local acessivel a todos os trabalhadores nos seus
locais de trabalho. Além disso, é de extrema importancia que seja incentivada
a leitura dessas fichas por todos os que transportam, armazenam, manuseiam os

produtos e recolhem os residuos quimicos.

As FISPQ contém informacdes diversas sobre um determi-
nado produto quimico (substincias ou misturas) quanto &
protecdo, & seguranca, & salde e ao meio ambiente e
acoes em situacao de emergéncia. Em alguns paises, essa

ficha é chamada de Material Safety Data Sheet (MSDS).

Ainda com relacdo aos produtos quimicos, estes podem exercer impac-
to negativo sobre a salide dos homens e dos animais e afetar sobremaneira o
meio ambiente quando as medidas preventivas ndo sdo adotadas. Os produtos
quimicos, devido as suas caracteristicas, podem afetar os trabalhadores de

formas variadas, desde leves processos alérgicos até o cancer (COSTA e

FELLI, 2005).

A diversidade de atividades no ambiente de trabalho promove diversos
efeitos sobre a satide do trabalhador, que, na maioria das vezes, ndo conhece
as caracteristicas dos produtos quimicos no que tange ao grau de toxicidade,

inflamabilidade, corrosividade, explosividade e demais riscos de periculosidade

(CARVALHO, 2006).
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Quuanto as caracteristicas dos produtos, esses podem ser: carcinogénicos
(causam cancer); corrosivos (desgastam ou modificam); irritantes (produzem
irritagées); téxicos (causam envenenamento e/ou morte); teratogénicos (cau-
sam deFormagées); mutagénicos (causam mutagées); a|ergénicos (causam re-
acoes a|érgicas),- ionizantes (causam cancer e outras doengas); exp|osivos
(causam explosdes); e espontaneamente combustiveis (causam incéndios e
explosdes).

Outros fatores poderdo contribuir para afetar a qualidade dos resul-
tados dos trabalhos, além de atuarem como provéveis geradores de aciden-
tes, quando estdo presentes envolvendo produtos quimicos: As condigées
elétricas, eletrénicas e mecanicas dos equipamentos (auséncia de manuten-
cdo preventiva e manutencdo corretiva deficiente); os habitos do operador
no que concerne & desatencdo e a negligéncia frente as atividades potenci-
almente de risco; a ndo observancia de normas; o excesso de material
sobre a bancada de trabalho; a auséncia de cabines de seguranca quimica;
a desordem nos laboratérios (auséncia de organizagéo); e a auséncia de

politicas de administracdo de residuos.

Com o intuito de minimizar a0 méximo e até mesmo eliminar a
possibilidade de acidentes graves nos laboratérios que trabalham com pro-
dutos quimicos e demais materiais combustiveis, comburentes, inflaméveis e
explosivos, cabem algumas recomendagées quanto as agdes preventivas

para controle de incéndios em é4reas criticas de trabalho.

A auséncia de cuidados no que concerne & prevencdo de incéndios
poderé gerar situagcoes extremamente graves. Pequenos focos de Fogo re-
querem a agao imediata de pessoal capacitado, de modo a intervir adotan-
do todas as medidas apropriadas e para controlar a situagdo. Assim sendo,
todos os equipamentos de combate a incéndios deverdo estar disponiveis

para o combate ao fogo nos seus primeiros momentos.
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O fogo j4 acompanha o homem desde os tempos remotos e propor-
ciona intimeros beneficios. Acontece que o fogo, quando foge do controle
do homem, se transforma em um incéndio e provoca estragos ndo sé para as

pessoas, mas também para os animais, as insta|agées prediais ¢ 0 meio ambiente.

O fogo também ¢ entendido como o produto de uma reacdo quimica
denominada combustéo, que produz luz e calor ou somente calor e, para que
ocorra, necessita de quatro elementos bésicos: calor, combustivel, oxigénio e
reacao em cadeia. Esses quatro elementos reunidos formardo uma figura geo-
métrica conhecida por tetraedro. Assim, para o entendimento do que é um

incéndio, ¢ preciso conhecer o tetraedro do fogo (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Representagéo do tetraedro do fogo

_alar ARG ENIG
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Figura 5 — Representagéo do tetraedro do fogo expandido
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um ciclo constante. O calor mantém e aumenta a propagagao.
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Os materiais combustiveis tém caracteristicas diferentes e, portanto, quei-

mam de modos diferentes. Conforme o tipo de material, existem quatro clas-

ses de incéndios, a saber:

CLASSES DE INCENDIO

zinco, titanio,
sédio, uranio e

zircdnio.

Classe A Classe C
e prp—
Assim ¢é Quando a Classe de Classe de Classificagdo
identificado o | queima incéndio em incéndio, que | do fogo em
fogo em acontece em equipamentos | tem como leo vegeta| e
materiais liquidos elétricos combustivel os | gorduras de
sélidos que inflaméveis, energizados. metais origem animal,
deixam graxas e gases | A extincao piroféricos, em cozinhas.
residuos, combustiveis. | deve ser feita | como
como madeira, por agente magnésio,
papel, tecido extintor que selénio,
e borracha. ndo conduza antimonio,
eletricidade. litio, potéssio,
aluminio
Fragmentado,

Fonte: <www.casaolivetti.com.br/classes.html> .
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Caracteristicas de agentes extintores de incéndios

que o pé ¢ bicarbonato
de sédio ou de potés-
sio)

AGENTE CLASSE DE INCENDIO|VANTAGENS

Agua (em jato ou A Deve ser usada sempre que

pulverizada) nao haja contraindicagées (de
preferéncia, deve ser
pulverizada). Tem bom poder
de penetracdo.

Neve carbénica BC Nao deixa residuo, o que a

(extintor com diéxido torna mais adequada para

de carbono sob equipamento sensivel. A mais

pressdo que solidifica indicada para liquidos

quando se expande extremamente inflamaveis

bruscamente)

Espuma fisica AB Muito boa para liquidos

(produzida a partir de extremamente inflaméaveis.

uma mistura de égua e Pode ser utilizada em

substancias tensioativos situaces de incéndio

por injecdo mecanica iminente com acao preventiva.

de ar) A cobertura de espuma evita
reignicoes.

Espuma quimica AB Muito boa para liquidos

(extintor em que extremamente inflamaveis. A

ocofre uma reacao que cobertura de espuma evita

liberta o gas didxido reignigoes.

de carbono que fica

disperso em um

liquido formando

espuma)

Pé normal (extintor em BC Forma uma nuvem de poeira

que protege o operador.
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Pé polivalente ABC Forma uma nuvem de poeira

(extintor em que o pd que protege o operador.

¢ dihidrogenofosfato Atende a trés classes de

de aménio fogos.

Pé especial (extintor D Unico extintor adequado para

em que o pé ¢ grafite incéndios da classe D.

ou cloreto de sédio Qualquer outro tipo de

ou pd de talco etc.) extintor provoca reagoes
violentas.

Atreia AD Por vezes, ¢ o (inico meio de
extincdo disponivel para
incéndios da classe D.

Solugdo especial K Ao se considerar a seguranca

(extintor em que o
acetato de potéssio se

encontra diluido em

4gua)

do pessoal que trabalha em
cozinhas e restaurantes, o
extintor classe K é o mais facil
de ser utilizado. Atua por
formagdo de neblina e o fogo
¢ extinto por resfriamento e
pelo efeito asfixiante da

espuma.

Procedimentos quanto as medidas preventivas serdo de responsabilidade

de todos os funcionérios, de frequentadores dos laboratérios (pessoal de

manutencdo, estudantes e estagidrios) e daqueles que sdo usuarios das instala-

coes prediais. No que tange as medidas preventivas, algumas sdo descritas a

seguir:

* N3o jogue residuos de produtos quimicos no cesto de lixo comum do

laboratério. A possivel incompatibilidade dos residuos com outros ma-

teriais existentes no cesto (papel, pano, barbante, pléstico, etc.) seré

uma condigéo favoravel para o inicio do fogo.
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* N3o jogue palitos de fésforos, utilizados para o acendimento de bicos
de gés (Bunsen), diretamente no lixo. Antes de |angar no cesto, molhe

0 mesmo para se certificar de que ndo oferece perigo.

» N3o acenda chamas (fésforos, isqueiros, velas, etc‘), a ndo ser que
seja necessério e com o conhecimento e consentimento do professor ou

do monitor da aula.

* No caso de falta de energia elétrica no laboratério, jamais utilize velas,
fosforos e isqueiros para iluminar o ambiente. Dé preferéncia as lampa-

das de emergéncia ou lanternas de pilhas.
* Evite ao maximo o actimulo de lixo em locais ndo apropriados.

* Os materiais de limpeza deverdo ser acondicionados em recipientes

préprios, devidamente identificados e em locais apropriados.

* Mantenha desobstruidas as éreas de escape e ndo deixe, mesmo que

provisoriamente, materiais nas escadas e nos corredores.

* Mantenha todos os equipamentos elétricos desligados apés a utiliza-

cao, desconectando-os das tomadas.
* N3o conecte ou desconecte equipamentos com as maos molhadas.

* Nao cubra fios elétricos com livros, cadernos, jalecos e outros materi-
ais que possam servir de combustivel em caso de superaquecimento.
No caso da corrente elétrica estar acima da capacidade da fiacdo, ocor-

rerd o superaquecimento dos fios.

* Ao utilizar materiais inflaméveis, dé preferéncia as quantidades mini-
mas, armazenando os frascos na posicao vertical, em local apropriado
(longe de fontes de calor) e na embalagem original.

¢ Observe sempre as normas de seguranca ao manipular gases, inflama-
veis e explosivos. Nao utilize chamas ou aparelhos superaquecidos pré-

ximos a esses tipos de materiais.
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* N3o improvise insta|agf>es elétricas, nem efetue consertos em tomadas,

interruptores e equipamentos sem que esteja familiarizado com isso.

 N3o sobrecarregue as insta|ag6€s elétricas com a uti|izagéo do plugue
tipo T (benjamins). Tomada quente ¢ sindnimo de desperdicio e indica-
cao de perigo (possibilidade de fogo).

* N3o permita o uso de extensdes, principalmente se essas forem em-
pregadas para ligar diversos equipamentos. Os equipamentos deverdo
ter a sua tomada (macho) conectada & tomada (fémea) adequada e

devidamente aterrada.

* N3o permita que os fios e cabos sejam emendados. Elimine a possibi-

lidade de utilizar fios e cabos descascados e estragados.

Todas as atividades em que o uso da eletricidade é necessério requerem
cuidados extremos, principalmente daqueles que estdo se iniciando na vida
cientifica. A observancia das normas de seguranca ¢ fundamental, de modo a
ndo se permitir que uma pessoa receba uma descarga elétrica, a qual muitas das
vezes poderd ser fatal. De tempos em tempos, faca uma revisao nos fios dos
aparelhos elétricos e na instalacdo elétrica do seu ambiente de trabalho, devi-
damente assessorado por um profissional capacitado. No caso de um equipa-
mento do laboratério apresentar qua|quer deFeito, nao pense duas vezes para

providenciar o conserto.
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Questdoes para reflexdo

1. O ato de jogar na pia de um laboratério residuos de substancias quimicas ou
materiais biolégicos pode ser considerado uma acdo antiética? Por qué?

9. Em um laboratério micolégico de anélises clinicas, trabalhavam um farmacéutico-
bioquimico com grau de doutor (responsével pelo laboratério) e dois técnicos de
nivel médio e um auxiliar de servicos técnicos. O laboratério realizava diagnéstico
clinico mico|6gico de material (sangue, escarro, unha, raspado de pe|e, cabelo,
etc‘) suspeito de conter fungos patogénicos para o homem. O espago fisico era
pequeno, com muitos equipamentos antigos sem manutencdo preventiva. O res-
ponsével pelo laboratério solicitou ao técnico que providenciasse o exame ao
microscépio e a semeadura do escarro, que havia chegado de um paciente com
suspeita de paracoccidioidomicose, na tentativa de visua|izagéo e isolamento do
fungo Paracoccidioides brasiliensis. O trabalho de rotina no laboratério era realizado
em uma cabine de fluxo laminar horizontal, que havia sido herdada do setor de
preparo de meios de cultura e testes de esterilidade. Porém, quando a cabine estava
ocupada, o trabalho era feito em bancada na frente de um bico de Bunsen. O
técnico entdo preparou laminas e meio de cultura para a semeadura. Durante o
trabalho, o técnico, utilizando a cabine como um equipamento de protecdo, usava
luvas, méscaras cir(irgicas e jalecos de mangas curtas.

Durante o manuseio do material, o técnico acidentalmente se feriu com a alca de
platina contendo material clinico suspeito (fungo). Imediatamente comunicou o
fato ao responsével do laboratério, que o orientou a buscar atendimento médico.

Fazendo uma anélise critica da situacdo exposta acima:

2.1 — Descreva as principais causas relacionadas ao acidente descrito no
laboratério.

9.2 — Cite os erros cometidos por cada profissional do laboratério que
poderiam estar relacionados direta ou indiretamente ao acidente.
9.3 — Faca uma anélise critica do ocorrido levando em consideracdo a
estrutura do laboratério, a classe de risco do microrganismo envolvido e os
equipamentos de protecao utilizados.
3 — Quais sdo as exigéncias para que um laboratério esteja em conformidade com
as normas, regras e principios preconizados pelas boas préticas de laboratério, no
que tange 3 instalacio de balancas analiticas e demais equipamentos de precisao,

com vistas & obtenco de resultados confiaveis?
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A preocupacao com a organizacao do laboratério e a disposigéo, o
funcionamento e a manutencdo dos equipamentos é um tépico que deve
constar na lista de prioridades do técnico de laboratério da érea da satide. O
entendimento de alguns conceitos bésicos préprios da area é importante, bem
como o conhecimento dos tipos de vidrarias, dos equipamentos e das
metodologias aplicadas nos laboratérios. Dessa forma, a interdisciplinaridade é
uma tdnica na érea laboratorial que deve ser enfatizada pelos profissionais no
intuito de atender a legislacdo vigente, as boas praticas de laboratério e as
normas de biosseguranga. Nessa perspectiva, as insta|ag6€s, a infraestrutura e o
/ayout do laboratério devem ser cuidadosamente p|anejao|os para aumentar a
seguranca dos profissionais, a vida atil e o bom funcionamento dos equipa-

mentos e a qualidade dos ensaios.

O primeiro cuidado ¢ atender as normas de Biosseguranca (ver capitulo

1): verificar que as portas abram para fora, para facilitar a saida em casos de
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emergéncia, instalar chuveiros e lava-olhos em pontos estratégicos, obser-
var os espagos entre os equipamentos que trabalham com compressor para
evitar aquecimento dos mesmos e instalar deionizador ou desmineralizador
em salas separadas, uma vez que a regeneracdo das resinas podera oxidar

superficies metélicas.

O projeto de infraestrutura e de i|uminag§o dos laboratérios deve
ser elaborado de acordo com as boas préticas de laboratério ou de produ-
cdo, dependendo da utilizacdo dos mesmos. Sendo assim, laboratérios de
producdo tém um maior rigor de exigéncia apresentando os cantos das
paredes arredondados, superficies feitas com material limpével (tinta epéxi,
por exemplo), luminérias lacradas com troca de [dmpadas pela parte supe-
rior do teto. Os aparelhos de ar condicionado e seus filtros também

requerem atencdo especial.

Como j& mencionado cada tipo de laboratério de satide vai demandar
diferentes necessidades de acordo com as atividades desenvolvidas. O labora-
tério de anélises clinicas ou biodiagnéstico, por exemplo, exige uma sala
separada para coleta e recepgao de material biolégico. Além disso, um cuida-
do especial deve ser dado aos prontuérios, as fichas que acompanham os
referidos materiais e a rotulagem das amostras, visto que qualquer erro nessa

etapa pode acarretar prejuizos graves.

Além desses itens, outras padronizagées devem ser consideradas para

qualquer laboratério, como tubu|agées pintadas com as cores indicadas pela

Associagéo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT/NBR-6493/out. 1994):
ALARANJADQO — produtos quimicos ndo gasosos (ex.: soda céustica)
AMARELO — gases nao liquefeitos (ex.: aménia, 0zénio)

AZUL- ar comprimido
BRANCO — vapor
CINZA-CLARQO — vécuo
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CINZA-ESCURQO - eletroduto, painéis elétricos
CORDE ALUM“\“O— gases liquefeitos inflaméveis, combustiveis de

baixa viscosidade (ex.: diesel, gasolina, querosene, lubrificantes,

so|ventes)

MARROM- cana|izagéo — materiais Fragmentados (minério bruto),

petréleo bruto

PRETO- combustiveis de alta viscosidade (ex.: 4leo combustivel/BPF,
asfalto, piche)

VERDE EMBLEMA- 4gua, exceto a de combate a incéndios
VERMELHO- agua e outras substancias destinadas a combater

incéndio
Observacaes:

e Embora ndo conste na NBR, ¢ de uso comum distinguir a 4gua potével com
a cor verde-claro (verde-claro/verde Nilo) da 4gua de uso industrial com a cor
verde emblema.

* A cor marrom, como no caso citado, ¢ utilizada para pintura de tubu|agéo de
guas servidas, isto ¢, ndo de esgoto sanitério (ex.: dgua de descarte em
maquinas lavadoras, de ralos e de pias).

* Importante: a tubulacdo de inox deveré ser pintada com anéis no meio de

cada secao reta e nas extremidades (iniciais e finais) das linhas.

Outros pontos que merecem atencdo ao se elaborar as instalacoes do
laboratério sdo a |oca|izagéo e os procedimentos relacionados aos gases com-
primidos, principalmente os gases acondicionados em cilindros. Dessa forma,

devem ser observados os seguintes cuidados:

* Em cilindros contendo gases fortemente oxidantes, as vedagées jamais

deverio ser lubrificadas com graxa, 6leo ou glicerina.

* Somente use cilindros quando estiverem equipados com vélvulas de

reducdo.
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* Ao transportar cilindros deve-se, sempre, ter o cuidado de fechar a
vélvula de saida e nunca esquecer de usar a capa de protecdo da vélvula

e um carrinho apropriado para transporte.
* Nunca esqueca os cilindros soltos no laboratério.

* Nunca coloque cilindros préximos a fontes de calor ou chama direta.

A temperatura da érea de estocagem nao poo|e u|trapassar 40°C.

* Antes de iniciar o trabalho, deve-se verificar a existéncia de vazamen-

to, por meio de so|ugéo de 4gua com sabao.

e Cilindros vazios devem ser etiquetados e estocados em 4reas

separadas.
Gas Risco
Hidrogénio Fogo, explosao
Sulfeto de hidrogénio Fogo, irritante, téxico
Nitrogénio Asfixia
Oxigénio Fortemente reativo
Diéxido de carbono Asfixia e queimadura
Propano Fogo, asfixia, explosao
Butano Fogo, explosao
Acetileno Fogo, explosao

Em relacdo as instalagdes do laboratério, devemos considerar um local
dedicado ao processo de lavagem e esteri|izag§o, que poderdo estar contiguos
ou separados. Neste local ficardo os destiladores ou outro tipo de dgua
purificada por u|trafi|trag§o, autoclaves, fornos e geradores de vapor limpo.
Devem ser projetados, também, uma bancada de aco inox com tanques para
lavagem, além de bancadas onde os materiais serdo embalados para esteriliza-

cdo. Devem estar previstas no projeto tomadas de 110 e 220 volts. Em
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alguns casos, a insta|agéo elétrica deve possuir um disjuntor para cada equipa-

mento, como, por exemp|o, a autoclave.

1. Conceitos bdsicos

1.1. Desinfeccdo por agentes quimicos:

* Limpeza

E a remogao da sujidade de qualquer superficie, reduzindo o niime-
ro de microrganismos. Esse procedimento deve ser obrigatoriamente reali-
zado antes da esterilizacio ou desinfeccio. Para cada laboratério deve
existir uma padronizagéo do processo de limpeza, incluindo tipo de égua
utilizada (ver item 2 — tratamento de 4gua), sabao e detergente neutro.
Deve-se evitar produtos & base de 4cidos forte e oxidante (por exemplo,
solucdo sulfocrémica) com o objetivo de ndo causar danos ao solo e ao
|engo| fredtico. Outro cuidado importante é a preocupacao com o que
estd sendo jogado nas pias e nos ralos dos laboratérios, pois os restos de
meio de cu|tura, reagentes e corantes que sao descartados sem tratamento

vdo causar danos, as vezes irreversiveis ao meio ambiente.

* Assepsia

Conceito desenvolvido pelo médico hingaro Ignaz Semmelweis, em
1851.Eo conjunto de medidas preventivas que permitem manter um ser vivo
ou um meio inerte, isento de microrganismos, evitando a introdugéo de um
contaminante em ambiente ainda ndo contaminado ou que jé foi controlado.
Normalmente se utiliza o termo ‘técnicas assépticas’. Em um centro cirlrgico
ou numa sala limpa de envase de vacinas, por exemplo, deve ser adotado um
conjunto de medidas assépticas para se evitar levar microrganismos para aquele

local o que causaria contaminacdo do ambiente.
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* Antissepsia

Refere-se a desinfecgéo de tecidos vivos com antissépticos (agentes
quimicos), eliminando ou inibindo as formas vegetativas dos microrganis-
mos. Os antissépticos sdo encontrados no mercado em vérias apresenta-

¢oes, tais como: so|ugéo, pomada, talco e creme.

Em relacdo & classificacio dos materiais hospitalares, temos:

Materiais criticos — Materiais que entram em contato com vasos
sanguineos e tecidos livres de microrganismos. O material critico

deve ser esterilizado. Ex.: instrumentais.

Materiais semicriticos — Materiais que entram em contato com
mucosa e pele ndo integra. Esses materiais devem ser esterilizados
ou desinfetados de acordo com a necessidade de utilizacdo. Ex.:

inaladores.

M ateriais ndo-criticos — Materiais que entram em contato com a
pele integra. Esses materiais devem ser lavados de acordo com o
procedimento operacional padronizado e desinfetados, se for

necessario. EX. . comadre‘

* Desinfeccao

E um processo que reduz o nimero de microrganismos, eliminando
grande parte dos contaminantes existente em um local ou material. Atua sobre
as formas vegetativas, sem atingir necessariamente os esporos. A desinfecgéo
pode ser realizada por meios fisicos ou quimicos e est4 indicada para materiais
semicriticos e nao-criticos. Em relacdo & desinfeccdo de superficies, devemos
sempre partir do local menos contaminado para o mais contaminado. Qutra
atividade bésica ¢ a troca, sempre que possivel, do ‘pano’ utilizado para a
ap|icag§o do desinfetante como, por exemplo, entre bancadas e chao. Além

disso, o nivel de desinfeccio dependerd de varidveis como temperatura, tem-
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po e concentracdo de germicidas adicionados no processo. Pode ser de alto

nivel, intermediério ou baixo.

Desinfeccao de baixo nivel — sao inativadas as bactérias em
forma vegetativa, alguns virus e alguns fungos. O Mycobacterium
tuberculosis, os esporos bacterianos, o virus da hepatite B (HBV)
e os virus lentos sobrevivem. Ex.: 4lcool etilico e isopropilico,
hipoclorito de sédio (100 ppm), fendlicos, quaternario de amé-

nia. Obs.: tempo de exposicdo < ou = a dez minutos.

Desinfecgao de médio nivel — além dos microrganismos destruidos
na desinfeccdo de baixo nivel sdo atingidos o Mycobacterium
tuberculosis, a maioria dos virus (inclusive o HBV) e a maioria
dos fungos. Ainda sobrevivem o Mycobacterium intracelulare, os
esporos bacterianos e os virus lentos. Ex.: 4lcool etilico e
isopropilico (70 a 90%), fendlicos, hipoclorito de sédio (100
ppm), pasteurizacdo 75°C a trinta minutos. Obs.: depende da

concentracdo ¢/ou do periodo de exposicao.

Desinfecg'a'o de alto nivel — resistem apenas alguns tipos de
esporos bacterianos mais resistentes e os virus lentos. Ex.:
glutaraldeido, solucdo de perédxido de hidrogénio, hipoclorito de
sédio (1.000 ppm), dloro e compostos clorados, 4cido peracético,
orthophtalaldeido, 4gua superoxidada, pasteurizacao 75°C a trin-

ta minutos. Obs.: tempo de exposicao > ou = vinte minutos.

Caracteristicas ideais de um agente desinfetante:
hd amp|o espectro;
* acdo répida;
* n3o ser afetado por fatores ambientais (ex.: luz);

* deve ser ativo na presenca de matéria organica;
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® ser compatfve| com sabées, detergentes e outros produtos
quimicos;
* atéxico (ndo deve ser irritante para o usuério);

* compativel com diversos tipos de materiais (ndo corrosivo em
superficies metélicas e ndo deve causar deterioracdo de borrachas,

plasticos e outros materiais);

* cfeito residual na superficie;

facil manuseio;

* inodoro ou de odor agradével;

® econbmico;

* soltvel em é4gua;

* estével em concentracdo original ou diluido;

® n3o poluente.

Efeitos dos agentes quimicos nas bactérias:

Os diferentes agentes quimicos, chamados germicidas, quando contidos
nas preparagdes quimicas, podem produzir agao bactericida ou agao
bacteriostética:

Agéo bactericida — O agente quimico tem a propriedade de
eliminar as bactérias. E uma acdo irreversivel porque a ‘bactéria
morta’, mesmo que o agente quimico seja removido, ndo é mais

capaz de se reproduzir.

Agéo bacteriostatica — O agente quimico tem a propriedade de
inibir a multiplicagdo das bactérias. Quando o agente quimico ¢

removido, a multiplicacdo ¢ retomada.

Principais desinfetantes:

Alcool — O valor do é&lcool como germicida foi recentemente

revisto, uma vez que o &lcool tem mais acao fixadora do que
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desinfetante, dependendo de sua concentracdo. Os alcodis etilico
e isopropilico sdo bactericidas intermediérios e rapidos, além de
serem notadamente efetivos contra o bacilo da tuberculose, po-
rém nao sdo esporicidas. E conveniente usar uma s6 concentracao
de élcool em todo o hospital, sendo a concentragdo ideal de
70% de peso por volume, visto que a de 60% tem sua ativida-
de bem diminuida. Os alcoéis evaporam-se rapidamente, coagu-
lam proteinas e sdo solventes organicos. Apesar da rapida evapo-
racdo, tém a vantagem de ndo deixar residuos em superficies. Sao
necessérias repetidas aplicacdes com &lcool a 709 para se conse-
guir a acao adequada. Todavia sua uti|izag§o pode danificar com-
ponentes de alguns instrumentais, ressecar artigos de borracha e
branquear a cobertura asfaltica dos pisos. Deve-se evitar exposi-
¢oes por mais de dez minutos na pele por poder causar irritacao,
apesar de nesse espaco de tempo a|cangar toda sua atividade
desinfetante considerando sua extraordinéria capacidade germicida
e bactericida, o etanol a 70% pode ser usado em itens semicriticos

¢ nao-criticos.

Compostos de cloro — O cloro inorgénico, apesar de econdmi-
co, tem uso limitado, ndo podendo ser extensivamente usado
devido ao seu poder oxidante em vérias superficies, principalmen-
te metais. Apesar disso, a tradicional so|ugéo de hipoclorito de
sédio a 2% ¢é um dos melhores e mais antigos germicidas para
desinfeccdo local. Na concentragio de 4 a 5%, ¢ também
tuberculocida, mas sem capacidade esporicida. Hipoclorito de
sédio, onde seja aplicavel, ¢ capaz de ter acdo de amplo espec-
tro (bactericida e viricida), o que o torna recomendével como um
efetivo desinfetante intermediério para itens nao-criticos e

semicriticos.
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Compostos fenélicos — O écido fénico ou carbélico ¢ considera-
do o mais antigo germicida existente. Apesar de ndo ser mais
usado como desinfetante, seus derivados sdo muito utilizados e
constituem os compostos fendlicos. Essa classe é muito popular
para desinfeccdo doméstica. Os fendlicos sdo bons bactericidas,
530 estéveis e permanecem ativos depois de algum tempo secos.
Sua diluicio a 2 e 3% ¢ ativa quando em contato com matéria
organica, por isso sdo os desinfetantes escolhidos para lidar com
contaminacdo fecal. Porém, os fenélicos sao absorvidos por mate-
rial poroso, além de serem irritantes para a pele.
Consequentemente, seu uso na desinfeccdo de utensilios ou ére-
as semicriticas ¢ limitado. Pelas mesmas razées e porque ndo sio

esporicidas, ndo sdo usados em 4reas e material criticos.

Formol ou formaldeido — E um composto liquido claro, com
vérias aplicacdes. Sua solucdo a 379 vem sendo usada, normal-
mente, como preservativo (pegas de anatémico), desinfetante e
antisséptico. A formalizacdo ou fumigacdo é uma desinfeccio de
ambiente realizada por sublimagio de formaldeido durante um
minimo de seis horas & temperatura de 200°C, usando aquece-
dor elétrico com timer. Apés a desinfeccdo, o formol presente
no ar ¢ desnaturado por evaporacdo de 3 g/m*® de carbonato de
aménia durante duas horas e trinta minutos a 200°C. Apés a
desnaturagéo, o ar ¢ ventilado por duas horas — filtros Hepa
(High Efficiency Particulate Air) — a fim de retirar os eventuais
vapores residuais. O operador deveré utilizar protecao ocular e
méscara de gas com cartucho adequado, uma vez que essa subs-

tancia é cancerigena de mucosa.

Glutaraldeido — O dialdeido saturado é relacionado quimica-

mente com o formaldeido. Pesquisadores concluiram que a acdo
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esporicida do glutaraldeido a 2% aquoso ¢ igual ao do formaldeido
a 8% também aquoso, desde que a solucdo seja alcalinizada. As
so|ugées aquosas de glutaraldeido sdo é4cidas e fracamente
microbicidas, mas podem ser ativadas pela a|ca|inizagéo com bi-
carbonato de sédio. Apesar disso, sofrem uma significante perda
de atividade em temperatura ambiente por duas semanas. O
glutaraldeido elimina algumas bactérias rapidamente, virus ndo
envelopados em dez minutos, bacilo da tuberculose em vinte
minutos e esporos em periodo de trés a 12 horas. Portanto,
glutaraldeido aquoso a 2% alcalinizado é um poderoso
germicida-esporicida, podendo ser usado em materiais

danificéveis pelo 4lcool.

lodéforos — Sabidamente, o iodo é um dos melhores antissépticos
encontrados até os dias atuais — talvez o melhor. Muitos iodéforos
sao considerados desinfetantes compréveis para uso geral, nas
adequadas concentragoes, ainda que instaveis na presenca de
4gua pura, calor e matéria organica. Inativam virus a 150 ppm e
destroem bacilos da tuberculose de 300 a 450 ppm.
Consequentemente, na concentracio de 300 a 450 ppm sdo
desinfetantes valiosos no uso em itens ndo-criticos e semicriticos.
Apesar disso, sua acao germicida provém da |iberagéo do iodo

livre, o que o torna irritével para a pele.

Metanol-etanol (formaldeido-alcool) — A concentragio de 8%
do formaldeido é um germicida de alto nivel. Essa atividade ainda
pode ser aumentada, adicionando-se &lcool. Uma combinaco de
8% de formaldeido com 65 a 70% de 4lcool (metanol-etanol)
¢ tuberculocida em cinco minutos. Formalina (209) é um étimo
esporicida, mas o tempo requerido para isso pode ser de trinta

horas ou mais. Quando combinado com é4lcool, apesar de sua
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maior atividade, pode necessitar de até 18 horas dependendo
das condigées do teste. Combinado com outros compostos qui-
micos, pode reduzir mais o tempo necessério para sua acao este-
rilizante. Um aspecto importante a ser considerado ¢ a possivel
toxidez das substancias utilizadas e o grau de dano que pode

causar as superficies e aos ambientes.

Quaternarios de aménio — Os quaternérios tém tido seu uso
largamente difundido, tanto como desinfetante quanto como
antisséptico. Contam com a importante qualidade de serem me-
nos irritantes, por isso sao tdo populares. E fundamental conside-
rar a suavidade desta classe de germicida quando for necessario

escolher um desinfetante e/ou antisseptico.

Awvaliacdo microbiolégica dos desinfetantes:

As metodologias de ava|iagéo dos desinfetantes tém sido permanente-
mente questionadas porque, em alguns casos, a eficicia do composto ativo é
diferente daquela testada laboratorialmente. Vérias técnicas vém sendo pro-
postas baseadas na metodologia do coeficiente fendlico, descrita em 1903
por Rideal e Walker e idealizada para comparar a atividade antibacteriana
dos derivados fenélicos naturais do é4cido fénico (fenol). O teste, que era
realizado apenas frente & Salmonella Typhi, hoje jé sofreu vérias adaptagées
e inclusive ¢ utilizado ndo sé para os compostos fendlicos, mas também
para outros compostos com agao antibacteriana. O protocolo oficial usado
no Brasil desde 1985 ests atualmente descrito no manual da Association

of Official Analytical Chemist (AOAC) para a ava|iagéo microbiolégica

de desinfetantes quimicos.

Na qua|ificagéo de desinfetantes domésticos, utiliza-se Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Salmonella choleraesuis (ATCC 10708). Para de-

sinfetantes institucionais, inclui-se também a Pseudomonas aeruginosa (ATCC



Conceitos e técnicas bésicas aplicadas em laboratérios |1 79

15449). Para desinfetantes hospitalares, dependendo da 4rea, pode-se adi-

cionar cepas de Mycobacterium.

Coeficiente fenélico

Para se estandardizar um desinfetante, é necessério determinar o coefici-
ente fendlico do mesmo (BREWER, 1943). Este coeficiente consiste na
determinagéo da acao germicida do agente quimico sobre o organismo teste
mediante determinadas temperaturas em Fungéo do tempo, comparada com a

acdo do fenol em condicdes idénticas.

Meio de cultura

Extrato de came ......ooooeroie 0,5%
PeiotoNa ..o 1,0%
NaCl 0,5%

Ajustaro pH = 6,8 = 0,1

Amostras padréo para teste em cultura recente (24 horas):
Salmonella choleraesuis (ATCC 10708)

Staphylococcus aureus — FDA 209 (ATCC 6538)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15449)

Distribuir em tubos 25 x 250 ml, 10 ml de meio, e esterilizar. Adicio-

nar @ amostra padréo, o|e esco|ha‘

Técnica:
a) Separar duas baterias, a primeira contendo dez tubos e a segunda,

dois tubos. Na primeira, adicionar 5 cm® de vérias diluicdes do desinfetante
em teste. Na segunda, adicionar a o|i|uigéo de fenol de 1/90 ¢ 1/100

partindo de uma so|ugéo de fenol a 5% (titulada por meio de bromo).
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b) Adicionar a cada tubo das duas baterias 0,5 cm® da cultura padrao.
Manter os tubos em banho-maria a 20°C e tirar repiques (alca 4 mm) de
cinco em cinco minutos, isto ¢, apds cinco, dez e 15 minutos e se inocula em
outros tubos contendo meio de cultura estéril. Os tubos semeados sdo incuba-

dos a 37°C por 48 horas, quando sdo lidos e comparados os resultados.

Caélculos:

Dividir a di|uigéo do desinfetante capaz de matar a S. typhi em dez, mas ndo

em cinco minutos, pela maior di|uig§o de fenol, que produz o mesmo efeito.
Exemplo:

a) Solugdo de 4cido fénico padrao:

Diluicgo | 5min. | 10O min. | 15 min.
1/90 + - )
1/100 + + +
+ crescimento - estéril

b) Solucdo do desinfetante a verificar:

Diluicgo | 5 min. | 10 min. | 15 min.
9 ] ] )
1/ 00 Cocficiente fendlico:
1/300 + - - 300 = 3,33
90
1/400 + + +

Resultado do coeficiente fenélico:

. Otimo desinfetante, igual ou superior a 3;
* Bom desinfetante, entre 2 e 3;

» Médio desinfetante, entre 1 ¢ 2;

o Péssimo desinfetante, abaixo de 1.
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Sanitizacdo

Método que envolve diferentes processos, visando a obter o grau
de higiene e limpeza adequadas em todos os componentes do ambiente
de trabalho, reduzindo, assim, os microrganismos presentes a um nimero
compatl've| com o produto e aceito pe|a |egis|agéo‘ O método envolve

quatro estégios:

1. Limpeza inicial da sujidade macroscépica e grossa, utilizando agua;
2. Remogéo fisica da sujeira promovida por detergentes;
3. Novo enxigue;

4, Ap|icagéo de sanitizantes (desinfetantes).

1.2.Desinfeccdo por agentes fisicos

* Pasteurizacdo

Processo idealizado por Louis Pasteur, em 1864, que verificou que o
aquecimento acima de 60°C de certas bebidas e alimentos, por um determi-
nando tempo (chamado de bindmio ‘tempo X temperatura’), evitava a sua
deterioragéo, reduzindo de maneira sensivel o nimero de microrganismos pre-

sentes na sua composicao.

A partir desta descoberta, esse foi o tratamento recomendado para
reduzir a popu|agéo de microrganismos termossensiveis (sobretudo nao
esporulados) presentes em amostras, principalmente nos alimentos, tais
como sucos de frutas e leite. Norma|mente, é empregado para produtos
que possuem caracteristicas organolépticas e nutricionais altamente susceti-
veis a altas temperaturas. Este tratamento deve ser associado ao emprego
de outros métodos, como refrigeracdo, adicionamento de aclicar ou aditivos

e uso de embalagens herméticas.
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Existem, atualmente, trés tipos de pasteurizacao:

Pasteurizag'a'o lenta — na qual se utiliza menores temperaturas
(por volta de 65°C) durante maior intervalo de tempo (aproxi-
madamente trinta minutos). Podemos denominar o processo como
LTLT (/ow temperature /ong time) — baixa temperatura e |ongo
tempo. Este tipo é melhor para pequenas quantidades de leite,

por exemplo, o leite de cabra.

Pasteurizagéo répida — na qual altas temperaturas so utilizadas
por curtos intervalos de tempo. A temperatura utilizada ¢ de
75°C durante 15 a vinte segundos. Podemos denominar esse
tipo de pasteurizacdo como HTST (high temperature and short
time) — alta temperatura e curto tempo. E mais usada no leite de
saquinho, do tipo A, B e C.

Pasteurizacdo muito répida — na qual as temperaturas utilizadas
sdo bastante altas (130°C a 150°C) mas durante um tempo
extremamente curto (de trés a cinco segundos). Este tipo é mais
conhecido como UHT (ultra high temperature). E utilizada nas

caixinhas de leite tipo ‘longa vida'.

* Tindalizacao

Processo vinculado ao fisico inglés Jonh Tindall. E uma técnica de este-
rilizacdo fracionada, em que o vapor fluente (4gua de 60°C a 90°C) ¢
aplicado durante trinta a sessenta minutos, por repetidas vezes, resfriando-se
entre cada aquecimento. Este processo é usado quando ndo se deseja a
coagu|agéo das proteinas e o seu principio visa a destruir as formas vegetativas
apenas, o que se consegue simplesmente pela ap|icagéo do vapor fluente.
Durante o per|'oo|o de repouso a temperatura ambiente (por volta de 24

horas), as formas de resisténcia (esporos) passam para formas vegetativas e
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assim, quando submetidas novamente a vapor F|uente, sao destruidas. O
nimero de operacoes pode variar de trés a 12 vezes, dependendo do
rigor e da qualidade desejada. E um processo muito usado na indéstria de
alimentos e farmacéutica, quando se deseja preservar a qualidade do pro-
duto que esté sendo esterilizado, pois podem ser mantidos praticamente
todos os nutrientes e as qua|io|ao|es organo|épticas do produto, em pro-
por¢oes maiores do que quando se utilizam outros tratamentos térmicos.

Ex.: produtos agucarados ou que contenham ge|atina.

1.3. Esterilizacao

O ato de esterilizar visa a destruigéo de qualquer microrganismo
existente, incluindo esporos, enquanto o ato de desinfetar preocupa-se
apenas com a destruicio de formas vegetativas. A esterilizacdo, dessa
forma, é o processo que promove a completa e|iminagéo de todos os
microrganismos presentes (protozoérios, virus, fungos e bactérias), incluin-
do os esporos, em um determinado material ou ambiente. Utilizam-se
agentes fisicos e quimicos. E diferente de limpeza e de assepsia, uma vez
que estes conceitos estdo mais ligados ao controle de microrganismos, ao

passo que a esterilizacdo se refere & eliminacdo total dos mesmos.

De uma maneira geral, os processos de esteri|izagéo sdo fisicos e os
de desinfecgéo sdo quimicos (o que ndo quer dizer que ndo poderiamos

fazer uma esterilizacdgo quimica ou vice-versa).
Exemplo de esterilizacao Fisica:
* Calor

OS Processos mais comuns de contro|e baseiam-se no uso dO ca|or,

sendo a via Gmida a mais efetiva.
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Flambagem

SECO
Ar quente

CALOR Temperatura (50 — 70°C) — Pasteurizacdo

4gua fervente

Temperatura (100°C)

vapor fluente

Temperatura superior a 100°C — vapor Gimido sob pressao

o Ca|or seco

De um modo geral, podemos dividir este tipo de esteri|izagéo em duas

técnicas: a utilizacdo do ar quente e a flambagem (incineracdo):

Uti/izagéo do ar seco ou ar quente — E recomendada quando o contato
direto com o calor tmido (vapor) sob pressio ndo é adequado ao tipo
de material, como ocorre com certos tipos de vidraria, 6leo, pos e
substancias similares. O aparelho usado neste tipo de esteri|izagéo é¢um
forno (elétrico ou a gés) capaz de atingir altas temperaturas. A
despirogeneizagéo (destruigéo de pirogénioas, substancias capazes de
elevar a temperatura corpora|, frequentemente po|issacar|'o|eos que po-
dem ser de origem microbiana — ver capitulo sobre bacteriologia) sé

pode ser feita no forno & 180°C. A autoclave no elimina o pirogénio.
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Obs.: Para esterilizacdo de vidraria limpa, uma exposicao de duas horas

a 160°C ¢ considerada suficiente.

Incineracgo — E 4 queima total de um material, usada para destruicdo de
carcacas de animais ou outros materiais infectados. A destruicio de
microrganismos por calor direto é também praticada na rotina do labora-
tério quando a alca ou agulha de platina é levada & chama do bico de
Bunsen (flambagem). Primeiro se leva a alca & chama interna de cor azul,
denominada de ‘chama fria’, e depois, vagarosamente, _

se desliza a alca para a chama externa (vermelha) para ‘
realizar a flambagem. Quando a alca ou agulha de plati- ...

na ficar totalmente incandescente, ¢ sinal de que foi 6
feita a esterilizacdo. Esse procedimento evita a formacao

de aerosséis, responsaveis pela contaminagao do meio ambiente.

* Calor amido

O calor sob forma de vapor d'4gua sob pressao ¢ considerado o agente
mais prético e eficiente para esteri|izagéo. Proporciona temperaturas mais eleva-
das que na ebu|igéo, com vantagens como a rapida e|evagéo de temperatura e
maior penetrabilidade. O aparelho utilizado para este fim recebe o nome de
autoclave. Geralmente, embora ndo sempre, a autoclave é operada numa
pressdo de =15 libras por polegada quadrada (1 atmosfera = 121°C) sendo

o tempo variével de acordo com o material a ser esterilizado.

Atualmente, alguns laboratérios j& estdo adotando normas mais rigi-
das na autoc|ava<5‘éo de seus utensilios, principalmente em casos de material
cirdrgico.

Apbs a descoberta de que os prions (proteinas infecciosas causadoras
de doengas chamadas de encefalopatias espongiformes transmissiveis, como

Scrapie, Kuru, Creutzfeldt-Jakob e BSE) sdo capazes de resistir autoc|avagéo
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normal e a vérias substancias quimicas, estdo sendo preconizadas autoclavacoes

a 134°C por duas horas, na certeza de inativacio destes elementos.

Os materiais que serdo autoclavados deverdo estar devidamente acondi-
cionados para que ao final do ciclo de esteri|izagéo possam ser retirados e
utilizados com seguranca. Para que isso aconteca, alguns critérios deverao ser

levados em conta na hora da escolha da embalagem para a esteri|izagéo:

Deve-se levar em conta o material ¢ o método de esterilizacdo sendo

compativel e resistente as condigdes fisicas do processo de esterilizagao.
Deve proporcionar selagem adequada e barreira microbiana.

