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-1970: Asilomar / California
-1993: WHO definiu como:

"praticas preventivas para o trabalho com
agentes patogénicos para o homem".

“ A Biosseguranga é o conjunto de agoes voltadas
para a prevengdo, minimizag¢do ou eliminagdo de
riscos inerentes as atividades de pesquisa,
producdo, ensino, desenvolvimento tecnologico e
prestacdo de servigos, visando a saude do
homem, dos animais, a preservacgédo do meio
ambiente e a qualidade dos resultados”
(TEIXEIRA e VALLE, 1996)




Proteins:
Toxins and Prions



MICROORGANISMOS E
GRUPOS DE RISCO

Grupo 1 (NB-1): Microrganismos que, até o
momento, nao causam doencas para o
homem (baixo risco individual e coletivo) e
gue nao representam riscos para o ambiente
(Lactobacillus, Lactococcus, Saccharomyces,
Bacillus polymyxa, cepas nao patogénicas de
E. coli, dentre outros);



MICROORGANISMOS E
GRUPOS DE RISCO

Grupo 2 (NB-2): Microrganismos que podem
causar doencas no homem, mas a exposicao
laboratorial raramente produz doenca. Mesmo
assim, para essas doencas existem medidas
profilaticas e terapéuticas eficientes (Espécies de
Salmonella (exceto S. typhi), E. coli patogénicas,
Proteus, Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria,
Listeria, dentre outros);



MICROORGANISMOS E
GRUPOS DE RISCO

Grupo 3 (NB-3): Microrganismos que podem
causar doencas graves no homem e apresentam
risco elevado para os laboratoristas. Eles podem
apresentar riscos de serem disseminados para a
populacao, mas para as doencas causadas
existem medidas profilaticas e terapéuticas
eficazes (Mycobacterium tuberculosis, Coxiella
burnetti);



MICROORGANISMOS E
GRUPOS DE RISCO

Grupo 4 (NB-4): Microrganismos que causam
doencas humanas severas e apresentam risco
elevado para os laboratoristas e para a populacao
em geral. Eles sao agentes altamente infecciosos
que se propagam facilmente, podendo causar a
atualmente medidas profilaticas ou tratamentos
efetivos (Virus Ebdla).
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LABORATORIO

e Observancia de praticas e técnicas
microbioldgicas padronizadas.

e Conhecimento prévio dos riscos.

e Treinamento de seguranca apropriado.

e Manual ¢
(identificacao c

praticas, proced

e biosseguranca/POP

0s riscos, especificacao das

imentos para eliminacao de
riscos).



PREVENINDO ACID
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PREVENINDO ACID

EQUIPAMENTOS (EPIs):
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EQUIPAMENTOS DE PROTECAO

COLETIVA (EPC):




MEDIDAS DE CONTROLE EM
AMBIENTE E EQUIPAMENTOS

CONCEITOS:

-Assepsia: € o conjunto de medidas adotadas para
impedir que determinado meio seja contaminado.

- Limpeza: € a remocao da sujidade de qualquer
superficie, reduzindo o numero de microrganismos
presentes. Esse procedimento deve obrigatoriamente
ser realizado antes da desinfeccao e/ou esterilizacao.



MEDIDAS DE CONTROLE EM
AMBIENTE E EQUIPAMENTOS

Bico de Bunsen/Flambagem

Sona Uxidante
fona Fedutora

Lona Meutra




MEDIDAS DE CONTROLE EM
AMBIENTE E EQUIPAMENTOS

- Desinfecgao: é um processo que elimina
microrganismos patogénicos de seres

inanimados, sem atingir necessariamente os
esporos.

- Esterilizagdao: € um processo que elimina todos
0S microrganismos: esporos, bactérias, fungos e

protozoarios. Os meios de esterilizacao podem
ser fisicos ou quimicos.



METODOS D
ESTERILIZACAO ]
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—Calor Umido (Autoclave): vapor sob pressdo (1 a 2
atmosferas). Tempo de 15 a 30 minutos. Temperatura
de 121 a 132 °C.

—>Calor Seco (Estufa): tempo de 1 hora a 170°C ou 2
horas a 160°C, sem a abertura da mesma durante o
processo.

=> Processos Quimicos: oxido de etileno por 4 horas;
glutaraldeido 2% por 10 horas e solucao de
formaldeido 38% por 18 horas.



