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RESUMO

As doencgas infecciosas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti, tais quais a dengue,
chikungunya e zika sao um grande empecilho para o desenvolvimento urbano, respondendo por
mais de um milhdo de mortes no mundo. S6 para a dengue ha estimativas de que quase 50% da
populagdo mundial estd em zona de risco para a infec¢do do virus. Um dos combates mais
eficientes para essas doengas acontece por meio do controle dos vetores com o uso de
inseticidas quimicos sintéticos. Entretanto, o uso continuo e excessivo durante décadas para a
contencao destes insetos causou o surgimento de populagdes resistentes a estes compostos, bem
como, outros problemas para os seres humanos. Por isso, estudos para obtenc¢do de ativos
inseticidas, como aqueles presentes em vegetais, sdo importantes. E para que as pesquisas sejam
realizadas com sucesso, seguranca ¢ se obtenham resultados confiaveis, sdo importantes os
testes in vivo. Portanto, se faz necessario um local, como o insetario, para abrigar esses
mosquitos de uma forma padronizada, para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis. Dessa
forma, o objetivo geral do presente trabalho foi a elaboracdo de um manual sobre procedimentos
no manejo de culicideos, em particular, do Ae.aegypti. Para tanto, além do levantamento
bibliografico, foram realizados treinamentos sobre os mais diversos aspectos da biologia do
mosquito e da manuten¢do de sua colonia, em dois insetarios de culicideos, o do Laboratorio
de Bioprospeccao de Recursos Regionais, no Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara (Bioprospec) e o do Nucleo de Controle de Vetores (NUVET), da Secretaria
de Saude do Estado do Ceara. Apds a compilacdo das informagdes necessarias e o treinamento
nos insetarios, o manual foi confeccionado, abordando: o ciclo de vida do mosquito, as
necessidades referentes a seu micro- € macroambiente, os métodos para coleta e
armazenamento dos ovos, as boas praticas laboratoriais e o descarte de material biologico. O
estabelecimento de um manual em diversas areas se faz benéfico na padronizagao das técnicas
e também como meio de informacao para os profissionais do local. Durante a elaboragdo deste
manual ja foi possivel observar melhorias no funcionamento do insetdrio e no proprio
desenvolvimento do mosquito em laboratdrio. Por fim, sua confec¢ao foi finalizada e espera-se
que seja um importante meio de informacdo para estudantes e técnicos envolvidos com

atividades de pesquisa que fazem uso de culicideos.

Palavras-chave: Biosseguranca, Boas Praticas Laboratoriais, Aedes aegypti.



ABSTRACT

The infectious diseases transmitted by Aedes aegypti, such as dengue, chikungunya and zika
are a major impediment to urban development, accounting for more than a million deaths
worldwide. Just for dengue, there are estimates that almost 50% of the world population is at
risk zone for virus infection. One of the most effective combat for these diseases is the control
of the vectors by means of synthetic chemical insecticides. However, continuous and overuse
of the insecticides for decades has led to the emergence of populations which are resistant to
these compounds, as well as other problems for humans. Therefore, studies to obtain
insecticidal actives, such as those present in plants, are important. In order for the research to
be successful, safe and with reliable results, the in vivo test is important. Thus, insect facilities
are needed to house such mosquitoes in a standardized manner and generate reliable and
reproducible results. Therefore, the objective of the present work was the elaboration of a
manual on procedures in the handling of Culicidae, in particular Ae. Aegypti. For this, a
bibliographical survey and training on various aspects of mosquito biology and maintenance of
its colony was carried out. The training was carried out at two Culicidae facilities, one at the
Regional Resources Bioprospecting Laboratory, at the Biology Department of the Federal
University of Ceara (Bioprospec) and the other at the Nucleus of Vector Control (NUVET) of
the Health Secretariat of the State of Ceara. After compiling the necessary information and
training in the insect houses, the manual was prepared, covering: the life cycle of the mosquito,
the needs related to its micro- and macroenvironment, methods for collecting and storing eggs,
good laboratory practices and the disposal of biological material. The establishment of a manual
in several areas is beneficial in the standardization of techniques as well as a source of
information for local professionals. Along the preparation of the Manual, we observed
improvements in the insect facilities and important modifications in mosquito development in
the laboratory. Finally, the manual was concluded and we hope it come to be an important
information source for students and technicians involved in research activities that make use of

Culicidae.