Deve permitir a penetracao e remogao do agente esterilizante.

Deve resistir a rasgos e ser livre de furos.

Nao pode ter na sua composicao substancias toxicas.

Deve apresentar custo-beneficio positivo.

Considerando a garantia da qualidade da esteri|izagéo, podemos |angar
mao de indicadores quimicos e bioldgicos oferecidos de diferentes formas no
mercado. Estes deverdo ser testados pe|o controle da qua|io|ao|e e mantidos na

validade e em condicdes ideais de estocagem.

Indicadores quimicos:

Fitas ou etiquetas adesivas — impregnadas com substancias

Exteros: indicam o contato quimicas termosensiveis especificas ao vapor que, ao serem

CIO vapor com a superflae retiradas da autoc|ave, deveréo apresentar mudanga de cor.

exposta.Devem ser USBdOS em

d Impresso — tinta indicativa termosensivel impressa diretamente
todos os processos e pacotes.

na embalagem que, ao ser retirada da autoclave, deverd
apresentar mudanca de coloragdo.

Interno: indicam que o vapor Tintas de papel — impregnadas com tinta em concentracio
penetrou no interior da graduada com substancias quimicas termosensiveis especificas
embalagem. ao vapor que, ao serem retiradas da autoclave, deverdo

apresentar co|oragéo marrom a preto.
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Indicadores biolégicos:

S3o utilizados espécimes bacterianos ndo patogénicos com esporos alta-
mente resistentes ao calor imido e & dessecacdo. O exemplo mais comum é o
Bacillus (Geobacillus) stearotermophilus, utilizado como desafio, jé4 que, uma
vez tendo sido eliminado, todos os outros esporos e formas vegetativas

também o serdo.

Para fazer o teste biolégico do funcionamento da autoclave, utiliza-
se os esporos dentro de um recipiente, que ird passar pelo ciclo de esteri-
|izagéo da autoclave. Coloca-se o pacote teste embaixo junto ao dreno
ou, nos modelos verticais, no meio da cdmara, que sdo os pontos respec-
tivamente mais frios em funcdo da localizacdo das resisténcias. Ao final do
ciclo, apés o resfriamento total, abre-se o recipiente expondo os esporos
ao meio de cultura. Coloca-se para incubar em estufa bacteriolégica com
um controle positivo (outro indicador de controle idéntico que ndo vai
para autoclave, mas deve ser ativado da mesma forma, j4 que a sua finalida-
de ¢ testar tanto a viabilidade dos esporos quanto verificar se a incubadora

esté funcionando corretamente).

O resultado esperado ¢ a mudanca de cor causada pela alteracdo de
pH da so|ug§o que resulta da atividade microbiana. O teste levado ao
autoclave ndo deve mudar de cor, pois o esperado é que os microrganis-
mos tenham sido destruidos no processo de esterilizacdo. A leitura final ¢
feita apds 24 a 48 horas de incubagdo dos indicadores. A recomendacao
do Ministério da Satde e da Vigilancia Sanitéria é o uso semanal dos

indicadores biolégicos.

* IrradiagGo

O:s efeitos das radiagdes dependem da sua duracdo, do comprimen-

to de onda, da intensidade e da distdncia da fonte. Existem, atualmente,
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pelo menos dois tipos utilizdveis no controle de microrganismos. As
ionizantes (comprimento de onda mais curto e maior energia) e as nao

ionizantes. Vamos citar as mais conhecidas:
Raios gama

Radiagéo do tipo ionizante, sem induzir aumento na temperatura, destréi
componentes celulares organicos, entre eles as |igag6€s do DNA, atra-
vés da ionizacdo da dgua e producdo de radicais livres (superéxidos),

destruindo formas vegetativas e, em doses mais elevadas, esporos.

Apesar de o custo inicial deste tipo de processo ser elevado, a radiagéo
gama constitui hoje o método de e|eigéo para esterilizar grandes lotes de
itens de pequeno vo|ume, como agu|has, seringas, luvas e cateteres.
Eventualmente, também pode ser usada para vacinas e na prevencdo da

deteriorizacdo de alimentos.

Raios UV

Apesar do baixo poder de penetracao, a radiagéo ultravioleta é empre-
gada com sucesso no ambiente hospitalar e no laboratério (lampada
germicida), funcionando como esterilizante de superficie apés limpeza
com desinfetante. Usada também para controle de microrganismos do
ar, ¢ Frequentemente encontrada em centros cirlirgicos e cape|as de
fluxo laminar. N&o ¢ utilizada em larga escala, pois pode causar danos &

pele e comea.

* Filtracao

Como outro processo considerado de esteri|iza<5‘éo, podemos citar a
Fi|tra<5‘éo através de substancias capazes de reter os microrganismos. Antigamen-
te, eram usadas velas e filtros de amianto do tipo ‘seitz’. Atualmente, sdo mais
utilizadas as membranas de nitrocelulose de pequena porosidade (O,2m),

embora de forma efetiva estas funcionem muito bem, pois consideram também
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a atracdo eletrostatica das particulas e ndo agem realmente como esterilizantes,
j4 que podem eventualmente permitir a passagem de virus e alguns géneros

bacterianos de menor didmetro.

 Oxido de etileno

Amplo uso como esterilizante de instrumentos. Tem acao esporicida
mais répida que o formaldeido gés. A esterilizagdo por éxido de etileno ¢ um
método especifico devido a sua complexidade, tanto relativa ao seu alto custo

quanto ao |ongo tempo requerido.

1.4. Medicamentos para controle bacteriano (ver capitulo
sobre Bacteriologia no volume lll)

* Quimioterdpicos

Produzidos por sintese quimica em laboratério, ao invés de serem pro-

duzidos por um microrganismo.

Qualidades ideais de um agente quimioterépico:

* Ser capaz de destruir ou inibir muitas espécies de microrganismos
patogénicos. Quanto maior o nimero de diferentes espécies afetadas,

melhor o agente.

* |nibir os microrganismos de tal maneira que se evite o desenvolvimen-
to de formas resistentes produtoras de doengas.

* N3o produzir efeitos colaterais indesejéveis no paciente.

* N3o eliminar microrganismos que normalmente habitam o trato intesti-

nal ou outras 4reas do organismo (flora normal).
* Ser altamente solavel nos fluidos corporais.

* Nio pode ser inativado pelo 4cido estomacal, deve ser absorvido

pelo trato intestinal.
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* Antibidticos ou agentes antimicrobianos

S3o substancias obtidas a partir de microrganismos (principalmente fun-
gos) que sdo utilizadas no tratamento de doengas, sobretudo de origem
bacteriana. A escolha do antibiético no tratamento de uma infeccio depende
do microrganismo obtido a partir da cultura em laboratérios de anélises clinicas
e da sua sensibilidade verificada no antibiograma (ver capitulo sobre Bacterio-
logia), pela gravidade da doenga, da toxicidade e dos antecedentes de alergia
do paciente. Em infeccdes graves, pode ser necessério combinar vérios antibi-
6ticos. A via de administragéo pode ser oral (cépsulas, comprimidos), tépica
(colirios, pomada) ou injetavel (intramuscular, intravenosa). Nas infecgées gra-

ves, deve-se utilizar a via intravenosa.

Para proceder adequadamente a qua|io|ao|e dos testes e o controle dos

microrganismos, |angamos mao de processos de esteri|izag§o, que podem ser

fisicos ou quimicos, como veremos a seguir.

2. Tratamento de dgua

Sistemas de tratamento de agua

A é4gua que bebemos é denominada potavel e, por definicdo, pode ser
consumida por pessoas sem riscos de adquirirem doengas por contaminagao da
mesma. Ela pode ser oferecida & populagdo das cidades ou de areas rurais e vai
ou nao precisar de tratamento prévio dependendo da origem do manancial. O
tratamento de 4gua tem como objetivo reduzir a concentragdo de poluentes até
0 ponto em que ndo apresentem riscos para a saide pablica. O grau e o tipo
de tratamento vao variar de acordo com as normas de cada pais e, principal-
mente, com a qualidade da 4gua de abastecimento. No Brasil, na maioria das
cidades, existe a necessidade de filtros domésticos. Entretanto, o Instituto
Nacional de Metrologia, Norma|izagéo e Qualidade Industrial (Inmetro) aler-
ta para alguns cuidados a serem tomados em relacdo a este sistema de filtracdo

(www.inmetro.gov.br — acesso em 24 out. 2008):



Conceitos e técnicas bésicas aplicadas em laboratérios | 91

* N3o se deixe levar pelo titulo, filtro ou purificador; os ensaios mostra-

ram que estes ndo tém diferenca.

* N3o se impressione com promessas de 4gua pura ou cristalina, pois
isso ndo significa que o filtro combata bactérias ou elimine possiveis

riscos & satde.

* Em caso de davida quanto & procedéncia da 4gua, ndo confie somente

no filtro. Nestes casos, ferva a 4gua por, pelo menos, 15 minutos.

* Para os consumidores que se utilizam de fonte de 4gua in natura, é
muito importante que a qualidade da 4gua seja verificada periodicamente
através de ensaios microbiolégicos e que a dgua seja fervida apds a

filtragem.

¢ E de fundamental importancia manter a caixa d'4gua limpa, pois a falta

de higiene nesta pode ser um foco de contaminacao da é4gua.

Segundo o Inmetro, a qualidade dos filtros domésticos existentes no
mercado nacional é preocupante, particularmente no que diz respeito s infor-
macdes quanto a utilizacdo e finalidade e quanto ao desempenho na eliminacdo
de bactérias. A inexisténcia de normas e regulamentos contribui para atual
situacdo, cabendo ao Inmetro induzir a criagio de uma norma brasileira para

este produto‘

Entretanto, a 4gua que utilizamos em laboratério tem um nivel de exi-
géncia quimica e bioldégica muito maior, mas, assim como nas vidrarias de
laboratério, ndo podemos generalizar as especiFicag()es da qualidade exigida
para os diversos laboratérios, sendo assim, os laboratérios de quimica, de um
modo geral, necessitam de é4gua deionizada, isto ¢, livre de fons, enquanto os
de produgéo de diluentes, vacinas, medicamentos e os de bacteriologia usam
sistemas de ultrafiltracio ou destilacio que removem coloides, bactérias e
pirogénios. Dessa forma, iremos descrever um sistema de tratamento de 4gua,

ressaltando que ndo existe o sistema ideal para todos os laboratérios e a
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escolha deve ser feita tendo em vista a finalidade, a origem do manancial, os
recursos financeiros disponiveis e o consumo de égua. Na hora de se projetar
um sistema de tratamento de dgua, deve-se entrar em contato com as empresas
fabricantes dos equipamentos para se verificar o consumo de 4gua, consumo

elétrico e gasto de material de consumo.

2.1. Agua de alimentacéo

A origem da 4gua é muito importante para se obter uma &gua purificada
de qualidade WF| (water for injection). Independentemente se a 4gua vem
de um poco artesiano ou do Centro Municipal de Tratamento de Agua,
tipo Cedae (no caso do Rio de Janeiro), uma fi|trag§o inicial deverd ser
realizada. Como o projeto e a operacao do sistema de tratamento de 4gua
dependem da qua|io|ao|e da agua de abastecimento, ¢ importante conhecer
as caracteristicas e evidenciar as a|teragées da qualidade da 4gua, com a
mudanga das estagOes, ja que, dependendo da época do ano, podemos ter
na dgua elementos sélidos provenientes do solo ou de outros locais por
onde ela passou, como ocorre nas enchentes, modificando as caracteristicas

desta 4gua (dureza, salinidade, pH etc.).

A 4gua de a|imentagéo deve ser monitorada a cada seis meses para se
ter certeza de que as caracteristicas quimicas estdo mantidas. No caso de se ter
uma dgua muito ionizada, monta-se, entdo, um Sistema Softened (como exp|i-
cado a seguir), para se retirar a grande maioria dos fons e remover as substan-
cias insoldveis em suspensdo. Caso haja muita matéria organica, faz-se necessé-
ria a co|ocag§o de filtros de areia e carvdo ativado. A qualidade da 4gua de
origem vai indicar os préximos passos do sistema de tratamento, nesse caso,
tubu|ag6€s antigas de ferro que levam a dgua para as cisternas e caixas d'égua

obrigaréo a colocar na linha, também, um Sistema Softened.
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2.2. Sistema Softened (dGgua sem ferro)

A retirada de ferro da 4gua ¢ realizada por filtracdo num leito composto
de mistura de calcita (CaCO3) e dolomita calcinada — CaMg(CO3)Q. A
Fi|tragéo ¢ precedida por uma oxidagéo sob ar comprimido em um cilindro para
oxidar sais de Fe**. Cétions de Fe™* sdo eliminados por filtracdo sob a forma
de Fe* ™" hidratado — Fe(OH)3. O ar comprimido fornece o ar necessério

para a oxidacdo. A é4gua ¢ entdo distribuida para os filtros desferrificadores.

Esse tipo de tratamento, normalmente, antecede o sistema de purifica-
cdo de agua utilizado nos laboratérios, ficando, gera|mente, situado fora do
prédio. Caso a égua de abastecimento seja fornecida pelo centro de tratamen-
to municipal, essa primeira etapa seré4 dispensada ou trocada por outra de

acordo com a necessidade.
Exemplo de uti|izag§o da 4gua:
. |nsta|ag6€s sanitarias (chuveiro);
e Circuitos de reFrigeragéo (4gua gelada);
* Alimentacdo do desmineralizador ou do deionizador;

* Agua para laboratério de quimica.

2.3. Agua desmineralizada

Na realidade, tanto o desmineralizador quanto o deionizador tém o
mesmo objetivo: a retirada de fons da dgua. Entretanto, convencionou-se que
0 equipamento de desminerahzagéo possui duas colunas separadas, cada uma
contendo uma resina diferente (aniénica e catidnica), e no deionizador as duas
resinas estdo juntas na mesma coluna, isto ¢, coluna de leito misto. A resina
catiénica contém fons disponiveis capazes de remover cations (Na™, Ca™ ¥,
Mg™, Fe™** etc.). A circulacdo da dgua do topo para o fundo do leito de
resina e a regeneraco sio realizadas da mesma maneira com écido cloridrico

(HCI) servindo também como agente sanitizante.
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A resina anidnica retira os anions da dgua (Cl, SO7). A égua
decationizada passa para a forma hidroxilica. A regeneracao ¢ feita da mesma
maneira ‘contra-corrente’ com solucdo alcalina forte (hidréxido de sédio —
NaOH), a qual funciona também como agente sanitizante. A 4gua
desmineralizada ¢ distribuida para os laboratérios ou entdo vai alimentar o
deionizador. Apesar de teoricamente a dgua desmineralizada apresentar uma
qualidade quimica um pouco inferior que a égua deionizada, ndo existe a
necessidade de ter os dois sistemas em linha (desmineralizador — deionizador).
Muitos laboratérios que possuem recurso financeiro fazem a opcao de ter o
desmineralizador abastecendo o deionizador, com o objetivo de proteger o
segundo equipamento e com isso aumentar o intervalo entre as regeneragoes e

diminuir o gasto de produtos e resinas.

* Regeneragdo das resinas:

O local de entrada do é4cido e da base para a regeneracao das resinas
nao deve ficar dentro da sala, e sim do lado de fora. Pode ser comprado na
concentragio de 30% em tanques adaptéveis & tubulacio. Na maioria dos

desmineralizadores, todo processo ¢ automético.

A regeneracio ¢é baseada no volume de 4gua que passa por aquela
resina, a ndo ser que a condutividade vé além do limite aceitével (5uS). O
nimero de regeneracoes em um ano pode variar de dez a vinte. Isto vai
depender da produgéo anual daquele laboratério e da qualidade da 4gua de
a|imentagéo. Conforme for diminuindo o tempo de intervalo entre uma rege-
neracdo e outra, ¢ sinal de que a resina estd perdendo sua capacidade
regeneradora. O controle nesse caso, para ver se é necessério ou nao fazer
uma nova regeneracio, ¢ a condutividade da 4gua. E & medida que se vai
aumentando o nimero de regeneracdes, a tendéncia da quantidade de resina ¢
diminuir. Uma preocupagao importante nos procedimentos de regeneragao das

colunas ¢ quanto & biosseguranga. Equipamentos de protecao individual e
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coletiva devem ser rigorosamente utilizados, uma vez que qualquer acidente
pode colocar o operador em risco de ter queimaduras provocadas por écido e
soda ou até mesmo problemas graves de satide por ina|agéo de vapores. Um
reservatério contendo resina sintética com alto poder de absorcao, caso haja
derramamento de é4cido e base no momento do processo de regeneracao,
deve estar disponivel no laboratério em local estratégico. Todas as conexdes
utilizadas na insta|agéo do equipamento devem ser de aco inox para resistir a

acdo oxidante dessas substancias.

Exemplo de uti|izag§o da 4gua:
* Producdo de vapor (tubulagio PVC);

* Agua (quente e fria) para lavagem de equipamentos;
* Alimentacdo do deionizador;

* Agua para laboratérios de quimica.

2.4. Agua deionizada

O tratamento de égua deionizada é uma unidade composta de duas
colunas de leito misto, trabalhando em série, chamada de ‘Triobed’. Cada
Triobed é composta de uma resina 4cido forte, uma resina bésica forte e uma

resina neutra (que fica localizada no meio e ¢ a mistura das duas resinas).

A unidade Triobed trabalha no sistema cléssico de leito misto. As
resinas sdo classificadas ou separadas pela diferenga de densidade das particulas
depois de enxague da coluna com dgua desmineralizada por dez minutos, em
‘contra-corrente’. A resina neutra é uma camada com cercade 12 a 25 cm de

altura entre as outras duas.

A resina 4cida (camada de baixo) é regenerada em ‘contra-corrente’ e a
resina bésica (camada de cima) em ‘cocorrente’. Depois de cada ciclo de
regeneracao, ¢ feito o enxégue com 4gua desmineralizada. Duas bombas cole-

toras de dgua deionizada distribuem 4gua para o sistema.
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* Regeneracao das resinas:

Mover toda a resina para o topo da coluna e passar HC| a 30%.
Retirar o 4cido, com 4gua desmineralizada, levando para um tanque de
neutralizacdo, localizado ao lado de fora do prédio. Esta 4gua 4cida sé sera
despejada para o esgoto quando estiver neutralizada com uma so|u<5‘§o alcalina.
Proceder da mesma maneira com a resina bésica, sé que usando NaOH a
30%. Usa-se também o tanque de neutralizacdo, colocando-se uma solugo
4cida. Deve-se lavar as resinas com égua desmineralizada, até o condutivimetro,

localizado no final da coluna marcar em torno de 1mS.
Exemplos de uti|izagéo da 4gua:
* Producdo de vapor (tubulacdo em aco inox);
o Agua de |avagem de tanques;
* |Laboratérios de quimica e outros que precisem de dgua deionizada;

* Alimentacdo das unidades de ultrafiltracdo e destilacao.

2.5. Agua bidestilada (WFI)

A 4gua de alimentagio é pré-aquecida num trocador de calor, por
condensacdo de vapor vindo da dltima coluna e dos pré-aquecedores pelo
condensado produzido em cada efeito. A égua de a|imentagéo evapora parci-
almente na primeira coluna aquecida por vapor industrial. O condensado de
vapor passa através do trocador e descarrega. O vapor puro produzido do
topo segue para o préximo efeito, onde o processo ¢ repetido. A égua
destilada produzida por condensagéo de vapor puro vai para o trocador. O
processo ¢é repetido por todas as colunas da mesma maneira. O vapor produ-
zido no dltimo efeito é condensado e resfriado. A é4gua bidestilada ndo deve
ser armazenada. Se isto precisar acontecer, deve ser feito um sistema de

‘looping' a 85°C.
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Exemplos de utilizacdo da agua:

. Agua para o preparo de vacinas;

. Agua para o preparo de diluentes e solucdes (WFI);

. Agua final (enxdgue) de lavagem de vidrarias, frascos e rolhas;

* Laboratérios em geral, principalmente os que precisam de 4gua

com qualidade microbiolégica muito boa.

2.6. Agua ultrafiltrada (WFI):

Existem no mercado varios modelos de ultrafiltradores que produzem
4gua purificada do tipo WFI. Os cartuchos de ultrafiltracao sao hidréfilos e
o fluxo inicial é necessério cada vez que novos cartuchos sdo usados. Deixe
sempre o sistema funcionar por quatro horas (para drenar) antes de usar a
dgua. Ajuste o ejetor e a passagem das vélvulas para obter uma pressio
compativel com a pressdo transmembrana. A maioria dos equipamentos
desta natureza possui timer programével. A é&gua ultrafiltrada ndo deve ser

. . . . « . )
armazenada. Se isto precisar acontecer, deve ser feito um sistema de ‘looping

a 85°C.
Exemplos de uti|izagéo da 4gua:
. Agua para o preparo de vacinas e de diluentes e so|ug6es (WEID);
. Agua final (enxdgue) de lavagem de vidrarias, frascos e rolhas;

* Laboratérios em geral, principalmente os que precisam de 4gua

com qualidade microbiolégica muito boa.
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Esquema de tratamento de 4gua

Agua de entrada — | Unidade de oxidagdo Unidade desferrificadora

circuito de refrigeracdo
Estocagem em tanque

(20 min)
1

Filtro de carvao ativado
Detector de cloro

—
{
Instalagdes sanitérias e Hipoclorito de sédio

{

Desmineralizador

Proclugéo de vapor, | |
laboratério de quimica, i
|avagem de tanque, etc. \ Deionizador

Laboratério de bacteriologia, ! !
imunobiolégicos, produgdo de Ultrafiltragso Destilador
WFI

3. Equipamentos

3.1. Autoclave

7

E um equipamento de laboratério utilizado para
esterilizar objetos através de calor tmido (vapor) com-
binado com pressdo. Dessa forma, a esterilizacdo a va-
por ¢ realizada em autoclaves, cujo processo possui fases
de penetracio do vapor, remocdo do ar e secagem. A

utilizar a autoclave, é importante assegurar que o vapor d

locou todo o ar antes que a pressao se eleve. Nesse sentido,
o vapor saturado, isento de ar, na pressao de 1 atmosfera, tem uma

temperatura de 121°C.

Existem véarios modelos de autoc|aves, mas, quanto a Fundamentagéo

da técnica de autoc|avagéo, podemos dividi-las em dois grandes grupos:
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* Gravitacional: o ar é removido pelo vapor que ¢ injetado forcando sua
saida ou através de uma bomba. A fase de secagem ¢é limitada, uma vez

que ndo possui capacidade para completa remocao do vapor.

* Alto vacuo: introduz vapor na cdmara interna sob alta pressdo com ambien-
te em vécuo. A fase de secagem é melhor do que a gravitacional devido a

alta capacidade de succdo do ar realizada pela bomba de vécuo.

O:s ciclos de esterilizacdo sdo orientados de acordo com as especificagdes
do fabricante, com o tipo e a quantidade de material a ser esterilizado. Para se
ter uma boa esteri|izag§o, ¢ preciso dispor o material de forma a permitir a
passagem de vapor por toda a cdmara de forma homogénea. Os materiais
devem ser montados utilizando papel cristal, kraft ou pléstico especial para
autoc|avagéo lacrados com fita para autoclave que serve também como indica-

dor de que o vapor atingiu aquela superficie.

As autoclaves devem ser calibradas e validadas de seis em seis meses pela

Garantia da Qualidade e deve ser feita manutencdo preventiva anualmente.

3.2. Microscépio

Os estudos morfolégicos da célula normalmente comegam 1y
com o emprego do microscépio btico, mais comumente denomi- 1. '.
nado de microscépio de luz (por utilizar a luz como fonte de
Formagéo de imagens) ou microscépio composto (por ser cons- ¢
tituido por dois sistemas de lentes sobrepostas: a objetiva e a
ocular). Este instrumento pode ser considerado como a ferra-
menta bésica em laboratérios da 4rea da satide, dessa forma dedica-

mos o capitulo 3 desta co|egéo com detalhamentos da técnica de microscopia

de IUZ.

A observacio da célula ao microscépio Stico é feita por luz transmitida,

que exige que o objeto a ser estudado atenda a alguns critérios:
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* Ser suficientemente fino, para que a luz possa atravessé-lo —>

o objeto deve ter uma espessura na ordem de S5um, tornando-se
necessério fazer esfregagos finos ou, em alguns casos, realizar cortes
histolégicos para atingir a espessura desejada (Ver detalhes no capi-
tulo de Técnicas Histolégicas e Citolégicas — capitulo 11 ¢ 12 do

volume 2 desta colecdo).

* Apresentar contrastes, diferenciando as regides celulares. Como os
constituintes celulares tém pouco contraste, é necessério utilizar colora-
coes artificiais. Os corantes sdo substancias que absorvem certos compri-
mentos de onda da luz visivel e tém afinidade por determinados consti-

tuintes celulares.

O microscopio de luz ¢ composto fundamentalmente das seguintes
partes:

Partes mecanicas

e Pé¢ — base do apare|ho, suporta todas as outras partes.

* Braco — preso ao pé, rigido ou articulado, suporta o canhdo, a

platina, o condensador e o espelho ou fonte luminosa.

e Canhdo — ¢ o tubo onde se dispéem as partes Sticas de

ampliacdo. Pode ser fixo ao brago ou possuir movimento vertical.

* Revélver — ¢ uma peca giratéria onde se conectam as objetivas

e que permite a instantanea mudanga das mesmas.

* Platina — ¢ a mesa de trabalho, onde se coloca a preparacao
para exame. Possui uma abertura central que dé passagem & luz
proveniente da fonte. Pode ser fixa ao brago ou possuir movi-

mento vertical.

e Charriot — ¢ um dispositivo preso & platina, dotado de movimen-

to antero-posterior e lateral, destinado a movimentar a preparagao.
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* Parafuso macrométrico — é um dispositivo destinado a dar
grandes e répidos deslocamentos verticais ao canhdo ou & platina.

Serve para Foca|izagéo grosseira.

* Parafuso micrométrico — é um dispositivo destinado a dar pe-
quenos e lentos deslocamentos ao canhdo ou a p|atina. Serve

para focalizagdo fina.

Microscépio éptico:
b Ocu|ar;

* Revdlver;

Objetiva;

* Parafuso macrométrico;

® Parafuso micrométrico;

Platina;

Espelho;
Condensador.

Quanto ao sistema de i|uminagéo, ele pode ser provido de: espelho ou
fonte de luz direta, que deve estar preso & parte inferior do brago, refletindo
ou projetando a luz para a parte inferior do condensador; diafragma ou fris,
que, colocado sob o condensador, destina-se a restringir o didmetro de feixe
luminoso; condensador, que é um sistema Stico de refragéo, preso a parte
inferior do brago sob a platina, podendo ou ndo possuir movimento vertical (e
lateral para centra|izagéo), destinado a fazer convergir sobre a preparacao a luz

proveniente da fonte (consultar cap 3 de Microscopai de Luz).

O sistema de amp|iagéo ¢ formado pelas objetivas e oculares. A

qualidade da visua|izag§o da imagem seré proporcionada pelo poder de
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reso|ugéo, que pode ser definido como a capacidade que este sistema
possui de formar imagens distintas e nitidas de dois pontos situados muito

préximos em uma preparacao.

Objetivas de imersdo (abertura numérica de uma objetiva)

Para se aproveitar uma maior quantidade de luz quando a objetiva é de
grande aumento, trabalha-se com a objetiva imersa em um liquido de alta
refringéncia, em geral éleo de cedro (indice de refracio de 1,575). Com o
emprego desse 6leo, pode-se fazer convergir o feixe luminoso proveniente do
condensador, captando-se aqueles raios luminosos que, com objetivas secas,
seriam perdidos. Estas objetivas sdo denominadas objetivas de imersdo. A
consequéncia direta do emprego dessas objetivas ¢ o aumento da luminosidade.
No caso de uma objetiva seca, ndo existe 6leo, e o indice de refragéo ¢ igual

ao do ar, que é 1.

Manejo do microscépio 6ptico

* Colocar na objetiva de menor aumento e baixar a platina completa-
mente. Se o microscépio foi usado corretamente antes, ele ja deve estar

nestas condicdes.

* Colocar a lamina com a preparacdo sobre a platina e prendé-la com as

pincas metalicas.

* Comecar a observacdo com a menor objetiva (colocar na de 10x para

observacdo de bactérias).
* Para obtencao do foco:

a) Aproximar ao maximo a lente da objetiva da lamina, através do
parafuso macrométrico. Este procedimento deverd ser realizado
observando-se diretamente o local e ndo através da ocular, para
que ndo haja o risco de incrustar na objetiva a preparagdo ou

mesmo de quebrar a [amina.
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b) Observar, através das oculares, a amostra e, através do parafu-
so macrométrico, ir separando lentamente a objetiva da prepara-
cdo. Quando se observa a nitidez da amostra, gira-se o micrométrico

para obter o foco fino.

* Ao mudar para a objetiva de 40x, deve-se redobrar a atencdo, pois a
partir desta o foco fica muito préximo da lamina, sendo comum a ocor-

réncia de danos.
« Utilizando a objetiva de imersdo:
a) Abaixar totalmente a platina.

b) Subir totalmente o condensador para visualizar claramente o
circulo de luz que nos indica a zona onde devemos pingar o bleo

de imersdo.

c) Girar o revélver até a objetiva de imersdo deixando-a na

metade do caminho entre ela e a objetiva de 40x.

d) Colocar uma gota minima de éleo de imersdo sobre o circulo

de luz.

e) Terminar de girar suavemente o revélver até a posicao da

objetiva de imersdo

f) Olhando diretamente pela objetiva, levantar a platina lenta-
mente até que a lente toque a gota de 6leo. Nesse momento, a

gota de 6leo se levanta e se une a lente.

g) Focar cuidadosamente com o micrométrico. A distancia de
trabalho entre a objetiva de imersdo e a preparacdo ¢ minima,
menor do que com a de 40x. Deve-se entdo ter muito cuidado

para ndo ocorrer qualquer problema durante a visua|izagé'o.

h) Uma vez que se colocou o 6leo de imersdo sobre a prepara-
¢do, nao se pode voltar a utilizar a objetiva de 40x, pois esta

objetiva se mancharia de éleo. Portanto, se desejar focar nova-
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mente a mesma lamina, utilize outro campo. Neste caso, deve-se
abaixar a platina e repetir a operacao a partir do passo trés.

i) Uma vez finalizada a observacio da preparacdo, se abaixa a
platina e se coloca na objetiva de menor aumento girando o
revélver. Neste momento, jé se pode retirar a lamina da platina.
Nunca se deve retirar a amostra com a objetiva de imersdo em

posicdo de observacao.

i) Limpar a objetiva de imersdo com cuidado empregando um
papel especial para microscopia. Verificar também se a objetiva

de 40x esté perfeitamente limpa.

Manutencao preventiva

* Ao finalizar o trabalho, deve-se deixar o microscépio na objeti-

va de menor aumento em posicio de observagdo.

» Quando n3o se esté utilizando o microscépio, deve-se manté-
lo coberto com capa, preferencialmente de tecido, para evitar
que se suje e as lentes fiquem danificadas. Se nao se utiliza o
aparelho com frequéncia, deve-se guardé-lo em sua caixa dentro
de um armério para protegé-lo do pé.

* Nunca se deve tocar as lentes com as maos. Se elas se sujarem,
devem ser limpas suavemente com papel de filtro ou papel para

lentes.

* N3o se deve deixar laminas sobre a platina quando ndo se est4

utilizando o microscépio.

* Depois de utilizar a objetiva de imersao, deve-se limpar o éleo
com |engos de papel especiais para 6tica ou papel de filtro (me-
nos recomendavel). Em qualquer caso, deve-se passar o papel na

lente em somente um sentido com suavidade. Se o 6leo chegar a
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secar na objetiva, deve-se limpé-la com uma mistura de 4lcool-
éter (9:1). Nao se deve abusar deste tipo de limpeza, porque o
uso em excesso destes solventes podera danificar as lentes. Nun-
ca Forgar os botdes (parafusos) giratérios do microscépio

(macrométrico, micrométrico, platina, revélver e condensador).

A mudanga das objetivas dever ser realizada girando o revélver
e visualizando diretamente sobre a preparagdo para prevenir o
contato da lente com a amostra. Nunca mudar de objetiva segu-

rando pe|o tUbO, nem Fazé-|o ObS@I’VBth através o|a ocu|ar‘

3.3. Banho-maria

O banho-maria é um equipamento utilizado

ou incubagéo de produtos bioldgicos.

Condicoes gerais:
A limpeza do equipamento deve ser feita com 4gua potével e sabdo

neutro (Extran a 1096). Enxaguar bem e enxugar somente com gaze por fora.

N3o utilize solventes, tais como benzina, thiner e élcool.
Manejo:
a) Verificar a instalacdo e se a voltagem da tomada é compativel com a
do equipamento.

b) Verificar o nivel de 4gua, observando que o volume ideal corresponde

3 metade do volume total.

c) Verificar o tipo de 4gua utilizada que deveré ser filtrada.
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d) Depois de ligado o equipamento, a 4gua leva, em média, 15 minu-

tos para aquecer.
e) O tempo de uso vai variar de acordo com o material utilizado.

f) Verificar sempre o nivel da 4gua, j4 que esta evapora e, por isso,

deveré ser reposta.

g) Com o fim do procedimento, retirar a tampa e, em alguns modelos,
a capa de revestimento interno, para propiciar o despejo da dgua direta-

mente na pia.

h) Apbs verificar se o equipamento estd seco, recolocar a capa de
revestimento e a tampa para que o equipamento Fique pronto para

NnOovo UsoO.

3.4. Balanca eletrénica de precisdo

A balanca eletrénica de precisdo ¢ utilizada 7
para se pesar diferentes substancias no laboratério
de satde.

Condicoes gerais:

Observar se a balanca esté instalada em local

livie de altas temperaturas e da agdo direta de corren-

tes de ar muito fortes, tais como ventiladores. A ba-
lanca deve estar instalada em local de facil visibilidade
para o operador e onde ndo haja vibragéo. Devem ser ajustados os pés
reguléveis da mesma de modo que ela fique bem apoiada e nivelada (verifique
a indicacdo do nivel).

Deve-se fechar a (porta’ da ba|anga sempre que se colocar um produto.
Procure colocar o produto sobre o prato da ba|an<5‘a com suavidade, lembran-
do-se sempre que se trata de um equipamento sensivel. Para limpeza, utilize

um pano umido com é4gua e sabdo neutro. Nao utilize solventes, tais como
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benzina, thiner e &lcool. Ao transportar o equipamento de um local para
outro, sempre trave a balanca e procure manuseé-la com cuidado, tomando

todas as precaucdes para reinstalacao.
Manejo:
a) Verificar a instalacdo e se a voltagem da tomada é compativel com
a do equipamento.
b) A ba|anga nao deve ser desligada, permanecendo em stand-by.
c) Aguarde até que haja marcagao no Visor.
d) Aparte o botio relativo a ca|ibragéo para iniciar @ mesma.
e) Calibre de acordo com o manual do fabricante.
f) Quando a ca|ibragéo estiver completa, aparecera no visor vérios
zeros.
g) Inicie entdo a pesagem.
h) Coloque o recipiente a ser descontado sobre o prato da ba|anga,
que imediatamente mostrard seu peso no visor.
i) Tecle ‘tara’ para zerar a ba|anga.
i) Coloque o produto a ser pesado no recipiente ‘tarado’, sem retiré-lo
de cima do prato, e proceda a operacdo normal de pesagem.

k) Caso queira eliminar a memorizacdo da tara para obtencdo do
peso bruto, retire o recipiente com o produto da ba|anga e, em
alguns segundos, os visores retornardo a condigéo inicial ou aperte
a tecla ‘tara’ com a ba|anga vazia, para que o cancelamento desta

funcdo seja imediato.

[) Apés o uso, utilizar um pincel fino para retirar todos os residuos

provenientes da pesagem.

m) Fechar o gabinete da ba|anga e manté-la em stand—by.
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n) Realizar a manutencdo preventiva anualmente ou semestralmente de

acordo com o fluxo de utilizaggo.

3.5. Centrifuga

E um equipamento que acelera o processo
de sedimentacdo devido ao movimento centrifu-
g0 de rotacao ace|erao|o, no qua| as partfcu|as de

maior densidade sdo arremessadas para o fundo

do tubo.
Condigoes gerais:

Observe se a centrifuga esta instalada em

local livre de altas temperaturas. Os pés regulaveis
devem ser ajustados da mesma de modo que ela
fique bem apoiada e nivelada (verifique a indicagéo do nivel). Certifique-se
das boas condicdes da instalacdo elétrica. Para limpeza, utilize um pano Gmido
com égua e sabdo neutro. N3o utilize solventes, tais como benzina, thiner e
4lcool. Caso a mesma seja refrigerada, deve-se ligé-la com antecedéncia para

que a temperatura esteja adequada antes da sua uti|izagéo‘
Manejo:

a) Verificar a instalacdo e se a voltagem da tomada é compativel com a

do equipamento.

b) Os tubos que irdo para a centrl'Fuga devem conter a mesma quantida-

de de material ¢ devem ter o mesmo peso.
c) Colocar os tubos, equilibrando no sentido transverso.
d) Depois dos tubos equilibrados, deve-se fechar a centrifuga.

e) Ligar a chave geral e ajustar o tempo e a velocidade de acordo com
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0 que a técnica pedir.

f) Apds o término do tempo marcado, o equipamento desliga automa-
ticamente.

g) Esperar parar totalmente e abrir a tampa, retirando os tubos.

h) Realizar a manutencdo preventiva anualmente ou semestralmente de

acordo com o fluxo de utilizacdo.

3.6. Capela e Cadmaras de seguranca

Hé muitos tipos de capelas e de cdmaras, cada uma com seu préprio
projeto e funcionalidade. Para
identificar quais tipos vocé neces-
sita ou estao presentes em seu

laboratério ou saber exatamente

qua| tipo estd presente em seu
aboratodrio, apresentamos abaixo
laboraté P t b

uma lista de definicdes, descri-

¢Oes e caracteristicas técnicas, suas

vantagens e desvantagens.

Capelas para Quimica geral & organica

Uma capela de exaustdo é um gabinete com ventilacio forcada,
localizado em um ambiente laboratorial cujo layout deve estar corretamente
projetado, de modo a proteger o operador mas nio danificar o meio
ambiente, utilizando um sistema de Fi|tragéo que leve para fora do edificio
os efluentes indesejéveis provocados por procedimentos efetuados no in-

terior da capela.

Estes gabinetes podem ser construidos de alvenaria ou com materiais

s

adequados para cada caso. E obrigatério que as capelas possuam uma
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jane|a envidragada que abra verticalmente e permaneca aberta em qua|quer
posicao (a|tura), uma vez que esté balanceada por um sistema de contrape-
sos. Em alguns casos, dispée de um sistema defletor para direcionamento

do fluxo de ar interno.

O termo ‘capela de exaustdo’ é o mais difundido, mas outros termos
também sdo utilizados, como capelas quimicas, gabinetes, etc. As capelas de
exaustdo sdo, na realidade, um equipamento de protecao coletiva (EPC) do
trabalhador em laboratério, sendo disponl'veis no mercado em muitas formas,
tamanhos, materiais e diferentes revestimentos, e devem ser configurados para
acomodar uma grande variedade de procedimentos quimicos. Entretanto, esta
flexibilidade pode oferecer equipamentos que resultem em diferentes desem-
penhos e niveis de protecao ao operador (Para mais detalhes, veja o capitulo 1

de Biosseguranca).

Camaras ou Cabines de seguranga biolégica e fluxos laminares

As camaras ou cabines de seguranca biolégicas (CSB) e os Fluxos
laminares sdo usados para a manipu|agéo de agentes biolégicos, produgéo
de diluentes e imunobiolégicos, meios de cultura e diversos materiais que
precisam ser processados em ambiente estéril. Além disso, algumas capelas
de fluxo laminar ndo apenas protegem o operador da exposicao de produ-
tos biolégicos como também precisam garantir a segurancga do produto e
do ambiente. Dessa forma, existem diferentes modelos de cabines, mas
todos possuem filtros absolutos ou filtros Hepa, que possuem alta eficién-
cia (no minimo, 99,97% na coleta de particulas de até 0,3 micros) e

devem ser substituidos periodicamente de acordo com sua saturacao.

OS FIUXOS podem ser encontrados em dOiS mode|os, chamados o|e
o . » ~ ~ A . . .
bancada ||mpa que nao sao de camaras deblosseguranga, POoIs ou ||beram ar

filtrado (HEPA) para a superﬁ'cie de trabalho ou para o operador:

* Fluxo vertical — Protege, principalmente, o operador das substincias

que estéd manuseando.
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* Fluxo horizontal — Protege, principalmente, o produto que esté
sendo processado. Somente poderdo ser envasados ou manipulados

materiais que ndo tragam riscos de contaminagdo ao operador.

As cabines de seguranca biolégica podem ser divididas em 3 classes,

a classe || com vérias subdivisdes:

¢ Classe | — Fornece seguranca pessoal e ambiental, mas ndo do produ-
to, funcionando como uma coifa provida de filtro HEPA para protecao
ambiental. Sua utilidade no laboratério é muito limitada, é geralmente
usada para acondicionar equipamentos que podem gerar aerosséis, como

centrifugas.

e Classe |l — Pode ser subdividida em vérios tipos (A, B1,B2 ¢ B3).

Fornece protecdo pessoa| ambiental e do produto. Qaré captado pe|a
grelha frontal protegendo o operador e passando por filtros HEPA,
diminuindo a contaminagdo na superficie de trabalho interna. Na do
tipo A, o ar filtrado ¢é recirculado ao laboratério, sendo a mais comum
nos laboratérios brasileiros devido ao fator custo/beneficio. Dentre as
camaras do tipo B e B1, ¢ a mais simples, funcionando como a do tipo
A, porém com exaustio externa. Na do tipo B2, ndo hs nenhuma
recircu|agéo de ar dentro da cdmara,0 ar que entra ¢ filtrado, com
retencdo biolégica e quimica e filtrado antes de ser eliminado para o
exterior. Na B3, a mais cara desta categoria, o cuidado para ndo haver
nenhum tipo de vazamento de residuo quimico ou biolégico é maior,

protegendo mais o ambiente.

e Classe Il — Fornece protecdo méxima ao ambiente e ao operador. Foi
construida para atividades com nivel 4 de biosseguranca, ¢ hermeticamente
fechada com visor fixo, e tem luvas de borracha resistentes e acopladas. Seu
acesso ¢ feito por caixa de porta dupla que poderé ser descontaminada

apds a operacao, além de os filtros possuirem um incinerador de ar.
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Condicoes gerais:

Verificar a voltagem da tomada da capela (110 ou 220 volts).
Passar desinfetante ndo corrosivo antes e depois da operacdo se a categoria
do equipamento permitir.

Manejo:

a) Ligar a venti|agéo e a lampada ultravioleta por dez a quinze minu-

tos. Durante esse tempo, nao se deve aproximar da cape|a‘

b) Apbs esse tempo, desligar a lampada ultravioleta e ligar a luz fria.

c) Se houver mostrador,verificar se a pressdo da ventilacio estd

ideal.

d) Utilizar luvas durante a manipu|agéo do material biolégico, toman-
do cuidado para ndo fazer movimento muito brusco para ndo conta-

minar o material.

e) Durante a manipu|agéo do material, somente as maos do operador
poderdo estar no interior do equipamento.

f) Terminado o procedimento, desinfetar a bancada e desligar a luz

fria e a ventilagdo.

g) Se o equipamento apresentar algum problema no seu funciona-
mento, como falta de luz, por exemplo, os fusiveis ou as ldmpadas

deverdo ser trocadas antes de chamar a manutencao.

h) Uma vez por ano, deve-se agendar com o técnico para que seja

feita @ manutencdo preventiva.
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3.7. Forno/estufa

Esse equipamento ¢ muito utilizado em
laboratérios de satde, mas possui duas possi-
bilidades de uso. A primeira se refere 3 este-
rilizacdo de materiais e geralmente isso ¢ feito
na temperatura de 180°C, durante duas ho-

ras. Nesse caso, chamamos o|e (FOTHO’ para

secar e esterilizar materiais (forno Pasteur). A
segunda tem como finalidade o acondiciona-
mento de meios de cultura proporcionando o crescimento de microrganis-
mos em temperaturas contro|ao|as, gera|mente utilizando 36°C para bacté-
rias e 25°C para fungos.