* VIDRARIAS

-Lavagem com agua e sabao

-Enxagle com agua destilada

-Secagem em estufa
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e MATERIAL PLASTICO

- Ponteiras e tubos sem fenol/cloroféormio:

Lavagem com hipoclorito de sodio , agua
corrente e agua destilada

- Ponteiras e tubos com fenol/cloroférmio:

Descarte em recipiente separado

-Tubos de PCR




Outros materiais

- Instrumentos cortantes

- Culturas de bactérias

- Residuos de Fenol/Cloroféormio

- Residuos de géis agarose/poliacrilamida
- Residuos de AgNO;
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* EQUIPAMENTQOS, BANCADAS E PIAS

-Observar manual de cada equipamento

-Dependendo do procedimentos isolar
bancadas

-Alcool 70% - 90%




PRINCIPAIS SIMBOLOS
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REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

 ACRILAMIDA

(2-propenamide; ethylene carboxamide; acrylic amide; vinyl
amide; acrylamide)

-Produzida desde 1950

-Obtida da hidratacao da acrilonitrila




REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

 USO ACRILAMIDA

- Gel de eletroforese

-Tratamento de esgotos e efluentes
-Agente selante em construcoes civis
-Industria de papel

-Cosmeéticos e artigos de higiene



REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

-Desastre ambiental na Escandinavia, Suécia (1997)
-Mortandade de peixes, paralisia do gado
- Trabalhadores com dorméncia e formigamento

-Formacao de ACM em alimentos, derivados de
coccao, e em queima de cigarros

- Nao foi confirmado ser cancerigeno a humanos a
partir de alimentos

-Neurotoxidade em camudongos e em humanos
expostos no trabalho (SFC, 2002)




REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

Acrilamida é suspeita de ser carcinogénica,
severamente neurotoxica, causar irritacao
dos olhos, pele (é imediatamente absorvida)
e trato respiratorio.

- Cuidado ao pesar acrilamida e bis-acrilamida
- Poliacrilamida teoricamente nao é prejudicial

-Descarte em recipiente apropriado




REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

e BROMETO DE ETIDEO

(homidium bromide; dromilac; 3,8-diamino-5ethyl-6-phenyl
phenanthridinium bromide; ethidium bromide)

(a) (b)

Ethidium bromide
stacked between
base pairs

Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and
untwisting of the DNA helix.




REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

e EtBr

“...6 reconhecido que os etideos e seus analogos nao sao
aptos para coloracao de acidos nucléicos em células vivas nos
quais a membrana esta intacta, exceto para células
permeabilizadas ou com grandes concentracdes de corante.
Conseqliientemente o EtBr ((Tanke, et al., J. IMMUNOL. METH.
52, 91 (1982)) , o idodeto de propideo ((U.S. Pat. No.
5,057,413 to Terstappen et al. Oct. 15, 1991 U.S. Pat. No.
5,314,805)) e seus homodimeros de etideo (Live/Dead.RTM.
kit, U.S. Ser. No. 07/783,182 to Haugland, et al., filed Oct. 26,
1991) U.S. Pat. No. 5,314,805 tém sido wusados
extensivamente para detectar e quantificar células
comprometidas ou mortas” Phenanthridium dye staining of
nucleic acids in living cells US Patent Issued on August 1, 1995.



REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

e EtBr

Dynamical Change of Mitochondrial DNA Induced in
the Living Cell by Perturbing the Electrochemical
Gradient Biophysical Journal Volume 71 November 1996

“Ethidium bromide was shown to enter into
living cells and to intercalate stably into
mitochondrial DNA (mtDNA), giving rise to
high fluorescence”.
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CUIDADO AO MANIPULAR O BROMETO

CANCERIGENA!!!!




REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

e Descontaminacao EtBr
1.Descontaminacgdo para solugdées contendo >0,5 mg/ml

-Baseado no método descrito por Lunn e Sansone (1987) - reducao
em 200 vezes a atividade mutagénica confirmada em ensaio de
microssomo com Salmonella — Acido hipofosforoso e nitrito de sédio

- Quillardet e Hofnung (1987) - reducao em 3000 vezes a atividade
mutagénica — KMnO,




REAGENTES QUE MERECEM
DESTAQUE EM LBM ...

e Descontaminacao EtBr

2. Descontaminacgdo de solugoes diluidas (tampdo do gel
contendo 0,5 pg/ml)

- Baseado no método descrito por Lunn e Sansone (1987): resina
amberlite XAD-16 (absorvente polimérico ndo-idnico)

- Baseado no método descrito por Bensaude (1988): carvao ativado

- Alternativa: SYBER GREEN




ESPACO FISICO IDEAL PARA
LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR

1) Preparacao das amostras (extracdao RNA e DNA)
2) Sala de pré-PCR (preparacao do “mix” da reacao)
3) Sala de PCR

4) P6s- PCR (eletroforese e fotodocumentagao)



| -DNA: Usar ponteiras com barreiras.