Condicoes gerais:

Tanto o forno quanto a estufa devem ter cAmara externa e interna con-
feccionadas em aco com isolamento interno e na porta. A porta poderé ser do
mesmo material da carcaca ou de vidro especial, que permita a visua|izagéo da
parte interna. Existem varios modelos com capacidade que vai de vinte a mais
de trezentos litros e nimero variado de prateleiras. Precisam ser providos de
termostato de contro|e, indicador de temperatura (termémetro) e regu|ao|or de

temperatura.

Manejo:

a) O equipamento deveré ser mantido na temperatura desejada (contro-

le interno com termdmetro de méximo e minimo).

b) Nao se deve abrir toda hora a porta do forno/estufa e nem deixar a

porta aberta.

c) Nao se deve guardar nenhum tipo de alimento nem utilizar o equipa-

mento para aquecé-los.



114 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

o|) Todo material guardado no forno/estufa deverd ser etiquetado, inclu-

sive com 0 nome dO responséve|.

e) Devera ser observado o tempo de incubagio dos lotes e dos diferen-
tes microrganismos de acordo com suas necessidades, no momento da

retirada dos produtos armazenados.

f) Devera ser observado o tempo necessério & esterilizagdo/secagem no

caso da utilizacgo como fomo.

g) A cada dois meses, deve-se proceder & limpeza total.

A limpeza deve ser feita da seguinte maneira:
* Desligue o aparelho no botao “on/off” e retire a tomada;
* Abra as portas, deixando-as abertas durante todo o processo;
¢ Passe um pano para secar;

* Passe um pano com desinfetante hipoclorito de sédio (100 ppm).

4. Vidrarias de laboratério

As vidrarias de laboratério sdo categorizadas de acordo com o fim a que
se destinam. Sendo assim, cada laboratério vai demandar caracteristicas especi-
ficas e muitas vezes com alto grau de exigéncia, de tal forma que ndo se
poderé generalizar as especificacdes, as lavagens e os tratamentos para todas as
vidrarias. Por exemplo, um laboratério de quimica necessitard de vidrarias
volumétricas aferidas enquanto um laboratério de bacteriologia terd como pri-
meira exigéncia vidrarias estéreis. Se utilizarmos as vidrarias de um laboratério
de quimica para atendermos as necessidades dos microbiologistas, isto ¢,
esterilizarmos tal material em forno ou autoclave, deixaremos os técnicos de
quimica na mao, pois, na primeira esteri|izagéo, toda vidraria perderd a aFerigé'o
e as vidrarias volumétricas construidas para se ter precisdo ndo poderdo mais ser
utilizadas para este fim — com a dilatagio do vidro submetido ao calor, termina-

se por descalibrar totalmente a referida vidraria.
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As vidrarias volumétricas sdo construidas para conter precisamente um
dado volume liquido e, com excecdo das pipetas, possuem forma de pera,
fundo chato e gargalo comprido. Podem ser providas ou ndo com tampa
esmerilhada e normalmente sdo feitas de vidro resistente e com qualidade
quimica que ndo altere o produto no seu interior. As vidrarias que tém como
objetivo medir volumes liquidos devem ser calibradas para conter ou, entdo,

para livrar os volumes requeridos.

Existem, ainda, utensilios semelhantes aos descritos a seguir, manufatura-
dos em outros materiais como polimeros especiais. Seu uso depende da ne-

cessidade do laboratério e, em alguns casos, podem ser descartéveis.

Baldo de fundo chato

Utilizado como recipiente para conter liquidos ou solu-
cbes, ou mesmo para fazer reagdes com desprendimento de
gases. Pode ser aquecido em banho-maria quando n3o for ne- |

cesséria sua caracteristica volumétrica precisa.

Baldo de fundo redondo

' Deverd ser utilizado acoplado a um suporte, uma vez que

esse tipo de vidraria ndo possui estabilidade para ser colocado na
!

bancada sem apoio. Normalmente, é empregado em sistemas de
MEJ

refluxo e evaporacdo a vécuo, conectado a um roto-evaporador.

Balao volumétrico

O balao volumétrico é um recipiente em forma de pera,
de fundo plano e com um gargalo retilineo, comprido, estreito

e com tampa que possui volume definido. E utilizado para o

preparo de so|ugées em laboratério.
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Erlenmeyer

Este frasco ¢ ideal para armazenar, aquecer e
misturar produtos, podendo ser também utilizado em
preparo de meios de cultura. Os modelos graduados

s3o muito usados nos laboratérios de quimica para a

realizacdo de titulacdes com auxilio da bureta.

Becker

E um tipo de recipiente de uso geral em
laboratério, normalmente utilizado para fazer
reagdes entre solucdes, dissolver substancias
sélidas, efetuar reagoes de precipitacdo e aque-

cer liquidos. Geralmente graduado, pode ser

usado para efetuar medidas imprecisas (nor-
malmente com precisdo variante em 5% do marcado). Ha dois tipos de

becker: (o] o|e Forma baixa eo o|e Forma a|ta.

Tubo de ensaio

Tubos de vidro empregados para fazer reacdes em pequena
escala, principalmente em Microbiologia e Hematologia. Sao utiliza-
dos com ou sem tampa, em vérias atividades (ex.: centrifugagéo, tria-
gem, cultura, etc.). Podem ser aquecidos utilizando acessérios apro-
priados, diretamente sob a chama do bico de Bunsen, em movimentos

circulares.

Pipeta graduada

Vidraria constituida por um tubo de vi-

dro graduado utilizado para medir e transferir
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volumes. Permite medir volumes varidveis, portanto, ndo pode ser aquecida.
Nao ¢ vidraria de escolha para realizar medicdes precisas em quimica, uma vez

que para tal existem as pipetas volumétricas.

Pipeta volumétrica

Vidraria constituida por um tubo
R
tral. O traco de referéncia relativo ao

volume definido ¢ gravado na parte do tubo acima do bulbo. E usada para

medir liquidos com elevada precisdo. Nao deve ser aquecida.

Bureta

Aparelho utilizado em anélises volumétricas, que consiste em
um tubo longo com graduagées permanentes em linhas bem delineadas
a fim de facilitar a leitura. Acompanha torneira de vidro ou teflon que
permite o escoamento dos liquidos de forma uniforme. Geralmente,

usada em laboratérios de quimica para praticas de titulacoes.

Proveta

Instrumento cilindrico graduado utilizado para medir e
transferir volumes varidveis de liquidos em grandes quantidades,
se necessario. Pode ser encontrada em diferentes volumes.

Nao pode ser aquecida.
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Condensador

Utilizado na destilagdo, tem como finalidade
condensar vapores gerados pelo aquecimento de li-
quidos. Os mais comuns sdo os de Liebig e o de

serpentina.

Funil de separacao

Utilizado na separacdo de liquidos nao misciveis e na

extracdo liquido/liquido.

Kitassato
Utilizado em conjunto com o funil de Buchner em
filtracses (sob succdo) a vécuo. E constituido de um vidro
espesso e um orificio lateral.
Dessecador

Recipiente fechado hermeticamente, contendo um
agente desumidificante, usado para guardar substancias em

atmosfera com baixo indice de umidade.

Bastao de vidro

O bastdo de vidro ¢ utilizado

para agitar substancias, facilitando a
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homogeneizagdo. Auxilia também na transferéncia de um liquido de um recipi-

ente para outro.

Funil analitico

Usado na filtracdo e para retencdo de particulas
sélidas, podendo ser colocado papel de filtro no seu
interior. Nao deve ser aquecido. Pode ser de vidro

borosilicato ou de vidro alcalino. Possui diferentes ta-

manhos que vao definir sua capacidade volumétrica (ex.:

15 ml, 30 ml, 60 ml, 125 ml, 500 ml, 1.000 ml).

Funil de Buchner

Ilfz "___"'ﬂgi} Instrumento de porcelana utilizado em filtracoes a
h____ 0 ___.:'.'I
| |
Y A

vécuo. Pode ser usado com a funcdo de filtro em conjunto

- — com o kitassato.

|
)

e

Vidro de relégio
Peca de vidro de forma céncava usada
para separar pequenas quantidades de subs-
tancias, evaporar pequenas quantidades de so- 9
lucdes, cobrir béqueres e outros recipientes,
além de auxiliar na pesagem de substancias

nao voléteis e ndo higroscopicas. Por ser fragil ao calor direto, ndo pode ser

aquecido.
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Gral e pistilo

O gral também ¢é chamado de almofariz. Usado
na trituracao e pu|verizagéo de sélidos em pequena
escala. Pode ser de diferentes materiais (porcelana,

4gata ou polietileno) e diversos tamanhos (100 ml,

180 ml, 305 ml, 610 mle 1.160 ml).

Cadinho
Peca geralmente de porcelana, mas que tam-
bém pode ser de ferro, chumbo ou platina, cuja
utilidade é aquecer substancias a seco e com gran- @
de intensidade de calor, por isto pode ser levado

diretamente ao bico de Bunsen.

Cdpsula de porcelana

Peca de porcelana que apresenta paredes

finas que ndo resistem ao atrito, usada para evapo-

_m

rar liquidos das solucdes e na secagem de substan-

cias em estufas. Pode ser empregada, também, para

a fusdo de materiais sélidos e ceras, ndo devendo

ser utilizada na preparacdo de férmulas farmacéuticas, pois podem liberar fons.
4.1. Outros equipamentos

Anel ou argola

Acessério usado para fixar alguns tipos de

funil no suporte para a realizacdo da filtracao.
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Espdtulas e colheres

Instrumentos confeccionados em inox ou
polipropileno utilizados para transferir pequenos

vo|umes ou misturar SO|U§6€S, seno|o encontrados

no mercado em diferentes tamanhos e formatos.

Estante para tubos de ensaio

Instrumento confeccionado em madeira ou
metal (ago inox, aluminio, etc.), usado como supor-
te para tubos de ensaio. Possui diferentes didmetros

e alturas para diferentes espessuras e comprimento

de tubos. Pode ser levada 3 estufa e, em a|guns

casos, a camara fria.

Garra de condensador

Acessério de metal utilizado para prender o
condensador & haste do suporte ou outras pegas como ba-

|5es, erlen meyers, etc.

Pinca de madeira

Acessério cuja finalidade ¢ prender o tubo de ensaio
para que ele seja levado & chama e possa ser manipulado, muitas

vezes, fazendo uma pequena agitacdo durante o aquecimento.
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Pinca metdlica

Também chamada de tenaz, é um acessério usa-
do para manipular objetos aquecidos, como cadinhos

e cépsu|as, entre outros.

Pissete ou frasco lavador

Garrafinha plastica com bico acoplado usada para
lavagens de materiais através de jatos de 4gua, 4lcool ou
outros solventes. Também serve como recipiente para es-

ses liquidos.

Suporte universal

Acessério feito em ferro utilizado em operagdes como
Fi|tragéo, suporte para condensador, bureta, sistemas de desti-

|ag§o, etc. Serve também para sustentar pecas em geral.

Tripé

Acessério usado para ser colocado sobre a chama,
geralmente, do bico de Bunsen, com o objetivo de
efetuar aquecimentos de soluges em vidrarias diversas

de laboratério.
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Garra dupla

Acessério confeccionado em metal utiliza-
do para fixar buretas ao suporte universal, princi-

palmente nas préticas de titu|agéo.
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Capitulo 3

Microscopia de luz
Pedro Paulo de Abreu Manso
Marcelo Pelajo Machado

1. Introdugdo

Os conhecimentos que possuimos hoje nas éreas de Biologia Celular,
patologia e histologia se devem ao desenvolvimento de técnicas que nos
possibilitaram ver um mundo fascinante. Com o avango tecnolégico, estas
ferramentas se desenvolveram a um ponto que o microscépio se tornou funda-

mental em laboratérios de pesquisa e de diagnéstico.

Conhecer os fundamentos da Microscopia e a forma correta de utilizar
um microscopio é essencial para qualquer profissional que trabalha nessas &-
reas. Neste capitulo, iremos discutir principios bésicos e algumas modalidades

de microscopia de luz.

Os microscépios de luz, como o préprio nome sugere, sao microscopi-
os que utilizam luz do espectro visivel ou ndo para gerar uma imagem. Também
podem ser chamados de foténicos, ou seja, que utilizam fétons, os quais sdo
partl'cu|as de luz. Muitos microscépios, como o conFoca|, detectam a luz sob
esta forma. Muitas vezes, estes microscépios sdo chamados de épticos, e de

fato o sdo, pois as imagens sdo geradas com base em principios da Sptica.
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Contudo, os microscépios eletrdnicos também utilizam principios épticos para
gerar a imagem, embora ndo usem luz e sim elétrons. Entdo, chamamos de
microscépio de luz aqueles que possuem uma fonte de luz para gerar a imagem

e eletrdnicos aqueles que utilizam elétrons.

2.Luz

Para compreender os principios da microscopia foténica, é preciso co-
nhecer algumas caracteristicas da luz. Dependendo da ocasido em que obser-
varmos o comportamento da luz, podemos considera-la como uma particula ou
como uma onda. Para a maior parte das explicacdes aqui apresentadas, nos

deteremos ao conceito de que a luz é uma onda.

A luz que enxergamos compreende uma pequena faixa do espectro de
ondas eletromagnéticas, que chamamos de regido visivel. Esta regido varia do violeta
ao vermelho, o que numericamente pode ser expresso por cerca de 400 e 700
nandmetros (nm) de comprimento de onda. A luz branca que observamos normal-
mente ¢ formada pe|o somatério de todos os comprimentos de onda do espectro
visivel. Algumas ldmpadas especiais utilizadas em microscopia, como as de vapor de

mercirio, emitem luz em espectros que ultrapassam essa regido.

A luz pode sofrer interferéncias que sdo fundamentais para o processo
de Formagéo da imagem, dentre as quais duas devem ser consideradas para o
estudo da microscopia: a difracdo e a refracdo. A difracdo estd diretamente
ligada ao processo de Formagéo da imagem e a capacidade de reso|ugéo de
uma lente; jé a refragéo nos permitird entender tanto por que utilizamos meios
de imersdo para objetivas quanto o principio da microscopia de contraste

diferencial de interferéncia.

Para entender o que ¢ difragéo, tomaremos o exemplo de um telhado
de zinco perfurado, muitas vezes citado em masicas e poemas, como o trans-

crito a seguir, de um trecho da mésica Chao de Estrelas, de Silvio Caldas e

Orestes Barbosa.
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A porta do barraco era sem trinco

Mas a lua furando nosso zinco

Salpicava de estrelas nosso chdo

Tu pisavas nos astros distraida

Sem saber que a ventura desta vida

E a cabrocha, o luar e o violdo. (grifos nossos)

As estrelas que sa|picavam o chéo, tdo belamente citadas pe|o poeta, na
verdade fisicamente eram a luz da lua difratada, ao passar por um orificio
circular formado pelo furo no telhado de zinco. Se vocé imaginar esta cena, vai
perceber que, ao passar pelos pequenos furos no telhado, a luz se espalha
formando um cone de i|uminagéo que chega até o chdo, onde ilumina, forman-
do pontos circulares que o autor chamou de estrelas. Se observarmos este
fenémeno esquematicamente (Figura 1), veremos a luz chegando ao orificio e

sendo difratada, o que gera um espalhamento dessa luz.

Figura 1 — O fendémeno da difracdo da luz
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Esquema apresentando o fendmeno da difragdo, através do exemplo da luz da lua penetrando em um
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telhado de zinco. A luz que chega ao telhado sofre um espalhamento, formando um cone de i|umina<_;éo
até o chdo. No detalhe, as ondas luminosas que chegam ao orificio circular (furo no telhado) sendo
difratada (esquerda). Detalhe de dois orificios préximos, onde a luz difratada nestes orificios sofre
interacdes positivas e negativas, que formardo regides claras e escuras (direita).
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Ao transportar este exemp|o para a Formagéo de imagem em um micros-
cbpio, vemos que cada amostra observada ¢ um telhado de zinco cheio de
pequenos ‘furos’, onde a luz passa e sofre difracdgo. Toda amostra possui
estruturas que estao separadas por uma disténcia, que atuam da mesma forma
que ‘furos’ no telhado. A luz difratada de pontos préximos sofrerd interaces
positivas e negativas que irdo gerar regides de alta luminosidade e de baixa
luminosidade, que nos permitirdo formar uma imagem da amostra. Além disso,
a capacidade que uma lente possui de distinguir dois pontos (reso|ug§o) ¢
dada por sua capacidade de captar raios difratados. Quanto mais raios difratados

uma lente captar, maior serd sua abertura numérica e consequente resolucao.

A refracdo da luz ¢ um fendmeno que ocorre devido a diferencas na
velocidade em que a luz passa por determinados meios. Dependendo do
indice de refracdo de alguns objetos, a luz passa de forma mais répida ou mais
lenta por este, o que pode gerar desvios que influenciam na percepgao da
imagem. Um exemplo facil para compreendermos a reFragéo ¢ a visio de um
peixe no fundo de um lago (Figura 2). Como o indice de refragio da dgua ¢
diferente do indice de reFragéo do ar, observamos o peixe acima da profundi-
dade em que ele realmente esta, pois a luz sofre um desvio ao mudar de um

meio para outro, no caso da dgua para o ar.

Figura 2 — Exemplo de refragéo da luz

Um homem observa o peixe no |ago acima do nivel onde este realmente est4. Isso se deve ao desvio
que a luz sofre ao passar da dgua para o ar, os quais possuem indices de reFragéo diferentes. Arte
gra’fica: Newton Marinho da Costa Jr.
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O caminho que a luz percorre nos microscépios faz com que um feixe
luminoso passe por diferentes meios. No caso, por exemplo, da observacio
de preparados em laminas, a luz sofre refracdo ao passar do vidro da lamina
para o ar e, em seguida, do ar para o vidro presente na objetiva. Essa mudanga
de meios pode causar perda de raios luminosos que sdo refratados. A utiliza-
cdo de um meio de imersdo com um indice de refracdo semelhante ao do vidro

reduz quase completamente essa perda.

3. Microscépios

O primeiro microscépio surgiu por volta de 1595, com os trabalhos do
fabricante de 6culos holandés Zacharias Janssen, que uniu duas lentes em um
mesmo eixo, possibilitando a observacdo de pequenas estruturas. Em 1665,
Robert Hooke construiu o primeiro microscépio que se baseava na uti|izagéo
de uma lente ocular préxima ao olho e uma objetiva. Os trabalhos de Hooke
culminaram no livio Micrographia, o qual apresenta a descrigéo de diferentes
seres vivos sob Microscopia. Neste tratado, encontra-se a primeira observagéo
de cortes de corticas, onde foram visualizados poros chamados naquela oca-
sidto de ‘células’. Desde entdo, o microscépio vem sendo crescentemente
considerado uma poderosa ferramenta para as ciéncias naturais, sendo aprimo-

raclo ao |ongo dOS anos.

Os microscépios de hoje sdo mais complexos que os da época de
Janssen e Hooke, mas seguem a mesma légica de utilizar lentes associadas
para gerar uma imagem ampliada. Na Figura 3, indicamos cada parte do
microscépio. Como todo instrumento de precisdo, os microscépios possu-
em uma parte mecdnica que os sustentam e permitem sua regu|agem. Esta
parte é composta de uma base e uma coluna, que suportam o microscépio;
um tubo que une as objetivas as oculares; o macrométrico e o micrométrico,
que fazem o ajuste de aproximacao entre a objetiva e a amostra, possibili-

tando que a amostra seja focalizada; uma platina e um charriot, que permi-
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tem a movimentacao da amostra; e o revélver, que sustenta as objetivas e

permite a troca destas quando necessério.

Além dos elementos mecanicos, o microscépio possui ainda compo-
nentes dpticos, que sdo: a fonte de i|uminag§o, que normalmente em micros-
cépios convencionais ¢ uma lampada de halogénio; o diafragma de campo; o
condensador, que concentra os raios luminosos na amostra; o diafragma do
condensador que possibilita a regulagem correta do contraste no microscépio;
e as lentes objetivas e oculares, que ddo o aumento e a reso|ug§o da imagem.
A ampliacdo obtida em um microscépio ¢ dada pelo produto entre o aumento
da objetiva e o aumento da ocular. Portanto, se estivermos utilizando uma
objetiva de 40x e uma ocular de 10x, estaremos ampliando o objeto analisado
em 400x. Na parte dptica, os microscopios ainda possuem as lentes do tubo,
que ficam no interior do canhdo (ou tubo) e sdo responsaveis por formar a

imagem ampliada da objetiva na regido de foco da ocular.

Figura 3 — Principais elementos épticos e mecanicos de um microscépio de luz
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Algumas amostras ndo podem ser observadas em microscpios retos
pois ndo cabem no espaco entre a platina e a objetiva. Garrafas de cultura, por
exemplo, ndo podem ser observadas nestes microscépios, pois a amostra fica
muito longe da objetiva. Para este tipo de espécime, utilizamos microscépios
invertidos, cuja fonte de i|uminagéo estd localizada acima da platina e as obje-

tivas estdo posicionadas abaixo desta (Figura 4).

Figura 4 — Microscépio invertido

Fonte de /’/:J ]
lNuminagio

Platina Objetiva

Obs.: Note que as objetivas estdo abaixo da platina e a fonte de i|uminagéo

encontra-se na parte superior.

4. Aumento x resolugdo

Durante a rotina em laboratérios de pesquisa e diagnéstico, ¢ muito
frequente a necessidade de utilizar microscépios. Esses equipamentos nos
permitem observar muito além de nossa capacidade visual. As medidas utiliza-
das em um microscépio dptico sdo da ordem de micrémetros (um), que
equivalem & milésima parte de um milimetro. Para termos ideia do que ¢ isso,
podemos pegar uma régua e tentar dividir o espaco de um milimetro em mil
pedacos. Isso seria impossivel, pois ndo somos capazes, sem o auxilio de

ferramentas apropriadas, de enxergar ou fazer tracos com espessura suficiente.
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Veriamos estes tracos como um borrdo. Isso acontece pois nossos olhos ndo
sao capazes de aumentar esta régua a ponto de enxergarmos o espaco entre as

linhas, além de ndo possuirem resolucdo suficiente para distinguir este espaco.

Os microscopios ndo s6 nos auxiliam aumentando as estruturas observa-
das, mas também a resolucdo de nossa visdo. A resolucdo é a capacidade de
distinguir dois pontos préximos. A resolucdo méxima de nossos olhos ¢ em
torno de 200 mm, o que quer dizer que dois pontos separados por uma
distancia menor que esta sdo observados como um Gnico ponto, como no caso
das linhas da citada régua. O microscépio nos permite aumentar esta resolucao
para cerca de 0,2 mm. Voltando ao exemplo, observaremos uma régua
micrométrica de 2 mm dividida em duzentas partes. Se tirarmos uma foto desta
régua e ampliarmos com zoom digital, o que observamos é uma Gnica linha na
vertical. Isso ocorre porque, embora tenhamos ampliado a imagem, ndo modi-
ficamos a reso|ugéo. Se, em uma outra ocasido, utilizando agora uma lente com
maior reso|ugéo, observarmos a mesma régua, seremos capazes de distinguir os
tracos que a dividem (Figura 5).

Figura 5 — Régua de 2 mm dividida em duzentas partes

A) Foto com méquina fotografica convencional.
(B) Zoom digital da imagem A. Houve um aumento sem ganho de reso|ug§o.

© Imagem adquirida com uma lente objetiva de aumento 2,5x com reso|ugéo superior & da
méquina fotogréfica. E possivel ver os tragos maiores.

(D) Fotomicrografia com uma lente objetiva de 10x e reso|ug§o superior &s anteriores. Podemos
observar os tragos que compdem a régua.
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5. Objetivas

E muito comum olharmos para as lentes que ficam afixadas no revélver do
microscopio apenas para averiguar qual é o ‘aumento’ com o qual estamos analisan-
do nossa amostra. No entanto, essas |entes, que por serem O elemento Optico mais
préximo da amostra sdo chamadas de ‘objetivas’, representam muito mais do que
isso. Na verdade, elas sdo provavelmente o componente mais importante do siste-
ma dptico de um microscépio, sendo determinantes na reso|ugéo da imagem, no
contraste com o qual os detalhes so visualizados, na profundidade do espécime do
qual ¢ obtida informagio e também no didgmetro do campo de anélise. Nesse
sentido, os demais elementos épticos do microscpio sdo importantes e podem até
atuar corrigindo ou modificando o padrdo da luz, mas, de fato, servem mesmo para

ampliar e manter a qualidade da imagem gerada pelas objetivas.

Entende-se por ‘lente’ um dispositivo habitualmente feito de vidro, capaz de
produzir convergéncia ou divergéncia de raios luminosos que por ele passem. As
‘objetivas’ moderas, na verdade, sdo compostas por vérios desses elementos,

chegando a conter até 15 ou 16 lentes na sua construcio intema.

Existem objetivas de diversas especificacoes e, portanto, destinadas a aplica-
¢Oes mais gerais ou mais especificas. Essas caracteristicas, detalhadas a seguir e

apresentadas na Figura 6, estao anotadas no corpo da ‘lente’:

Figura 6 — Exemplo de objetiva com indicagéo dos campos nela gravados
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5.1. Fabricante

Nome da empresa responsével pela montagem da objetiva.

5.2. Denominacado (classe de objetiva e correcdo cromdtica)

A geometria 6ptica possui |imitagées que precisam ser levadas em conta

em Microscopia. Nesse sentido, alguns efeitos indesejados podem ocorrer
. . «
com a luz quando esta atravessa uma lente, aos quais denominamos ‘aberra-
~ ) ~ . . .
cdes'. Por exemplo, duas aberragoes ocorrem no mesmo eixo da objetiva: a
¢ - ;. ) . .
aberragao esférica’, na qual os raios que passam pelo eixo da lente e os que
. . . ¢ ~

passam pela periferia possuem pontos de foco diferentes; e a aberragao

It ) ~ . .
cromatica , na qua| O mesmo Oocorre em re|agao aos leerentes comprlmentos

o|e ono|a.

O termo grafado neste campo se refere & classe e ao tipo de correcao
que a objetiva possui. Pode variar um pouco de acordo com o fabricante, mas,

de forma geral, encontramos as seguintes especiFicag()es:

a) Plan: as lentes ‘planas’ apresentam correcdo esférica, ou seja, todo o
campo esté em foco. Achroplan sdo mais recomendadas para uso em luz

transmitida e Epiplan o sdo para luz refletida.

b) Achromat: lentes acrométicas que possuem correcao cromdatica para
duas cores. E comum que as correcoes estejam combinadas. Assim, por
exemp|o, lentes p|anacrométicas (P/anac/)romat) corrigem tanto o foco

das duas cores quanto a homogeneidade de foco do campo de anlise.

c) Apochromat: lentes acroméaticas que possuem correcdo cromética
para quatro cores. Da mesma forma que o item anterior, podem ter
também correcdo esférica, passando a se chamar planapocromaticas

(P/anapochromat) .

d) Fluar: lentes que possuem elementos de fluorita (fluoreto de célcio).

Nao possuem o campo plano, mas sdo excelentes para microscopia de
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fluorescéncia. Existem lentes desse tipo com correcao esférica ( PlanFluar
ou PlanNeofluar), mas que tém menor taxa de transmissdo de luz em
fluorescéncia, embora sejam excelentes para microscopia de po|arizag§o
e de contraste de interferéncia. Todas as lentes Fluar possuem correcdo

cromatica para trés ou quatro cores.

A ‘classe’ se refere ao tipo de ap|icagéo para a qual aquela objetiva foi
desenhada. Assim, utilizando como exemp|o as lentes da fabricante Carl Zeiss,

podem constar, entre outros, os seguintes termos:

a) ‘LD’ (fong working dlistance): para trabalho com grande distancia do
espécime, como em culturas de células sob anélise em microscépios

invertidos.

b) ‘EC’ (enhanced contrast): ideais para fluorescéncia.

c) ‘LCI" (life cell imaging): desenhadas para trabalho com células vivas.
d) ‘C’ (C-Apochromat): para microscopia confocal.

e) ‘W’ ou "WN': desenhadas para ap|icagées em eletrofisiologia.

5.3. Magnificacdo/abertura numérica

@) primeiro valor, antes da barra, indica a magniFicagéo, ou seja,

quantas vezes aquela objetiva é capaz de ampliar a imagem da amostra.

pods a barra, consta a abertura numerica , @ qual pode ser expressa
Apbs a b ta a abert ¢ NA) | pod

pela seguinte férmula:
NA = n (sen /.1), onde:

a) n ¢ o indice de refracio do meio entre a objetiva e a laminula/
amostra;
b) U ¢ metade do angulo de abertura da objetiva.

Assim, é importante reparar que, quanto maior a abertura numérica de

uma objetiva, mais curta serd a sua distdncia de trabalho. Na prética, lentes
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com NA maior que 0,95 tendem a necessitar de um meio de imersdo para

boa captacdo da luz.

E fundamental observar também que é a NA que indica a verdadeira
capacidade de resolucdo (d) daquela lente, uma vez que esta Gltima é direta-
mente proporcional ao comprimento de onda (L) e inversamente proporcional

ao dobro da abertura numérica (NA), como expresso na equacao:
d = 1/2NA

A partir dessa férmula, podemos observar que, sob um mesmo compri-
mento de onda (543 nm, por exemplo), uma objetiva 100x/0,75 tem uma
resolucdo (d = 362 nm) inferior & de uma 63x/1,40 (d = 194 nm).

5.4. Método de contraste

Se a lente contiver um anel de fase no seu interior (destinado & microscopia
de contraste de fase), ela indicard ‘Ph’, seguida de um nimero, o qual varia de
acordo com o fabricante. Para esse tipo de microscopia, é importante que se
observe que este nimero deve ser o mesmo em relacdo ao indicado no anel
que serd colocado no condensador. A presenca desse anel no interior dessas
lentes reduz a quantidade de luz por elas transmitida, de maneira que nao sio

habitualmente indicadas para microscopia de fluorescéncia.

Da mesma forma, as inscricdes ‘Pol’ e ‘DIC’ se referem 3
adequabilidade da lente & microscopia de po|arizag§o e de contraste de

interferéncia, respectivamente.

5.5. Meio de imersao

As lentes que exigem a uti|izagéo de meio de imersdo e, portanto, nio
devem trabalhar com ar entre elas e o espécime sob anélise trazem escrita uma

das opgoes a seguir:
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a) ‘Oil": éleo de imersdo para microscopia. Este habitualmente
tem indice de refracdo (n) préximo a 1,51. Alguns fabricantes
produzem dleos especiais, com este mesmo n, mas especialmente

desenvolvidos para uso em microscopia de fluorescéncia.

b) ‘W’: 4gua. Deve-se empregar 4gua destilada. O uso de bleo

de imersdo nessas lentes pode danificé-las.

c) ‘Korr - Essas lentes possuem um anel que as ajusta para o uso
com leo para microscopia, agua ou glicerina (‘Gly').

Cabe mencionar que, de maneira geral, o mais adequado ¢ usar um
meio de imersdo que tenha um n semelhante ao meio de montagem da amostra
que estd sendo analisada. Nesse sentido, se precisarmos usar uma lente que
exija imersdo, habitualmente escolhemos, por exemplo, uma que trabalhe com
6leo para amostras montadas em bélsamo do Canadé e uma que trabalhe com
4gua para células em cultura. A ndo observancia dessa regra pode ocasionar
uma grande queda na intensidade da luz captada e no contraste, por conse-

guinte gerando uma imagem de qualidade inferior & desejada.

5.6. Comprimento do tubo

Indica se aquela objetiva foi desenhada para trabalho em distancia fixa
(habitualmente 160 mm) ou se é corrigida para dptica infinita (‘oc’ ou ‘|CS’).
Essa distancia ¢ chamada de ‘comprimento mecénico do tubo’ e vai da base da

objetiva até a insercdo das oculares.

5.7. Espessura maxima da laminula

Habitualmente, indica algo como ‘0,17" ou ‘0,19 — 0,15, que
corresponde & espessura de laminulas padrdo. A presenca de um sinal de
negativo (*-") aponta que esse indice ndo interfere na qualidade da imagem da

objetiva. Por sua vez, o nimero zero (‘0’) indica que essa lente deve ser
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usada em preparagoes sem laminula. Assim como ocorre em algumas lentes de
imersdo, algumas objetivas possuem um anel de regulagem para a espessura da

laminula.

Cabe mencionar que, por vezes, a espessura do material presente entre
0 espécime e a objetiva pode ser bem maior que os valores mencionados,
como ¢ o caso de placas ou garrafas usadas em culturas de células. Nesses
casos, habitualmente empregamos microscépios invertidos dotados de lentes

‘LD’, que permitem o trabalho com distancias de mais de um milimetro.

Ainda sobre todas essas informagdes contidas nas objetivas, cabe co-
mentar que alguns fabricantes usam cores diferentes nas letras ou anéis colori-
dos para ino|icar, por exemp|o, o método de contraste que aque|a lente

ppossui, sua magnificagéo e o meio de imersdo necessério.

6. Como utilizar um microscépio

O microscédpio é um equipamento caro e frégil. Deve, portanto, ser
manipulado com muito cuidado. Para observar uma ldmina ao microscépio, é

preciso:

a) Ligar o microscépio na tomada, observando a voltagem correta, a fim

de evitar danos aos componentes eletrénicos do equipamento.
b) Aumentar a intensidade da luz aos poucos.

c) Colocar a lamina na platina e focalizd-la com a menor objetiva.
d) Regular o microscépio pelo ajuste de Kshler (ver a seguir).

e) Trocar a objetiva sempre focalizando, até chegar ao aumento de

interesse.

) Ao final da observagéo, a luz deve ser diminuida e em seguida

desligada.

g) Com o auxilio do macrométrico, a platina deve ser afastada totalmen-

te da objetiva.
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h) A lamina deve ser retirada.
i) A menor objetiva deve ser selecionada.
j) Retirar da tomada a fonte de alimentacao.

[) Cobrir o microscépio com uma capa de pano, para protegé-lo de

poeira.

Se objetivas de imersdo forem utilizadas, deve-se retirar o 6leo da
objetiva com o auxilio de um papel absorvente, passando-o delicadamente

para no arranhar a lente.

A limpeza das lentes objetivas e oculares do microscépio deve ser feita
com uma solucdo de élcool-éter (9:1). O uso de xilol e outros solventes

organicos deve ser evitado, pois pode causar descolamento das lentes.

7. lluminagdo de Kéhler

Desenvolvida por August Kohler em 1893, a iluminacdo de Kohler
¢ o ajuste dos planos focais do microscépio, promovendo a coincidéncia
dos focos do diafragma de campo, do objeto, da imagem formada no tubo
do microscépio e a imagem formada para o observador. O ajuste da
i|uminag§o permite que a luz seja aproveitada integralmente e que a imagem

possua o melhor contraste possivel.

Para realizar a iluminacdo de Kohler, é preciso inicialmente focalizar
uma |admina (Figura 7A). Em seguida, fecha-se o diafragma de campo que
formard um circulo ou um hexdgono luminoso (Figura 7B). Com os parafu-
sos do condensador, deve-se centralizar esta figura geométrica no campo
visual (Figuras 7C e 7D). As bordas deste hexdgono devem ficar nitidas,
com o auxilio do ajuste de foco do condensador (Figura 7D). Em seguida,
abre-se o diafragma de campo até que a regido iluminada ocupe o campo

visual, sem que ultrapasse estes limites (Figura 7E).
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Para finalizar o ajuste do microscépio, retira-se com cuidado a ocular
para correta observacio do diafragma do condensador. Este deve ocupar
aberto cerca de 80% do campo, dando assim o contraste ideal para a amostra

(Figura 7F).
Figuras 7A a 7F - Etapas para obtencdo da iluminacdo de Kshler

8. Tipos de Microscopia de luz

8.1. Microscopia de campo claro

Eo tipo de Microscopia bésica, em que ndo hé interferéncias no cami-
nho éptico. Todo microscépio de luz possui esta forma de Microscopia. Na
microscopia de campo claro, a luz parte da fonte luminosa, ¢ concentrada pelo
condensador, interage com a amostra e ¢ coletada pela objetiva. A imagem
ampliada pela objetiva é formada na lente do tubo e mais uma vez ampliada
pelas oculares, até chegar ao observador (Figura 8). Como o préprio nome

sugere, na microscopia de campo claro o fundo da imagem ¢ branco.

Para que a imagem seja observada neste tipo de Microscopia, é neces-

sario que a amostra possua cor prépria ou que esta lhe tenha sido conferida
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artificialmente. A cor permite um maior contraste entre as estruturas que possi-

bilita sua correta observacao.

Figura 8 — Microscopia de campo claro

—
A esquerda, caminho da luz em um microscépio de campo
claro reto, mostrando a luz saindo do diafragma de campo,
passando pelo condensador, onde é concentrada na amostra,
e sendo captada pela objetiva. Acima, fotomicrografia de
células sanguineas de anfibio, coradas por Giemsa e
observadas sob microscopia de campo claro.

8.2. Contraste de fase

Algumas amostras sao observadas ao microscépio sem coloragdo, como,
por exemplo, células em cultura. Para observacio de amostras muito finas que
ndo podem ser coradas, deve-se utilizar técnicas microscépicas de alto contras-
te. A Microscopia de contraste de fase se baseia no atraso que raios difratados
apresentam em relago a raios ndo difratados. Ao passar pela amostra, os raios
difratados adquirem uma diferenca de velocidade de /4 de comprimento de
onda em relacdo aos nao difratados. Essa diferenca pode ser eliminada se os
raios que nao foram difratados forem acelerados ou retardados. Para tal, utiliza-
se um anel de fase no condensador e na objetiva, que une os raios difratados
e os ndo difratados, aumentando assim as interacdes positivas e negativas entre

estes raios e, consequentemente, o contraste da imagem (Figura 9).
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Figura 9 — Microscopia de contraste de fase

Imagem de campo claro de células em cultura ndo coradas (esquerda). Imagem em contraste de fase do
mesmo campo (direita).

Para que uma amostra seja observada neste tipo de Microscopia, ¢
preciso que haja um anel de fase no condensador e objetivas especificas,
identificadas com as letras Ph (Figura 10). Inicialmente, deve-se regular o
microscépio, selecionar no condensador o anel de fase e a objetiva de fase.
Para ajustar a fase, devemos retirar uma das oculares com cuidado e alinhar o
anel de fase da objetiva ao anel de fase do condensador, alinhando a regido
sombreada de um com a do outro. Em seguida, colocamos a ocular em seu

local para a anélise do espécime.

Figura 10 — Objetiva e condensador para microscopia de contraste de fase

Ha. 055

W0. 26 mm
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8.3. Polarizacdo

A microscopia de po|arizagéo permite que substancias com capacidade
de desviar a diregéo da luz, chamadas de anisiotrépicas, sejam observadas
seletivamente. Estas substancias podem estar depositadas normalmente nos
tecidos ou serem ligadas a determinadas estruturas por métodos tintoriais. Este
tipo de microscopia ¢ muito utilizado para observagéo de sais, rochas, cristais,
cabe|o, 0ss0s, entre outras amostras que possuam em seu interior substancias

anisiotropicas.

O microscépio de po|arizagéo possui um funcionamento semelhante ao
de campo claro. Sao adicionados apenas um cristal polarizador, que iré seleci-
onar apenas um plano da luz incidente, e um cristal analisador, que ird bloquear
a passagem da luz incidente que ndo sofreu desvios e selecionar apenas a luz
que foi desviada por uma substancia anisiotrépica. Para rea|izagéo desta
microscopia, basta selecionar o polarizador e o analisador e variar sua angu|agéo,

até que a imagem seja formada com um fundo preto (Figura 11).

Figura 11 — Microscopia de polarizacdo

Fotomicrografia de material corado por Picrosirius sob observagéo 3 microscopia de po|arizagéo. Esta
co|ora<_;§o especial é propria para identificar fibras colagénicas.
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8.4. Contraste diferencial de interferéncia de Nomarski (DIC)

A Microscopia de contraste diferencial de interferéncia (DIC) permite
que amostras ndo coradas sejam observadas com alto contraste e sensacao de
profundidade. Espécimes ligeiramente mais grossos que ndo podem ser obser-

vados em contraste o|e fase poo|em ser observaclos em DIC

Em uma amostra, diferengas de Composicao e espessura entre regioes
geram indices de refragéo ligeiramente diferentes. Essa diFerenga faz com que a
luz atravesse o espécime com velocidades distintas. Na década de 1950, o
fisico francés Georges Nomarski utilizou este principio para criar um tipo de
microscopia de alto contraste. O contraste de Nomarski consiste na utilizacao
de um analisador, semelhante ao da microscopia de po|arizagéo, que seleciona
a luz em uma CGnica direcdo. Em seguida, a luz ¢ dividida em dois feixes
ligeiramente afastados por um prisma (prisma de Wollaston). Essa separacao
faz com que uma regido da amostra seja iluminada por um feixe e outra
adjacente seja iluminada por outro. Depois de interagir com a amostra, esses
feixes sdo reunidos por um segundo prisma e, em seguida, passam por um
analisador que seleciona os feixes que sofreram mudanga de angu|agéo (Figura
12). A combinagéo destes feixes de luz, que interagiram com diferentes
regides da célula, criaré interagoes positivas e negativas que irdo gerar uma

imagem de alto contraste (Figura 13).

Figura 12 — Elementos 6pticos da microscopia de DIC

(A) Primeiro prisma de Wollaston situado antes do condensador.
(B) Prisma de Wollaston da objetiva.
(C) Segundo prisma de Wollaston encaixado sob a objetiva.
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Figura 13 — Microscopia de DIC

Célula em cultura observada em DIC, evidenciando a sensacio de relevo dada por este tipo de
microscopia.

8.5. Microscopia de fluorescéncia

Algumas substancias apresentam propriedade fluorescente, ou seja, quando
excitadas, com uma determinada fonte de energia, emitem luz. Esse fenémeno
foi descrito pela primeira vez pelo cientista inglés George G. Stokes, ao

trabalhar com um mineral que apresentava essas propriedades.

A Huorescéncia ocorre quando elétrons de uma molécula sdo excitados
e mudam de camada eletrénica, passando a ocupar uma camada mais energética.
Estes elétrons voltam a seu estado original emitindo luz. A luz emitida apresen-
ta energia menor que a recebida durante a excitacdo. Isso se deve a uma ligeira
perda de energia sob a forma de calor. E preciso lembrar que o comprimento
de uma onda eletromagnética ¢ inversamente proporcional & sua energia, ou
seja, quanto menor a energia, maior o comprimento de onda. Portanto, a luz
emitida de uma molécula fluorescente possui um comprimento de onda maior
que a fonte de energia que a excitou. Esse fendmeno pode ser representado

de forma esquemética pelo diagrama de Jablonski (Figura 14).
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Figura 14 — Diagrama de Jablonski

= M

Um elétron em seu estado normal de energia ¢ excitado e elevado a um estado S1’ em uma camada
mais energética. Este elétron retorna & camada original, perdendo parte da energia sob a forma de calor
e parte emitindo |uz, em um comprimento de onda maior. Arte gra’fica: Newton Marinho da Costa Jr.

O primeiro microscépio que utilizava o principio da fuorescéncia foi
construido por August Kshler no inicio do século XX. Contudo, sua aplica-
cdo era limitada. Somente com o desenvolvimento de anticorpos ligados a
fluoréforos (molécula fluorescente), cerca de cinquenta anos depois, foi pos-
sivel sua utilizagdo em grande escala nos laboratérios. Os microscépios de
fluorescéncia utilizam a luz como fonte de excitagdo. As substancias fluorescen-
tes, ao serem iluminadas por esta fonte, emitem luz em um comprimento de
onda maior, ou seja, de menor energia. As moléculas fluorescentes utilizadas
como sondas para microscopia, em geral, apresentam um espectro de excitacao
e de emissdo conhecidos. Como a luz emitida possui comprimento de onda
diferente do de excitacdo, ¢ possivel separé-las por filtros que limitam a passa-
gem de luz em faixas determinadas. Dessa forma, ¢ possivel garantir que a
imagem observada ¢ gerada apenas onde hé moléculas fluorescentes (Figura
15). Se, por exemplo, esta molécula estiver ligada a anticorpos, podemos
entdo dizer que a imagem gerada representa os locais onde aquele anticorpo

se ligou.
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Quando observamos uma amostra em um microscépio de fluorescéncia,
estamos observando a luz emitida pela amostra. Neste caso, a luz proveniente
da fonte luminosa ndo passa pela amostra, sofrendo interferéncias que irdo
gerar a imagem, como na microscopia de campo claro. A luz é uma fonte de
energia que ird apenas excitar a molécula fluorescente. A imagem ¢ formada

pela luz emitida pela propria amostra.

Os microscépios de fluorescéncia atuais geralmente utilizam como fonte
luminosa lampadas de vapor de mercirio ou xendnio, capazes de emitir luz
branca de alto brilho. Uma faixa desta luz ¢ selecionada por um filtro de
excitacdo, no comprimento de onda ideal de excitacdo da molécula fluorescen-
te. Os fluoréforos presentes na amostra sao excitados e emitem luz em um
comprimento de onda maior que o da excitacdo, que pode ser selecionado
por um filtro de emissdo e detectado pelo observador ou por uma cémera

fotogréfica.

Figura 15 — Célula VERO em cultura, marcada com faloidina-FITC

Essa droga ¢ capaz de interagir com filamentos de actina, os quais entdo podem ser
visualizados & microscopia de fluorescéncia.
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s3o:

Os principais tipos de filtro utilizados em microscépios de fluorescéncia

* Filtros de passagem curta (Short-pass fi/ters): s3o frequentemente
utilizados como filtros de excitacdo, transmitem luz em uma faixa ligeira-
mente acima de um valor determinado em comprimentos de onda e
refletem ou absorvem outros comprimentos de onda.

* Filtros de passagem |onga (Long-pass fi/ters): transmitem uma grande
faixa de luz acima do valor determinado em comprimento de onda e
reflete ou absorve valores abaixo.

* Filtros de faixa (Bandpass filters): transmitem uma regido compreendi-
da entre duas faixas de comprimento de onda, refletindo ou absorvendo

as demais.

O caminho éptico dos microscépios de fluorescéncia (Figura 16) ¢

diferente dos demais anteriormente apresentados neste capl'tu|o‘ A fonte de

luz passa pe|a objetiva antes de chegar 4 amostra. Portanto, a luz que chega ao

espécime e a que ¢ emitida passa pelo mesmo caminho éptico. Para separé-las,

além dos filtros de emissdo e excitacao, utilizamos um espelho dicréico, que

reflete um determinado comprimento de onda e transmite — ou seja, deixa

passar — outros comprimentos de onda. Os filtros e espelhos utilizados ficam

unidos em um cubo localizado acima da objetiva.
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Figura 16 — Caminho éptico de um microscépio de fluorescéncia
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A luz parte de uma lampada policromética, passa por uma lente condensadora que concentra os raios e,
em seguida, por um filtro de excitagdo que seleciona o comprimento de onda especifico para o fluoréforo
observado (feixe azul). Dentro do cubo de fluorescéncia se encontram o filtro de excitagdo, um espe|ho
dicréico e o filtro de emissdo. A luz refletida pelo espelho dicréico passa pela objetiva, sendo concentrada
na regido iluminada da amostra. O espécime marcado com um fuoréforo emite luz (feixe verde), que é
transmitida pelo espelho dicréico e selecionada pelo filtro de emissao. A imagem final ¢é formada pela
ocular e pode ser observada diretamente. Arte gréfica: Newton Marinho da Costa Jr.

8.6. Microscopia confocal

A Microscopia confocal se baseia no principio da confocalidade, des-
crito pela primeira vez por Marvin Minski, em 1955, no qual dois anteparos
fisicos com um orificio do tamanho da cabega de um alfinete (pinholes) sao
colocados junto & fonte de iluminacdo e ao detector. Estes orificios estdo no
mesmo plano focal que a amostra, ou seja, estdo em foco. Os anteparos
funcionam como uma barreira fisica que impede a passagem dos raios lumino-
sos das regides que ndo estdo em foco, possibilitando que a imagem formada

seja apenas a do plano focal.
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Para que uma amostra seja observada em microscépios fotdnicos conven-
cionais, ¢ preciso que esta seja fisicamente cortada em fatias muito finas.
Inicialmente, isso se deve ao fato de que a luz precisa atravessar a amostra.
Além disso, os planos iluminados irdo gerar imagens em foco e fora de foco.
Cortes espessos possuem muitos planos fora de foco, os quais irdo criar uma
imagem borrada que dificultard a observagéo da imagem em foco. No caso da
microscopia confocal, como os planos fora de foco sdo eliminados pela acao
do pinhole, cortes relativamente espessos podem ser facilmente analisados,
pois somente o plano em foco serd observado. Isso permite que espécimes
inteiros sejam observados sem a necessidade de cortar fisicamente a amostra.
Se movimentarmos o micrométrico, aproximando e afastando a amostra da
objetiva, iremos variar o plano que estard em foco (Figura 17). Com o auxilio
de um computador, podemos unir as imagens de diferentes planos focais e

formar assim uma montagem tridimensional desta amostra.

Figura 17 — Imagem de filamentos de actina em cultura de células observadas

sob microscopia confocal

Cada imagem representa um plano éptico de 0,6 micrémetros de espessura.
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A maioria dos microscépios confocais utilizam lasers como fonte de
iluminacdo. Estes geram um tipo de luz monocromética de alta coeréncia e
intensidade, que compensa a perda de luz causada pela uti|izagéo do
pinhole. Por se tratar de uma luz puntiforme, a i|uminag§o por laser ndo é
capaz de formar uma imagem completa do campo sob observacio. Por
conta disso, a imagem final é montada por um programa de computador a
partir de aquisicdo ponto a ponto. Por esse motivo, ndo ¢ possivel que o
pesquisador observe a imagem confocal diretamente nas oculares do mi-

croscépio.

A luz emitida pela amostra é captada por detectores especiais cha-
mados fotomultiplicadores. Estes captam fétons e geram sinais elétricos de
intensidade proporcional & quantidade de sinal captado. Existem dois tipos
de fotomultiplicadores: 1) ‘monocrométicos’, que detectam qualquer féton,
sendo necesséria a se|egéo do comprimento de onda especifico a ser ob-
servado, que ¢ feito pela uti|izagéo de filtros; 2) ‘policroméaticos’, que
possuem regides com afinidade especifica por um determinado comprimen-

to de onda.

O caminho éptico de um microscépio confocal pode ser
esquematizado no desenho a seguir (Figura 18). O feixe luminoso parte
do laser e interage com um ponto da amostra que emite fluorescéncia. A
fluorescéncia emitida pe|o p|ano que estd em foco ¢ captada pe|o detector

enquanto os planos que ndo estdo em foco sdo eliminados.
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Figura 18 — Esquema mostrando o caminho éptico em um microscépio confocal
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Notar que somente o p|ano da amostra que estd em foco ¢ observado enquanto os demais sdo

eliminados pe|o pin/)o/e. Arte gra’fica: Newton Marinho da Costa Jr.

9. Consideragdes finais

Neste capitulo, tivemos como objetivo central delinear alguns principios
de microscopia, enfatizando seus componentes essenciais e apresentando resu-
midamente os tipos de microscopia de luz mais empregados, cujo conhecimen-

to é mandatério aos profissionais técnicos que atuam em laboratério.

E importante enfatizar que a microscopia de luz é um conjunto de
técnicas de complexidade bem maior do que a aqui apresentada. Além disso,
esta ¢ profundamente dindmica, no sentido que o continuo desenvolvimento
de novas tecnologias, sejam épticas ou mecanicas, tem impacto direto na sua

evolucdo e, portanto, na sua aplicagdo.
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Dessa maneira, a todo o momento, surgem novos componentes para
microscépios de luz (ex.: i|uminagéo por LEDs, novas obijetivas,
fotomultiplicadores de nova geracao, entre outros), assim como sdo desenvol-
vidas novas modalidades de microscopia (ex.: TIRF, i|uminagéo estruturada,
spinning dlisk, entre outras). Cabe ao profissional que utiliza essa ferramenta
estar sempre atualizado para que possa sempre obter o méximo de informagéo

possivel de suas amostras.
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1. Consideragdes gerais

A pesquisa cientifica, o ensino e as atividades relacionadas ao desenvol-
vimento tecnoldgico e & produgéo e ao controle da qualidade de vacinas e
medicamentos utilizam-se de animais de laboratério. Seu uso com objetivos
cientificos ainda ¢ absolutamente necessério para alcancar avancos na compre-
ensdo da biologia descobrindo-se novos medicamentos para o tratamento ou a
profilaxia de enfermidades e permitindo pesquisas bésicas, desenvolvimento
tecnolégico, ensino, producdo e testes de imunobiolégicos. Uma vez que
ainda ndo hé sistemas alternativos disponiveis que permitam a substituigéo com-
p|eta dos animais, é necessério o estabelecimento de uma cultura de cuidados,
consciéncia e responsabilidade dirigidos & melhoria e confiabilidade das desco-

bertas cientificas e ao bem-estar animal.
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Os biotérios' sdo planejados de forma a atender as diretrizes de
Biosseguranga2 e garantir as condigées adequadas de trabalho com animais,
suas secrecoes e seus tecidos, além de considerar a transmissdo de zoonoses® e

Os riscos inerentes aos agentes potencialmente perigosos.

A utilizacdo de animais de laboratério permite vérias abordagens experi-
mentais que ndo sdo possiveis, ou mesmo permitidas por lei, em seres huma-
nos. Além disso, é possivel manté-los em condicdes controladas (em biotérios)
que permitam estudar uma doenga, seu agente patogénico, os sinais clinicos e
sua prépria evolucdo. Hé também algumas linhagens de animais que sdo gene-
ticamente padronizadas e auxiliam a compreensdo de fatores ambientais e ge-
néticos que incidem na evolucdo de determinada enfermidade, sendo assim, ¢

possivel estudé-las em racas e/ou linhagens criadas para esse fim.

Animais de laboratério ou modelos biolégicos sdo aqueles
utilizados com o intuito de alcancar analogia dos resultados
experimentais que seriam transferidos para os homens e
outros animais. Por exemplo, em estudos pré-clinicos, uma
das etapas mais importantes para a pesquisa na érea da
saude. Estes animais sdo selecionados, criados em biotérios
com adequacdes quanto & seguranca biolégica, tem seu
comportamento, origem e linhagem conhecidos, recebem
cuidados especiais para a manutencgdo de seus ambientes
(alojamentos, temperatura e umidade controlados) e ¢
ofertada nutricio adequada visando ao seu bem-estar.

T Biotérios: ‘casa da vida'. Termo genérico que designa o local onde ¢ criado ou mantido qualquer animal
de laboratério ou modelo experimental.

2 Conjunto de acdes voltadas para a prevengdo, minimizagio ou eliminagio de riscos inerentes as
atividades de pesquisa, produgéo, ensino, desenvolvimento tecnolégico e prestagao de servicos, visan-
do & satide do homem e dos animais, a preservacao do meio ambiente e a qualidade dos resultados

(TEIXEIRA & VALLE, 1996).

3 Zoonoses sio doengas transmitidas entre animais ¢ o homem.
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Etica e bem-estar: principios

O controle da experimentagao animal ¢é regido por |egis|agées restritivas
internacionais que impulsionam a maior conscientizacao dos cientistas envolvi-
dos na manipulacio e adocdo de boas praticas. E consenso que, além da
atualizagdo da formacdo técnica, ¢ imperioso exigir conscientizagio ética e
imputacao de responsabilidade legal na manipu|agéo animal. Organizagées de
fomento para pesquisas, protocolos internacionais de produgéo de vacinas e
medicamentos, bem como para a pub|icagéo de resultados em periodicos
cientificos, exigem que todos os trabalhos que se utilizem de animais sejam

avaliados, monitorados e licenciados por Comissées de Etica no Uso de

Animais (CEUASs)* visando ao seu bem-estar.
A Associagéo Mundial de Veterinaria (WVA), por exemplo, sugere

requisitos de bem-estar animal que deverdo ser seguidos:
* Auséncia de fome e sede (4gua e comida adequadas a espécie).

* Nao podem permanecer desconfortéveis. O ambiente animal deve
possuir abrigo e local para descanso.

. Prevengéo e diagnéstico de enfermidades, bem como providenciar os
melhores meios para evitar dor, traumatismos e injurias.

* Os animais devem possuir liberdade para manifestarem comportamen-

tos normais e estar em companhia de outros de sua espécie.

* Assegurar as melhores condigées para que ndo ocorra estresse, medo

e situagoes aflitivas.

Ressalta-se que os beneficidrios de vérios experimentos,
vacinas e medicamentos sado os proprios animais, no campo

da medicina veterinéria.

4Comissdes de ética sio 6rgaos colegiados instituidos obrigatoriamente em instituices que se utilizam de
animais para fins cientificos.
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Em 1959, foi sustentada pelos cientistas W. M. S.
Russel ¢ R. L. Burch a ideia dos trés ‘Rs’ (redugdo,
refinamento e substituicdo - o terceiro erre ‘replacement’,
do inglés) sendo considerados como principios bésicos
no mundo cientifico contemporaneo para verificar os
objetivos, as necessidades e a importancia da uti|izagéo
de animais pelos cientistas.

E fundamental ter-se a consciéncia de que o animal, como ser vivo,
possui habitos de vida préprios da sua espécie, apresenta meméria, preserva
o instinto de sobrevivéncia e ¢é sensivel & angustia e & dor, razdes que
preconizam posturas éticas tanto na criagdo como no desenvolvimento dos

estudos experimentais.
2. Conceitos bdsicos

Edificacdo e instalacoes prediais

Os biotérios classificam-se basicamente em criacdo e experimentagdo.
Os de criacdo se destinam a reproducdo e/ou manutengio das diversas espéci-
es e linhagens de animais, com o objetivo de manter o padrdo genético e
sanitério das coldnias, através de técnicas de manejo zootécnico® e procedi-
mentos operacionais (POP). Os biotérios de experimentacdo sao destinados

3 realizacdo dos experimentos e testes com animais.

O desenvolvimento de projetos de arquitetura e o planejamento
operacional de biotérios sdo processos criativos que devem ser cuidadosamen-
te avaliados de acordo com as espécies animais envolvidas. Os riscos associa-

dos aos experimentos e outras particularidades para estas insta|agées também

- . N . ~ , . ,
5> Manejar: em sua forma literal, significa ‘conduzir ou trabalhar com as maos’. Na érea animal, é um
conjunto de técnicas de reprodugéo, criagdo e manutengao que propicie bem-estar comportamental e
fisiolégico e que garanta os padrées genético e sanitério.
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sdo considerados. O projeto arquitetdnico das insta|ag6€s prediais, as barreiras
sanitdrias e as barreiras de contencdo sdo elaborados de modo a facilitar as
atividades e atender as condig()es ambientais préprias as espécies, minimizando
ou mesmo eliminando a ocorréncia de contaminacoes (animais, pessoa| e de

ambientes).

As instalacoes sdo fisicamente separadas de outras construcdes e plane-
jadas visando a correta higienizacdo e desinfeccdo e para facilitar a manutengao
predial e de seus equipamentos. Os fuxos de processos e pessoal devem ser
delineados para que ndo ocorra o cruzamento entre entrada e saida desses

elementos, evitando a contaminagdo.

A arquitetura de um biotério compreende uma estrutura bésica compos-
ta de salas de animais entre dois corredores. Na Figura 1, observa-se um
esquema da estrutura bésica de um biotério com as insta|a96es necessarias para
a criagdo, manutencdo e experimentacdo de roedores e coelhos. Estas instala-

¢oes também sdo adequadas para a manutencao de primatas ndo-humanos.

Figura 1 — Desenho esquemético basico de um biotério
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Areas comuns (administragéo e vestirios). Area de lavagem contendo depésitos, tanque de imersao,
autoclaves de dupla porta, guichés de passagem. Antecdmara de acesso, corredores limpo (de distribui-
géo) e sujo (de recolhimento) e quarentena. Salas de animais, procedimento ou laboratérios.
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Algumas recomendacoes:

* As superficies de pisos, paredes e tetos devem ser lisas, resistentes e
impermedveis, faceis de lavar e desinfetar. Acessérios internos, como
lumindrias, dutos de ar e tubu|agées, sdo instalados de modo a evitar
pontos de acimulo de poeira. Uma pia para higiene das maos deve
estar disponivel préxima da saida das salas, provida de torneira com
acionamento por peda|, com o cotovelo ou automética. A exaustio do
sistema de ar condicionado ¢ diretamente para o exterior do prédio,

sem recircu|agéo dependendo do nivel de biosseguranga exigido.

* A quarentena possui dois objetivos: avaliar a saide e dar condigées
aos animais de se recuperarem do transporte, aclimatando-se ao novo
ambiente. Se possivel, a quarentena deve ser isolada de outras éreas do
biotério. Em primatas, a quarentena é necessariamente realizada em
ambientes externos & érea de criacdo e seus procedimentos sdo os mais
restritos. Ainda para este animal, o local da quarentena possui 4reas

contiguas para apoio diagnéstico e de cuidados de manejo.

* As éreas para estocagem de racoes secas, equipamentos e materiais
utilizados pelos animais deverao ser arejadas, a fim de minimizar a proli-
feracdo de microrganismos e evitar outras contaminacdes. Um refrigera-
dor ou uma camara frigorifica deve estar disponivel para o armazenamento

de hortifrutigranjeiros.

* A érea de higienizacdo, desinfeccdo e esterilizagdo ¢ isolada e afastada
das salas de animais, para ndo causar distérbios a eles, uma vez que as
autoclaves e os equipamentos de higienizagéo geram niveis elevados de
ruidos, umidade e calor. A ventilacio deve ser suficiente para evitar o
acimulo de odores e temperaturas elevadas, e os tanques sdo
dimensionados para a higienizacdo e desinfeccio dos diversos materiais
de uso na manutencao animal. O ideal ¢ que haja separagdo entre

. . ) « .
ambientes ‘limpo’ e ‘sujo’.
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* As salas de animais sdo construidas de forma a permitir a separacao por
espécie/linhagem. Sao isoladas dos outros ambientes e constantemente
higienizadas. Sé é permitido o acesso aos trabalhadores habilitados &
manipu|agéo animal. Nos biotérios de experimentacao, cada pesquisa é
desenvolvida em ambiente exclusivo e salas especiais devem ser prepara-
das para os estudos que envolvam o uso de radiagées, agentes infeccio-

sos com alto potencial de risco e substancias téxicas.

A paramentacao dos trabalhadores, de uso exclusivo, é obrigatéria nas
4reas técnicas, de forma a ndo carrear possiveis contaminantes. Confor-
me a c|assificagéo microbioldgica dos animais, a higienizagéo corporal

dos trabalhadores é obrigatéria no acesso e na saida da 4rea controlada.

Barreiras sanitdrias ou de contencao

As barreiras sanitérias ou de contencdo compreendem as instalacoes
prediais, os equipamentos e materiais utilizados para esteri|izagéo ou desinfec-
¢do e o5 procedimentos de boas préticas. Essas barreiras sdo determinadas em
Fungéo das espécies e da quantidade de animais, tipos de materiais, fluxos de
processos, manejo animal etc. Serdo mais complexas quanto maior forem a

exigéncia microbiolégica e/ou os riscos biolégicos associados.
O biotério deve possuir como condicdes minimas:
* Sistema de venti|ag§o apropriado assegurando a Fi|tragéo do ar para
evitar a contaminagdo de 4reas contiguas.

* Possuir um programa de controle periédico de animais invasores, utili-

zando produtos quimicos ndo téxicos para vertebrados.

e Fazer uso de sistemas que impecam o refluxo de 4gua, gases e a

penetracdo de insetos e outros animais.

. Higienizagéo ambiental regularmente.
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» Materiais, equipamentos, alimentos e todos os insumos vindos do
exterior podem estar contaminados e devem ser esterilizados ou

desinfetados e estocados em local especifico.

As barreiras sanitérias ou de contencao impedem que parti-
culas indesejéveis tenham acesso as éreas de criacdo ou de
experimentacdo e que agentes patogénicos se dispersem
no ambiente, garantindo o status sanitario dos animais.

Alguns equipamentos sdo essenciais para garantir o status sanitario dos

animais de criacdo ou de experimentacdo:

* Autoclave — E o principal equipamento utilizado na esteri|izagéo de
materiais e insumos, uma vez que a esteri|izagéo por calor sob pressdo é
um dos métodos mais seguros e confidveis. Os materiais autoclavaveis
s3o: gaio|as, tampas de gaio|as, frascos bebedouros, comedouros, ni-
nhos, materiais de enriquecimento ambiental, bicos, Forragéo de gaio-
las,® uniformes, fichas e racoes. Em biotérios de experimentacdo, ¢
recomendado que existam duas autoclaves: um para entrada de matérias
e insumos e outro para descontaminacdo de residuos e materiais, evitan-

do o contrafluxo.

e Estufa de 6xido de etileno — Equipamento utilizado para materiais
que ndo podem ser esterilizados por calor. O gas de éxido de etileno
atua oxidando as proteinas dos seres vivos presentes nos materiais,
promovendo sua inativacao. Os materiais normalmente processados nes-
te equipamento sdo os mesmos citados para a autoclave, com excecdo
de racoes e material de forragéo das gaiolas, pois concentram o gés que

pode intoxicar os animais se ingerido ou inalado.

6 Para Forragéo de gaiolas, sdo utilizados a maravalha (raspas de madeira especial), sabugo de milho etc.
E também chamada de ‘cama’.
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* Isoladores — Utilizado para criar e manter animais livres de microrganis-
mos. Os isoladores comportam vérias gaiolas de pequenos animais de-
pendendo de sua capacidade. Existe uma variedade de modelos de
isoladores, como os rigidos e os flexiveis, providos de filtros de entrada
e saida de ar, onde a renovacdo do ar ¢ mantida através de ventilagdo
Forgada, com pressdo positiva ou negativa.” A introdugéo de insumos e
materiais ¢ feita pelo ‘porto de passagem’® com auxilio do cilindro de
esterilizacdo,” onde os materiais foram previamente esterilizados. A uti-
|iza<5‘éo de isoladores com pressao negativa, em estudos com risco biolé-
gico, confere ao pesquisador um eficiente método de seguranca, além
de propiciar a vantagem de ter numa mesma sala isoladores com inéculos

diferentes.

* Microisolador — Sao gaiolas para pequenos animais com tampa com
filtro, que isolam o ambiente interno da gaiola. Sao indicadas para
preservar a condicdo microbiolégica dos animais e também para evitar
que aerossdis do seu interior se dispersem pelo ambiente. H4 o incon-
veniente de uma menor troca de ar da gaiola com o ambiente, aumen-
tando a temperatura, a umidade relativa e a concentragao de gases.
Todas as atividades que necessitam da abertura deste tipo de gaiola

serdo realizadas em cabine de contencdo bioldgica.

* Médulo para microisoladores — Existem dois tipos. Um possui portas
e o fluxo de ar filtrado circula por todo o ambiente interno do médulo.
No outro tipo, as gaiolas contém filtro e vélvulas para conexdo de ar
individual e ndo tém porta, pois a circulacio do ar é restrita ao seu

interior. Esses equipamentos podem ser de pressdo positiva ou negativa.

7 Pressao positiva ou negativa em biotérios est4 relacionada ao diferencial de pressdo entre duas 4reas ou
ambientes diferentes. A movimentagdo de ar segue um fluxo continuo e controlado da érea de maior
pressdo para a de menor pressdo. Isto impede que particulas em suspenséo circulem ou sejam carreadas
de um ambiente para outro.

8 Porto de passagem: abertura do isolador que, por métodos quimicos, pode ser esterilizada e permitir
a entrada e saida de materiais, insumos e animais.

? Cilindro de esterilizagdo: acessério utilizado em isoladores para esterilizacdo de materiais e insumos.
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Séo equipamentos de contencdo priméria'® que tém como uma das
principais vantagens a contencdo de aerossdis e de alérgenos no interior
da gaiola. Como vantagem adicional, hd o controle dos pardmetros
relativos & temperatura, umidade relativa e venti|agéo, propiciando um

ambiente favorével aos animais.

3. Biosseguranga

Diferente de laboratérios, os biotérios possuem caracteristicas particula-
res. Pelo fato de alojarem animais, hé sempre riscos associados a seu manejo.
Além deste, outros riscos associados aos biotérios sdo os riscos quimicos,

fisicos e ergondmicos. '

Os riscos quimicos estdo relacionados principalmente ao uso rotineiro e
de grandes quantidades de desinfetantes e sanitizantes na higienizagéo de
materiais e ambientes, bem como de substincias toxicas ou perigosas utilizadas
na experimentacio animal. J& os riscos fisicos envolvem o modo como os
animais se defendem perante os fatores de estresse ou medo. Arranhaduras e

mordeduras sdo as causas mais representativas de acidentes.

Os prob|emas de ergonomia estdo associados ao levantamento de mate-
riais e cargas de peso considerdvel e aos movimentos repetitivos na troca de

gaiolas e de outras praticas no manejo animal.

Os animais sdo reservatérios naturais de vérias zoonoses e podem, por-
tanto, abrigar ou serem suscetiveis a agentes infecciosos capazes de causar
doencas também nos seres humanos (riscos biolégicos). Dependendo da sen-
sibilidade individual dos trabalhadores, podem ocorrer sérios distirbios de

satide, pois os animais produzem constantemente, através de dejetos, urina,

10 Contengéo priméria: é a protegao individual e do ambiente diante de um agente infeccioso. Essa
contencao se efetiva pelo emprego de técnicas de manejo animal e pelo uso de equipamentos de
protecdo individual e/ou coletivo.

" E a ciéncia que estuda as re|ag6es da adequagéo do ambiente de trabalho ao homem. (COSTA e
COSTA, 2003).



Animais de laboratério | 165

secreces e descamacio da pele, substancias causadoras de alergias (reacdo de

hipersensibilidade).

Risco bioldgico e niveis de protecao

Forma de escape — O agente infeccioso pode ser expelido pelos ani-
mais por via natural ou artificial. Excregées do agente pela urina, saliva e
fezes ou através de lesdes na pele sdo exemplos. Hé varios mecanismos
de escape artificial, como biépsia, coleta de sangue, tecidos e fluidos

corpdreos, necropsia e instrumental cir(rgico contaminado.

Transmissdo — A transmissdo do agente do animal ou do laboratério
pode ocorrer por varias rotas. A mais Frequente envolve agu|has e
seringas contaminadas e a formacdo de aerosséis e sua facil disseminacdo

¢ uma forma comum de transmissdo.

Exposicio — A inalagdo, o contato com membranas mucosas e a
inocu|ag§o parenteral sdo as formas de exposicao mais frequentes. Os
mecanismos mais comuns de exposicao, quando animais de laboratério

estdo envolvidos, sdo:
* Inoculagdo direta por agulhas, contaminacio de cortes ou arranhdes
preexistentes por instrumentos contaminados e agressao animal;
. |na|ag§o de aerosséis durante o manejo animal e nos procedi-
mentos e manipulacdo na experimentacdo animal;
* Contato das membranas mucosas dos olhos, boca ou narinas
por goticulas de materiais, maos e superficies contaminadas;
* Pipetar com a boca, embora esta ingestdo seja pouco comum, uma
vez que as Boas Préticas Laboratoriais (BPL) desaprovam esta acao.
As caracteristicas do animal, o agente infeccioso envolvido, o treinamento e
a experiéncia do pessoal, as atividades e os procedimentos requeridos na experi-

mentacio devem ser considerados na avaliagio e selecdo das regras de biosseguranca.
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Os laboratérios que manipulam microrganismos patogénicos ou que tenham
a possibilidade de conté-los no material de trabalho sdo especiais. Nesses ambien-
tes de trabalho, hé risco de se contrair doengas infecciosas tanto pelo pessoal que
nele trabalhe como para os que estdo préximos. A minimizacdo ou mesmo a
e|iminagéo dos riscos se tornam possiveis quando se faz uso das BPL e empregam-

se normas de biosseguranca especificas ao nivel do risco.

» Contencio — Sdo métodos e técnicas, procedimentos e préticas, equipa-
mentos de protecio individual e coletivo e condicdes de instalacdes laboratoriais
que devem ser empregados ou é condigéo bésica preconizada na manipula-
¢do ou estocagem de agentes infecciosos no ambiente laboratorial. A finali-
dade da contencgo ¢ eliminar ou reduzir a exposicao do pessoal, do laboratorial

e do ambiente externo ao agente de risco.

» Contencio priméria — E a protecdo individual e do laboratério diante de um
agente infeccioso. Essa contencdo se efetiva pelo emprego de técnicas laboratoriais

e pelo uso de equipamentos de protecio individual e/ou coletivo.

* Contengéo secundaria — E a protecao das éreas externas ao laboratério de
uma contaminagdo do agente em uso. lsso ocorre por meio de instalacoes,

sistemas de utilidades prediais e métodos operacionais.

Recomendacées de biosseguranca em biotérios

O nivel de biosseguranca de um experimento ¢ determinado segundo o
microrganismo de maior risco.Existem quatro niveis de biosseguranga, Crescentes em
funcdo do grau de contencio e complexidade do nivel de protecdo. A selegdo do
nivel apropriado de biosseguranca para o trabalho com um determinado agente ou
em experimentos com animais depende de inimeros fatores. Alguns mais importan-
tes sdo: viruléncia, patogenicidade, ? estabilidade biolégica, meio de pPropagacao,

natureza e funcio do laboratério, procedimentos e manipulacdes envolvendo o

12 E a capacidade do patégeno de causar enfermidades e suas maniFestagées clinicas nos hospedeiros

suscetiveis.
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agente, endemicidade’® do agente e existéncia de vacina ou medidas terapéuticas

efetivas (Tabela 1).

Tabela 1 — Recomendacdes de biosseguranca para atividades com vertebrados

Nivel | Agentes de risco Préticas Equipamentos |nsta|ag6es
(Barreiras primérias) (Barreiras secundérias)
1 Nao causa doenga. Manejo e Os normalmente preconi- Biotério convencional;

procedimentos zados para alojamento das sem recirculagio de ar;
padrées espécies animais. o direcionamento de ar é
preconizados para recomendado.
animais e vigilancia
sanitaria.

2 Associado com doenca As préticas do Os equipamentos do nivel | As instalagdes do nivel 1
humana. Contaminagéo nivel 1 mais: 1 mais: equipamentos de mais: autoclave;
por autoinoculagao, acesso limitado; contencdo apropriado por | pia na saida da érea de
ingestdo e exposicio de simbolo de risco espécie; animais.
membranas mucosas. biolégico; equipamentos de protecdo

alerta de individual (EPI);
precaugao; protecao facial e

manual de o -

) respiratéria, se necessario.
biosseguranga;

descontaminagio

de todo material

infeccioso e gaiolas

de animais antes

da lavagem.

3 Nativo ou exético com As préticas do Os equipamentos do nivel | As instalagdes do nivel 2
potencial de risco por nivel 2 mais: 2 mais: equipamentos de mais: separago fisica entre
aerossbis; doencas que acesso controlado; manutengdo e manuseio de | corredores de acesso;
podem causar sérios descontaminagdo | animais; cabines classe | ou | acesso por dupla porta com
efeitos & sadde. das roupas antes Il para manipulagio que fechamento automético;

de |avar; . possam criar aerossdis autoclave no biotério;
desco(ntamlnagéo (inocu|a§§o, necropsia jane|as lacradas;
de gaiolas antesﬂde etc.); EPI; protecdo aberturas seladas.
remover a forragio o )
da gaiola; respiratéria apropriada.
desinfecgio de
calcados.
4 Agentes perigosos / As praticas do Os equipamentos do nivel | As instalagdes do nivel 3

exéticos que ponham em
risco a vida por
inexisténcia de tratamento;
transmissao por aerossdis
ou agente relacionado
com riscos desconhecidos
de transmisséo.

nivel 3 mais:
entrada com troca
de roupas onde
roupas pessoais
sdo retiradas e
paramentagao
apropriada ¢é
usada; banho na
saida; todo
material ¢
descontaminado
antes de removido
do biotério.

3 mais: equipamentos de
contengio méxima (classe
1) ou equipamento de
contengdo parcial em
combinagio com protecio
total do corpo, suprimento
de ar sob pressdo, usado
em todos os procedimentos
e préticas.

mais: prédio separado ou em
zona isolada; sistema de
suprimento e exaustio de ar,
véicuo e descontaminagao
exclusivos; outros
requerimentos especificos.

T3 Carater de endémico de uma enfermidade. Presenca de uma doenga ou de um patégeno em uma

populagao ou érea geogrifica.
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Os requerimentos de construcao, os procedimentos, as préticas, os
equipamentos e as precaugdes que devem ser consideradas na elaboracdo de
projetos e no desenvolvimento de atividades que envolvam animais vertebra-

dos e em funcdo do nivel de biosseguranca estdo descritos a seguir.
Nivel de biosseguranca 1

Praticas padroes

A — Acesso ao biotério ¢ limitado ou restrito ao critério do

coordenador‘

B — Fazer a higienizagéo das maos apds manusear culturas e/ou

animais e apds remover as luvas e antes de sair do biotério.

C — Nas é4reas de animais, ndo é permitido comer, beber, fumar,
estocar alimentos de uso humano, aplicar cosméticos e manusear

lentes de contato.

D — Todos os procedimentos devem ser realizados cuidadosa-

mente, visando a minimizar a formacdo de aerossdis.

E — As superficies de trabalho devem ser descontaminadas apds

o uso ou imediatamente apds o derrame de material vidvel.

F — As portas das salas de animais devem abrir para seu interior e

serem de fechamento automético.

G — Todo residuo proveniente da sala de animais deve ser apro-
priadamente descontaminado, preFerencia|mente por autoc|ave,
antes de ser disponibilizado como lixo. Carcacas de animais sdo

incineradas.

H — Deve haver um programa efetivo para controle de insetos e

roedores.
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Praticas especiais

A — O coordenador do biotério é o responsével pelo acesso
limitado as 4reas de animais e deve informar dos riscos potenciais
a quem precisa entrar nessas areas. Em geral, pessoas em condi-
coes que possam elevar os riscos de aquisicio de infecces nao

devem ter acesso as éreas de animais.

B — O coordenador do biotério deve estabelecer diretrizes e
procedimentos pelos quais as pessoas tomardo conhecimento dos
riscos em potencial e procedimentos especificos antes de terem a

liberacdo para o acesso as salas de animais.

C = O material utilizado para forragéo das gaiolas é removido de
forma a minimizar a criacdo de aerosséis e deve ser descartado em
concordancia com os requerimentos apropriados (legais ou
institucionais).

D — As gaiolas podem ser lavadas manualmente ou em maquinas.
A temperatura final de enxdgue na lavagem mecénica deve ser de
82,7°C (180°F).

E — Deve-se usar roupas apropriadas (jalecos, aventais ou unifor-
mes) na érea de animais. Recomenda-se que o uniforme de uso

no biotério ndo deva ser usado em outras 4reas.

F — Um manual de biosseguranca ¢ preparado e adotado. As
pessoas sdo informadas dos riscos especiais e ¢ requerido que

elas leiam e sigam as instrugdes, praticas e/ou procedimentos.

Equipamentos de seguranca (barreiras primdrias)

Nao sdo requeridos equipamentos de contencao para animais no nivel 1

de biosseguranca.
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Instalacées (barreiras secundarias)
A — O biotério deve ser projetado e construido visando a facili-
tar a limpeza, desinfeccdo e manutencio.

B — Pias para higiene das maos devem estar disponiveis em diver-

sas reas do biotério.

C — No caso de existéncia de janelas que se abram, estas devem

estar protegidas contra a penetracao de insetos.

D — A exaustdo de ar deve ser descarregada para o exterior do

prédio, sem recircular por outros ambientes.
Nivel de biosseguranca 2

Prdticas padrées

Todas as recomendacées do nivel de biosseguranca 1.

Praticas especiais
Todas as recomendacées do nivel de biosseguranca 1, acrescidas de:

A —Quando agente(s) patogénico(s) estiver (em) sendo usado(s)
nas salas de animais, deve-se assegurar que todas as providéncias
requeridas e necessidades especiais de entrada sejam efetivadas

ou estejam disponiveis, tais como vacinagao e EPI.

B — Um aviso com simbolo universal de biosseguranga deve ser
afixado no acesso da é4rea de risco e na porta da sala de animais.
O aviso de risco deve identificar o agente patogénico em uso,
nome e telefone dos supervisores ou outros responséveis e indi-

car os EPl requeridos para entrada na sa|a.

C — As pessoas devem receber imunizacao apropriada quando

uma vacina estiver disponivel.
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D — Avaliagdes sorolégicas periédicas das pessoas, considerando
o agente de risco, ¢ uma medida que deve ser adotada quando

técnicas para tal estiverem disponiveis.

E — Um manual de biosseguranca deve ser elaborado e adotado.
Todos devem ser informados de riscos especiais e sdo instruidos a

ler e seguir as instrugcoes de préticas e procedimentos.

F — Todos devem receber treinamento apropriado em riscos asso-
ciados com o trabalho e aprender sobre as precaucdes para pre-
venir exposicdes aos riscos. Devem receber, anualmente, reforco
de treinamento ou treino adicional quando houver mudancas de

procedimentos técnicos e operacionais.

G — Preocupacio adicional deve ser observada com materiais e
utensilios contaminados (agulhas, seringas, laminas, pipetas, tu-
bos capilares). Agulhas e seringas ou outros utensilios
perfurocortantes sdo restritos as areas de animais para uso somen-
te quando ndo hé alternativas, como inocu|agées parenterais, co-
leta de sangue ou aspiragao de fluidos de animais e de frascos.
Tubos plasticos devem ser usados em substituicdo aos de vidro,

quando possivel.

H — Agulhas descartaveis nunca devem ser dobradas, cortadas,
quebradas, reencapadas ou removidas de seringas descartéveis ou
outra forma de manipu|agéo, com as maos, depois de descarta-
das. PreFerencia|mente, elas devem ser cuidadosamente colocadas
em um recipiente resistente a perfuragées usado para materiais
descartaveis. Utensilios ndo descartéveis sdo obrigatoriamente co-
locados em recipientes de paredes espessas para transporte & érea

de descontaminacdo.

| — Frasco de vidro quebrado nio deve ser manuseado direta-

mente com as maos, e sim removido mecanicamente através de
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vassoura e pa de lixo ou pingas. Recipiente para agulhas, pecas
de equipamentos e cacos de vidro devem ser descontaminados

antes de descartados.

J — Culturas, tecidos animal e fluidos corpéreos sdo colocados
em recipiente que previna vazamento durante a coleta, o manu-

seio, o processamento, o estocagem, o transporte ou o envio.

K — Gaiolas sao apropriadamente descontaminadas, preferencial-

mente por autoc|ave, antes da |impeza e |avagem.

L — Equipamentos e superficies de trabalho devem ser
descontaminados com desinfetante apropriado em uma rotina bé-
sica apés o término do trabalho com materiais infecciosos e espe-
cialmente apds o derrame, gotejamento ou outra forma de conta-

minagdo com esse material.

M — Equipamentos contaminados devem ser descontaminados
de acordo com as recomendagées antes de serem enviados ou
disponibilizados para reparo ou manutencao ou transportados para

fora das instalacoes.

N — Derramamentos ou acidentes que resultem em exposicao ao
material infeccioso sdo imediatamente relatados ao coordenador
do laboratério. Acompanhamento médico ¢ providenciado e os

registros devem ser mantidos.

O — Animais que ndo estejam envolvidos no trabalho em anda-

mento ndo sdo permitidos no biotério.

Equipamentos de seguranca (barreiras primdrias)

A — Cabine de Seguranga Biolégica (CSB) e EPI (ex.: protecdo

respiratoria, méscaras faciais) sdo usados sempre que procedimentos

com alto potencial de formacdo de aerossdis sdo conduzidos. Isso in-
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cluiu necropsia, coleta de tecidos ou fluidos de animais, inocu|agéo
intranasal e manipulacées com alta concentracdo ou grande volume de

material infeccioso.

B — Apropriada protecdo facial e respiratéria ¢ usada por todas as

pessoas que entrem nas salas de primatas ndo-humanos.

C — Awventais, jalecos ou uniformes sio usados nas reas de animais.

Essas roupas de protecao sao retiradas antes de sair dessas éreas.

D — Especial cuidado deve ser tomado para evitar a contaminagao da
pele com materiais infecciosos. O uso de aventais com manga comprida
e luvas é obrigatério quando manusear animais infectados e quando o

contato de material infectado com a pele for inevitével.

Instalagées (barreiras secundarias)
Todas as recomendag()es do nivel de biosseguranga 1, acrescidas de:

A - Se hOUVQI’ ra|os, esses devem possuir tampas € serem siFonados
o|e Forma a conter sempre um vo|ume o|e égua e/ou SO|U§50

desinfetante.

B — E recomendado, porém nao exigido, que a diregéo do fluxo

de ar seja para o interior da sala de animais.

C — Autoclave, que pode ser usada para descontaminagéo de
residuos e outros materiais do biotério, deve estar alocada nessa
instalacdo.

D — A exaustdo das CSBs ou de outros equipamentos de con-

tencdo ¢ descarregada diretamente para fora da edificacdo.

E — Deve haver um sistema de gerador de energia elétrica para

atender as reas criticas da edificagdo.
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Nivel de Biosseguranca 3

Prdticas padrées

Todas as recomendacdes do nivel de biosseguranga 1.

Praticas especiais
Todas as recomendacées do nivel de biosseguranca 2, acrescidas de:

A — E proibido o acesso de pessoas com maior propensdo a riscos,
incluindo-se criangas, mulheres grévidas e pessoas que sao imunodeficientes
ou estdo imunosuprimidas. O coordenador tem a responsabilidade final
para definir cada circunstancia e determinar quem pode entrar ou traba-
lhar no biotério.

B — Todos os residuos oriundos das salas de animais sdo descontaminados,
preferencialmente por autoclave, antes de disponibilizados como lixo ou
enviados para reprocessamento.

C — Todas as carcagas de animais sdo incineradas. Animais mortos sdo
transportados da sala de animais para o incinerador em recipientes her-
méticos e & prova de vazamentos.

D — O trabalho sempre ¢ realizado por pelo menos duas pessoas. Nao

¢ permitido acessar sozinho as reas de animais.

Equipamentos de seguranca (barreiras primdrias)
Todas as recomendacées do nivel de biosseguranca 2, acrescidas de:

A — EPI sdo usados para todas as atividades que envolvam mani-
pulacdes de material infeccioso ou animais infectados.
B — Uniformes de frente fechada ou de frente sélida sao usados

pelas pessoas para entrar nas salas de animais. Vestimentas com

botdes na parte anterior sdo inadequadas ou impréprias. As
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vestimentas devem ser acondicionadas em recipientes antes de

encaminhadas para descontaminacdo.

C — As luvas sdo removidas assepticamente e autoclavadas como

outros residuos das salas de animais antes de descartados.

D — Apropriadas protecoes de olhos, face e respiratéria sdo

usadas por todos que entram nas salas de primatas ndo-humanos.

E — Deve-se fazer uso, quando indicado, de ca|gao|os, sapati|has
ou outra protecdo dos calcados. A desinfeccdo desses ¢ obriga-

téria na saida da rea de experimentacdo.

F— Contengéo fisica e equipamentos apropriados para cada es-
pécie animal sdo usados para todos os procedimentos e manipula-

coes de material infeccioso e animais infectados.

G — Orisco de infecgéo por aerossdis, provenientes dos animais
ou do material usado na Forragéo das gaiolas, pode ser reduzido
ou mesmo eliminado se os animais sdo alojados em gaiolas com

filtro (mini-isoladores), sendo a abertura das gaiolas em local de

ventilacdo fechada (CSB).

Instalacées (barreiras secundarias)
Todas as recomendacdes do nivel de biosseguranca 2, acrescidas de:

A — O biotério ¢ construido obrigatoriamente separado de ou-
tras areas abertas e que ndo tenham restricdo de transito de pes-

SOas.

B — Uma antecimara com portas intertravadas é um requerimento

bésico antes da 4rea de animais.

C — Separacgo fisica das salas de animais dos corredores de acesso ou

de outras 4reas de trabalho deve ser por dup|a porta intertravada.
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D — As superficies das paredes internas, dos pisos e dos tetos devem

ser resistentes & 4gua e ao calor moderado para facilitar a limpeza.