EVITANDO CONTAMINACOES DAS
AMOSTRAS

-Sempre usar luvas, trocando-as frequientemente.

-Material livre de DNases e RNases (microtubos, ponteiras).

- Minimizar a geracao de aerossois pela ra
~AanmFrifiiaa~SA AAc mat~rvatriilhacs AanvtFAac AA Akt lAac (~cnmim)
CClILrnugdidu Uus TTHLTOULUDUS dllLltes U dulIm1IVUS \opIn )

- Reagentes e buffers - usar sempre uma aliquota nova
(fracionar os reagentes).

-Especial atencao com a agua utilizada (ultra-pura)



EVITANDO CONTAMINACOES DAS
AMOSTRAS

RNA

eTrabalhos com RNA devem ser realizados em area
isolada no laboratorio (micropipetadores,
ponteiras, microtubos, solucao tampao e demais
reagentes).

eRNA: Vidraria: cozinhar em forno a 180°C durante
varias horas ou lavar com DEPC a 0,1% (em agua ou
em etanol) por 1 hora.




| K2 Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Técnica Nacional de Biossegurarn:

| Pagina Inicial

CTNBio

A CTMBIo & urma instancia colegiada multidisciplinar, criada com a finalidade de prestar apoio
tecnico consultivo e de assessoramento ao Governo Federal na formulagfo, atualizagao e
implementagdo da Palitica Macional de Biosseguranga relativa a QOGM, bem como no
estabelecimenta de normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos conclusivas referentes
a protecdo da sadde humana, dos organismas vivos e do meio ambiente, para atividades gue
ervolvam a construgdo, experimentagdo, cultivo, manipulagdo, transporte, comercializagan,
consuma, armazenamenta, liberagdo e descarte de OGM e derivados,

@ Composi¢io - Membros da Comissao

@ Composicao - Secretaria Executiva

http://www.ctnbio.gov.br/




| EZ& Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Técnica Nacional de Biossegurarn:

Lei N°11.105, DE 24 DE MARCO DE 2005.

LEI DE BIOSSEGURANCA

“Art. 1o Esta Lei estabelece normas de seguranca e
mecanismos de fiscalizacdo sobre a construcéo, o cultivo, a
producao, a manipulacdo, o transporte, a transferéncia, a
Importacao, a exportacao, 0 armazenamento, a pesquisa, a
comercializagao, o consumo, a liberagcao no meio ambiente e
o0 descarte de organismos geneticamente modificados —
OGM e seus derivados, tendo como diretrizes o estimulo ao
avanco cientifico na area de biosseguranca e biotecnologia,
a protecao a vida e a saude humana, animal e vegetal, e a
observancia do principio da precaucdo para a protecdo do
meio ambiente.”



| EZ& Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Técnica Nacional de Biosseguran

“Art. 80 Fica criado o Conselho Nacional de Biosseguranca — CNBS,
vinculado a Presidéncia da Republica, 6rgao de assessoramento superior
do Presidente da Republica para a formulacdao e implementacao da
Politica Nacional de Biosseguranca — PNB.

§ 10 Compete ao CNBS:

| — fixar principios e diretrizes para a acao administrativa dos drgaos e
entidades federais com competéncias sobre a matéria;

Il — analisar, a pedido da CTNBio, quanto aos aspectos da conveniéncia e
liberacao para uso comercial de OGM e seus derivados;

Il — avocar e decidir, em ultima e definitiva instancia, com base em
manifestacao da CTNBio e, quando julgar necessario, dos drgaos e
entidades referidos no art. 16 desta Lei, no ambito de suas
competéncias, sobre os processos relativos a atividades que envolvam o
uso comercial de OGM e seus derivados;”



| EZ& Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Técnica Nacional de Biosseguran

“Art. 11. A CTNBio, composta de membros
titulares e suplentes, designados pelo Ministro de
Estado da Ciéncia e Tecnologia, sera constituida
por 27 (vinte e sete) cidadaos brasileiros de
reconhecida competéncia técnica, de notoria
atuacao e saber cientificos, com grau académico
de doutor e com destacada atividade profissional
nas areas de Dbiosseguranca, biotecnologia,
biologia, saude humana e animal ou meio
ambiente; “



| EZ& Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Técnica Nacional de Biosseguran