E — As tubulagdes e os dutos sdo selados ou possiveis de serem selados

para facilitar a fumigacdo ou descontaminacdo.

F — As pias devem ter torneiras de acionamento por pedal, com o
cotovelo ou automética e devem ser alocadas proximas da porta de

saida.

G-0 processo usado para descontaminagéo de efluentes com risco
biolégico deve ser validado fisica e biologicamente pelo uso constante
de registro de temperatura através de sensor, em conjunto com um

indicador microbiolégico com uma definida suscetibilidade ao calor.

H — Efluentes de banho podem ser descarregados no sistema sanitario

sem tratamento.

| — Se um sistema de vécuo ¢ usado, cada ponto de servico deve ter

sifdao com liquido desinfetante e filtros Hepa.

J — Visores ou janelas nas salas de animais ndo podem ser de abrir e sdo

se|adas.

K — Autoclave para descontaminacdo de residuos ¢ obrigatéria no biotério
e deve ser de dupla porta, de forma a retirar os materiais e residuos

diretamente da 4rea apés a descontaminacdo.

L — O sistema de ventilacio e exaustdo de ar ¢ sem recirculacio. O
insuflamento e a exaustdo siao balanceados de forma a ter um

direcionamento de ar para o interior das salas de animais.

M — O sistema central de exaustdo em instalagdes com trabalhos em
CSB classe Il ¢ tratado por passagem através de filtro Hepa antes de
descarregé-lo no exterior do prédio. Os filtros Hepa sao localizados o
mais préximo possivel do ambiente, de modo a minimizar a extensdo do

risco potencial de contaminacdo do duto.
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N — Deve haver um sistema de gerador de energia elétrica para atender

a todo o sistema da edificacdo.
Nivel de Biosseguranca 4

Praticas padroes

Todas as recomendacées do nivel de biosseguranca 3.

Praticas especiais
Todas as recomendacdes do nivel de biosseguranca 3, acrescidas de:

A — Somente pessoas envolvidas nos programas ou que dao
suporte técnico sdo autorizadas a entrar nas instalagdes ou em uma

determinada sala de animais.

B — O acesso ao biotério ¢ limitado por seguranca e portas
trancadas. O acesso ¢ controlado pelo supervisor do biotério,
pela chefia da biosseguranca ou por outra pessoa responsavel

pela seguranca fisica do prédio.

C — Antes de permitir o acesso as areas de experimentacdo, as
pessoas sao advertidas dos riscos em potencial e instruidas sobre
como devem se proteger. Elas devem concordar e se comprome-

ter a seguir todos os procedimentos de entrada e saida.

D — Um protocolo para situacoes de emergéncia deve ser estabe-

lecido.

E — Awvaliacdo sorolégica periédica do pessoal, considerando o
agente de risco, é uma medida que deve ser adotada quando

técnicas para tal estiverem disponiveis.

F — Entrada e saida de pessoal do biotério deve ser feita somente
através de troca de roupas e banho. Pessoal toma banho a cada

vez que sai do biotério.
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G — As roupas sao removidas em érea prépria e depositadas em
recipiente apropriado e especifico. A paramentacao completa
inclui roupas de baixo, ca|ga, camisa ou jaleco, ca|gados e luvas.
Quando da saida, a paramentacdo ¢ retirada no interior da é4rea
prépria antes de entrar no boxe de banho. Roupas usadas sdo

autoclavadas antes de lavadas.

H — Suprimentos e materiais que sdo trazidos para o interior da
insta|ag§o sdo introduzidos por autoclave de dupla porta, cdmara

de fumigacdo ou antecdmara.

| — Deve ser estabelecido procedimento para relato de acidentes
no biotério e exposicoes a agentes patogénicos.

J- E necessdrio existir, nas insta|a<5‘6es, uma érea de quarentena,
isolamento e cuidados médicos para pessoa com suspeita ou com

conhecida enfermidade associada ao trabalho.

K — Materiais e animais ndo relatados no experimento ndo sio

permitidos nas instalacoes.

Equipamentos de seguranca (barreiras primdrias)
Todas as recomendacdes do nivel de biosseguranca 3, acrescidas de:

A — Animais infectados com agentes classificados no risco 4 sdo
alojados em gabinetes de méxima contencdo em drea especial em
que todas as pessoas sio requeridas a usar roupa com pressao

positiva e sistema de suporte de oxigénio.

B — Trabalhos com virus que requerem nivel 4 de biosseguranca e
nos quais uma vacina de alta efetividade é existente podem ser
feitos com contencdo parcial e sem a roupa de ventilacio de
pressdo positiva se as insta|a<5‘6<as sdo descontaminadas regular-

mente, se ndo hé outro experimento em andamento que exija o
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nivel 4 de biosseguranca, tanto de barreiras primarias como das
secundérias, e se todos os procedimentos padrées e especiais sdo

efetivamente postos em prética.

Instalacées (barreiras secundarias)
Todas as recomendacdes do nivel de biosseguranca 3, acrescidas de:

A — O biotério ¢ localizado em um prédio separado ou em zona

c|aramente demarcada (4 iso|ao|a.

B — Paredes, pisos e tetos das instalacdes sdo construidos de
modo a ndo terem superficies que acumulem sujidades e facilitem
a limpeza dessas superficies. O acabamento dessas superficies
deve resistente a liquidos e substancias quimicas, de modo a

permitir a limpeza e descontaminagéo.

C — Acessérios internos, como lumindrias, dutos de ar e tubula-
coes, sdo instalados de forma a minimizar superficies horizontais

que acumulem poeira.

D — Se hé uma central de vacuo, essa ndo pode servir outras
éreas fora dessa instalacdo. O sistema de vacuo possui filtro Hepa
instalado o mais préximo de cada ponto de uso ou vélvula de
servigo. Filtros sdo instalados de forma a permitir, no local, sua

descontaminagio e substituico.

E — Outros sistemas de liquidos ou gases sdo protegidos para

evitar o refluxo.

F — Portas externas do biotério sdo de fechamento automético e

estanque.
G — Todas as janelas sdo a prova de impacto e seladas.

H — Autoclave de dupla porta é disponibilizada para

descontaminagéo de materiais que saem do biotério. A porta da
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autoclave que se abre para o exterior das 4reas de animais ¢
controlada por sistema automatico, de forma que somente se abra

apés o ciclo de esterilizacdo ter sido realizado.

| — Efluentes oriundos de pias, CSB e autoclave sdo
descontaminados por calor antes de descarregados no sistema
sanitario.

J — O sistema de ar condicionado ¢ exclusivo e sem circulagdo
de ar. O insuflamento e a exaustdo sdo balanceados para assegu-
rar o direcionamento do fluxo de ar da érea de maior risco. O
diferencial de pressdo entre 4reas adjacentes é monitorado e deve

possuir alarme que indique falha de funcionamento do sistema.

K — Area para troca de roupa deve ser providenciada para que as
pessoas que entrem nessa 4rea usem uma roupa de pressao posi-

tiva, ventilada e que possua suporte de respiracao artificial.

L — A entrada nessa érea ¢ feita por antecdmara com diferencial

de pressao, com portas com fechamento estanque.

M — Um chuveiro quimico ¢ instalado para descontaminagéo da

superficie da roupa antes da saida da érea.

N — A exaustdo de ar oriunda dessas 4reas ¢ filtrada por dois
jogos de filtros Hepa instalados em série. Dup|ica<5‘éo das unida-

des de filtracdo e exaustdo ¢ providenciada.

3.5. Modelo animal

A pesquisa cientifica é necesséria para que o ciclo do conhecimento se
complete e se renove. Tem o objetivo de proteger o homem e os animais de
danos causados por substancias e produtos indesejéveis ou efeitos colaterais de
medicamentos e, ainda, entender e pesquisar a cura de doengas. Diversas

espécies de animais sdo utilizadas na pesquisa biolégica e médica, entre estas,
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sapos, ras, peixes, aves, roedores, coelhos, cdes, gatos, primatas ndo-huma-

nos e animais de fazenda.

A tilizacdo de animais com objetivos cientificos é uma pratica comum,
sendo absolutamente necessério o estabelecimento de uma cultura de cuida-
dos, consciéncia e responsabilidades dirigida & melhoria da descoberta cientifi-
ca e ao bem-estar. Esses conhecimentos sdo de fundamental importancia tanto
para o estabelecimento de col6nias de animais de laboratério como para a sua

utilizacdo na experimentacao (Tabela 2).

Modelo animal — Animal utilizado em pesquisa biomédica.

O conhecimento da Biologia (anatomia, fisiologia, genética e aspectos
etolégicos) e do manejo da espécie animal possibilita a padronizacdo e a
harmonizagéo dos ensaios, aumentando a confiabilidade dos resultados, garan-

tindo, simultaneamente, o bem-estar dos animais e a alta qualidade dos dados.

Tabela 2 — C|assi|:icagéo taxondmica de algumas espécies de animais de

laboratério

Ordem Familia Género Espécie
Camundongo Mus M. musculus
Rato Rodentia Rattus R. novergicus
Hamster Ciricetidae Mesocricetus M. auratus
Cobaia Cavidae Cavia C. porcellus
Coelho Lagomorfa Leporidae Oryctolagus O. cuniculis
Macaco Rhesus Macaca Macaca mulatta
Macaco Cynomolgus Primate Macaca Macaca fascicularis
Macaco Esquilo Saimiri Saimiri sciureus

Macaco da noite Aoctidae Aotus Aotus trivirgatus
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Manejo e caracteristicas gerais dos animais de laboratério

Uma criagio de animais de laboratério deve ser iniciada com animais
comprovadamente puros, de pedigree e criteriosamente selecionados pelos
valores genéticos e sanitarios. Os métodos de acasalamento empregados de-
vem ser de acordo com o comportamento social dos animais e as condutas

relacionadas com a reprodugéo e o cuidado com os filhos.

Para se instituir o manejo adequado, ¢ importante considerar também as
insta|a<5‘6es, o conforto fisico e proporcionar um estado adequado de nutricao
aos animais. Este conjunto proporciona a prevencao de fatores predisponentes

as doencas e possibilita a adocdo de métodos de controle.

As insta|ag6€s devem ser planejadas de maneira a permitir a rea|izagéo
de procedimentos de higienizagéo, desinfecgéo e outros que sejam necessari-
os, bem como respeitar os aspectos etolégicos. A construcao deve permitir o
controle da iluminacdo e ventilacio e a manutencdo de temperatura adequada,

ser de material resistente e de facil higienizacdo.

Etolégico — Estudo do comportamento animal em seu
habitat. Constitui conjunto de comportamentos resultantes
da evolucdo da espécie.

As gaiolas devem ser sélidas e seguras, apropriadas para a espécie
alojada, livres de superficies perfurantes ou cortantes, ficeis de serem lavadas,

construidas de modo a prevenir fugas ou a entrada de animais estranhos.

Outro aspecto importante do manejo ¢ o conforto fisico para os ani-
mais, assim como para os profissionais de criacdo ou experimentacao. Os
animais alojados devem ser mantidos em ambiente seco, limpo, livre de ruido
excessivo, com trocas de ar fresco e filtrado, com intensidade luminosa e ciclos
de claro e escuriddo controlados, dentro da faixa de temperatura e umidade
relativa adequada a cada espécie. No caso dos roedores, as trocas de ‘cama’

(material absorvente) podem variar de uma a trés vezes por semana, depen-
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dendo da necessidade, o que evita o acimulo excessivo da aménia em decor-
réncia da decomposicdo bacteriana de fezes e urina. Este gas pode provocar

irritacdo do trato respiratério daqueles animais e mesmo dos trabalhadores.

Os animais de laboratério possuem caracteristicas particulares e préprias
de cada espécie. Por esse motivo, ndo devem ser alojadas espécies diferentes
em uma mesma sala de criacdo ou experimentacdo. Da mesma forma, os profis-
sionais, sempre que possivel, deverdo trabalhar exclusivamente em uma Gnica
érea predeterminada. Proceder rotineiramente & inspecdo dos animais e de seus
alojamentos, detectando precocemente a|teragc'>es que necessitem intervencao,

favorece o bem-estar e o estado sanitério.

As barreiras sanitérias e o acasalamento controlado tém sido as medidas
utilizadas pelos bioteristas para obter as linhagens da espécie animal com pa-
drdo sanitério e genético recomendado para pesquisa. O padrao sanitrio dos
animais se classifica em trés grupos distintos: animais gnotobidticos, que possu-
em microbiota associada definida e devem ser criados em ambiente com barrei-
ras sanitarias absolutas; animais livres de germes patogénicos especificos (specific
pathogen free — SPF), que ndo apresentam microbiota capaz de determinar
doenga, ou seja, albergam somente microrganismos ndo patogénicos; e animais
denominados de convencionais, que possuem microbiota indefinida por serem

mantidos em ambiente desprovido de barreiras sanitérias rigorosas.

Quuanto ao padrao genético, sdo classificados em dois grandes grupos:
ndo-consanguineos e consanguineos. Os animais ndo-consanguineos,
heterozigotos ou outbred sio aqueles que apresentam constituicdo genética

variada, em estado de heterozigose, o que deve ser conhecido e mantido.

Para o acasalamento monogémico de roedores e poucas espécies de
primatas, mantém-se um macho para uma fémea, na gaiola, em caréter perma-
nente. Tem a vantagem da facil identificacdo dos filhotes e a manutencdo de
registro fidedigno, elevada porcentagem de cios férteis pds-partos, de filhotes

desmamados (no caso dOS FOQCIOFQS), maior contro|e o|as enfermidacles, bOd
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se|egé'o dos reprodutores e, no Caso de roedores, ¢ amp|amente utilizado em
coldnias de Fundagé'o de animais consanguineos onde se empregam acasalamento
entre irmdos. As desvantagens sdo o aumento de mao-de-obra e a necessi-
dade de grande nimero de machos reprodutores, de espagos maiores e de

mais pessoal.

O acasalamento poligdmico é um método que compreende um macho
para um grupo de duas ou mais fémeas. Esse método é mais utilizado em
colénias de animais de producdo de roedores e na grande maioria das espécies
primatas com esta caracteristica reprodutiva. A vantagem consiste em ter o
maior nimero de animais produzidos em menos espaco. Tem como desvanta-
gem a dificuldade para registro dos animais e a identiFicagéo da fémea e do

macho nao fértil.

Caracteristicas gerais dos roedores e coelhos

 Camundongo — Foi introduzido como animal de laboratério pelo fato
de ser pequeno, muito prolifero, ter curto periodo de gestacdo, fcil
domesticacdo e manutencdo. Por todas essas caracteristicas, tornou-se o mami-
fero mais utilizado na experimentacdo biolégica. Quando as fémeas se agru-
pam em grande quantidade em auséncia de macho, se produz o periodo de

'* entrando novamente em atividade trés a quatro dias depois de

anestro,
introduzir o macho. O bioterista se utiliza deste conhecimento para obter
vérias gestacdes no mesmo periodo. Outro fendmeno de interesse na repro-
ducdo deste roedor consiste na absorcdo do embrido, que ocorre com maior
frequéncia nas fémeas consanguineas, e estd relacionado com a presenca de
feroménio.”> O camundongo adulto deve ser manipulado individualmente

pela base da cauda, com polegar e indicador ou pinca anatoémica, mas o peso

14 Fase de repouso do ciclo estral (cio).
15 S50 substancias quimicas captadas por animais de uma mesma espécie (intraespecifica), que permitem
o reconhecimento métuo e sexual dos individuos.
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do animal deve ser apoiado na mio do profissional ou outra superficie, tio
rapido quanto possivel. Para contengao de camundongos, coloca-se o animal
sobre uma superficie, segurando sua pele da regido entre as orelhas na parte

dorsal da cabega, com os dedos polegar e indicador.

O emprego de acasalamento rotacional (método Poi|ey) em roedores e
lagomorfos visa a manter estes animais heterozigotos, evitando-se o acasalamento
de parentes préximos e assegurando que a geracdo seguinte descenda de um
maior nimero de pais, ao contrério do que ocorreria se fossem acasalados ao
acaso. Ao empregar esse sistema, a col6nia se desenvolve em vérios grupos de
igual nimero, de modo que a quantidade de fémeas e machos em todos os
grupos ¢ sempre igual. O niimero de grupos de uma coldnia esté diretamente
relacionado ao seu tamanho (ntjmero de reprodutores). Quanto menor a

colbnia, maior o nimero de grupos.

Animais consanguineos, homozigotos ou inbred sdo obtidos pelo
acasalamento entre irmdos e/ou pais e filhos durante vinte ou mais geracoes
consecutivas. Utilizando esse tipo de acasalamento em colénias de roedores,
consegue-se obter um indice de homozigose de 999, o que torna os animais
o mais possivel idénticos. O aparecimento desses animais ocorreu no comeco
do século XX, com os estudos do geneticista americano Clarence C. Little
sobre heranca na cor da pelagem de camundongos. Apés o surgimento da
linhagem de camundongo denominada DBA, pesquisas em cancer geraram
outras linhagens. Com o surgimento das in(imeras linhagens, alguns pesquisa-
dores reconheceram o potencial dos hibridos F1 (produto do acasalamento
entre duas linhagens consanguineas), ja que esses animais sdo geneticamente
homogéneos e heterozigotos para aqueles pares de genes em que as linhagens

parentais diferem entre si.

Nas linhagens consanguineas, para que a homozigose seja mantida
nas geracoes seguintes, os reprodutores devem ser acasalados indefinida-

mente, entre irmdos ou pais e filhos, e essa é a razdo para que as coldnias das



186 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

linhagens consanguineas tenham maior chance de fixacdo de mutacdes. Os
animais mutantes resultantes desses acasalamentos foram selecionados e
reacasalados com representantes da |inhagem parenta| ou de outras |inhagens,

constituindo, assim, as linhagens congénitas.

Os animais transgénicos sdo aqueles em que o genoma foi modificado
pela introdugéo de sequéncias de DNA de outro organismo. Nos animais
knockout, a modificagéo genética introduzida ¢ capaz de interromper ou anular

um gene, que deixa de ser expresso.

No anexo 1 sdo demonstradas a contencdo de camundongo (Figs 1, 2

e 3) e a técnica de eutandsia por deslocamento cervical (Fig 4).

* Rato — Criado atualmente na maioria dos biotérios, é semelhante aos
outros animais monogastricos, exceto pelo fato de ndo possuir vesicular biliar e
de seu pancreas ser difuso. Ratos sdo déceis e faceis de manusear: uma
compressdo firme e suave ao redor da cavidade toricica restringe os seus
movimentos sem trazer sensacdo de desconforto. A contencdo também pode
ser feita colocando o polegar e o indicador ao redor da nuca e, com a palma
da mao sobre o dorso, use os dedos para ajudar a manter a posicao quando o

animal se movimenta.

Tao logo a rata é coberta, forma-se um tampao na vagina, que é expe-
lido nas 24 horas pés-cobertura. Este fato é observado também em outros
membros da familia dos roedores. O tampao pode ser notado facilmente entre
as fezes, na forma de um cilindro branco seroso e sua observaco indica que

houve cobertura do macho.

e Hamster — Em condicdes naturais, o hamster siio é uma espécie
sazonal que entra em hibernagéo durante os periodos de dias curtos com baixa
luminosidade, baixas temperaturas (inferiores a 5°C) e escassa disponibilidade
de recursos alimentares e de material para construcdo de ninho. No biotério, o

controle ambiental com temperatura constante da ordem de 21 a 22°Ce 12
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horas de claridade por dia evita a manifestacdo de sazonalidade, inclusive na
esfera reprodutiva. Foi amplamente demonstrado o efeito das condigées de
alojamento sobre o crescimento, o peso e a composicao corporal de hamsters.
O alojamento em grupo acelera o crescimento e a deposigéo de gordura,
induzindo & obesidade, especialmente nas fémeas, porém sem ocorréncia de
hiperfagia.'®

* Cobaia — Sao animais sociais, timidos, déceis e raramente mordem ou
arranham. Assustam-se facilmente, defecam e urinam nos comedouros e derra-
mam sua a|imenta<5‘§o pelo piso da gaiola. Gritam de prazer antes de situagoes
gratificantes (a|imentagéo) e ficam muito juntos ou em cima uns dos outros
durante o manejo da colénia pelo técnico. Os animais adultos, frequentemen-
te, mordem as orelhas dos jovens e os machos podem brigar violentamente,
principa|mente durante disputas por uma fémea em estro, até que se estabe|ega
a hierarquia do grupo. Outra caracteristica marcante das cobaias ¢ a sua extre-
ma suscetibilidade a estimulos estressantes, principalmente a a|teragées ambientais.
Simples modificacdes na ragdo, no comedouro, na égua e no bebedouro
podem levar os animais a recusar o alimento. Além disso, estimulos como
barulho intenso ou movimentos bruscos os assustam, fazendo com que passem
a correr de um lado para o outro, provocando ferimentos. Ocasionalmente,
durante a contencdo para a troca de gaiolas, podemos observar a paralisacio
do animal por vérios minutos e até mesmo a morte. Isso implica dizer que o
trabalho com esta espécie deve ser realizado com muito cuidado, principal-
mente no que se refere as fémeas grévidas ou com filhotes recém-nascidos,
que podem ser pisoteados pelos outros animais do grupo. O método mais
seguro para conter uma cobaia é colocar uma mao sob o térax e, com a outra,
apoiar a parte posterior, para suportar o peso do animal, permitindo que ele
fique ‘sentado’ sobre a palma da mdo. Deve-se evitar comprimir o térax pela

sua fragilidade.

16 Alimentago em excesso.
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Figura 2 — Ordem de alguns animais de laboratério

camundongos
ratos Lagomorpha
Rodentia (Roedores) Coelhos —}
hamsters (Lagomorfos)
cobaia

* Coelho — De uma maneira geral, é décil, podendo morder ou arranhar
em razdo da contencdo incorreta. Suscetivel ao estresse, assusta-se facilmente.
N3o se deve manter machos adultos em uma mesma gaiola para evitar brigas
(disputa de territério). As fémeas também ndo devem ser mantidas na mesma
gaio|a porque podem apresentar pseuc:|ogesta<;éo.17 Para o acasa|amento, a
coelha deve ser levada & gaiola do macho para facilitar a cobertura, pois, caso
contrério, o macho fora do seu territério passard a examinar o novo local,
deixando de fazer a mesma. Uma vez introduzida a fémea na gaiola do macho,
dever4 ocorrer a cobertura apos a|guns minutos. E conveniente que o técnico
assista e constate a cobertura, observando o comportamento do macho (que
se deixa cair de costas emitindo ruidos guturais) e/ou, por meio de um simples
exame da vagina, observa-se a presenca de liquido seminal. Apds a cobertura,
a femea deve retomar a sua gaiola de origem. Esses animais sdo mais sensiveis
ao calor do que ao frio. A temperatura recomendével varia de 17°C a 21°C
e a umidade relativa, de 409% a 60%. A forma mais segura de conter um
coelho ¢ pegando-se com uma das maos a pele do pescogo e com outra as
patas traseiras, segurando-o junto ao corpo. Para grandes trajetos, coloca-se o
animal sobre o antebrago com a cabega dirigida para o corpo, segurando
firmemente as patas traseiras. Nunca se deve levantar um coelho pe|as patas ou

pelas orelhas, pois hé a propensio a lesdes de coluna vertebral e fraturas.

17 Gestacdo psicolégica.
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Tabela 3 — Pardmetros importantes de algumas espécies

Camundongo ~ Rato Hamster Cobaia Coelho
Peso macho adulto 25-30g 300-400g 95-120g 400-500¢ 4-5Lkg
Peso femea adulta 25-30g 250-300g 95-120g 300-400g 4-5kg
Peso ao nascer 1-1,5¢g 5-6g 5g 70-100¢g 70-80¢g
Maturidade sexual do macho 40-50 dias 60-80 dias 60-70 dias 70-80 dias 5-6 meses
Maturidade sexual da fémea 40-50 dias 60-80 dias 60-70 dias 70-80 dias 5-6 meses
Cidlo estral 4-5 dias 4-5 dias 4-5 dias 16 dias irregular
Gestagio 19-21 dias 21-22 dias 16-19 dias 59-72 dias 30-31 dias
Desmame 19-21 dias 21-29 dias 21 dias 15-21 dias 49 dias
Tamanho da ninhada 1-22 8-10 4-12 1-6 6-8
Cobertura pés-parto imediata imediata 4 dias imediata 14-28 dias
Vida reprodutiva do macho 1 ano 1 ano 1 ano 2-3 anos 2-3 anos
Vida reprodutiva da fémea 1 ano 1 ano 1 ano 9-3 anos 9-3anos
Consumo diério de ragao 4-5g 15-20g 7-9¢g 35g 100-150g
Consumo de 4gua Ad libitum Ad libitum Ad libitum Ad libitum Ad libitum

Primatas nao-humanos

A distribuicdo geografica silvestre de origem deste modelo esté atu-
almente restrita aos continentes centro sul-americano, africano e asiatico. O
Brasil ¢ o pais com a maior diversidade desta ordem zoolégica, a mesma

que o homem.

Muitas espécies de primatas'® sdo utilizadas hé muitos anos como mo-
delos para as pesquisa biomédica e farmacéutica e, por esta razdo, vérias
instituicoes desenvolvem coldnias para sua criacdo. Sdo reagentes bioldgicos
de importancia vital para testes e experimentos que requeiram respostas preci-
sas, analogas e confidveis, quando nenhum outro animal pode substitui-lo por

sua precisdo em resultados compativeis as respostas humanas.

'8 Primatas ndo-humanos (Filo Chordata subfilo Vertebrata, superclasse Tetrapoda, classe Eutheria,
ordem Primate). Macacos, simios: nome comum a todos os mamiferos da ordem dos primatas, com
excecdo do homem.
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A espécie de primata deverd ser escolhida criteriosamente conforme a
proposta de sua uti|izagéo, como, por exemplo, modelos reconhecidamente
compativeis para enfermidades tropicais, que sdo macacos originarios do
neotrépico — do Brasil e de outros paises da América do Sul e América
Central (neotropicais) — como o macaco-de-cheiro (Saimiri sp.), mico comum
(Callithrix sp.), sagui (Saguinus sp.) e macaco-prego (Cebus sp.). Os primatas
asigticos (Velho Mundo'?) sao utilizados em vérias investigagoes, entretanto,
sdo animais com alto custo para sua manutencdo e com maior dificuldade de

obtengéo, destacando-se, entre e|es, os do género Macaca.2°

Os primatas ndo-humanos pertencem & ordem mais ele-
vada dos mamiferos. A maioria é gregéria em seu ambi-
ente natural, vivendp em grupos sociais sob a protecao
de um macho alfa. E um animal bu|igoso, inquieto, ob-
servador e repetidor de atitudes humanas. Por este mo-
tivo, os profissionais que trabalham em biotérios deve-
rdo ter atitudes conscientes no trato didrio, para que
ndo transmitam ensinamentos prejudiciais a0 comporta-
mento habitual da espécie.

Ressalta-se como caracteristica e diferenciacdo entre espéci-
es e sua hierarquia na classificacdo taxonomica a existéncia
ou ndo de cauda (mais proximas ao homem). Em algumas
delas, ¢ utilizada como um quinto membro (quando preensil),
um recurso em seus deslocamentos e para sua protecdo
contra predadores naturais.

9 Primatas do Velho Mundo (infraordem Catarrhini) sao os macacos originarios do continente africano
e asitico. Possuem a membrana internasal (septo nasal) estreita. Os primatas neotropicais (infraordem
P/atyrrhines), ao contrario, possuem narinas bem separadas. Estes dltimos sdo de porte menor, sendo
exclusivamente arboricolas (poucos descem ao solo em busca de dgua ou alimento), distinguindo-se
também das espécies do Velho Mundo pela denticio de 32 ou 36 dentes, por polegar ndo completa-
mente oponivel e pelas auséncias de calos cidticos e de bolsas jugais.

20 Algumas espécies deste género sdo modelos biolégicos para vérias pesquisas, entre elas os macacos
Rhesus (Macaca mulatta) e Cynomolgus (Macaca fascicularis) .
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No planejamento de insta|agc'>es para a criagdo ou experimentacao, além das
medidas de biosseguranga e bem-estar, deve-se levar em conta suas caracteristicas
fisicas e comportamentais (sociais, reprodutivas, entre outras). Cada espécie tem
caracteristicas préprias (algumas possuem hébitos diumnos e outra espécie é noturna),
grandes diFerenciagSes e comportamento peculiares. A complexidade de seus aloja-
mentos visando ao seu bem-estar deve levar em conta sua biologia e a boa utilizacdo
do espaco pelo animal. Conforme ¢ demonstrado na Tabela 4, alguns vivem em
grandes grupos familiares hierarquicamente constituidos — sistema poligamico (um ma-
cho dominante ou alfa acasala com vérias fémeas). Outros vivem em familias menores —
sistema monogamico (um casal e seus filhotes). Umas espécies alimentam-se preferen-
cialmente de vegetais, outras sdo onivaras?! (deve-se observar, também, que as neces-

sidades nutricionais variam conforme a época do ano e a idade reprodutiva).

Grande parte das criagoes de primatas ¢é realizada em ambientes com grandes
espagos para os animais — gaiolas coletivas, pois se pressupdem que maiores éreas sao
favoréveis a seu bem-estar, e melhor tolerdncia destes com o trabalhador. Estas gaio|as
s3o propicias para a convivéncia de familias com individuos hierarquicamente organiza-
dos por eles mesmos, em sistema de poligamia, onde o macho adulto dominante??
convive com seu grupo de fémeas adultas e em idade reprodutiva e seus filhotes (que
devem permanecer com seus pais até atingirem a puberdade).?® Vale ressaltar que
estes ambientes devem possuir locais contiguos especificos para permitir o descanso e
a privacidade dos individuos dos grupos e que se destina também como érea de
contencio e captura de todos ou de individuos isoladamente.

A higienizagéo das gaiolas coletivas ¢ realizada com méquina de lavagem

sob pressao de forma a recolher os residuos liquidos e sélidos do local, o que

21 S30 os que se alimentam tanto de produtos de origem animal como vegeta|.

22 Macho dominante ou alfa: dnico lider e reprodutor do grupo social e de sua gaiola ou recinto.

23 Sempre que possivel, os filhotes devem permanecer com seus pais durante os primeiros anos de vida
e que sejam naturalmente desmamados por sua mae, para favorecer a aprendizagem social e reprodutiva.
Este periodo ¢ muito importante, pois comprovou-se que os animais que passaram por esse aprendizado
demonstram maior sucesso na criagao futura de seus préprios filhotes.
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se constitui em risco & satde dos trabalhadores pelo carreamento destes aerossois.
Eles deveréo, portanto, estar corretamente paramentados com os equipamen-

tos de seguranca individual.

As mesmas especificidades dos outros modelos anteriormente descritos,
como controle de umidade, venti|agéo, luminosidade, tratamento de efluentes
e barreiras que impecam a circulacdo de animais invasores e deletérios, devem
ser atendidas. Destaca-se também que a criacao deste modelo requer muitas
vezes éreas grandes e abertas em ambiente seminatural (locais com vegetacao
circundante, com o intuito de propiciar bem-estar visual e térmico), onde sdo
construidos seus recintos, de forma a propiciar seguranca ao meio externo e a
comunidade circundante e também adotar medidas para impedir que animais

sinantrépicos?* circulem nestes ambientes.

Como nos outros modelos, o manejo®® de primatas em criacdo e expe-
rimentagdo e o monitoramento de sua satide sdo de importancia primordial para
evitar a possibilidade de enfermidades previsiveis, bem como sua reprodugéo
seja controlada de forma a ndo permitir acasalamentos consanguineos estreitos

entre o grupo ou as familias da colénia.

De acordo com a biologia da espécie de primatas, as gaiolas podem ser
coletivas ou individuais,?® com espaco adequado, equipamentos e materiais
necessdrios a sua criagdo ou manutencdo em biotérios. Seja qual for a forma e

a necessidade do cativeiro, estabelece-se um programa de interagdo positiva

24530 aqueles que se adaptaram a viver junto ao homem e, em alguns casos, podem transmitir agravos
a sua sa(ide e de outros animais, como, por exemplo, roedores domésticos, aves, etc.

25 Manejar significa, em sua forma literal, ‘conduzir com as maos’. Na 4rea animal, é um conjunto de
técnicas corretas, desenvolvidas com o intuito de reproduzir, criar, manter animais de forma segura e
propiciar bem-estar fisiolégico, comportamental e produtivo a estes.

26 Nas gaiolas coletivas, algumas vezes o trabalhador, ao capturar um individuo especifico neste tipo de
recintos de criagdo, necessita utilizar pugés — redes de malha em forma de coador — para primatas de
pequeno e médio porte. Recomenda-se que este material seja confeccionado com malhas e bocal
adequados para cada espécie, idade e/ou peso, para a seguranca do animal e do trabalhador. Em
gaiolas individuais, a atividade de captura é realizada com maior facilidade, pois estas possuem uma de
suas paredes com mobilidade que, quando acionada, conteré o animal contra a parede fixa. A partir
deste momento, com o animal fisicamente contido, realiza-se a administragéo de imobilizante quimico para
sua retirada deste local com maior seguranca.
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fornecendo ‘brinquedos’, ninhos, poleiros e alimentos diversificados, enrique-

cendo estes ambientes e proporcionando o bem-estar de seus integrantes.?’

Em face da biosseguranga, como j4 foi destacado, todos estes locais
deverdo atender a requisitos bem definidos, pois sdo locais de possiveis riscos
biolégicos diretos ao trabalhador, o que é imperioso para esta espécie animal,
devido exatamente a sua seme|hanga com o homem, transformando-a em um
maior risco de transmissdo de zoonoses, algumas vezes fatais. A contencdo de
primatas em cativeiro configura-se como o momento mais delicado do manejo,
estressante para os animais e de grande risco para o trabalhador, devendo ser

executada pelos membros da equipe com maior experiéncia.

Tabela 4 — Caracteristicas sociais e reprodutivas de alguns primatas ndo-humanos

Alimentacio
Espécie animal Caracteristica ~ Gestagdo s Filhotes por Habitos
reprodutiva estacio
P Vida livre Em cativeiro gestag
Rhesus Poligdmico 146 a 180  Onivoros  Racdo industrializada e 1 Diurno
(Macaca dias suplementagdo de
mu/atta) hortifrutigranjeiro
Cynomolgus ~ Poligdmico ~ 155 a 165  Onivoros  Ragdo industrializada e 1 Diurno
(Macaca dias suplementagdo de
fascicu/aris) hortifrutigranjeiro
Macaco esquilo  Poligamico 150a 172  Onivoros  Ragdo industrializada e 1 Diumno
(Saimiri sp) dias suplementaggo de
hortifrutigranjeiro
Fornecimento de larvas
Tenebrio molitor*
Mico comum  Monogémico 130 a 145  Onivoros Hortifrutigranjeiro 1-3 Diurno
(Calithrix sp) dias Fornecimento de larvas
Tenebrio molitor
Macaco dancite Monogémico 120 a 130  Onivoros  Ragdo industrializada e 1 Noturno
(Aotus sp) dias suplementaggo de

Hortifrutigranjeiro
Fornecimento de larvas
Tenebrio molitor

*Em alguns biotérios de primatas, sdo criadas para sup|ementa<_;§o nutricional larvas de Tenebrio molitor.

27 Técnicas de enriquecimento ambiental: permitem a interacao social e/ou o interesse individual propor-
cionando quebra na rotina do cativeiro, mantendo-os em permanentes atividades fisicas e ladicas com
aqueles ambientes.
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Macroambiente?® e microambiente

O alojamento ¢ a manutencao das condigées ambientais apropriadas sdo
essenciais para o bem-estar animal. Um ambiente adequado propicia que os
animais crescam, reproduzam-se, mantenham um bom estado de satde, te-
nham conforto e bem-estar, nao podendo ser, portanto, um fator que afete o
resultado das pesquisas. Essas condigées refletem nos resultados e na qualida-

de final das pesquisas.

Microambiente

O microambiente para o animal é o ambiente fisico com o qual mantém
contato direto, por exemplo, a gaiola. Proporciona as condig()es e 0 espaco
suficiente para as necessidades comportamentais, fisiolégicas, manutengao da
temperatura corporal, movimentagdo e postura normal da espécie animal, além
de permitir acesso facilitado & dgua e & alimentacdo sélida. Construido de
forma que ndo machuque os animais e, em caso de biotérios de criacao, deve
também ser adequado as necessidades reprodutivas. As gaiolas sdo construidas
com materiais ndo téxicos, que atendam as necessidades dos animais, mas que
também propiciem uma facil higienizacdo, desinfeccdo e/ou esterilizacdo. De-
vem ser impermeéveis com superficies sem angulos fechados, sem cantos vivos

ou bordas que possam acumular sujidades e dejetos.

Dimensoes de gaiolas e espaco recomendados

A necessidade de espaco para um animal é complexa e ndo se pode
considerar somente o seu peso corporal versus a superficie de drea. As dimen-
s6es da gaiola devem levar em consideracdo as necessidades individuais, situa-
coes particulares e condigées fisiolégicas dos animais. Desde que a performance

animal associada & sadde, & reproducdo, ao crescimento, ao bem-estar e a

28 £ constituido pelas condicdes do ambiente onde estdo as gaiolas dos animais.
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atividade normal esteja atendida no espaco disponivel, pode-se considerar um

alojamento adequado (Tabela 5)

Tabela 5 — Dimensdes minimas e altura das gaiolas segundo a espécie animal e

o peso corporal

ANIMAL PESO (g) AREA DE PISO (cm?) ALTURA (cm)
<10 38,7 12,7
Camundongo Até 15 51,6 12,7
Ate 25 77,4 12,7
> 95* > 96,8 12,7
Rato < 100 109,7 17,8
Atée 200 148,4 17,8
Até 300 187,1 17,8
Até 400 258 17,8
Até 500 387 17,8
> 500* >451,5 17,8
Hamster < 60 64,5 15,2
Até 80 83,9 15,2
Até 100 103,2 15,2
> 100* >19292,6 15,2
Cobaia <350 387 17,8
> 350 2 651,5 17,8
Coelho < 2.000 1,35 35,6
Até 4.000 2,7 35,6
Até 5.400 > 3,6 35,6
Primatas nao-humanos | < 1.000 150 50,8
1.000-3.000 280 76,2
3.000-10.000 400 76,2
10.000-15.000 560 81,28
15.000-25.000 740 91,44

* P . .
Anlmals maiores requerem mals espaco

Fontes: NRC (2003); Kelly e Hall (1995).
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Alimentacdo

As ragdes peletizadas sdo as mais utilizadas para alimentacdo de
animais de laboratério, que devem ser palatdveis, balanceadas
nutricionalmente e sem contaminantes quimicos e microbiolégicos. Algu-
mas delas sdo autoclavéveis e, por esta razdo, tém seus niveis de nutrientes
aumentados, pois durante o processo de esteri|izagéo pelo calor hé perdas
de vitaminas, proteinas e outros elementos nutricionais. Outro método de
esterilizacio de ragdes para uso em biotérios ¢ a irradiagdo, que ndo

provoca perdas nutricionais como na autoc|avag§o.

Animais gnotobiéticos e SPF, por possuirem uma microbiota diferencia-
da ou ausente, podem ter dificuldades na sintese de vitaminas. As vitaminas do
complexo B e a vitamina K sdo suplementadas & dieta para garantir os niveis
minimos necessarios a nutricdo do animal. Primatas ndo-humanos e cobaias ndo
sintetizam a vitamina C, que precisa ser disponibilizada de forma artificial em
sua dieta didria. Animais que ndo tenham acesso & luz solar natural precisam

receber também um suplemento de vitamina D3.

Agua potével deve estar sempre disponivel e sua anélise quanto & qua-
lidade microbiolégica e aos contaminantes quimicos precisa ser efetuada perio-
dicamente. O método de seu tratamento ¢ definido em funcdo do experimen-
to, pois a acidificacdo ou cloracdo podem causar alteracdes fisiolégicas ou da
microbiota do animal, interferindo em seu bem-estar e nas condicées de sat-
de. A Fi|tragéo ea esteri|izagéo por autoclave sdo os métodos mais emprega-
dos em biotérios e os frascos bebedouros devem ser substituidos, pelo me-

Nnos, Uma vez por semana, para minimizar a pro|iferagéo de microrganismos.

ForracGo das gaiolas

A Forragé'o das gaiolas tem por objetivo manter os animais secos e limpos e
proporcionar um ambiente confortével. O material mais comumente utilizado para a Forragéo

das gaiolas ¢ a maravalha de madeira. A madeira utilizada para a produgéo de maravalha
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deve ser seca, isenta de contaminantes quimicos, e sua produgéo e seu armazenamento
devem ser feitos de forma a minimizar o acesso de roedores, insetos e outros animais que
possam contamin-la. As madeiras ‘verdes’ possuem fortes aromas que podem afetar os
animais e até intoxica-los. A esterilizacio por autoclave reduz a concentraco desses aromas

e previne esse problema, principalmente se a madeira j& os possui em niveis baixos.

Temperatura

Embora a maioria dos animais de laboratério tolere a mesma faixa de
temperatura do homem, a temperatura de salas de manutencao em biotérios
deve ser mantida para atender as condigées ideais da espécie. Amplas varia-
coes de temperatura sdo mais prejudiciais que uma temperatura constante pré-
xima a um dos extremos da faixa de tolerdncia. Os animais de laboratério, em
sua maioria homeotérmicos,29 tentam manter a temperatura corpora| constante.
A mudanga na temperatura ambiental resultard em a|terag6€s compensatorias
que afetardo o padrao metabdlico, a circu|ag§o, a atividade e o comportamen-
to. Deve ser lembrado que a temperatura no interior das gaiolas, normalmente,
¢ superior em alguns graus & do ambiente externo e varia em Fungéo das

dimensdes da gaiola e do niimero de animais alojados.

Ventilagao

Os animais estdo constantemente perdendo calor, umidade, diéxido de
carbono, entre outros produtos metabélicos, que irdo se acumular no ambiente
caso a sala ndo possua venti|agéo adequada. As trocas de ar tém por propésito
suprir o ambiente de oxigénio, remover o calor produzido pelos animais,
lampadas e equipamentos e diluir gases e particulas em suspensdo. O ambien-

te, para a maioria dos animais, requer de 15 a vinte trocas de ar (volume do

. N 7 N « ) - 7 g . . .
2% Animais homeotérmicos ou de sangue quente . E a caracteristica de a|guns animais que lhes permite
manter sua temperatura corpora| relativamente constante & causa de uma alta taxa metabélica gerada pe|a
intensa queima de energia nas células.
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ambiente por hora), visando a eliminar odores e gases e auxiliando a manter a
temperatura e umidade. Se a troca de ar ¢ insuficiente, a densidade animal na
sala deve ser reduzida e as gaiolas limpas com maior frequéncia. Porém, essa

deve ser uma solucdo proviséria.

Umidade relativa (UR)

A maioria dos animais de laboratério compensa o excesso de calor
através do aumento do ritmo respiratério. Contudo, se o ar inspirado possui
alto indice de umidade, afetara a capacidade de o animal ajustar sua temperatu-
ra corporal. A umidade relativa de 55+/-5% é recomendada para a grande
maioria dos animais e a tolerancia esté na faixa de 30 a 70% UR. A umidade
relativa no interior das gaiolas ¢ em torno de 109 maior que no ambiente.
F|utuag6€s e extremos na UR podem propiciar o aparecimento de doengas,
principalmente respiratérias, bem como a|terag6€s no consumo de racao e
4gua. A umidade relativa é a maior responsével pela rapidez de evaporacao de
goticulas e sua dispersdo, e estas goticulas em suspensao influenciam na sobre-

vivéncia de microrganismos.

Luz

A regularidade do fotoperiodo®° ¢ importante para a manutencao da
normalidade comportamental dos animais (por exemplo, sincronizacao do
ciclo circadiano,®' ciclos reprodutivos, efetividade de drogas). Variacdes no

fotoperiodo (claro/escuro), em funcdo da duragio dos dias ou das estacdes

30 Fotoperiodo representa o comprimento de um dia e consiste na cluragéo do periodo de luz de um
determinado ambiente.

31 Ciclo circadiano ou ritmo circadiano. Designa o periodo de aproximadamente 24 horas sobre o qual
se baseia todo o ciclo biolégico dos animais e de qualquer outro ser vivo, que sdo influenciados pela
luminosidade (fotoperiodo ou luz solar).
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do ano, influenciam o comportamento reprodutivo, o tempo de duragéo do
parto e os habitos comportamentais. Animais mantidos em ambiente com
i|uminagéo artificial requerem controle automético do fotoperiodo. E reco-
mendado 12 horas de luz e 12 horas de escuridao ou 10 horas de luz e 14
horas de escuriddo. A luminosidade deve possuir caracteristica mais proxima
possivel da luz natural, propiciar boa visibilidade e ser uniforme. Ressalta-se
que vérias espécies de animais de laboratério, como os camundongos, ratos,

hamsters e o macaco da noite tém hébitos noturnos.

Ruido

As insta|agées devem ser planejadas visando a evitar a propagacao de
sons naturais, pois podem causar distdrbios por estresse. Sons de alta intensida-
de ou stbitos sdo mais prejudiciais que os habituais e rotineiros. De alta
significancia sdo os ruidos ultrassénicos, que os humanos ndo percebem, porém

sdo escutados por vérias espécies animais (camundongos e morcegos).

Controle da qualidade animal

Um laboratério de controle de qualidade animal tem como objetivo
definir padrées e garantir a qualidade de animais mantidos e criados em
biotérios. A salide e o bem estar dos animais, assim como a classificacdo
de seus padrées, sido obtidos através de um programa de monitoramento
de rotina e préticas sanitérias rigorosas. O controle sanitério e genético s6
serd eficaz caso o biotério utilize técnicas de criacdo e manutencdo, man-
tendo os animais livres de patégenos (virus, bactérias, fungos e parasitas) e
geneticamente estaveis.>? Os métodos utilizados para certificar a qualidade
sanitaria de uma colénia podem incluir o monitoramento sanitério de rotina

e a checagem ocasional ou o levantamento microbiolégico.

32 Padrdo genético que caracteriza a linhagem.
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* Monitoramento sanitario — Realizacdo de testes de ans-
lises laboratoriais: bacteriolégicas, parasitolégicas, viroldgicas,
micolégicas e anatomopatoldgicas. Estas anélises devem ser
realizadas pelo menos trimestralmente, tendo como princi-
pal objetivo evidenciar a presenca de agentes patogénicos
em determinada col6nia.

* Checagem ocasional — Pode ser realizada apenas quan-
do identificarmos algum achado clinico. Séo feitos testes
especificos para determinado patégeno de acordo com as
suspeitas clinicas.

* Levantamento microbiolégico — Testes para a obtencio
de informacoes referentes & prevaléncia da infeccdo entre
os animais. Os resultados refletem o estado sanitério da
colénia em determinado periodo, ou seja, apenas no mo-
mento em que foram realizados.

O monitoramento sanitério animal deve ser elaborado através de um

programa de diagnéstico que tem como principais objetivos:

* Monitorar as condicdes de satide dos animais que tenham sido inseri-

dos nas instalacoes.

* Monitorar possiveis surtos epidémicos nas coldnias.

* Determinar pardmetros fisiolégicos e epidemiolégicos de espécies ani-

mais e linhagens especificas.

* Diferenciar novas mutacdes.

* |dentificar possiveis zoonoses.

Para a imp|antagéo deste programa de controle da qualidade, o primeiro
passo ¢ selecionar os patdgenos (tabela 7 e 8) que serdo pesquisados,
levando em consideracdo fatores como limitagdes das instalaces, prevaléncia
das doencas, potencial patogénico e confiabilidade dos métodos de diagnés-

ticos aplicados.
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O ideal ¢ a pesquisa de todos os agentes primarios, porém, algumas
instituicoes realizam o monitoramento apenas de alguns agentes considerados
relevantes de acordo com suas instalacdes e outras pesquisam, além dos agen-
tes primarios, os agentes oportunistas. Consideraveis prejuizos nas pesquisas
podem ser causados por microrganismos oportunistas, sendo estes manifesta-
dos apenas em determinadas condigées, como estresse animal, uso de linha-

gens suscetiveis, coinfecgées, entre outras.

Agentes primarios — Sao parasitas, bactérias, virus ou fun-
gos que t&m um potencial significativo para causar doengas.
Estes patdégenos podem acarretar grandes interferéncias em
pesquisas. Exemplos de agentes primérios: virus da hepati-
te de camundongos, virus Sendai, coronavirus, virus Kilham,
virus da coriomeningite linfocitica, Salmonella sp. e
Citrobacter freundii.

Agentes oportunistas — Sdo normalmente bactérias e fun-
gos comuns em animais de laboratério ou em seres huma-
nos. Possuem baixa probabilidade de causar doencas clini-
cas, porém elevado potencial de laténcia. Exemplos de
agentes oportunistas incluem Klebsiella pneumoniae,
Pasteurella pneumotropica, Pseudomonas aeruginosa,
Stap/ry/ococcus aureus e Streptococcus ppneumoniae.

Outra etapa importante para a imp|anta<5‘§o do controle é o célculo da
amostragem que serd submetida a ava|iagéo no laboratério. O tamanho desta

amostragem poderé ser calculada utilizando a seguinte férmula:

n= log 0,05/log N

n = nimero de amostras, N = 9% de animais no infectados na prole e log 0,05 =

95% nivel de confiabilidade dos testes.
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Em média, as doencas de animais criados em biotérios possuem uma

morbidade minima em torno de 30 a 35%.

O uso desta férmula impde uma série de pressupostos:

e A popu|ag§o estudada deve possuir no minimo cem animais em suas

coldnias.

* A escolha dos animais que serdo submetidos ao monitoramento dever4

ser aleatéria, sem predi|egéo por sexo ou outros fatores, para que nao

influencie o resultado final dentro do grupo.

* A percentagem de animais infectados (morbidade) por determinado

microrganismo deve ser conhecida.

A maioria das doencas virais em uma populacio fechada traré morbidade de
pelo menos 30 a 35%. Por exemplo, se determinado virus tem 80% de prevaléncia
de infecgéo em colénias de camundongos, precisaremos de apenas trés animais para

realizar o diagnéstico da ocorréncia do virus na colénia (Tabela 6).

Tabela 6 — Tamanho minimo da amostra para deteccdo de uma infeccdo em

determinada coldnia com no minimo cem animais

Incidéncia da infeccao Amostra
populacdo (%) (quantitativo) *
90 2
80 3
70 4
60 5
50 7
40 9
30 13
20 21
10 44

* Limite de confianga de 99% (a=0,01).
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Para minimizar erros diagnésticos, o ideal seria utilizar uma amostragem
em tomo de dez a doze animais de cada sala de criacdo de colénias, tanto de
fundacdo como de criagdo, com intervalos trimestrais ou semestrais, dependen-
do da espécie animal ou do agente etiolégico. Existe a possibilidade de
uti|iza<5‘§o dos chamados ‘animais sentinelas': animais imunocompetentes que
devem ser introduzidos na colénia e mantidos para o monitoramento por no

minimo quatro semanas.

Controle virolégico

Um programa de boas préticas laboratoriais, integrado a um sistema de
garantia de qualidade, deve complementar o uso de metodologias adequadas
para o monitoramento virolégico de colénias. Estas metodologias podem ser

classificadas em:

 Metodologias diretas — Quando se realiza a pesquisa a partir do
material clinico colhido de produtos antigénicos ou de particulas virais
propriamente ditas. Ex.: microscopia eletrdnica, imunohistoquimica,
imunoensaioenzimético para pesquisa de antigenos virais e

imunofluorescéncia direta.

* Metodologias indiretas — S3o aquelas onde pesquisamos anticorpos
contra determinados virus. Entre os métodos de escolha estdo os testes
sorolégicos. Existem diversas metodologias para rea|izagéo desta pesqui-
sa, dentre elas: testes imunoensaioenziméticos (Elisa — enzima linked
immunosorbent assay), testes de imunofluorescéncia indireta (IFl — indlirect
immunofluorescence), testes de inibigéo da hemag|utinagé’o (IH),
immunoblot®® (Western Blot) e, reacdo da cadeia da polimerase (PCR
— Polymerase Chain Reaction).

Um resultado positivo automaticamente requer um curso de acao para

confirmar a presenca do agente atraveés de testes conFirmatérios, com O aumen-

33O termo ‘imuno’ refere-se & natureza da reacao de detecgéo (anticorpo-antigeno) e o termo ‘blot,
ao sistema utilizado para imobilizar o antigeno (blot, do inglés: impressdo, borrao).
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to da amostragem ou repeticdo dos testes. E importante salientar que o agente
etiolégico pode ter sido introduzido na col6nia muito antes dos sinais clinicos
ou da morte de algum animal. Diante deste fato, podemos concluir que a

aplicabilidade da avaliagdo diagnéstica continua é de extrema importancia.

Tabela 7 — Principais virus que afetam animais de laboratério

Agente etiolégico Espécie afetada Sinais clinicos Transmisso Periodo de incubacio  Observagses
Virus Sendai Hamster, camundongos e Acomete o trato A sua 7 a 14 dias Parainfluenza |
Familia Paramyxoviridae ratos respiratorio. transmissdo

Disseminago ¢ ocorre por

répida. Dispineia e aerosséis> e

estertores, perda de  por contato

peso, reducio no direto.

tamanho da pro|e,

gestagoes

prolongadas, alta

mortalidade em

recém-nascidos e em

filhotes até o

desmame.
Virus da Hepatite Camundongos Na maioria dos casos  Via oral-fecal. Possui grande

de Camundongos
(MHV)
Familia Coronaviridae

género Coronavirus

¢ assintomética.
Urina com coloragao
ama[ronzﬂda, mdnchas
na regido perianal,
ictericia,*° espasmos,

capacidade de
disseminacdo. Podem
surgir sintomas
dependendo da cepa
viral e do estado do

incoordenacio e animal (linhagem,

morte. imunossupressao,
estresse, idade etc.).
Duas formas principais
de doenca,
dependendo do
tropismo da cepa viral.
Padréo respiratério:
geralmente
assintomatico. Padido
entérico: dissemina-se
além do intestino para
outros érgdos
abdominais (figado e
nédulos linféticos
abdominais). Diarreia ¢
alta mortalidade em
animais jovens.
Algumas cepas podem
disseminar para o
cérebro.

34 Aerossdis: constituidos por particulas com tamanho menor ou igual a 5 Mm. A protecio respiratdria para as
doenc_;as de transmissio aérea por aerossol ¢ obtida através da se|e<_;éo e do uso dos EPI adequados. Estertores
(esta|os ou crepitagées) S30 pequenos sons de esta|idos, borbulhantes ou do tipo choca|ho, que se ouvem numa
parte do pulméo. Eles ocorrem quando o ar se move através das vias respiratérias repletas de liquido.

% |ctericia: co|orag§o amarelada nas membranas mucosas e nos olhos, causada por excesso de bilirubina no sangue.
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Agente etiolégico

Espécie afetada

Sinais clinicos

Transmissao

Periodo de incubacao

Observagses

Virus da
Sialodacrioadenite
(SDAV)

Familia Coronaviridae

género Coronavirus

Virus da
Coriomeningite
Linfocitica (LCMV)
Familia Arenaviridae

género arenavirus.

Ratos

Camundongos,
hamster, coelhos,
cobaias, primatas ndo-

humanos.

O vitus afeta as
glandulas salivares e
lacrimais, linfonodos
cervicais, timo e
mucosa do trato
respiratério. Os sinais
clinicos, quando
presentes, sdo:
fotofobia, lesdes
oculares, edemas no
globo ocular,
lacrimejamento alterado
e, em alguns casos,
edema na regido
cervical. Em animais
lactentes,*® pode
ocorrer conjuntivite com
fotofobia e exsudato
ocular. Os sintomas
mais graves s3o: edema
cervical, espirros,
descarga nasal,
descarga ocular e dlcera
de cémea.

O:s sinais clinicos variam
de acordo com a cepa
viral, linhagem e idade
dos animais. Quando a
infecgdo ¢ adquirida
ainda no tero ou
poucos dias apds o
nascimento, os animais
sofrem um retardo no
seu crescimento,
desnutrigio,
initabilidade, ascite e
morte. Apesar da forma
mais comum ser
assintomatica, em
hamster observamos
glomerulonefrite
progressiva e redugéo
de seu tamanho. Em
humanos, a doenca se
manifesta com febre,
mialgia, néuseas,
vémito, fotofobia e
tosse; ocasionalmente
rash cutdneo,
linfoadenopatia, otite,
delifio e amnésia.

Contato
direto e

aerossdis.

Alta morbidade e

baixa mortalidade.

Possui importancia
significativa por se
tratar de uma
zoonose.

36 | actentes: Mamiferos jovens, sem desmame. Refere-se aos animais sob protecao que sao alimentados

pela mae biolégica, mae adotiva ou por mamadeira.
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Agente etiolégico Espécie afetada Sinais clinicos Transmissao Periodo de incubacio  Observagses
Virus da Camundongos A atividade da Embora os - O diagnéstico
Desidrogenase Lactica enzima desidrogenase  camundongos pode ser
Famflia Togaviridae léctica (LDH) no eliminem o realizado através

Virus da
Encefalomielite
Murina (Virus
Theiler)

Familia Picornaviridae

Camundongos e ratos

género Enterovirus.

Ectromelia virus Camundongos
Famflia Poxviridae
Género

Orthopoxvirus.

plasma aumenta 24
horas apés o contato
com o virus, com
picos de até dez
vezes mais apds 72-
96 horas,
permanecendo
elevados por toda a
vida do animal.

O:s sinais clinicos
s3o inaparentes e
presumidamente
causados por cepas
menos virulentas. Os
camundongos
afetados apresentam
paralisia flécida dos
membros. A lesio
tipica da doenca é a
poliomelite ndo
supurativa com
necrose e
neuronofagia. As
cepas mais virulentas
causam movimentos
em circulos,
Vagarosos,
hiperexcitabilidade,
convulsées,
tremores, paralisia
flacida nos membros
e alta mortalidade.’

Aproximadamente
dez dias apés a
infecgdo, lesdes
caracteristicas se
desenvolvem na
pele, levando a
liberagdo viral para o
ambiente. Estes
também podem ser
eliminados nas
excregdes da
orofaringe, do trato
genital e do
intestino. As lesdes
na doenga aguda
incluem necrose do
bago, linfonodos,
timo e figado.

virus pela urina,
saliva, fezes e
leite, os titulos
virais decaem
ap6s a primeira
semana da
infecgdo,
diminuindo
consideravel-
mente o risco
de transmissdo.

Fecal - oral.

A transmissdo
ocorre através
de fissuras na
pele.

da andlise
bioquimica dos
animais, podendo
encontrar elevagio
em todas as
enzimas
plasméticas além
do aumento
considerével da

LDH.

A infeccio
normalmente ¢
adquirida em 3 a 6
semanas de idade.
O virus tem sido
demonstrado nas
fezes por até 53
dias apés infeccdo,
apresentando uma
taxa de mortalidade
baixa.

37 Supurativa: Formagéo ou acimulo de secrecao purulenta. Neuronofagia: neurdnios sendo fagocitados

por macréfagos do tecido nervoso. Paralisia flécida: perda do ténus muscular.
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Agente etiolégico

Espécie afetada

Sinais clinicos

Transmissao

Periodo de incubacao

Observagses

Herpesvirus simiae

Primatas ndo

humanos.

Na sua grande
maioria, os animais
s3o assintométicos.
Em alguns casos,
podem causar
lesdes nas
mucosas,
semelhantes a
Glceras aftosas
presentes no dorso
da lingua, labios
ou face, parecidas
com as causadas
pelo virus herpes
simplex.No
homem,
conjuntivite ligeira
e descarga nasal.
Também podem ser
observadas doencas
neurolégicas nos

casos mais graves.

Contato
direto. Para o
homem,
ocorre através
de mordidas,
arranhées,
aerossbis ou
manuseio
inadequado
de tecidos

contaminados.

Normalmente, a
doenca em
primatas dura, em
média, de sete a
14 dias. O virus
permanece latente
e pode reativar
de forma
espontanea ou
quando os
animais sao
submetidos a
condigdes de
estresse.

O virus enzobtico
em Macaco
Rhesus (Macaca
mulatta), Macaco
Cynomolgus
(Macaca
fascicularis), e
outros primatas
ndo humanos. O
virus pode ser
isolado de saliva,
sangue, urina,
fezes e rim. Nos
seres humanos,
esta doenga tem
sido caracterizada
por uma variedade
de sintomas que
gera|mente
ocorrem dentro de
um més de
exposigao. Os
sintomas  incluem:
lesdes vesiculares
localizadas na
pele ou nas
proximidades do
local da
inoculagao,
sintomas
neurolégicos,
pava|isia
ascendente e, em
Gltima instancia,
encefalite. A
morte
normalmente
ocorre de trés a
21 dias apés o
aparecimento dos
sinais clinicos.
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Controle bacteriolégico e micoplasma

O conhecimento da microbiota do modelo animal utilizado em pesquisa

¢ importante para definir seu estado sanitério.

Tabela 8 — Principais bactérias e micoplasma que afetam animais de laboratério

Agente etiolégico

Espécie afetada

Caracteristicas

Transmissdo

Bacillus piliformis Responsével
pela doenca de Tyzzer.

Bacilo associado aos cilios
respiratérios (CAR Bacillus)
Causam doenca respiratéria
cronica.

Corynebacterium kutscheri

Alfetam uma variedade de
animais, incluindo
camundongos, ratos,
hamsters, coelhos e primatas

nao-humanos (Rhesus).

Ratos, camundongos,

coelhos, hamsters e cobaias.

Ratos, camundongos,
hamsters e cobaias.

S3o bacilos gram negativos,
intracelulares. Células mononucleares
infiltradas e neutréfilos sdo observados
em éreas afetadas, mesmo podendo
ndo ser observado o bacilo nas lesdes.
Lesdes da doenga sdo caracterizadas
por necrose hepética, hepatite, colite
e miocardite. As lesdes entéricas sdo

mais graves em coelhos e hamsters.

S3o bacilos gram negativos. A
mortalidade na maioria dos casos esté
associada & coinfecgdo com
Mycoplasma e Virus Sendai. As
lesdes causadas por esta bactéria se
localizam no trato respiratério superior.
A bactéria pode ser visualizada entre
os cilios do epitélio respiratério.
Devido & dificuldade em isolar as
bactérias em meios comuns, o ideal
para o diagnéstico ¢ a pesquisa de
anticorpos através de técnicas de
sorologia ou a pesquisa do bacilo pela
reagdo em cadeia da polimerase

(PCR).

S3o cocos gram positivos. Em
roedores, pode causar o surgimento
de abscessos nos tecidos, atingindo
timpano e ouvido médio. Quando sua
forma ¢ epizoética, os ratos podem
desenvolver embolia pulmonar. Em
camundongos, a doenca pode evoluir
para articu|agées, figado e rim. O
diagnéstico se d4 através da observagao
direta das bactérias em cultivo dos
abscessos com meios apropriados (ex.:
4gar sangue, tripticase soy com 5%
de sangue de carneiro etc.). A
pesquisa de anticorpos através de
sorologia ¢ indicada devido ao baixo
custo e facil manuseio. Outra forma é
através de técnicas moleculares.

A transmissdo ocorre ap6s
ingestdo de esporos pelas

fezes (transmissao fecal-oral).

Através de fomites e contato

direto.

Contato direto com urina e

FEZZS contaminadas.
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Agente etiolégico Espécie afetada Caracteristicas Transmissao

Staphy/ococcus aureus Como se trata de uma zoonose, a
contaminagdo pode ter sido levada
pelo homem aos animais. As formas
clinicas sdo as dermatites ulcerativas,
abscessos e pododermatites (dermatite
que afeta apenas as patas dos
animais). O diagnéstico depende do
isolamento e da identificagdo
bacteriana em material das lesaes,
utilizando meios de cultivo seletivos
de forma que outros microrganismos
nao interfiram nos resultados.

Mycoplasma pulmonis Ratos, camundongos, Principal agente responsével pelas A transmissdo ocorre por
hamsters, coelhos e cobaias. ~doengas respiratérias cronicas dos aerossdis e por via
ratos. A infecgdo assintomética é a transplacentdria.

mais comum. Os sinais clinicos podem
ser: otite média e interna, que leva o
animal a movimentar-se em circulos,
rinite com espirros e descarga nasal
mucosanguinolenta e pneumonia com
dispneia e debilidade progressiva.
Pode infectar o trato genital das
fémeas, causando baixa fertilidade e
reducdo de peso da prole. O
diagnéstico pode ser feito pelo
isolamento através de material do trato
respiratério, sorologia ou técnicas de
reagdo em cadeia da polimerase.
Somente a selecio de animais livres
de micoplasma, identificados por
monitoramento continuo, pode permitir
a obtengdo de estoques negativos.

Controle parasitolégico

Os animais de laboratério criados e mantidos nas col6nias em condi-
¢Oes convencionais sao comumente afetados por uma grande variedade de
ectoparasitas e endoparasitas (tabe|a 9). De um modo gera|, estes parasitas
atuam comprometendo a satde e interferindo em trabalhos realizados com os
animais. E aconselhével promover medidas preventivas antiparasitarias e manté-
las com as diferentes espécies criadas em biotérios. Hé a necessidade de
fazer exames periédicos, verificando o aspecto e a sanidade, além de se
manter os animais sob condicdes sanitérias controladas. A presenca de para-
sitas na colénia influencia na fisiologia dos animais e na suscetibilidade a

outros agentes infecciosos.
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O parasitismo geralmente ¢ assintomético, mas, dependendo da intensi-
dade, produz uma ampla variedade de sinais clinicos. Os ectoparasitas (tabela
10) podem causar prurido, dermatite, perda ou rarefacio da pelagem nas
regides afetadas, pelos arrepiados, descamagéo epidérmica e u|cerag6€s de
pequena ou grande extensdo, redugéo nos indices de reprodugéo e
consequentemente perdas econdmicas, além da interferéncia nos resultados de
pesquisa. Os sinais clinicos causados pelos endoparasitas incluem diminuigéo
da taxa de crescimento, irritacdo anal, pro|apso retal, intussuscepcao intestinal,
enterite catarra|, granu|oma hepético, queda no ganho de peso, actmulos de
gases, distensdo abdominal, fezes amolecidas ou aquosas, constipacao intesti-
nal, pelos arrepiados, colite, perdas econdmicas ligadas & diminuicdo da taxa

de produtividade das colénias e interferir nos resultados.

O tratamento das ectoparasitoses em animais de laboratério baseia-se na
aplicacdo de substancias quimicas solGveis sob a forma de banhos de imersdo,
diretamente sobre a pelagem do animal, misturadas & cama pela administragéo
subcutinea e na agua dos bebedouros. O tratamento de helmintos pode ser
realizado com o uso de vérias drogas anti-helminticas, isoladas ou combinadas.

Os anti-helminticos sdo administrados por via oral, adicionados a racdo ou &gua.

Exames endoparasitolégicos

O exame endoparasitolégico constitui um valioso recurso para o diag-
néstico das doengas parasitérias. Os parasitas intestinais sdo habitualmente
identificados por sua morfologia ao microscépio. Este exame consiste na pes-
quisa de cistos, trofozoitos e oocistos de protozoérios, ovos, adultos e larvas

de helmintos.
Cuidados com as amostras de fezes:
* As amostras fecais devem ser recentes.

* Preferencialmente coletadas diretamente da ampola retal do animal.
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e Em situagoes especiais, fezes frescas podem ser coletadas do fun-

do da gaiola.

* Amostras devem ser coletadas em frasco limpo e seco.

* Examinar as amostras de fezes macroscopicamente e microscopicamente.
* Processar as amostras o mais répido possivel.

* As amostras que demorarem a serem analisadas devem ser colocadas
em conservantes quimicos.
* |dentificar as amostras com espécie animal, idade, sexo e hora da

coleta.

Para animais que ndo podem ser retirados da colénia, recorre-se a técni-
cas onde a amostra ndo requer eutandsia. A técnica da fita celofane para

pesquisa de ovos de Syphacia spp. ¢ uma delas.

Técnica da fita celofane adesiva:
* Realizar a contencao do animal e, com fita adesiva celofane, fazer uma
impressao na regido perianal.
* Colocar a fita com face adesiva voltada para a lamina de microscopia
devidamente identificada.
e Observar a lamina ao microscépio usando a objetiva de menor
aumento (10x).
Os animais de pequeno porte enviados ao laboratério sao submetidos
ao exame direto da mucosa intestinal. Esta técnica possibilita um diagndstico

amplo, pois se obtém amostra de todas as porcoes do intestino.

Exame direto da mucosa intestinal:

» Apbs eutanésia, fazer uma incisdo pré-retro-umbilical na linha mediana

do abdome.
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* Retirar intestinos, delgado e grosso, e colocar em placas de Petri

identificadas.
* Adicionar solucgo salina (NaCl a 0,85%).
* Abrir os intestinos longitudinalmente.

* Realizar o exame macroscédpio, através de observacdo da placa de Petri

sob um fundo preto, a fim de facilitar a visualizaggo dos helmintos.

* Porcao do material que esté na placa ¢ colocada entre lamina e laminula

e observada ao microscépio éptico.

Para a pesquisa de oocistos de Eimeria stiedae em coelhos ¢ utilizado o

método de exame direto da bile.

Exame direto da bile:

* Apbs a eutanésia, realizar a incisdo pré-retro-umbilical no abdome do

COG”‘IO.

* Retirar a vesicula biliar, colocar em placa de Petri e abrir para expor o

seu conteldo.

* Adicionar solucgo salina a 0,85%.

* Preparar ldmina de microscopia com este contetdo.
* Observar em microscépio éptico.

Amostras de fezes de roedores, coelhos, ovinos e primatas ndo-huma-
nos podem também ser testadas pe|o exame direto, em fezes frescas pe|a
diluicdo de pequena porcdo da matéria fecal em solucdo fisiolégica e identifica-
cdo do material ao microscépio. No método de Willis (Flutuagdo), ¢ misturada
pequena quantidade de fezes & solugdo saturada de cloreto de sédio ou
acucar. Para complementar o diagnéstico parasitolégico em primatas ndo-huma-
nos, ¢ utilizada a técnica de sedimentacdo espontanea de Dennis-Stone &
Swanson —modificada, onde a amostra fecal ¢ diluida em solucdo de detergen-

te neutro.



1213

Animais de laboratério

Hé muitos outros métodos coproparasitolégicos que podem ser utiliza-

dos, permitindo detectar parasitas nas fezes dos animais de laboratério.

Tabela 9 — Principais endoparasitas de animais de laboratério

Espécies

Hospedeiro

Habitat

Caracteristicas

Aspiculuris tetraptera

Syphacia obvelata

Syphacia muris

Passarulus ambiguus

Paraspidodera uncinata

Ascaris lumbricoides

Trichuris trichiura

Hyminolepis nana

Camundongos, ratos e

hamsters

Camundongos, ratos e

hamsters

Ratos

COQ”’]OS

Cobaias

Primatas

Primatas

Camundongos, ratos,
hamsters e primatas

Nematédeo
encontrado no ceco

e cblon

Ceco e cblon

Ceco e cédlon

Oxiurideo do ceco e

célon

Parasita do ceco e

cblon

Intestino delgado

Ceco

Intestino

Os vermes adultos apresentam asa cuticular cervical.
As fémeas medem de 3,0 a 4,0 mm de comprimento
e os machos entre 2,0 a 4,0 mm de comprimento.
Seus ovos sio elipsoides com presenca de uma massa
de blastémeros visiveis. O ciclo ¢ de 23 dias, os
ovos sdo observados nas fezes e necessitam de seis
dias para embrionagdo.

E o parasita que promove a oxiurfase em
camundongos, normalmente ndo patogénicos. A
infecdo de animais de laboratério ocorre apés a
ingestdo de ovos embrionados. Os ovos alongados
apresentam como caracteristica achatamento em um dos
lados, em forma de D, medindo entre 72 a 82 por
25 a 36 micrémetros. A fémea mede 3,4 a 5,8 mm
de comprimento e deposita os ovos no célon ou na
regido perianal. O macho ¢ menor e mede 1,1 a 1,5
mm de comprimento e possui trés dilatagdes, chamadas
mameldes, na face ventral terco posterior do corpo.
Os vermes adultos apresentam dilataco cuticular
cefélica. Apresentam um ciclo direto com um periodo
de oito a 15 dias.

As fémeas medem entre 2,8 a 4,0 mm e os machos
entre 1,2 a 1,3 mm de comprimento. Os ovos sao
similares aos de Syphacia obvelata.

Podem ser encontrados em grandes quantidades. Os
machos medem de 4,0 a 5,0 mm em seu
comprimento e as fémeas de 9,0 a 11,0 mm.
Possuem corpo semitransparente o que facilita a
visua|iza§§o do bulbo esofégico. O ovo apresenta
parede fina, com achatamento lateral em um dos seus
lados, medindo entre 95 ¢ 103 por 43 micrémetros.
Seu ciclo de vida ¢ direto com 55 a 65 dias e a
infecgdo ¢ por ingestdo do ovo embrionado.

As fémeas adultas medem 18,4 a 20,9 mm de
comprimento e os machos, 16,3 a 17,6 mm.

As femeas adultas medem entre 30 a 40 cm de
comprimento e os machos, 15 ou 30 cm. Os ovos
férteis medem entre 60 a 45 micrémetros e os ovos
inférteis, mais alongados, entre 80 a 90 micrémetros
de comprimento.

Os vermes adultos medem entre 3 a 5 cm de
comprimento. Os ovos variam de tamanho entre 50 e
55 micrémetro de comprimento por 22 ou 23
micrémetro de largura.

Essa espécie ¢ também muito encontrada no homem. O
verme adulto tem comprimento que varia entre 2 e 4 cm e
possui escdlex pequeno e globoso com presenca de varios
aclleos dispostos em tomo do rostro. Os ovos tém formato
oval ou arredondado e medem de 40 a 50 micrdmetros de
didmetro. Causa doengas a0 homem, podendo ser infectado
pela manipulagio dos animais.
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Espécies

Hospedeiro

Habitat

Caracteristicas

Hyminolepis diminuta

Balantidium caviae

Eimeria stiedae

Eimeria flavescens,
E.irresidua,
E.neoleporis,
E.intestinalis,
E.magda (Séo as
mais patogénicas)
Eimeria perforans

Eimeria media

Eimeria falciformis

Eimeria caviae

Eimeria nieschulzi e E.
separata

Balantidium coli

Cyathodinium cunhae

Tritricomonas muris

Spironucleus muris

Giardia muris

Camundongos, ratos
e hamsters

Cobaias

COQ”’]OS

Camundongo

Cobaia

Ratos

Primatas

Cobaias

Camundongos, ratos,
cobaias e hamsters

Ratos, /namsters,
camundongos e vérios
roedores selvagens ao
redor do mundo
Camundongos, ratos e
hamsters

Intestino delgado

Ceco e célon

Duodeno, figado
e vias biliares

Intestino delgado

Intestino grosso
e delgado

Intestino grosso

Intestino

Intestino

Ceco e célon

Célon e ceco

Intestino delgado
e ceco

Porcio anterior do
intestino delgado

Conhecido como a ténia do rato. O verme adulto
mede entre 10 ¢ 20 cm de comprimento e possui um
escélex pequeno, com quatro ventosas, desprovido de
actleos. Os ovos sdo esféricos, com casca dupla, e
medem de 70 a 80 micrémetros de didmetro.

Protozoério ciliado encontrado comumente em animais
convencionais. Aparentemente ndo patogénicos. A
forma trofozoita mede entre 55 a 115 micrémetros de
comprimento por 45 a 73 micrémetros de largura e a
forma cistica, entre 40 a 50 micrémetros de largura.

A coccidiose é causada por protozoérios patogénicos
que costumam ter localizacdo bem especifica no
organismo do hospedeiro. Causam doencas graves em
diversas espécies animais. O género Eimeria
caracteriza-se por apresentar no interior dos oocistos
quatro esporocistos, cada um deles com dois
esporozoitas.

Encontrado nas fezes, os trofozoitos medem entre 30
e 150 um de comprimento por 25 a 120 Um de
largura. Os cistos sdo ovoides ou esféricos e medem

entre 40 e 60 Um de didmetro.

Ciliado, nao patogénico. Sua forma trofozoita mede
entre 10 a 36 Um por 9 a 24 um. Caracteriza-se
pela forma afunilada.

A (nica forma encontrada ¢ a trofozoita.

Protozoério com uma forma intermediéria de
pseudocisto e trofozoita. O trofozoita mede entre 16
a 26 Um de comprimento por 10 a 14 Lm de largura.
O periodo de desenvolvimento ¢ de trés a dez dias.

Protozoério anteriormente conhecido como Hexamita
muris. Apresenta aspecto piriforme, simetria bilateral,
mede de 7 a 9 Um de comprimento por 2 a 3 Um de
largura.

Eum protozoério flagelado causador da giardiase. O
trofozoita mede entre 7 a 13 Um comprimento por 5
a 10 Um de largura. O ciclo leva em torno de 5 a
15 dias. G. muris se reproduz por participagdo binéria
ou miltipla.
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Espécies Hospedeiro Habitat Caracteristicas

Giardia caviae Cobaias Nao ¢é patogénica. A forma trofozoita mede entre 8 a

15 um por 6 a 10 Um de largura.
Porcso anterior do
Apresenta a forma cistica e trofozoita. A forma

trofozoita mede 12 a 15 Um de comprimento por 6 a
8 Um de largura. Os cistos medem 8 a 12 Um e 7 a
10 Um de comprimento e contém quatro niicleos.

Giardia intestinalis Primatas nado-humanos intestino delgado

Entamoeba muris Camundongos, ratos e Cecon e célon Espécie ndo patogénica. A forma trofozoita mede de 8
hamsters a 30 Um de comprimento e os cistos de 9 a 20 um
de didgmetro. Podem conter oito nicleos.
Entamoeba caviae Cobaias Ceco A forma trofozoita mede de 10 a 20 um de
comprimento e o cisto de 11 a 17 Um de didmetro.

Entamoeba cuniculi Coelhos Ceco e Célon Nao patogénica, o trofozoita mede de 12 a 30 Um
de comprimento e os cistos de 7 a 21 Um de
didmetro.

Exames ectoparasitolégicos

O exame de ectoparasitas consiste na identiFicagéo dos artrépodes
ectoparasitas de interesse veterindrio, encontrados na pele dos animais de
laboratério convencionais. A contaminacdo dos animais convencionais por
ectoparasitas é problema de importancia sanitéria e de dificil controle. Algumas
espécies podem atuar como vetores biolégicos de outros agentes infecciosos.
Devido as suas caracteristicas anatdmicas e alimentares, os 4caros que mais
frequentemente acometem os animais de laboratério ficam confinados ao hos-
pedeiro e aderem firmemente & pelagem. Os métodos a serem empregados
consistem em exame de inspecdo, com observacio macroscépica do animal no

intuito de detectar alguma evidéncia relacionada com ectoparasitas.
Procedimentos:

Para o diagnéstico dos ectoparasitas em animais de laboratério, vérias

técnicas podem ser utilizadas:

* Os cadéveres dos animais sdo colocados em decibito ventrais e
expostos & iluminacdo de uma ldmpada incandescente, mantendo
uma distancia de aproximadamente 30 cm, para induzir a migra-
cao dos ectoparasitas para o dorso do animal. Apds vinte minu-

tos, com o auxilio de microscépio estereoscépio, toda pelagem é
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vistoriada. Os ectoparasitas encontrados sdo removidos do corpo
hospedeiro e imersos entre |amina e laminula com gota de liquido
de Hoyer (clarificador) para serem identificados ao microscépio
bptico.

* Também se pode colocar o cadéver, logo apés sua morte, no
refrigerador durante trinta minutos e posteriormente & temperatura
ambiente por dez minutos ou mais. Os é&caros abandonam o
corpo do hospedeiro assim que a temperatura comeca a cair,
deixam as camadas mais profundas do pelo e migram para as

pontas. Observar o caddver em microscépio estereoscépio.

* Em um papel preto, colocar a carcacga do animal. Este papel ¢
entao margeado com fita celofane com o lado colante voltado
para cima, evitando, desta maneira, que os parasitas fujam ao
tentar deixar o corpo do hospedeiro. O papel preto facilita a

observacdo dos artrépodes pequenos.

» Outro método utilizado é o da fita adesiva de celofane, colo-
cando a mesma no pelo do animal e retirando-a logo depois.
Colocar em lamina de microscopia devidamente identificada e

levar ao microscépio dptico.

* No caso de raspado de pele, este deve ser profundo e a regido
escolhida préoxima de uma lesdo. Os pelos sao removidos com
lamina de bisturi, untada com glicerina ou dleo lubrificante. O
material do raspado ¢ colocado imerso em dleo entre 1amina e

laminula e observado em microscépio ptico.

* Para a pesquisa de 4caro do canal auditivo externo, remove-se

com swab o cerume e se examina ao microscopio.

* |dentificar os espécimes com chaves para c|assiFicag§o e livros de

referéncia.
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Tabela 10 — Principais ectoparasitas de animais de laboratério

Espécies

Hospedeiro

Habitat

Caracteristicas

Chirodiscoides caviae

Cheyletiella parasitivorax

Demodex aurati

Psorergates simples

Myobia musculi

Myocoptes musculinus

Psoroptes cuniculi

Notoedres muris

Radfordia ensifera

Haemodipsus ventricosis

Giliricola porcelli

Gyropus ovalis

Cobaia

Coelho

Hamster

Camundongo

Camundongo

Camundongo

Coelho

Rato

Rato

Coelho

Cobaia

Cobaia

Pelo

Pelo e corpo

Foliculos e sistema
pilossebéceo

Foliculos e glandulas
sebaceas

Pelagem

Pelo

Conduto auditivo

externo

Orelha, focinho,
cauda, genitélia
externa e membros
posteriores

Pelagem

Corpo

Corpo

Corpo

Acaro que, em infestagdes macicas, pode ser
encontrado por todo o corpo e pode provocar sinais
clinicos como alopecia e prurido. Fémeas e machos
apresentam o corpo alongado e medem de 300 a
500 Um de comprimento.

Forma ovalada e tamanho 350 (m de largura por 500
Um de comprimento. Coelhos infectados com Cheyletiella

apresentam descamacdes aderidas ao pelos.

Acaro encontrado em coldnias convencionais.

Os é4caros e seus detritos acumulam-se nas invaginacdes
foliculares e aparecem pequenos nédulos brancos sobre
a pele das regides da cabeca e do pescoco. Mede de
90 a 150 um. De ocorréncia rara.

E um dcaro cujas femeas medem aproximadamente entre
400 a 500 Um e os machos, de 285 a 320 m de
comprimento. O primeiro par de patas ¢ curto e
modificado para a aderéncia aos pelos. Os ovos sao
ovais, com 200 Um de comprimento, e ficam aderidos
aos pelos. M. musculinus localiza-se preferencialmen-
te na regido da cabeca, d pescoco e da nuca. A
transmissdo se dé por transferéncia direta.

E o ectoparasita mais comum em camundongo de
laboratério. A fémea apresenta o corpo oval-alongado,
medindo cerca de 300 um de comprimento por 130
Um de largura e o macho tem o corpo menor e menos
ovalado. O terceiro par de patas do macho e o
terceiro e quarto pares de patas da fémea estio
modificados para aderéncia aos pelos. Todos os
estagios ocorrem na pelagem e o ciclo completo de
vida ¢ de aproximadamente 14 dias.

£ um scaro que provoca um actimulo de secregdo
serosa e de crostas marrons no pavilhdo auricular. A
fémea ¢ arredondada, mede entre 400 a 750 Um e
os machos entre 370 a 550 Um. Seu ciclo de vida ¢
de 21 dias.

E o écaro de mais dificil ocorréncia, responsével pela
sarna auricular em ratos (género /?arrus). A transmissao
¢ por contato direto.

Infesta os ratos do género Rattus. Apresenta dois
ganchos tarsais, presentes no segundo par de patas.

Apresenta coloragdo castanha, comprimento entre 1,2
a 2,5 mm e abdome ovalado. Ciclo ¢ de trinta dias.
E um vetor para a transmissao da Francisella tularensis
ao homem.

Sua forma ¢ delgada, com cabeca estreita, e mede
aproximadamente 1,0 a 1,5 mm de comprimento. Em
infestagées macicas, pode causar prurido, feridas e
alopecia.

Piolho de ocorréncia rara. Apresenta coloracio clara,
cabeca mais larga e abdome ovalado, medindo entre
1,0e 1,2 mm.
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Espécies Hospedeiro Habitat Caracteristicas

Polyplax serrata Camundongo Pescoco e dorso Piolho sugador com ciclo de vida de 13 dias.
Tamanho varia de 600 a 1.500 m. Transmite o
agente da eperitrozoonose murina.

Polyplax spinulosa Rato Corpo Piolho cujos ovos maturam apés seis dias. Possui ciclo
de vida de 13 dias e pode servir como vetor para
hemobartelose murina e Brucella brucei. A transmissao
dos piolhos ¢ por contato direto.

Necropsia

A necropsia tem por deFinigéo a abertura e inspecdo criteriosa de todos
os 4rgaos e tecidos de um animal morto com o objetivo de determinar a causa
de sua morte. Por esta técnica é possivel descrever alteragdes macroscépicas
em diferentes circunstancias, como processos patolégicos desencadeados por
agentes infecciosos, parasitarios, quimicos, fisicos e fisiolégicos, assim como
processos neoplésicos e anomalias congénitas. Por esse motivo, amostras oriun-
das de uma necropsia podem fornecer material para diversos exames comple-
mentares, como histopatoldgico, parasitolégico, bacteriolégico e até mesmo
para biologia molecular. A necropsia deve ser realizada em sala prépria, devi-
damente iluminada e ventilada, preferencialmente em uma cabine de seguranca
biolégica. Antes de iniciar o procedimento, é necessario observar o histérico
do animal, isto ¢, dados como espécie, linhagem, peso, idade, procedéncia,
sintomatologia ou estado clinico. Essas informagées sdo de suma importancia,

ja que auxiliam o diagnéstico conclusivo (causa mortis).

O animal ¢ colocado em decibito dorsal e a necropsia iniciada com um
exame minucioso da superficie corporal, avaliando-se o estado geral do cads-
ver e levando-se em conta seu estado nutricional, a presenca de sinais externos
e as a|teragc">es cadavéricas. No exame externo, sdo inspecionados: pele,
pelos, unhas, mama, bolsa escrotal, cavidades naturais e mucosas da boca,
pavilhdo auricular, narinas, olhos, anus e genitais. A abertura do cadéver ¢
realizada por uma incisdo longitudinal sobre a linha alba, partindo da regido

junto & mandibula até a regido anal. A pele é entdo rebatida, expondo dessa
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forma as musculaturas torécica e abdominal. A cavidade torécica ¢ aberta e
os 4rgaos sao expostos. E primordial que sejam observados posi¢do, tama-
nho, coloracdo e presenca de estruturas estranhas ou anormais. Esta percep-
cdo deve existir durante toda a necropsia. Na cavidade abdominal, os ér-
gdos sao deslocados e seccionados. Com o cadéver do animal em decibito
ventral, ¢ inspecionado o sistema nervoso central. Todas as alteraces en-

contradas devem ser registradas.

Os 6rgaos e tecidos que apresentem alguma a|terag§o, assim
como nédulos e massas encontrados, sdo coletados. Pequenos frag-
mentos (0,5 cm?) da lesdo, juntamente a regido aparentemente sauda-
vel, sdo suficientes para a anélise histopatolégica. A fixacdo desse
material deve ser imediatamente apds a coleta e acondicionada em
frasco devidamente identificado. Hé vérias solucées fixadoras, sendo a
formalina tamponada & 109% a mais comumente usada, na proporcao

de dez partes de so|ugéo para cada parte de tecido a ser fixado.