“Art. 30 Para os efeitos desta Lei, considera-se:

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

V — organismo geneticamente modificado - OGM: organismo
cujo material genético — ADN/ARN tenha sido modificado por
gualquer técnica de engenharia genética;

VI — derivado de OGM: produto obtido de OGM e que nao
possua capacidade autonoma de replicacado ou que nao
contenha forma viavel de OGM; “



| EZ& Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Técnica Nacional de Biosseguran

Cromossono
eucariotico
Vetor de Clonagem
(Plasmidio

Quebra do DMNA eucaridtico
com enzima de resiriciio

Quebra do vetor com
enzima de resirigio

@“") i

* Ligase do DNA Fragmentos de DNA

* Transformacio da célula

hospedeira
Mesma ﬁ © Espécie
especie Multiplicagio Celular diferente




| EZA Ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Teécnica Nacional de Biossegurar:

Todo transgénico € um OGM, mas
nem todo OGM é transgénico!




| EZ;& ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Teéecnica Nacional de Biosseguran

Criticas a Lei de Biosseguranca

- Contaminacao por agroquimicos
- Definicoes obscuras: Proteina heterologa

“§ 20 Nao se inclui na categoria de derivado de OGM a
substancia pura, quimicamente definida, obtida por meio de
processos bioldgicos e que nao contenha OGM, proteina
heterdloga ou ADN recombinante.”

“VI — derivado de OGM: produto obtido de OGM e que nao
possua capacidade autbnoma de replicacao ou que nao
contenha forma viavel de OGM;”

Caso da Insulina



| EZ;& ministério da Ciéncia e Tecnologia
Comissao Teéecnica Nacional de Biosseguran

- Nanotecnologia

-Tecnologia da informacao

- Tecnologia das ciéncias cognitivas




"Situacao Global de Comercializacao de
lavouras geneticamente modificadas: 2007",
elaborado pelo Servico Internacional para
Aquisicao de Aplicacdes em Agrobiotecnologia
(ISAAA, na sigla em inglés)

“O Brasil foi o pais que mais avancou no mundo em
area plantada com transgénicos em 2007. Foram
3,5 milhoes de hectares acima do ano anterior,
superando o crescimento na india, na China e nos
Estados Unidos.”

"O Brasil foi o que mais cresceu e sera um lider
mundial de transgénicos", diz Clive James,

presidente do conselho diretor do ISAAA”
Soja e Algodao



Biotech Crop Countries and Mega-Countries*, 2007

#19
Portugal
<0.05 Million Has.

Maize

#4

Canada*
7.0 Million Has.

Canola, Maize,
Soybean

#1

USA*

57.7 Million Has.
Soybean, Maize,
Cotton, Canola, Squash,
Papaya, Alfalfa

#13
Mexico*
0.1 Million Has.

Cotton, Soybean

#17
Honduras
<0.05 Million Has.

Maize

#14

Colombia
<0.05 Million Has.

Cotton, Carnation

#12 #16 #20 #18 #23 #21
Spain* France Germany Czech Republic Poland Slovakia
0.1 Million Has. <0.05 Million Has. <0.05 Million Has. <0.05 Million Has. <0.05 Million Has. <0.05 Million Has.
Maize Maize Maize Maize Maize Maize
#22
Romania

0.05 Million Has.

Maize

#6

China*

3.8 Million Has.
Cotton, Tomato,

Poplar, Petunia,
Papaya, Sweet Pepper

#5
India*
6.2 Million Has.

Cotton

#10
Philippines*
0.3 Million Has.

Maize

#11
Australia*
0.1 Million Has.

[C] * 13 biotech mega-countries growing 50,000 hectares, or more, of biotech crops.

Cotton
#15 #2 #9 #7 #3 #8
Chile Argentina* Uruguay* Paraguay* Brazil* South Africa*

<0.05 Million Has.

Maize, Soybean, Canola

19.1 Million Has.

Soybean, Maize, Cotton

0.5 Million Has.

Soybean, Maize

2.6 Million Has.

Soybean

15.0 Million Has.

Soybean, Cotton

1.8 Million Has.

Maize, Soybean, Cotton

Source: Clive James, 2007




GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996 to 2007)

==(== Total . 23 Biotech Crop Countries

140 - === ndustrial

==fy==Developing
120 -
100 -

80 -

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Increase of 12%, 12.3 million hectares (30 million acres), between 2006 and 2007.

Source: Clive James, 2007.




“ melhor prevenir
do aue remediar”

MICHELYDINIZ@YAHOO.COM.BR