Controle genético

Atualmente, milhares de linhagens isogénicas de camundongos, com
multiplicidade de finalidade, estdo disponiveis em biotérios do mundo todo.
O laboratério de controle genético animal tem como principal funcdo aplicar
metodologias que permitam verificar e assegurar a integridade genética das
colbnias. A integridade genética consiste em manter a continuidade da espécie
ou das linhagens e, no caso de camundongos e ratos isogénicos, garantir a
pureza da linhagem e a homogeneidade destes animais. O monitoramento
genético auxilia na manutencgdo das linhagens isogénicas, as quais possuem
caracteristicas essenciais para a reprodutibilidade de dados experimentais dos
pesquisadores. Na maioria dos casos, a contaminacdo genética ¢ acidental,
tendo como fonte principal de falha o erro humano, podendo ocorrer devido

a cruzamentos inadvertidos ou  troca de identificacdo das linhagens.
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O monitoramento genético pode ser realizado por vérias metodologias,
como a identificagio dos genes de pigmentagdo (visualizacdo da coloracdo da
pelagem na prole), polimorfismo bioquimico (identificagéo das isoenzimas),
anélise osteométrica (analisa o desenvolvimento da mandibula), anélise de
histocompatibilidade (testado pelo transplante de pele), observagéo de com-
portamento (modificagéo do comportamento), ava|iagéo da prole (n(imero de
filhotes nascidos), ocorréncia de patologias (comuns a linhagem) e identifica-
cdo de mutagdes espontaneas ou induzidas e possiveis contaminacoes genéti-

cas (marcadores mo|ecu|ares) .
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Capitulo 5

Fundamentos em quimica experimental
Ménica Mendes Caminha Murito
Virginia de Lourdes Mendes Finete

1. Quimica: uma ciéncia essencialmente experimental

A Qluimica ¢ a ciéncia que estuda as substancias presentes na natureza,
do que elas sdo feitas, como se transformam e as diversas ap|icag6es destas
substancias em nosso dia-a-dia. Embora o estudo da Quimica seja constituido
de miltiplos conceitos teéricos, associados ao conhecimento de uma simbologia

propria, a esséncia desta ciéncia ¢ experimental.

K ey _ J Quimica: do egipcio ‘keme’,
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2. Introdugdo ao laboratério de Quimica

O laboratério ¢ o local mais importante para o desenvolvimento da
Quimica e ambiente de atuagdo dos profissionais da satde e de outras éreas
afins. E no laboratério que se estabelecem relaces entre o que é observado
no campo macroscopico, com os conceitos, teorias e modelos formulados em
nivel microscépico.

Niels Bohr, cientista dinamarqués, criou seu

modelo atémico em 1913, propondo que

os elétrons estdo dispostos no 4tomo em

» I e 4rbitas circulares, ao redor do niicleo, como
T e X os planetas em torno do sol. A cor no tes-
o o te de chama ¢ a energia que os elétrons do

elemento emitem em forma de luz, ao

retornarem ao seu estado fundamental.

A rea|izagéo de qualquer atividade no laboratério requer o uso da
vestimenta adequada: ca|ga comprida, jaleco fechado de manga comprida,
sapato fechado em couro e éculos de protecdo, os quais oferecem uma
barreira de protecdo minima contra eventuais respingos ou derramamentos de
substancias quimicas. Também ¢ imprescindivel reconhecer os diversos materi-
ais, equipamentos, substancias, fontes de consulta bib|iogréfica, simbolos de

seguranca e apresentar uma postura adequada.
3. Solugoes

3.1. Propriedades das solucoes

As substancias quimicas presentes na natureza e utilizadas em nosso
cotidiano encontram-se, geralmente, em forma de solucdes. As solucdes po-

dem ser liquidas, sélidas ou gasosas.
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SOLUCAO SOLUTO

Soro fisiolégico Cloreto de sédio

Ago Carbono

Ar atmosférico

Oxigénio, gés carbdnico e outros gases

SOLVENTE
Agua
Ferro

Nitrogénio

Solugbes: sdo misturas homogéneas constituidas
por um ou mais solutos dissolvidos em um
solvente.

Solubilidade: ¢ a capacidade de uma substan-
cia (soluto) ser dissolvida por um determinado
so|vente, a uma dada temperatura.

Fatores que influenciam a solubilidade

As 'forcas intermoleculares’ dependem das
ligacdes quimicas presentes: substancias
formadas por ligagdes covalentes podem
ser POLARES ou APOLARES. A 4gua
(b), por ser uma substancia polar, é um
bom solvente para o é4lcool (a), que
também é polar; porém, a dgua é um
solvente ruim para a gasolina (c), que é
apolar, formando assim uma mistura
heterogénea.

TEMPERATURA
PRESSAO
FORCAS INTERMOLECUL ARES
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3.2. Concentracdo das solucoes

Concentragéo ¢ a quantidade de soluto contida em um volume ou em

uma massa o|e so|vente.

~ s ¢ ) Ve 7 . .

A so|ugao ¢ ‘saturada quando contem a maxima quanti-

1 dade possivel de soluto dissolvido e ¢ ‘insaturada’ antes

Soluggo saturada de atingir esse ponto. Também é possivel obter uma solu-
de CuSO, o da’ d luca d

¢do supersaturada aquecendo uma solucdo saturada, que

tenha parte do soluto ndo dissolvido, até que todo ele se
dissolva. Deve-se manter a so|ugéo em repouso e deixar

sedimento de CuSO, que ela atinja a temperatura ambiente lentamente.
nao-dissolvido

3.2.1. Concentracdo em quantidade de matéria

A quantidade de matéria ¢ uma unidade fundamental do Sistema Inter-
nacional de Unidades (SI) que expressa a quantidade em mol de uma substén-
cia. Concentragéo em quantidade de matéria é a quantidade em mol do soluto

por litro de solucgo:

Concentracdo em quantidade de matéria = mol do soluto = mol L

L de solucdo

Um exemplo da expressdo da concentracdo em quantidade de matéria ¢
a quantidade de sal, NaCl, na 4gua do mar: cada 1 L contém 27 g de sal. E
possivel converter a massa de sal em quantidade de matéria: A massa molar do
NaCl ¢ a soma das massas do Na e do Cl: 23 + 35,5 = 58,5 g/mol.
Entdo se 1 mol de NaCl pesa 58,5 g, quantos mol correspondem a 27 g?
Basta fazer a seguinte regra de trés:

58,5 g NaCl ——— 1 mol

27 g NaC| ——— —  x = 0,46 mol
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Assim, a concentracdo em quantidade de matéria do sal NaCl na 4gua

do mara 0,46 mol L.

3.2.2. Concentragdo em massa por volume C

A concentragdo em massa por volume expressa a massa do soluto em

gramas, por litro de so|ugéo.

C(m/v) = massa de soluto (g) = gL
L

A solucdo fisiolégica constitui-se de 9,0 gramas de cloreto de sédio,
NaCl em um litro de 4gua. A concentragdo desta solucdo ¢ igual a 9,0 g L.
Em geral, essa concentracdo é expressa nos rétulos em termos percentuais. Para
isso, deve-se calcular a massa de NaCl contida em 100 ml de solucgo:

1L =1.000 mL
9,0 ¢ NaCl ———— 1.000 mL de solucgo

X ——— 100 mL de soluggo — 0,9 g/ 100 mL= 0,9 % (m/v)

3.2.3. Concentragdo em massa por massa C_, e volume por
volume C

(v/v)
Esse tipo de concentragdo ¢ comumente expresso em forma de compo-

sicdo percentual:

Composicao percentual (%): ¢ a porcentagem em massa ou volume de

um SOIUtO POor massa ou vo|ume o|e SO|U§50.

% (m/m) = massa de soluto (g) . 100 % (v/v) = volume de soluto (L) . 100

massa de so|u§50 (g) volume de so|u§50 L
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E possivel observar essa expressao da concentragdo em rétulos de mui-
tos produtos utilizados no cotidiano. O vinagre, por exemplo, é uma so|ug§o
de 4cido acético em dgua a 3,0 9%. Isso significa que uma garrafa de 750 g de

vinagre contém 22,5 g de 4cido acético:

Acido acético no vinagre % (m/m) = 22,5g.100 = 3,0 %
750g

3.3. Preparo de solucodes

Preparar so|ugées ¢ uma das tarefas principais dentro de um laboratério.
Uma so|ugéo mal preparada ocasiona erros em Formu|agées e anélises. Para o

preparo de uma solugdo, devem ser seguidos os seguintes passos:

* Primeiro passo — Qualidade da 4gua

A maioria das solucoes utilizadas em laboratério sao liquidas e tém a
agua como solvente. E importante que a dgua apresente um nivel de qua|io|ao|e

satisfatério e atenda as especificagées preconizadas pelas farmacopeias.’

EspeciFicagées USP para 4guas purificadas

ANALISES/ DETERMINACOES ESPECIFICACAO

pH (25°C) 50-7,0
Condutividade (25°C) </=1,3 uS/em
Cloretos </= 1,0 ppm?
Ambnio </= 0,3 ppm
Ferro Passa teste

' Farmacopeias: cédigos onde se estabelecem, dentre outras coisas, os requisitos minimos de qualidade
para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e produtos na érea da satide. A Farmacopeia
Brasileira é o cédigo oficial farmacéutico do pafs.

2 pbpm e ppb: partes por milhdo e partes por bilhdo — indicam a concentragao em mg/L ou mg/L,
respectivamente.
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Célcio passa leste
TOC (carbono orgénico total) < 500 ppb
Nitratos </= 0,2 ppm
Nitritos </= 0,2 ppm
Formol ausente

Cloro total < 5,0 ppm
Cloro livre < 5,0 ppm

Fonte: USP 30, NF 25, 2007.

¢ Segundo passo — Qualidade dos reagentes

Existem diferentes graus de pureza para um reagente quimico, de acor-

do com o fim a que se destina. Quanto maior for o grau de pureza, maior seré

o custo do reagente.

Grau de pureza (p) é o quociente entre a massa de substancia
pura e a massa total da amostra.

Classificagdo dos reagentes de acordo com o grau de pureza

Grau de pureza

Classificacdo do reagente

Técnico ou comercia

Destinados a fins industriais, ndo
requerem grau de pureza elevado.

Para anélise (PA)

Substancias de grau de pureza analitico,
destinadas a anélises fisico-quimicas,

com baixos teores de contaminantes.

Substancias Quimicas

de Referéncia (SQR)

Materiais de referéncia certificados
utilizados na avaliacdo da conformidade
dos insumos farmacéuticos e dos
medicamentos, como referéncia de
controle de qualidade.
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Grau de pureza Classificacdo do reagente

U|trapuro Substancias de alto grau de pureza,
destinadas a processos analiticos

altamente sensiveis, como anélises

cromatogréficas, espectroscépicas, etc.

As monografias de matérias-primas (insumos), constantes nas
farmacopeias, contém os ensaios de pureza e dosagens requeridos para os

reagentes quimicos.

* Terceiro passo — Qualidade da vidraria

As vidrarias corretas devem ser selecionadas: para o preparo de solu-
cbes padrdo ou de concentracdo em quantidade de matéria, devem ser esco-
lhidas vidrarias de precisao, como a pipeta e o baldo volumétricos. J& para
solugdes expressas em composicao percentual ndo hé a necessidade de vidrari-
as tdo precisas. Podem ser utilizadas, entdo, provetas, cilindros graduados e

pipetas graduadas.

ASLLE PURIFICADA MATERSAS SRIMAS

CONTROLE DE SUALIDATE
Arddaun Fasce-Daim e

AR AT

SOLUGAD PADRAD SOLUCAD REAGENTE
el %

T
| .
TSRS ]
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* Quarto passo — Qualidade na técnica de preparo da so|ugéo

1. Para solugdes de soluto sélido, deve-se pesar o soluto em balanca
analitica, verificando antes de tudo se a mesma encontra-se calibrada e
nivelada. O recipiente para pesagem pode ser um bécher, erlenmeyer,
vidro de relégio ou naveta, e deve estar limpo e seco. J& para solutos
liquidos, deve-se utilizar a pipeta.

9. Antes de abrir o frasco do reagente, ler o rétulo e verificar a
presenca de simbolos de risco, obedecendo as normas de biosseguranga‘
Deve-se utilizar uma espétula para retirar a porcao a ser pesada ou, no
caso de substancias liquidas, transferir pequena porcao para outro recipi-
ente e s6 entdo pipetar o liquido. Nunca devemos introduzir outro tipo
de objeto no frasco de reagente, evitando contaminagoes. Também ¢
importante ndo manipular diretamente com os dedos o recipiente de

pesagem a fim de evitar que a gordura dos dedos influencie na leitura.

3. Apés a pesagem, o soluto deverd ser transferido quantitativamente,
ou seja, totalmente, para a vidraria escolhida: um baldo volumétrico ou
cilindro graduado. E adequado utilizar um funil e um bastdo de vidro

para auxiliar nessa transferéncia.

4. Em seguida, deve-se avolumar a so|ugéo, adicionando um volume de
solvente até o traco de afericdo da vidraria. E muito importante elevar ao
nivel dos olhos, observando a posicao do menisco, evitando assim o

erro o|e para|axe‘

Obs: A sigla ‘q.s.p.” aparece com
frequéncia em solucdes e formulacdes
=% MENISCO .
de produtos e significa ‘quantidade su-
ficiente para’, ou seja, para completar

o volume final.
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A homogeneizacdo da solucio deve ser feita apoiando o fundo da
vidraria com a palma de uma das maos e segurando firmemente a tampa com a

outra.

3.3.1. Diluigcdo de solucoes

Diluicdo é uma técnica em que se acrescenta solvente a

so|ugéo. A quantidade de soluto permanece constante.

10m | 10ml | 1.0ml

F g F
r 1 F F i
I \ J f
|

I 1 II
10 ml | \ 10mil |

l:"\_m i <) T ':._\..m m |
10mol/l  O01moll 0.01 malL 0.001 mallL
ﬁ Solugbes Diluidas

Concetragao=C
Solugdo Estoque umumg =V; :

{ou "solugdo mae")
Concetracao = C1
Volume = V4

A equagao geral para o|i|uigéo a partir de uma so|u<5‘éo concentrada

(so|ugéo estoque) é:
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3.3.2. Titulacdo

A 'titulagdo’ ¢ uma técnica utilizada em anélises volumétricas
(veritem 4.1.5.1.3.), para a verificacdo da concentracdo
das solugdes preparadas em laboratério.

Para realizar uma titu|agéo, emprega-

l||'.
T
' T se a bureta, que ¢ uma vidraria de preci-
- Ve - - - - -
. 1 sdo, e utiliza-se uma solucdo padrdo, de
.
. concentracdo conhecida (titulante). A subs-

iy T
1 i

tancia para o preparo da so|ugéo padrao

|
[}

L - &
| | ' deve ser quimicamente estével, ter alto grau
]
.fl.. l_ : de pureza e ser adequada para reagir com
/= b — 1 3 solucdo que se deseja analisar (titulado).
R . o

Fator de corregao: Multiplicando a concentragao pelo fator de conversdo, f, obteremos a concentragao
real da solugdo. Caso o fator de corrego seja maior que 1 = 10%, deve-se fazer uma diluicio e,
através de nova titulagio, determinar a concentracgo.

f = Concentragio obtida
Concentracio desejada

3.3.3. Armazenagem de solugédes

As solugdes alcalinas,

Nome: como a de hidréxido de sédio
Concentragao: Fator:

Data de validade: / / (NaOH)/ ndo devem ser
|nstrugées Especificas de Armazenagem guardadas em Frascos o|e vi-
Técnico Responsével

dro, pois os hidréoxidos ‘ata-

cam’ o mesmo e dissolvem a silica com formacdo de silicatos soldveis. O é4cido
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fluoridrico, HF, também reage com o vidro formando SiF4. Estas so|ug6es
devem ser conservadas em frascos de polietileno. So|ug6€s que sofrem
decomposigéo pela exposicao a luz, como a de nitrato de prata, AgNO3,
devem ser estocadas em frasco ambar. As demais so|ug6es podem ser

armazenadas em Frascos o|e vio|ro, bem fechados (4 rotu|ao|os‘

4. Quimica analitica

A Quimica Analitica ¢ o ramo da quimica que estuda a identificacdo e
quantificagéo das substancias que compdem uma amostra. Através das determi-
nacoes analiticas ¢ possivel saber do que a amostra ¢ feita e quanto de cada

substancia esté presente.

O controle de qualidade das diversas matérias-primas e dos produtos
industrializados que utilizamos, os residuos gerados nesses processos produti-
vOs, as reagdes quimicas que acontecem na natureza e as pesquisas envolvendo
a transformagdo de substancias em novos produtos sdo éreas onde a quimica

analitica esta presente.

E importante destacar que as metodologias em Quimica analitica encon-

tram-se disponiveis nas farmacopeias.
A seguir, temos a descricdo das etapas de uma determinacdo analitica:
1. Planejamento e organizacao da anélise
9. Estudo das propriedades da substincia de interesse (analito)
3. Amostragem
4. Preparo da amostra para anélise no laboratério (amostra |aboratoria|)
5. Selecdo do método de anlise — classico ou instrumental?

6. Tratamento de dados / validacdo
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4.1. Etapas de uma determinacdo analitica

4.1.1. Planejamento e organizacdo da andlise

O planejamento é a etapa mais importante de qualquer atividade
laboratorial. Através dele é possivel evitar a falta de insumos e materiais que
comprometeriam o resultado de uma anélise. E possivel, também, organizar
melhor a execucdo do trabalho, evitando situacdes de risco para os operadores

e danos aos equipamentos, materiais e insta|ag6€s
E sempre importante considerar que:
* Cada material tem o seu lugar especifico.

* A bancada de trabalho deve estar livre de qualquer material que nao

Faga parte da tarefa.

* A roupa de trabalho deve ser compativel com o tipo de atividade que

estd sendo executada.
ok preciso estar atento aos ruidos a sua volta.

* Ao terminar a atividade, deve ser feita a limpeza das bancadas.

| PLANEJAMENTO |
T

| | | | | 1
|Equipamentos|| Vidraria ||So|ut366/Reasent6” EPI/EPC || Instalagoes || Pessoal |

4.1.2. Estudo das propriedades da substdncia de interesse (analito)

Ao analisar uma amostra, é importante reconhecer suas propriedades

fisico-quimicas.

Uma propriedade fisico-quimica ¢ uma propriedade
mensuravel que descreve qualquer caracteristica qualitativa

ou quantitativa do analito.
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Dependendo da complexidade e do tipo de amostra, podem ser preco-

nizadas medidas de uma ou mais propriedades do analito para anélise.

Propriedades qualitativas Propriedades quantitativas

|dentidade quimica pH

Cor Viscosidade

Sabor Densidade

Odor Condutividade

Textura Ponto de fusdo e ebulicio
Absorcio e emissdo de radiacdo

4.1.3. Amostragem

A amostragem de uma determinada substancia para anélise no laboraté-
rio deve ser efetuada de maneira a retirar uma porcao homogénea do todo,
chamada ‘amostra representativa’. Para proceder uma amostragem correta, ¢

necessério seguir trés passos fundamentais:

|dentificacio do todo » Retirada da amostra representativa

¥

Obtencdo da amostra laboratorial

Para a obtengéo de uma amostra representativa a partir de um materi-
al heterogéneo, ¢ necessério dividir esse material, visualmente, em partes.
Retirando-se porgoes de cada parte, aleatoriamente, temos a coleta de
uma ‘amostra aleatéria’. A combinacdo da amostra aleatéria constréi a

amostra representativa.
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Transporte da amostra

O transporte da amostra representativa deve ser feito em recipientes
apropriados, devidamente fechados e & temperatura adequada de forma a

preservar a integridade da amostra durante o seu fluxo.

Deve haver Procedimentos Operacionais Padrao (POP) relativos a

amostragem e que especifiquem as pessoas designadas a coletar amostras.

Fluxo da amostra no laboratério
RECEBIMENTO DA AMOSTRA

REQUISICAD DE ANALISE
Maniificachia
Candigles ST @ SN
tesies requisitados

REGISTRD
Dain da chagada
K=nificacss: nome = lote
Diats da aaids, aeiiaiin do mapanasvel

ESTOCAGEM
Camg nda ==jn analisacs imedammenie)

ANGLISE
1
| | 1
DESCARTE ARMAZEMAMENTO LAUDD OE ANALISE
panforme nomas de blossegurana) |denbificas o
Resultados
Do’ assiredurs do reepaneinosl
DOCUMENTO Arguivg para ne-andllseicantna.-prova
Data & assinaiura 9o responsda Facl oo lza s

Prassrs

da petabilaas

4.1.4. Preparo da amostra para andlise no laboratério (amostra
laboratorial)

Algumas amostras necessitam de preparo antes de sua anédlise. lsso

dependeré da complexidade da matriz a ser analisada.
As técnicas para obtencdo da amostra laboratorial incluem:
* Trituracdo e dissolucdo

¢ Decomposicao
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* Extracdo (ver item 5.1.)

* Separacdo de misturas

Trituracdo e dissolugdo

Quando uma amostra ¢ sélida, é necessério triturd-la e misturd-la para

que a mesma se reduza a um pd fino e homogéneo. Para a trituracdo de

amostras, usam-se gral (ou almofariz) e pistilo, feitos em porcelana ou 4gata.

Apds a trituracdo, o sélido geralmente passa por um processo de dissolucso.

O solvente utilizado dependeré da natureza quimica do sélido a ser dissolvido: para

sélidos iBnicos, a dgua e os alcodis sdo os solventes mais utilizados. Para outros

sélidos inorganicos, geralmente sdo empregados 4cidos (Tabela 1).

Tabela 1: Acidos utilizados para dissolugdo de amostras

ACIDO COMPOSICAO
(% em massa e

densidade)

CARACTERISTICAS

HClI 37%
1,19g mL"

N3o oxidante. Disso|u§§o de metais, car-
bonatos, éxidos, fosfatos e sulfetos. A com-
posicio constante em ebulicio a 109°C ¢
920% de HCI. Forma cloretos voléteis com

As, Sb, Ge e Pb.

HBr 48-65%
1,49g mL"

Semelhante ao HCl na propriedade de
solvente. A composicao constante em ebu-

licgo a 124°C é de 48% de HBr.

H.SO 95-98%
1,84g mlL"

Bom solvente em sua temperatura de ebuli-
cdo a 338°C. Ataca metais. Desidrata e
oxida compostos organicos.
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Dissolucdo a quente de 6xidos refratarios,
insollveis em outros 4cidos. Torna-se anidro
acima de 150°C. Desidrata a écido
pirofosférico, HQPO3-O-PO3HQ, acima de
200°C e desidrata ainda a écido
metafosférico, [HPO3]H, acima de 300°C.

Dissolugdo de silicatos, pela formagdo de
SiF4 volatil. O excesso de produto ¢ remo-
vido pela adicio de HC|O4 ou HQSO4,
com aquecimento. Forma fluoretos volteis
com As, B, Ge, Se, Ta, Nb, Ti e Te. For-
ma precipitados com Ca. A composicao
constante em ebulicio a 112°C é de 38%
de HF.

Oxidante poderoso e explosivo, a quente
e concentrado. Dissolucdo de matéria
organica que j& tenha sido parcialmente
oxidada por HNO3 a quente e levada
préximo da secura, algumas vezes. A
composicdo constante em ebulicdo a 203°C

¢ de 72% de HC|O4.

H.PO, 859%%
1,70g mL"
HF 50%
1,16g mL"
HCIO, 60-72%
1,54-1,67g mL"’
HNO, 68%
1,51g mL"

Oxidante. Dissolugdo de metais alcalinos,
6xidos bésicos e carbonatos, formando sais,
como o nitrato de amdnio. Reage explosi-
vamente com cianetos, carbetos e pos-
metalicos.

Fonte: Adaptado de Harris, 2001.

Também sdo comumente utilizadas misturas de 4cidos para a dissolucdo

de amostras. Uma das mais utilizadas é a chamada ‘Agua Régia’, uma mistura

de ‘4cido nitrico’ e ‘4cido cloridrico’ concentrados (proporcdo 1 para 3). E

um liquido altamente ‘corrosivo’, de co|oragéo amarela, e um dos poucos

solventes que tem a capacidade de dissolver o ‘ouro’ e a ‘platina’, dai vem o
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nome dessa mistura de 4cidos: devido & propriedade de dissolver os ‘metais
nobres’, ‘régios . A mistura ¢ instével e perde seu poder de solvente rapida-

mente. Assim, seu uso deve ser imediato apds o preparo.

E importante considerar os riscos de acidentes ao se
manipular 4cidos concentrados, os quais tém alto poder
corrosivo. O uso de luvas adequadas, éculos de prote-
cdo e capela de seguranca ¢ essencial para o trabalho

com écidos.

Decomposicao

A decomposigéo aplica-se a amostras de matéria organica e ¢ efetuada,
geralmente, na presenca de solventes liquidos, como os acidos nitrico e sulfd-
rico, ou 4gua oxigenada, utilizando-se a acao das microondas ou digestdo,

como no caso da determinacdo de nitrogénio por Kjeldahl (veritem 4.1.5.1.4.).

Separacdo de misturas

As misturas sio formadas pela unido de duas ou mais subs-
tancias, as quais nio sofrem transformagéo, ou seja, ao

serem separadas permanecem quimicamente inalteradas.

Ao contrério da substancia pura, que possui temperaturas ou pontos de
fusdo e ebu|igéo constantes e bem definidos, ndo é possivel determinar expe-
rimentalmente estas propriedades fisicas em uma mistura, com excecdo das
‘misturas azeotrdpicas , que apresentam ponto de ebu|igéo constante, e das

(S o ) ~ 7
misturas eutéticas’, onde o ponto de fusdo é constante.

. ~ of- « A ) .

As misturas sdo classificadas como ‘homogéneas’, as quais
7 « A )

apresentam um sé aspecto ou fase, e heterogeneas p onde

¢ possivel identificar duas ou mais fases.
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~ . « A ) A . .
Para a separacao de misturas heterogeneas , tem-se prlnC|pa|mente 0s

seguintes métodos:

Fi|tragéo: Processo que utiliza um filtro para efetuar a separagao. Pode-

mos proceder a filtracdo simples, adaptando o filtro de papel dobrado e

ajustado conforme a figura (a) ao funil ou a Fi|trag§o a vécuo (b), utilizada para

misturas viscosas.

UL b o i)

(a) Fi|tragéo simp|es

Centrifugacdo:

f:

(b) Fi|tragéo a véacuo

Processo que utiliza uma centrifuga que, por rotacao em

alta velocidade, separa misturas sélido-liquido, onde o componente sélido se

deposita no fundo do recipiente. Muito utilizada para o preparo de amostras

de sangue — separa o soro (parte liquida) do plasma (parte sélida).

Tubo de centrifuga

——= Componente liquido

I'J—I-- Componente sdlido
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i Decantagéo: Utiliza um funil préprio, o funil de decan-
F tacdo, para a separacao de misturas onde um dos componen-
—+—4 tes possui maior densidade, depositando-se no fundo do re-

cCipiente.

Para separacdo de misturas ‘homogéneas’, os métodos mais utilizados
sdo: cristalizacdo, destilacdo simples ou fracionada. Estes métodos serdo estu-

dados em ‘Quimica organica’ (item 5.1.).

4.1.5. Selecdo do método de andlise: cldssico ou instrumental?

Os métodos em Quimica analitica sdo divididos em classicos e instru-
mentais. A selecio do método de anélise ndo depende somente da natureza
quimica da amostra. E preciso levar em conta fatores como custo, equipamen-
tos existentes no laboratério, quantidade de amostra disponivel, demanda de

anélises e pessoal técnico envolvido.

Nimero de rep|icatas da amostra: Depende da quantida-
de de amostra disponivel e da técnica analitica empregada.
E importante trabalhar com rep|icatas, de forma a obter um
resultado final confidvel, pela média das determinacdes.

4.1.5.1. Métodos classicos: gravimetria e volumetria

4.1.5.1.1. Gravimetria

O principio da anélise gravimétrica ou gravimetria é a determinagdo da
concentragio de um ou mais analitos, de composicdo quimica definida, em

uma amostra, através da pesagem. Antes de ser pesada, a substancia a ser
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analisada deve ser separada da amostra e, para isso, podem ser aplicadas

reacdes de precipitacdo ou combustio.

Geravimetria por precipitagao

Nesta anélise, ¢ adicionado um reagente & amostra, capaz de formar
com o analito de interesse um composto insoltvel que se deposita (precipita)

no fundo do recipiente. Esse reagente deve ser seletivo, ou seja, especifico

para o elemento ou substancia que se deseja separar.

Etapas da anélise gravimétrica por precipitacdo

AMOSTRA

ADICAD DE REAGENTE
PRECIPITANTE

PRECIPITACAD

CONTROLE DE VELOCIDADE
TEMPERATURA =
pH

ENVELHECIMENTO/DIGESTAD

FILTRAGCAQ

LAVAGEM

AGUECIMENTO

PESAGEM ANALITICA
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Exemplos de alguns metais determinados por gravimetria

Metal Reagente Precipitado ~ Temperaturade  Precipitado Interferentes
precipitante formado™ aquecimento final para mais comuns
Q) pesagem
Ag HCI/HNO, AgCl 400 AgCl Hs
A NH,C/NH, Al (OH), 1.200 ALO, Cr, Fe, Ni
G H,C,O, CaC,0, 1.000 CaO Metais(excegdo
alcalinos) e Mg
Fe NH,C/NH, e (OH), 850 Fe,O, Metais
tetravalentes e
Al, Ti, Cr
Ni DMG (dimeti-  Ni (DMG), 120 Ni (DMG), Pd

g|ioxima) / NH3

" O precipitado formado deve ter as seguintes caracteristicas:

. Composigéo quimica definida (ndo sofrer contaminagées).

* N3o ser volatil, higroscépico ou solivel.

o Ter aspecto e quantidade adequados para pesagem na balanca

analitica.

* Ser formado lentamente, com controle de pardmetros da reacao de
precipitacdo como: velocidade, temperatura e pH, de forma a obter um

sélido com boas condicées para filtragdo simples ou a vécuo.

¢ Passar por um processo de envelhecimento ou digestdo, que con-
siste em uma série de modificacdes estruturais, visando ao seu aper-

feicoamento.

* Ser aquecido a altas temperaturas (gera|mente em muﬂa) para obten-

cdo do produto final estavel a ser pesado.
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Um exemplo da ap|icag§o da gravimetria por precipitacdo ¢ a ‘determi-
nacdo de célcio em 4guas minerais’. O célcio é precipitado como oxalato,

CaCQO4, pela adicdo de 4cido oxalico:
Ca™ + H,C,0, > CaC,O, + 2 H*

Um cadinho deve ser tarao|o, até peso constante. O procedimento
consiste em levar o cadinho & mufla, & temperatura de 1.000°C, por uma
hora. Retira-se o cadinho, com o auxilio de luvas e uma pinga, e resfria-se
em dessecador. Pesa-se. Esse procedimento deveré ser repetido até que a

massa nao apresente variacdo maior que 1%.

O precipitado de CaCQO4, insoltvel, é coletado em papel de
filtro, seco, transferido para o cadinho previamente tarado, e aquecido ao
rubro & temperatura de 1.000°C, sendo convertido em 6xido de célcio,

CaO, pela agao do oxigénio do ar:

CCO, +2H"+ O, > CO +2CO, + HO

Apbds a ca|cina<5‘éo, resfria-se o precipitado, em dessecador, e pesa-se,
até peso constante. Sempre se deve trabalhar com pe|o menos uma dup|icata

da amostra.

Simulando a anélise de uma amostra de 200 mL de 4gua, e consideran-
do que a massa do cadinho tarado, até peso constante, ¢ de 25,0000 g, o

célculo da concentracdo de célcio na amostra seria:
Célculo da massa de CaO:

(massa do cadinho + massa do precipitado) — massa do cadinho = massa de CaO

25,1100 - 25,0000 = 0,1100 g



9246 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Satde

Célculo da massa de Ca®" na amostra apds aquecimento ao rubro
(calcinacdo):
1 mol CaO —— 1 mol Ca2*

56,08 g/mol CaO 40,08 g/mol Ca?*
0,1100g GO X m Ca%"

m Ca?* = 0,0786 g | — Massa de célcio em 200 mL de amostra de égua

Para expressao do resultado em termos percentuais, basta calcular a
massa de Ca®" para 100 mL de 4gua:

m Ca®* /100 mL = 0,03931 ¢ — 0,03931%

4.1.5.1.2. Determinagdo do teor de cinzas

As cinzas constituem a fracdo mineral de amostras e contém, em
geral, célcio, magnésio, ferro, fésforo, chumbo, sédio e outros compo-
nentes. O perfil das cinzas é comumente considerado como pardmetro
geral de qualidade e frequentemente utilizado como critério na especificagéo

de amostras diversas.

Para determinar o teor de cinzas, utilizam-se cadinhos previamente
incinerados e tarados, como descrito no exemplo da determinacio de
célcio. Pesa-se 3 g da amostra, sempre trabalhando no minimo em duplica-
ta. Leva-se a mufla, & temperatura de 600°C, até a eliminacdo completa
do carvdo. As cinzas deverdo ficar brancas ou ligeiramente acinzentadas,
caso contrério, esfriar, adicionar 0,5 mL de é4gua, secar e incinerar nova-
mente. Deixa-se esfriar em estufa por vinte minutos, transferindo-se para
um dessecador por mais vinte minutos. Finalmente, os cadinhos contendo
as cinzas devem ser pesados, até a obtengéo de peso constante. O célculo

do teor de cinzas ¢ feito pela equacgdo:



Fundamentos em quimica experimental | 247

Teor de cinzas (%) = mC .100
mA
Onde:
mC= massa das cinzas (g)

mA = massa da amostra (g)

Cinzas carbonatadas e sulfatadas

Algumas amostras contendo sais de metais alcalinos, que
retém proporcoes varidveis de diéxido de carbono nas con-
digées da incineracao, deverdo ser tratadas, inicialmente,
com so|ugéo de carbonato de aménio (cinzas carbonatadas)
ou 4cido sulfdrico diluido (cinzas sulfatadas) e, apés seca-
gem do excesso do reagente, incineradas e pesadas. A
determinacdo de cinzas insoliveis em é4cido, geralmente
utilizando 4cido cloridrico diluido a 10% (m/m), oferece

uma avaliagdo do teor de silica existente na amostra.

Cuidados com o uso da balanca analitica nas analises
gravimétricas

O coragao da gravimetria ¢ a utilizacdo da balanca analitica
para a pesagem de amostras. Qualquer erro nesse procedi-
mento acarretard em um resultado incorreto.

As balancas analiticas modernas trabalham com o emprego
de circuitos eletrdnicos que permitem medigées precisas e,
mesmo que seu aperfeigoamento j4 ndo exija o uso de uma
sala especial, ¢ preciso levar em consideraco as interaces
do equipamento com o ambiente.

A primeira coisa a se observar é a localizacdo da balanca
analitica: ela deve estar sobre uma bancada fixa, & prova de
impactos ou vibracdes, e em sala fechada onde nao existam
intensas correntes de ar.
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O nivelamento da ba|an<5‘a deve ser checado pela observagéo
da bolha de nivel: caso ndo esteja centralizada, fazé-lo pela
regulagem dos pés ajustéveis.

As janelas de vidro da ba|anga devem permanecer fechadas
durante a leitura da massa para evitar variagdes devido a entrada
de correntes de ar.

Nunca se devem pesar amostras fora da temperatura ambiente:
amostras aquecidas devem ser resfriadas no interior do dessecador
e, no caso de amostras resfriadas, deve-se esperar até que a
mesma atinja o equilibrio térmico com o ambiente, evitando
assim erros pela convecgao de ar.

Ao manipular o recipiente usado para a pesagem, tomar o
cuidado de ndo tocé-lo diretamente com as maos, sempre
usando uma toalha de papel ou uma gaze. A gordura e as
impressoes digitais influenciam na leitura da massa.

A calibragdo da balanca deve estar dentro do prazo de valida-
de estabelecido pelo fabricante. As balangas eletronicas mo-
dernas possuem a opgao de autoca|ibra<5‘éo, pela presenca de
pesos internos padrdes de calibracio. Caso a balanga necessite
de ca|ibragéo, pelo uso de padrdes de peso externos, ¢ essen-
cial que isso seja feito no préprio local onde a ba|anga estd
instalada, evitando variagdes de condicdes ambientais, princi-
palmente da ace|era<5‘éo gravitacional.

Antes de anotar o resultado da leitura da massa, deve-se aguardar
a estabi|izagéo do valor que aparece no mostrador digital.
F|utuagées constantes e tendenciosas do valor podem demons-
trar a ocorréncia de algum problema na pesagem.

Finalmente, ¢ valioso proceder a limpeza da ba|anga apds o seu
uso, mantendo-a livre de substancias contaminantes que pos-
sam danificé-la, usando um pincel limpo e macio e, se necessa-
rio, aplicando um pano limpo embebido em acetona, sem no
entanto fazer movimentos bruscos que possam deslocar o prato

da balanca.
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4.1.5.1.3. Volumetria

O principio da anélise volumétrica ou volumetria é a determinacdo da
concentragdo de um ou mais analitos em uma amostra, através da medicdo do
volume, utilizando a técnica de titulagdo.

Existem diferentes classificagdes para a titulagio, de acordo com o tipo

de reacdo quimica envolvida:
. Titu|agéo 4cido-base (a mais utilizada em laboratério)
» Titulacdo de oxirreducdo (ou redox)
¢ Titulacdo complexométrica

* Titulagdo de precipitacdo

Titulacdo 4cido-base: o exemplo do preparo e titulacio da solucdo

padrdo de HCl 0,1 mol L™
O 4cido cloridrico, HCI, PA. ndo é uma substancia padrdo. Sua

concentracdo ¢ funcdo da massa especifica, igual a 1,19 g mL", e sofre
variacdes com o tempo. A solucdo de HCl na concentracdo de 0,1 mol L' ¢
muito utilizada no laboratério para reagoes quimicas diversas e preparo de

outras solugdes.

O preparo da so|ugéo 0,1 mol L' se dé pela o|i|uigéo do HCl concen-
trado. Para preparar, por exemplo, 1 L, deve ser feita a seguinte sequéncia de

célculos:

Dados: Concentracdo do HCl: 379% (m/m); Massa espe-
cifica: 1,19 g mL"; Massa molar: 36,5 g/mol

1 — Célculo da massa de HCl em 0,1 mol:
0,1 mol HCl = massa HCl / Massa molar HCI
massa HCl = 0,1 . 36,5 = 3,65 g
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9 — Correcdo da massa pela concentragio do HCI:
37 ¢ HCl —— 100 g solucao
3,65 g HCl —— m m=9,86g

3 — Conversdo da massa em volume:
1,19 gHCl— 1 mL
9,86 g HCl — v v= 8,29mL

Deve-se transferir 8,29 mL de HCl concentrado para baldo volumétrico
com capacidade de 1.000 mlL, contendo 500 mL de égua (completar o

volume até o traco de afericdo). Homogeneizar.

Nunca derramar a agua sobre o acido, sempre o acido
sobre a agual

Para a titulacdo da solucdo preparada, utiliza-se bérax, NaQB407 .
10 HQO, como padrao primario. Transferir de 0,4 a 0,5 g de bérax,
pesados exatamente, para erlenmeyer (trabalhar em triplicata), dissolvendo
o padrdo em 50 mL de 4gua destilada. Adicionar algumas gotas do indica-

dor metilorange.
A bureta deve ser rinsada pelo menos duas vezes com a solucdo de
HCI a ser titulada, antes de ser preenchida totalmente e zerada.

A so|ugéo de HCl ¢ adicionada ao padrao contido no erlenmeyer, até
que ocorra a viragem de cor do indicador (do amarelo ao |aranja)‘ O volume
gasto deve ser anotado, com precisao de 0,02 mL, e os valores deverao ser

concordantes, caso contrario, repetir a titu|agéo com mais aliquotas.

Na,B,O,. 10 H,O + 2 HCl - 2 NoCl + 4 H,BO, + 5 H,O
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O ‘erro de titulacdo’ deve ser calculado pela realizacio do
ensaio em branco, calculando-se o volume real de titulante
gasto: V real de titulante = V gasto de titulante — V
ensaio em branco

Caélculo Final:

Concentracdo = massa do bérax

V de HCl (mL). 0,1907

Obs.: A partir da concentracdo obtida, calcular o fator de correcdo (conforme

item 3.3.2.).

4.1.5.1.4. Determinacdo de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl

O método desenvolvido por Kjeldahl, em 1883, vem sendo, desde
entdo, adotado por laboratérios em todo o mundo como referéncia para a
determinacdo de nitrogénio em amostras diversas.

Embora tenham sido desenvolvidos aparatos instrumentais, incorporando
avangos para a execucao da técnica originalmente praticada com vidrarias ade-
quadas para desti|ag§o, seu principio foi mantido ao longo de mais de um

século.

i
T Aparato original

&
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O principio do método de Kjeldahl consiste em trés etapas: digestao da

amostra, destilacdo e titulacdo.

1. Digestéo: O nitrogénio presente em uma amostra encontra-se com-
binado a outros elementos, como carbono e hidrogénio. A digestio ¢ a
conversio de todo o nitrogénio organico presente na amostra em fons aménio,
NH4+. Isso ¢ possivel tratando a amostra em 4cido sulfrico concentrado, a
altas temperaturas. O processo de digestdo da amostra ¢ acelerado pela adigéo
de pequena quantidade de um cata|isao|or, que contém gera|mente se|énio,

cobre ou titdnio em sua composicdo:

H,50,
N,C,H (e NH * + CO, + H,0
A

Para proceder a digestdo da amostra, deve-se pesar uma quantidade,
com precisdo, entre 0,1 e 0,5 g, transferindo-a quantitativamente para o
baldo de Kjeldahl. Adiciona-se 5 ml de HQSO4 e pequena quantidade do
catalisador. Os baldes sdo colocados no digestor e a temperatura ajustada a
50°C — apés uma hora, aumentar lentamente até aproximadamente 300°C. A
digestdo deve ser feita sempre em duplicata e com a rea|izagéo do ensaio em
branco. ‘Todo o procedimento deve ser executado no interior da capela e
com o uso dos EPI's adequados.” A digestdo termina quando o liquido

contendo a amostra ficar limpido.

2. Destilagio: Apds a obtencio dos fons NH4+ ¢ realizada a destila-
cdo. Adiciona-se uma base forte, 10 mL de NaOH a 50% (m/v), para a

conversio desses fons em gas amonia:

NH,* + OH —NH, + H,0
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O gés NH3 liberado e destilado ¢ coletado em frasco contendo 10 mL
de solucdo de 4cido bérico, H3BO3, a 2% (m/v) e algumas gotas de indica-
dor misto. Sempre se deve usar o EP| adequado para o procedimento, que

ser4 realizado de acordo com o aparato disponivel no laboratério.

3. Titulagao: O destilado recolhido em écido bérico deve ser titulado,
utilizando solucdo padrao de 4cido cloridrico O, 1 mol L™ como solucgo titulante,

até a viragem do indicador.

Caélculos:

% Nitrogénio Total = V. C . f . 0,014 . 100
m
Onde:
V = volume de soluggo padrdo de HCI O,1 mol L' gasto na titulagdo (mL)
C= concentragdo em quantidade de matéria do HCl (0,1 mol L")
f = fator de correcdo da solugdo padrao de HCl O,1 mol L™

m = massa da amostra (8)

E possive| ainda estimar o valor percentua| de proteina na
amostra, multiplicando o valor do nitrogénio total obtido
por um fator de conversio, igual a 6,25: 9% Proteina= %
Nitrogénio total . 6,25

Vantagens e limitacoes dos métodos cléssicos:

Os métodos classicos oferecem uma relativa precisdo para
andlise de substancias em amostras, da ordem de pug mL”’,
a0 mesmo tempo que necessitam de aparato simples para
sua execucdo. lsso traz uma diminuicdo no custo da anélise,

ja que vidrarias, fornos e ba|angas s3o materiais/equipamen-
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tos bésicos em um laboratério de Quimica. Porém, sdo
necessérios maiores volumes de amostra, o que nem sem-
pre estd disponivel. Outra desvantagem é o maior tempo
de duracdo das andlises.

A presenca de substancias interferentes na amostra ¢ outro
ponto critico. A e|iminag§o destes interferentes implica na
introdugéo de mais etapas na anélise, o que aumenta ainda
mais o tempo.

Outro problema ¢ a producdo de residuos téxicos em
algumas reaces, bem como o manejo e descarte desses
residuos, o que demanda a substituicdo da técnica por uma
outra mais segura.

Erros na manipu|agéo de vidrarias, preparo de so|ug6€s e
pesagem tém grande impacto no resultado final da anélise.
E importante seguir os cuidados recomendados ao optar
por esses métodos.

Cuidados com a vidraria

Em Quimica analitica, qualquer perda da amostra em anéli-
se ¢ critica. Vimos os cuidados com a pesagem, quase
sempre a etapa inicial de um processo de anélise, e a que
requer maior precisdo. Os cuidados com a limpeza do
material utilizado, especia|mente a vidraria, também sdo im-
prescindiveis para evitar perdas de amostra, por contamina-
cdo com outras substancias.

A limpeza da vidraria deve ser feita inicialmente com 4gua
corrente, para retirada dos contaminantes mais soliveis.
Apbs, deve-se mergulhar a vidraria em uma so|ugéo de
detergente neutro, especifico para materiais de laboratério,
na concentracao e no tempo recomendados pelo fabrican-
te. Com o auxilio de uma escova adequada para cada tipo
de vidraria, proceder a limpeza mecanica, enxaguando em
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4gua corrente até a remocdo completa do detergente. O
enxague final é sempre feito com é4gua destilada ou
deionizada. Vidrarias de maior precisdo ndo podem ser
levadas a estufa para secagem, pois a temperatura afeta a
calibragio das mesmas. J& as demais podem ser secas em
estufa, a temperaturas de aproximadamente 60 a 90°C.
Sempre se deve guardar as vidrarias limpas e secas.

Calibragdo de vidrarias de precisao

Para maior exatiddo dos resultados em Quimica analitica, a calibracio de
vidrarias volumétricas deve ser feita, a fim de corrigir o volume que realmente
estd sendo medido. Utiliza-se a pesagem de volumes de 4gua, de acordo com
o volume de aferigéo do material. Para tanto, é importante anotar a temperatu-
ra, fazendo a correcao do valor da massa especifica, convertendo massa em
volume. lsso é necessério, pois geralmente as vidrarias sdo calibradas & tempe-
ratura de QOOC, bem abaixo de nossa temperatura ambiente. Esse va|or, corri-
gido, deveré ser considerado no célculo final para a obtengéo de resultados de

anélise.

Um exemplo seria o procedimento de ca|il:>ragéo de uma pipeta volumétrica

de 10 mL:

* £ preciso colocar o recipiente para pesagem, de preferéncia um pesa-

Fi|tro, na ba|an<5‘a anah’tica, e tard-lo (com a tampa)‘

* A pipeta a ser calibrada deve ser preenchida com é4gua destilada, até
um pouco acima do traco de aferigéo. Seca-se a ponta da pipeta, para
remover qualquer excesso de 4gua, e zera-se, respeitando a posicio do

menisco e evitando o erro de paralaxe.
* Retira-se entdo a tampa do pesa-filtro, transferindo-se o volume de 10

mL de 4gua para o interior do mesmo, tampando-o em seguida, evitan-

do assim qualquer perda de 4gua por evaporagio.
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* Anota-se entdo a massa de 4gua obtida e utiliza-se a equacao seguin-

te para conversdo dessa massa em volume (Tabela 2):

Volumereal=m. v

Onde:

m = massa de 4gua

v = volume de 1 g de 4gua tabelado

Tabela 2: Massa especffica da agua em diferentes temperaturas

Temperatura ('C) Massa especifica da 4gua (g mL')  Volume de 1g de

dgua (mL)
10 0,9997026 1,0014
11 0,9996084 1,0015
12 0,9995004 1,0016
13 0,9993801 1,0017
14 0,9992474 1,0018
15 0,9991026 1,0020
16 0,9989460 1,0021
17 0,9987779 1,0023
18 0,9985986 1,0025
19 0,9984082 1,0027
20 0,9982071 1,0029

21 0,9979955 1,0031



22
23
24
25
26
27
28
29
30

0,9977735
0,9975415
0,9972995
0,9970479
0,9967867
0,9965162
0,9962365
0,9959478
0,9956502
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1,00333
1,0035
1,0038
1,0040
1,0043
1,0046
1,0048
1,0051
1,0054

Fonte: Harris, 2001.

4.1.5.2. Métodos instrumentais

A anélise instrumental é o estudo dos métodos que
utilizam equipamentos para analisar os componentes

de uma amostra.

Embora o método instrumental aumente o custo de uma anélise pe|o

uso de equipamentos sofisticados, que demandam aparatos eletrénicos

mais complexos, sua utilizacio vem sendo cada vez mais difundida nos

laboratérios, ja que estes conferem vantagens diante dos métodos cléssi-

cos, como maior precisdo as anélises bem como a possibilidade de deter-

minar concentragdes cada vez menores de analitos, simultaneamente ¢ em

menor tempo.

A seguir serdo apresentados os métodos instrumentais mais utilizados

nas anélises quimicas realizadas tanto no campo da pesquisa e desenvolvi-

mento, como no controle de qua|io|ao|e de produtos diversos.
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4.1.5.2.1. Potenciometria

A potenciometria utiliza eletrodos (de referéncia e indicador) para me-
digéo de potenciais elétricos de espécies quimicas em uma amostra, relacionan-
do-os com a sua concentragao. O:s potenciais sdo gerados a partir de reacoes
de oxirreducdo ou processos de migracdo seletiva de fons. Em laboratério, a

maior aplicacdo desta técnica é na medicdo do pH de amostras.

Medicio do pH
O pH ¢ expresso como a relacdo logaritmica da concentracdo de fons

H™ em uma amostra.

pH = - log [H*]
Esca|a‘de pH |
6 Aciclo ‘7 “14

Neutro BéSiCO

Utiliza-se para a medigéo do pH o
equipamento chamado potenciémetro, li- i
gado a um eletrodo fon seletivo de vidro
(especifico para fons H'). Ele é combina- Entrada de ar
do a um eletrodo de referéncia, de prata/

cloreto de prata. A parte do eletrodo sen-

Solucdo Saturada
sivel aos fons H™ é a fina membrana de e Cl e KCI
Referéncia

ungao do eletrodo
Solsgo da amostra

vidro, em formato de bulbo, na parte infe-

rior do eletrodo (por esse motivo, deve-se e,
manter essa parte do eletrodo sempre
hidratada). Na prética, a variacao de potencial do eletrodo corresponde &

concentragao de fons H™ na amostra. Antes de efetuar a |eitura, O equipamen-
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to deve ser calibrado pelo uso de solucdes-tampao, de pH conhecido (geral-
mente nos valores 7,0 e 4,0, consecutivamente). O eletrodo deve ser lavado
com 4gua destilada a cada troca de solucdo e secado delicadamente, com

papel de boa qualidade.

4.1.5.2.2. Fundamentos de espectrofotometria

A espectrofotometria ¢ um método instrumental que utiliza a luz para
medir as concentracdes de substancias quimicas. Para entendermos como isso

acontece, ¢ preciso, em primeiro lugar, compreender o que ¢ a luz e como ela

se comporta.

A luz é uma onda eletromagnética, constituida por particulas de
energia, chamadas fétons, que se propaga no vécuo a uma velocidade igual
a3.108 ms'. A energia da luz é proporcional ao seu comprimento de onda
(L) e & frequéncia (L) dessas ondas. O fisico Max Planck, um dos fundadores
da teoria quantica, determinou essa constante de proporcionalidade, chamada

constante de Planck (h):

E=hv
comprimento de onda
A
l.rr'\\ -"-q\'. P .
ru' ] o\ i|l III. III \
(a) }] E '.I ] !I ] Propagacdo da luz.:
\ /) 5\ ___-" \_/ LW h=c (a) A maior, menor
A v frequéncia e energia. ;
.rl.l ,nll AN AN AN AN A (\I (b) A menor, maior
[ 1
I 1

| 1
f | [ 111 [ | frequéncia e energia.
| |

As intensidades de luz, em funcdo dos diferentes comprimentos de

onda ou frequéncias, ddo origem ao que chamamos de espectro da luz, ou
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« o )
espectro e|etromagnet|co .
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ESPECTRO VISIVEL
Vermelho, laranja, amarelo, verde, azul, anil, vicleta

Observe que a luz que conseguimos enxergar é apenas uma pequena

faixa de comprimentos de onda do espectro e|etromagnético. Porém, ha outras
formas de energia que, embora ndo possamos ver, estdo presentes em nosso
dia a dia, como os raios ultravioleta do sol, o calor dos corpos fornecido pelo
infravermelho, as microondas que utilizamos para aquecer alimentos, e os raios
X, que tém poder de penetragdo em nossos corpos suficiente para fornecer
imagens internas. No laboratério, a radiagéo ultravioleta é uma das mais aplica-
das, jé& que sua grande energia faz com que ela atue como bactericida, sendo

utilizada na esterilizacdo de materiais.

Mas, afinal, o que ocorre ao incidirmos luz em uma substancia? A
energia dessa luz ¢ absorvida pelas moléculas que formam a substancia, aumen-
tando a energia das mesmas. O efeito dessa ‘absorgéo’ dependera do tipo de

radiacdo incidente:

RADIACAO EFEITO NAS MOLECULAS

Microondas Rotacdo

Infravermelho Vibragio

Ultravioleta/Visivel Promog@o dos elétrons a niveis mais energéticos
Raios X Rompimento de ligacoes/lonizacao
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4 + Edtadic enclmdos

Rhsaring o o emsdiida do Tux pelas maliulas

Blege (5o Eimiaiao

Extmin

Lei de Beer-Lambert

Ao incidirmos luz sobre uma amostra, parte dessa energia é absorvida e
a outra ¢ transmitida. E possivel medir essa absorcdo de luz por determinados
analitos presentes na amostra e relacioné-la & concentraco destes, através de

uma lei fundamental em quimica analitica: a Lei de Beer-Lambert:
A=cbc
Onde:

A = absorvancia (adimensional)
€ = absortividade molar (L mol™" ecm™)
b = caminho éptico (cm)

¢ = concentracao do analito na amostra (mo| |_'1)

Para entendermos como essa lei acontece na prética, precisamos conhe-
cer o caminho percorrido pela luz, desde a fonte da radiagéo até a passagem

pela amostra e deteccdo:

Merocramador | P e P — :
[seecha do i) il L SlETIo O Wi |

b

Fonte o lug —=

A fonte de luz dependers da radiagéo que se deseja incidir e da técnica

instrumental:

Visivel — lampada halégena de quartzo (como a dos faréis de automé-

veis) ou de tungsténio.
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Ultravioleta — lampada de arco deutério.

Infravermelha — /aser.

Absorgéo atdmica — ldmpada de catodo oco e lampada de descarga

sem eletrodos.

A luz atinge o monocromador (prisma, filtro ou rede de dispersdo),
que tem a propriedade de selecionar apenas um valor de comprimento de
onda. A radiagéo torna-se monocromética (uma sé cor).

A radiagéo monocromatica (PO) incide sobre a amostra e é absorvida
por determinados constituintes desta (‘absorvancia’). Ela passa através da amostra,
percorrendo o caminho éptico, b.

A radiagéo nao absorvida (P) ¢ transmitida (‘transmitancia’) e medida
pelo detector, que tem a capacidade de converter a energia recebida em sinal
elétrico. Esse sinal é transformado em um valor de absorvancia, que pode ser

lido na tela do equipamento.

Relacdo entre absorvancia e transmitancia

A transmitancia ¢ a quantidade de luz ndo absorvida pela amostra dada
pela equacao: T=P/ Po

O percentual de transmitancia (%T ) = 100 T

A absorvancia ¢ dada por: A = |og10 Po /P

Relacionando transmitancia e absorvancia, temos entdo:

A = |og1o1 /T
A = log,, 100 / %T
A =2 -log, %T

O R R
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A ‘relacdo linear’ entre a concentracio e a absorvancia é simples e
direta. Assim é correto expressar a Lei de Beer-Lambert usando a absorvancia,
A, como uma medida da absorgéo da amostra, em vez do %T. E importante
destacar que a Lei de Beer-Lambert aplica-se a solugdes diluidas. A relacdo
linear entre a concentracdo e a absorvancia ¢ afetada quando a amostra esté
muito concentrada, pois as moléculas de soluto estdo muito proximas e sua
absortividade molar, capacidade de absorver a radiagéo, ¢ afetada por essa

interacao.

Espectrofotometria UV/Visivel

Utiliza radiacdo na faixa do UV/Visivel para determinacdo de analitos em
uma amostra. Deve-se comparar a amostra a uma referéncia negativa, ou ensaio
em branco, que contém todos os reagentes menos a substancia de interesse, e
a padrées da substancia que se quer analisar, em concentragoes conhecidas.

Esses padrées devem ser preparados utilizando reagentes de alta pureza.

A curva de ca|ibrag§o, ou curva padrdo, consiste num gréfico onde os
valores de diferentes concentracdes de padrao sdo colocados, de acordo com

os valores de absorvancia lidos para cada um deles.

Um exemplo da aplicacdo desta técnica ¢ a determinacdo da concentra-
cao de proteina em amostras pelo método de biureto: ocorre a formagéo de
um comp|exo colorido (vio|eta) pe|a reacao das proteinas com o reagente de
biureto — fons cobre (l) em meio bésico. A absorvancia de amostras e

padrées (concentracdes em mg/mL) é medida a um A = 555 nm.

0, 5000
0 &M 4
L300
= . 4
4210 ¥ S0 Ol +100 D005
01000 4 * W= O

0.0 20 40 Bl &0 100 120
C (g
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Erros em analises espectrofotométricas UV/Visivel: como evita-los?

As anélises espectrofotométricas exigem cuidados que vao desde o
preparo das solucdes a serem utilizadas até a leitura de absorvancia pelo
detector. As principais fontes de erros instrumentais em espectrofotometria
estdo relacionadas & se|egéo do comprimento de onda pelo monocromador,
concentragdo da solucdo da amostra e posicionamento do compartimento de
amostra. Todos esses fatores causam a disperséo da |uz, acarretando erros na

detecgéo e, consequentemente, na leitura dos valores de absorvancia.

No preparo das so|ug6es do ensaio em branco, padrées e amostras
deve-se evitar a presenca de partl'cu|as estranhas em suspensao, filtrando as
so|ugées caso seja necessério. Essas particulas desviam o feixe de luz, prejudi-

cando as leituras de absorvancia.

Uma das principais fontes de erros esta na se|egéo do comprimento de
onda de trabalho. E preciso saber o comprimento de onda de absorcdo
méxima para determinada substancia presente na amostra, de forma a conseguir

a méxima sensibilidade nessa anélise, evitando possiveis interferéncias.

O monocromador deve ter a capacidade de selecionar o valor de com-
primento de onda que se quer trabalhar, sem deixar que ele disperse. Porém,
a largura da fenda para a saida da radiagéo selecionada deve ser a maior
possfve|, possibi|itano|o a chegada de luz ao detector. Quando o detector
recebe pouca luz, isto resulta em uma menor re|agéo sinal-ruido, reduzindo a
precisdo da medida da absorvancia. Em geral, os equipamentos dispdem de
dois monocromadores em série, que funcionam como filtros de comprimentos
de onda, impedindo a passagem de radiagc')es nao desejadas para a amostra. A
eficiéncia seletiva do monocromador também pode ser checada, através de
padrdes de ca|ibragéo com valores de absorvancia conhecidos, para determina-
dos comprimentos de onda. Esses padrées sdo em geral fornecidos pelo

préprio fabricante do instrumental.
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Uma outra fonte de erros esté na faixa de leitura da absorvancia. Valores
de absorvancia ndo devem ser préoximos de zero, tampouco acima de 1,0. A
faixa ideal de trabalho, a qual garante a re|agéo linear entre absorvancia e
concentracdo, de acordo com a Lei de Beer-Lambert, ¢ de 0,1 a 1,0.
Abaixo desta faixa, a absorvancia da amostra se aproxima do ensaio em bran-
co. Acima, a quantidade de luz que chega ao detector é muito pequena, ja
que h& um maior ndmero de moléculas da amostra absorvendo a radiacdo. Em
ambas as situagoes, de amostras muito diluidas ou muito concentradas, hé um

aumento na incerteza do valor medido, gerando perda de precisao na anélise.

Também se destaca como fonte de erros o posicionamento correto do
compartimento da amostra e a colocacdo e manipulagio da cubeta. Deve-se
tomar o cuidado de ndo tocar a superficie da cubeta por onde passa o feixe de
luz, manipulando-a com o auxilio de papel de boa qualidade, que ndo deixe
residuos. |sso evita marcas de impressées digitais, as quais desviam a luz. Pelo
mesmo motivo, também se deve observar o possive| escorrimento de material
pe|as paredes externas da cubeta, |impando-as. Ao retirar e recolocar a cubeta,
deve-se evitar movimentos bruscos, que possam vir a mover o suporte de

a|guma forma‘

Também ¢ critico o fechamento do equipamento: caso o compartimento
da amostra ndo esteja bem fechado, pode ocorrer a entrada de luz de fora do
equipamento, introduzindo dispersdo da luz. O perfeito fechamento deve

também ser feito a fim de evitar a entrada de poeira.

Espectrofotometria de absorcao atomica de chama

A espectrofotometria de absorcdo atdmica de chama é o método de
anélise mais utilizado para determinacdo de metais em amostras. O principio ¢
a absorgéo de radiagéo pelo analito, na forma atémica gasosa, obtida pela
introducdo da amostra, na forma de aerossol (nebulizagdo), em uma chama de

ar/acetileno ou acetileno-6xido nitroso (temperaturas de 2.200°C e 3.000C,
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respectivamente). A absorcdo atdmica ¢ uma medida da populacdo de dtomos

do elemento presente na chama e, portanto, da concentracao do mesmo na

amostra, segundo a Lei de Beer-Lambert.
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Espectrofotometria de infravermelho

Este tipo de espectrofotometria (também chamado espectroscopia de
infravermelho) é muito utilizado para a identificagéo de amostras, especialmen-
te de grupos funcionais organicos. A técnica consiste na incidéncia de radiagéo
infravermelha, que provoca vibragées nas moléculas do analito de interesse.
Cada ligagdo quimica vibra em uma frequéncia especifica (niveis vibracionais),
dependendo dos tipos de 4tomos ligados e geometria da molécula, gerando
um espectro caracteristico da substancia. Na Figura ao |ado, podemos observar

as regides espectrais caracteristicas de alguns grupos funcionais.
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4.1.5.2.3. Fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia ¢ a radiacdo eletromagnética emitida quando espé-
cies quimicas que foram previamente excitadas por fétons retornam para niveis
de menor energia (em geral, o estado fundamental), processo que envolve
elétrons de valéncia (desativagéo radiativa). No caso das moléculas, a
fotoluminescéncia é formalmente dividida em fluorescéncia e fosforescéncia e
as técnicas analiticas que se baseiam respectivamente na medida destes pardmetros
sdo a fluorimetria e a fosforimetria. A intensidade de radiagdo emitida é medida
e relacionada & concentracdo do analito de interesse na amostra, segundo a Lei
de Beer-Lambert. Experimentalmente, a fosforescéncia pode ser isolada da
fluorescéncia com o uso de dispositivos seletivos: rejeita-se a luminescéncia de
curto tempo de vida (fluorescéncia) permitindo a detecgéo da luminescéncia

de |onga duragéo (fosforescencia).

Fatores que afetam a luminescéncia

Para que ocorra a luminescéncia, uma molécula precisa ter estrutura apro-
priada e estar em um meio que favorega a desativagéo radiativa. Embora seja
dificil prever teoricamente se uma molécula exibird luminescéncia sem o prévio
conhecimento da diferenca de energia relativa entre os estados excitado e

fundamental, é possivel, de um modo geral, observar alguns requisitos:

* Moléculas relativamente rigidas e ricas em elétrons m sdo potencial-

mente luminescentes.

o A fluorescéncia ¢ um fendmeno luminescente mais comum que a
Fosforescéncia, sendo observével a temperatura ambiente e diretamente
em so|u<5‘6es liquidas, caracterizando um procedimento experimental mais

simples.

* A fosforescéncia, que é um processo com tempo de vida mais longo,
necessita de condigées especiais para ser observada. Estruturas moleculares

rigidas naturalmente ou com o uso de algum artificio experimental sao
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fundamentais. Assim, o uso de meios sélidos ou organizados (micelas,

por exemplo) e a auséncia do contato com o oxigénio tém sido de

grande utilidade para permitir a observagéo da fosforescéncia.

* A presenca de grupos substituintes na molécula também ¢ fator impor-
tante, pois afeta a intensidade e o tipo de luminescéncia. A presenca de
grupos hidroxi (-OH), cianeto (-CN) e sulfénico (-SO3H), por
exemplo, tém tendéncia a amplificar a fluorescéncia. J& grupos

cetdnicos (-C=0) carboxilicos (-COOH) e halogénios (-Cl, -F)

favorecem a fosforescéncia.

» Outros Fatores, tais como temperatura, pH do meio, solvente e

presenca de outras espécies, também tém proFundo efeito nas carac-

teristicas luminescentes, e uma substancia, afetando ndo somente as

ve|ocio|ao|es dOS processos |uminescentes (4 dOS processos nao

radiativos, mas também a natureza e a energia relativa do estado

excitado de menor energia.
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A luminescéncia pode ser
induzida em moléculas
naturalmente ndo luminescentes
através de reacdes de derivacdo,
que modificam a estrutura das
moléculas e consequentemente
suas propriedades fisico-
quimicas, obtendo-se, assim, um
derivado luminescente. Essas
derivacdes podem ser feitas com

agentes oxidantes e redutores, derivagéo com agentes fluorogénicos ou
fosfogénicos e apds reagdes 4cido-base. Existe também a possibilidade da
formacdo de quelatos com fons de terras raras e derivacio da molécula por
meio de reagoes fotoquimicas (radiagéo UV). A figura ao lado mostra (a) a
fluorescéncia do antibiético eritromicina, observada em funcdo da concentracdo
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do meio 4cido, e (b) o espectro de excitagéo/emisséo do mesmo antibiético

ap6s derivacdo fotoquimica com irradiacio UV e aquecimento.

4.1.5.2.4. Cromatografia

O nome cromatografia vem do
grego ‘chroma = cor, e ‘grafein’ =
grafia. E uma técnica de separacao
baseada nas propriedades adsortivas
oude particao dos componentes de
uma amostra em um sistema
cromatogréfico. Os diferentes com-
ponentes s3o carreados por uma fase
mével através de uma fase estacioné-

ria, envolvendo interacdes (adsorcdo

superficia|, solubilidade relativa, car-

ga elétrica, hidrofobicidade) entre um ou mais solutos e as duas fases. Os

componentes sao cletectados, gerando um cromatograma, e quantiFicados.

estaciondria.

Termos importantes em cromatografia:

Fase mével: ¢ o fluido que se move através da coluna
cromatogréfica (solvente, no qual a amostra estd dissolvi-
da). O solvente e a amostra fluem juntos através da fase

Fase estacionéria: ¢ o material adsorvente, sélido ou liqui-
do, que ndo se move (material pelo qual os componentes
da amostra a serem separados apresentam diferentes graus
de interagéo) e estd empacotado em uma coluna.

Soluto: ¢ a substancia em solucdo que se deseja separar.
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Tipos de cromatografia

Cromatografia gasosa: a

fase mével ¢ geralmente um A e i

Injedor de amostra

gas inerte (hélio, por exem- Vatvla de controle de o
plo). A fase estacionéria é

um adsorvente ou liquido
Columa

distribuido na superficie de

Gas de pmasie Forng da coluna

um suporte poroso inerte

Micro-zaringa

(esq uema A) . B ol amostra ‘

Walvuls de injecho

Rescrvatdra Pistio i
Cromatografia liquida: a .
NP = =, g
fase mével é um liquido de FHL, __ |
1 = | ey
baixa viscosidade que flui = i 1
) . ; : Bomba \ ﬁ T
através de um leito de fase - = "rf--'ﬂ* = | _']
e -oluna
estaciondria. Se este leito for o IR Deageio

oo dsdios
um adsorvente sélido atra-

vés do qual, a uma alta pres-

530, se faz passar a fase mével e a amostra, temos a cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE); se a fase estaciondria for um sélido idnico, temos a
cromatografia de troca iénica (CTl); se a fase estacionéria for um sélido poro-
so fazendo-se a separacdo em Fungéo do tamanho molecular, temos a
cromatografia de exclusdo por tamanho (CET) — um caso particular deste tipo
de cromatografia ¢ a usada, por exemplo, no estudo de polimeros, em que a

fase estacionéria é um gel, chamando-se por isso cromatografia de permeacao

de gel ou GPC (esquema B).

Cromatografia em camada fina: a fase mével é um liquido de baixa
viscosidade que elui através da fase estacionéria, por capilaridade — mais
vulgarmente ‘de baixo para cima’. A fase estacionéaria é um sélido (silica ou
alumina) depositado em camada fina e uniforme sobre um suporte sélido

inerte.
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4.1.5.2.5. Andlise de umidade residual pelo método de Karl

Fischer — titulagcdo coulométrica

A titulacdo pelo método de Karl Fischer ¢ a técnica mais utilizada para a
determinagéo da umidade residual e ap|ica-se 3 anélise de farmacos, alimentos,
fluidos biolégicos, derivados do petréleo, matérias-primas, amostras ambientais

e outros produtos diversos.

Algumas vantagens do método coulométrico sdo a precisdo, com a possibi-
lidade de determinagéo de quantidades de 4gua da ordem de 1 pg mL™, a
necessidade de um pequeno volume de amostra e a redugéo no tempo de

andlise.

O principio desse método baseia-se na reacdo entre a 4gua da amostra
e o iodo produzido na célula de titulacdo, na presenca da solucio de Karl

Fischer, que contém diéxido de enxofre, (SOQ), 4lcool (ROH) e uma base

(B) em sua composicao:
BI, + BSO, + B+ HO — 2 BH*I + BSO,

BSO, + ROH — BH* RSO,

O equipamento utilizado

possui uma célula de titulacio com
. Eletrodo gerador de Iy
dois eletrodos: um gerador de l  Ewtodeder

L para deteccio

. / . . Py
iodo, |, que é consumido rapi-  gusnca B L sewopa
~ 7 ESmosirs
damente pe|a reacao com a agua
I

presente na amostra, e um ele-
trodo de referéncia de platina,

) Sokgho do Catodo 4 T | | =Solucso do
que funciona como detector do  scisae do geradar e

] ragma—":/E T
ponto final de titulacdo, de acor- cerseen Iz (anodc)
;—._____‘“ Bara de

. BORAGRD
do com o esquema a seguir.
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A geracdo de iodo ocorre pela oxidacdo do | presente na solucdo de

Karl Fischer a |2 (‘catodo’).

A célula principal contém a solucdo de Karl Fischer (‘anodo’), onde

seré injetado um volume conhecido da amostra.

A corrente elétrica entre os dois eletrodos é mantida constante pe|o
equipamento, até que, quando toda a agua da amostra reage com o |2 proo|u-
zido, h& um excesso do mesmo no interior da célula de reacao, ocasionando

uma queda brusca no potencia| e|étrico, detectado pe|o eletrodo de p|atina.

4.1.6. Tratamento de dados
Estatistica basica
Medidas de tendéncia central:

Média aritmética — E a mais comum das medidas de tendéncia central. E

calculada somando-se as n observag()es originais da amostra e dividindo-se por n.
"
7 1
Xx==— E X
H .
i=]
Amplitude (R) — E o valor que representa o afastamento entre o maior

e o menor valor de um conjunto de observagdes.

Medidas de dispersao:

Variancia (s2) — A variancia de um conjunto de dados ¢, por defini-
cdo, a média dos quadrados das diferencas dos valores em relacdo a sua

média, isto é:
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Desvio padrdo (s) — O desvio padrao indica a dispersdo dos dados
dentro da amostra, isto ¢, o quanto os dados em geral diferem da média.

Qluanto menor o desvio padrdo, mais parecidos sdo os valores da série

n
S, 2 E ET
n-1 =]

Propagacdo de incertezas

estatistica.

Em quimica analitica, estudam-se métodos envolvendo medicdo de volu-
me, massa e absorvancia. Os resultados finais destas medicoes sdo obtidos
através de célculos e possuem associadas as incertezas originais consideradas

para a realizacdo destes.

Um exemp|o seria a leitura de volume em uma proveta, durante uma

andlise volumétrica:

O volume lido est4 entre 20,6 e 20,7 mL. Assim, devemos

= ik estimar o algarismo apds o 6. Poderia ser: 20,61 ou 20,62
LLE n,TH ou ainda 20,63. Portanto, escrevemos a primeira medida
como: 20,62 = 0,01.
Pelo mesmo raciocinio, o volume final lido seria 22, 64 mL
= "™ +0,01. Qual o volume gasto na titulaggo?
Tl 99,64-20,62 = 2,02 ml

Mas qual a incerteza associada a esse resultado final? E a

soma das incertezas: 2,02 mL = 0,02
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4.1.6.1. Validacao

A va|ida<5‘éo de métodos analiticos deve ser feita para demonstrar que
estes sdo adequados para a finalidade a que se destinam: determinagéo qualita-

tiva ou quantitativa de analitos em uma amostra.

Para metodologias descritas em farmacopeias ou outros documentos ofi-
ciais, a metoo|0|ogia seré considerada validada. Em caso contrério, a va|io|agéo
deverd ser realizada através do estudo de parametros, segundo a tabela 3 a

seguir, e de acordo com a categoria do método analitico (Anvisa, 2003).

Tabela 3 — Recomendacio de pardmetros necessarios para validagdo dos

métodos analiticos e classificacio dos métodos, segundo sua finalidade (USP

30, 2007)

Parametro Categoria Categoria Categoria Categoria
de validagao I Quantitativo Qualitativo 1] v
Exatidao Sim Sim * * Nao
Precisdo Sim Sim Nao Sim Nao
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Limite de deteccio Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificacio Nao Sim Nao * Nao
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Faixa Sim Sim * * Nao

*Pode ser exigido dependendo da natureza do ensaio especifico.

Categoria | — Quantificagéo de macrocomponentes em substancias ativas ou
ingredientes ativos em produtos farmacéuticos acabados.

Categoria Il — Determinagéo de impurezas em substancias ativas ou componentes
de degradagéo em produtos farmacéuticos acabados.

Categoria Il — Determinagéo de caracteristicas fisico-quimicas em substancias
ativas ou em produtos acabados (ex.: dissolucdo, tamanho de particulas, liberagao

da droga).
Categoria |V — Testes de identificacio.
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Pardmetros para validacdo de métodos analiticos

Para o estudo dos pardmetros de va|io|agéo, ¢ importante sempre utilizar
substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopeia Brasileira ou, na ausén-
cia destas, por outras autorizadas pela |egis|agéo vigente. No caso da inexisténcia
dessas substancias, o uso de padrées de trabalho ¢ aceito, desde que a

identidade e o teor sejam devidamente comprovados.

Descricdo dos parametros de validacdo segundo a Resolucio Anvisa RE

899 (2003), Inmetro, DOQ-CGCRE-008 (2003) e USP 30 (2007):
| — Exatidao
E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relagdo ao valor verdadeiro. Viérias metodologias para a determinacdo da

exatiddo estdo disponiveis na literatura. No caso de impurezas, podem

ser utilizados dois procedimentos:

¢ Ensaio de recuperacdo: ensaio onde o analito de interesse ¢

adicionado & matriz da amostra.

. Ava|iagéo da exatiddo sem a matriz: preparam-se pelo menos
duas amostras do analito, com precisdo quantitativa, e os resulta-

dos da % de recuperacdo sdo calculados.
Il - Precisao

Avaliagio da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem ml'J|tip|a de uma mesma amostra. Esta ¢
considerada em trés niveis: repetitividade (precisdo intracorrida); preci-
s3o intermediéria (precisdo intercorridas) e reprodutibilidade (precisao

interlaboratérios).

* Repetitividade: concordancia entre os resultados dentro de um
curto pen’odo de tempo com o mesmo analista ¢ a mesma
instrumentacdo. A repetitividade do método ¢ verificada por pelo
menos nove determinacdes, dentro do intervalo linear do méto-

do, que serd descrito mais adiante.
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* Precisdo intermediaria: concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/
ou equipamentos diferentes. Para a determinagéo da precisdo intermedi-
4ria, recomenda-se um minimo de dois dias diferentes com analistas
diferentes.

* Reprodutibilidade: concordancia entre os resultados obtidos em labo-
ratérios diferentes, geralmente feitos através de estudos colaborativos,
aplicados & padronizacio de metodologias analiticas.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio

padrdo ou desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao, CV%, de

uma série de medidas, que ¢ calculado pela férmula:

DPR= DP . 100
CMD
Onde:

DPR = desvio padrao relativo
DP = desvio padrao
CMD = concentragdo média determinada

O valor méximo aceitével para o DPR ¢ de 5%.

Il — Especificidade

Capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de

degradagéo e componentes da matriz.

Testa-se a especificidade de métodos qualitativos comparando a aplica-
cao do método em amostras contendo o analito de interesse com amos-
tras que ndo o contém, porém possuem substancias de estrutura quimica
semelhante. O método precisa demonstrar a seletividade para o analito,

mesmo em presenca destas substancias.
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Para anélises quantitativas, pode-se comparar os resultados obtidos para
amostras contaminadas com impurezas adicionadas em quantidades de-
terminadas com amostras isentas de contaminantes. O resultado final ndo
deve ser afetado pela presenca das substancias adicionadas.

IV — Limites de detecgdo e quantificacdo

Pardmetro de ensaios quantitativos para baixos niveis de compostos em
matrizes de amostras. O limite de deteccdo é a menor concentracio do
analito que pode ser determinada com precisdo e rigor aceitéveis. Na
prética, corresponde normalmente ao padrio de ca|ibragéo de menor

concentracao (excluindo o branco).
V — Linearidade

A linearidade do procedimento analitico é a sua capacidade de produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais & concentracao do analito
na amostra, em uma faixa de concentragdo. Deve ser construida a curva
padrdo experimental e devem ser calculados: o coeficiente de correla-
cdo, I, que precisa ser no minimo igua| a 0,99; a intersecdo com o eixo
Y; o coeficiente angular; a soma residual dos minimos quadrados da
regressdo linear; e o desvio padrdo relativo. Recomenda-se que a
linearidade seja determinada pela anélise de pelo menos cinco concen-
traces diferentes, com teor de analito contido entre 80% e 120% da

concentragio tedrica do teste.
VI - Faixa

Intervalo ¢ a faixa entre os limites de quantiFicagéo superior e inferior de
um método analitico. Normalmente, ¢ derivado do estudo de linearidade

e depende da ap|icagéo pretendida do método.

O ‘protocolo de validacdo' é um documento completo, que contém

todos os pardmetros avaliados para a validacdo de determinado método.
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Modelo de Protocolo de Validagao

Consideracdes gerais:

Objetivo

Laboratério/Setor responsével

Especificacoes do método

Classificagdo do método em validagdo

Parametros de validacdo aplicéveis ao método

Siglas

Referéncias bibliograficas

Material/Vidraria/Equipamentos (marca, modelo, data da calibracdo)

Reagentes (marca, fornecedor, data de validade)

Descricao dos parametros de validacao aplicéveis ao método

Testes/Resultados da validagao

Estimativa da incerteza dos resultados obtidos através do método

Conclusio

Folha de aprovacao

Assinaturas dos responséveis pela va|idagéo

A metodologia analitica deverd ser revalidada caso sejam efetuadas mu-
dancas na sintese da substancia ativa, na composicdo do produto acabado ou

no procedimento analitico.

5. Fundamentos em quimica orgdnica

A quimica organica ¢ o ramo da quimica que estuda as substancias que
contém &tomos de carbono em sua composicao. O étomo de carbono, por
ser tetrava|ente, se une a outros dtomos formando quatro |igag6es covalentes.
Assim, o carbono tem a capacidade de formar longas cadeias, chamadas cadei-

as carbdnicas.
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As substancias organicas sdo classificadas de acordo com o seu grupo

funcional caracteristico.

Funcbes organicas mais importantes

Fungdo organica  Grupo funciona Exemplo
Hidrocarboneto CXHy CH,
Metano
Acido carboxflico  R-COOH CH,-COOH
4cido etanoico(4cido acético)
Aldeido R-CHO CH,-CHO
etanal
Anmida R-CONH, CH,-CONH,
etanamida
Amina R-NHQ C|—|3-C|—|QNH2
etanamina
Alcool R-OH CH,-CH,OH
Etanol (4lcool etilico)
Cetona R,-COR, CH,-CO-CH,
propanona (acetona)
Ester R -COOR, HCOO-C H,
metanoato de fenila
Eter R,-O-R, CH,CH,-O-CH,CH,

Etoxietano(éter etilico)

e Iy
o ~
Fenol l.f_“, C:IN

o-hidroximetil benzeno(o-cresol ou creolina)

A quimica organica experimental envolve reacdes de sintese e purifica-
cdo, caracterizacdo de grupos funcionais, separagdo, purificacdo e estudo das

propriedades das substancias organicas.
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5.1. Técnicas de separacdo e purificacao

5.1.1. Extracdo

A extracio ¢ um método onde se utiliza um solvente, que dissolve o

analito de interesse em uma amostra seletivamente, separando-o da mesma. A

extracdo pode ser em fase liquida ou sélida, as quais apresentam as seguintes

caracteristicas principais, descritas no quadro abaixo:

Extracdo liquida

Extracdo sélida

Solventes organicos (ex.: acetona,
hexano, acetato de butila, diéxido
de carbono)

Microondas ou aparato préprio para
extracdo

Aquecimento

Remogéo do solvente aumenta o custo
da anélise

Fase sélida (ex.: silica-C18,

resinas de troca ibnica)

Coluna cromatogréfica ou seringa

N3o necessita aquecimento

Reduz o uso de solventes organicos

5.1.2. Destilacdo simples

E um processo de separagio de misturas homogéneas sélido-liquido

ou liquido-liquido (desde que a diferenga das temperaturas de ebu|igéo

entre os componentes seja alta), onde ocorre a vaporizacao e condensagéo

do componente mais volatil. A
técnica da destilacao simples ¢ uti-
lizada para obtencdo de solventes

puros e muito empregada na pro-

ducdo de bebidas destiladas.
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5.1.3. Destilagdo fracionada

E uma técnica utilizada para se-
parar misturas homogéneas liquidas, pela
vaporizacdo e condensacio dos com-
ponentes da mistura, baseando-se na
diferenca de ponto de ebulicio entre
esses componentes. As ap|ica<5‘6es da
desti|agéo fracionada sdo principalmen-
te relacionadas & separagdo dos com-

ponentes (fragées) do petr6|eo‘

5.1.4. Cristalizagdo
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A cristalizagdo ¢ um método de separagio e purificacio de solugdes

liquidas, ou sélido-liquidas, onde sdo obtidos cristais puros de um dos com-

ponentes, o soluto, sendo o método mais adequado para a purificagéo de

substancias sélidas. As etapas principais do processo sdo:

* Nucleagdo — A partir do preparo de uma solugdo supersaturada, as

moléculas do soluto se unem, formando alguns nicleos microscépicos.

Ao atingirem a estabilidade e determinado tamanho, estes nicleos se

organizam em uma estrutura cristalina. Essa organizacao dependeré de

fatores como a temperatura e a concentragao da so|ugéo supersaturada.

* Crescimento dos cristais — A partir dos nicleos ocorre o crescimento

dos cristais, a uma velocidade relacionada & supersaturacio da solucdo.

Os cristais tém formas e tamanhos diferentes, dependendo das condi-

cOes em que se efetua sua obtencdo, o que se torna um grande desafio

quando se trata de processos industriais de crista|iza<5‘éo.
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5.1.5. Determinacdo do ponto de fusdo

O ponto de fusdo ¢ a tempe-
ratura constante na qua| uma substan-
cia muda do estado fisico sélido para
o liquido. A determinagéo desta pro-
priedade ¢é fundamental para a carac-
terizagdo de substancias puras. A téc-
nica pelo ‘método do tubo de Thiele’
consiste em colocar pequena quanti-
dade da substancia sélida, previamente
pulverizada, no interior de um tubo

capilar, fechado em uma das extremi-

b
e
widrm

Anoaira

Fonte: Constantino, 2009

dades. A introdugdo da substancia deve ser feita empurrando a extremidade

aberta contra o sé|io|o, com o auxilio de uma espétu|a‘ Para a compactacao da

substancia no fundo do capilar, deve-se solté-lo no interior de um tubo de

vidro. O capilar deve ser preso a um termdmetro, o mais préximo possivel do

bulbo. O ponto de fusdo ¢ a temperatura na qua| aparece a primeira gota de

liquido e desaparece o restante da parte sélida da substancia em anélise.



Fundamentos em quimica experimental | 283

Resumo do capitulo

A quimica é uma ciéncia essencialmente experimental, que se divide em
quatro ramos principais: quimica inorganica, organica, analitica e fisico-quimica.
O laboratério é o local mais importante para o desenvolvimento desta ciéncia.
Para a realizacdo de atividades laboratoriais, é imprescindivel reconhecer os
diversos materiais, equipamentos, substancias, fontes de consulta bib|iogréfica,

sfmbo|os € normas o|e seguranca, € apresentar uma postura adequada.

O preparo de so|ugées ¢ uma das tarefas principais dentro de um
laboratério e engloba: qualidade da 4gua, dos reagentes, da vidraria e da
técnica de preparo, bem como o conhecimento das unidades de concentragao
(quantidade de matéria, massa por volume, massa por massa e volume por

volume), célculos de o|i|uig§o e procedimentos de armazenagem.

O ramo da quimica que estuda a identiFicagéo e quantiFicagéo das subs-
tancias que compdem uma amostra é a quimica analitica. As principais etapas
de uma determinagé’o analitica sdo: planejamento e organizacao da anélise;
estudo das propriedades do analito; amostragem; preparo da amostra laboratorial;
se|egéo do método de anélise — cléssicos (gravimetria e volumetria) ou instru-
mentais (potenciometria, espectroFotometria UV/Visivel, absorgéo atbmica,
infravermelho, fotoluminescéncia e cromatografia) — e tratamento de dados/
va|idag§o. O controle de qualidade das diversas matérias-primas e dos produ-
tos industrializados, os residuos gerados nesses processos produtivos, as rea-
¢Oes quimicas na natureza e as pesquisas envolvendo a transformagéo de subs-
tancias em novos produtos sdo 4reas onde a quimica analitica est4 presente. Os
requisitos de qualidade para diversos produtos na 4rea da satde sao estabele-
cidos pelas farmacopeias. A Farmacopeia Brasileira ¢ o cédigo oficial farmacéu-

tico do pafs.

A quimica orgénica é o ramo da quimica que estuda as substancias que
contém 4tomos de carbono em sua Ccomposicao, as quais sao classificadas de

acordo com o seu grupo funcional caracteristico. A quimica orgénica experi-
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mental envolve reacdes de sintese e purificacdo, caracterizacdo de grupos

funcionais, separagao, puriFicagéo e estudo das propriedades fisico-quimicas.

Questdes para reflexdo

1) Um técnico de laboratério preparou uma solucdo aquosa de sulfato
de cobre, armazenando-a em um recipiente de vidro, na geladeira.
Algum tempo depois, ele observou a presenca de um precipitado de
sulfato de cobre no fundo do recipiente. O técnico decidiu, entdo,
aquecer a so|ug§o, sob agitacdo, até que o precipitado dissolvesse
comp|etamente. Logo apos, deixou a so|ugéo em repouso sobre a
bancada até que a mesma atingisse a temperatura ambiente. O técnico
observou que a solucdo permaneceu homogénea. Explique o que acon-

teceu antes e depois do aquecimento da so|ug§o.

2) Descreva, com as suas palavras, a sequéncia correta a ser seguida
para o preparo de um litro de uma so|ugéo salina (ou soro caseiro) na
concentracio de 0,9% (m/v). Liste os materiais, reagentes, equipa-
mentos, procedimento (técnica de preparo e armazenagem) e célculos
necessarios. Reflita sobre os cuidados gerais a serem adotados quando

do preparo de so|ugc">es.

3) Um técnico recebeu uma amostra de 4gua deionizada para anélise no
laboratério. Descreva o procedimento a ser seguido, desde o recebi-
mento dessa amostra até o seu descarte, incluindo as etapas para a
rea|izagéo das determinagées analiticas, preconizadas pela farmacopeia,

para esse tipo de amostra.
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Anexo 1

iR M
Fiowra 1 - Contengho mannal de camamdongo. Imobilizagio pela dobra deesal da pele ¢ canda
Fligara I — Contengie com nims das imfos.

Fligura 3 — Conteng e com susilse de panga de dessaiagio.
Figura 4 = Entanisia. Coalewcio pela canda e fixagio digital da cabeca.
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Anatomia Interna de Camundongoe
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