Keywords: Biosafety, Good Laboratory Practice, Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

1.1 Arboviroses e sua problematica na satide publica

As doengas infecciosas emergentes sdo definidas como infec¢des que surgiram nas
ultimas duas décadas ou sdo futuras ameacas (VAN DOORN, 2014). Existem diversos fatores
para o surgimento dessas doencas, dentre eles, a introdug¢dao e a rapida disseminacdo do
patogeno na populacao humana, seguida por sua capacidade de ser mantida na natureza ou meio
urbano (MAYER et al, 2017). Essa adaptacao pode ser favorecida se um vetor que esteja
presente no meio tenha capacidade de transmissdo, como os insetos, que por diversos motivos
estdo cada vez mais ambientados ao meio.

Dentre os insetos, a introdugao e o estabelecimento dos mosquitos foram facilitados
pelo aumento da densidade populacional. Através da urbanizagdo ¢ do desenvolvimento de
sistemas de transporte global, houve um aumento da exposicdo de humanos a esses
mosquitos. Aliados a isso, a produ¢do agricola, a pecuaria e o desmatamento generalizado se
intensificaram em resposta as demandas de desenvolvimento industrial, urbanizagao e aumento
da densidade populacional humana (GOULD et al, 2017; BALDACHINO et al, 2015). Essas
agoes invadiram o ambiente silvestre dos insetos, e assim , interferiram nas suas relacoes
ecologicas, favorecendo a adaptacdo e domesticagdo de muitas espécies de artropodes ao
ambiente urbano.

Dentro do filo Arthropoda, os mosquitos da ordem Diptera sdo classificados como
importantes vetores de doengas. Os principais géneros transmissores sao: o Culex e Aedes, que
sao vetores do virus do Nilo Ocidental, febre amarela, dengue, chikungunya e zika. Estas
doengas virais transmitidas por insetos sdo denominadas de arboviroses e estima-se que,
somente sobre o predominio da dengue, quase 4 bilhdes de pessoas, em 128 paises, estdo em
areas de risco, as quais sao predominantemente regioes tropicais. No entanto, estdo aparecendo
com mais frequéncia no mundo antigo e na América do Norte, com a domesticacdo dos vetores
influenciando na epidemiologia das doengas (MERLE et al, 2018;WHO, 2018).

Dentre as doencas transmitidas por esses vetores, a chikungunya (CHIKV) ¢ uma
doenca causada por um arbovirus do género Alphavirus, da familia Togaviridae. Este virus foi
reconhecido pela primeira vez como um patdgeno humano durante a década de 1950 na Africa,
e desde entio, casos foram identificados em muitos paises da Africa e Asia. Seus principais
sintomas sao febre e fortes dores nas articulagdes (STAPLES et al, 2018; MAYER et al, 2017).

Além do CHIKYV, o Zika virus (ZIKV) € um arbovirus do género Flavivirus, da
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familia Flaviviridae, que estd expandindo rapidamente sua distribui¢do geografica e foi
recentemente introduzido em areas nao relatadas anteriormente, pode ser encontrado na maioria
dos paises do hemisfério sul (OESER; LADHANI, 2018) . A doenca ¢ caracterizada por uma
ampla gama de sintomas clinicos, incluindo febre, erupcao cutanea, cefaleia, dor retro-orbital,
mialgia, artrite ou artralgia, conjuntivite ¢ vomitos (MAYER et al, 2017).

Outro arbovirus bem estudado da familia Flaviviridae ¢ o virus da dengue. Este
possui quatro sorotipos (DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV4), que compartilham o mesmo
ciclo de transmissdo. A doenca causada por este virus ¢ grande preocupagdo na saude publica
em areas tropicais e, algumas subtropicais (SAVARGAONKAR et al, 2018). Esse grupo de
virus causa a maioria das doencas humanas, utilizando exclusivamente humanos como
hospedeiros de reservatorio e amplificacio (WEAVER; REISEN, 2010).

Dentre os arbovirus descritos, o Aedes sp. ¢ um vetor comum ao homem. Duas
espécies sao mais presentes, 0 Ae. aegypti que vive em uma intima associagao com a populacao
humana, com isso sendo o principal vetor, € 0 Ae. albopictus sendo um vetor secundario em

locais com uma mata silvestre mais presente (Figura 1) (WEAVER, 2013).

Figura 1: Territorios ao redor do mundo suscetivel ao Aedes aegypti e Ae. albopictus.

-180 -120 -60 [] 60 120 130

Habitat suitability 4
[0 Not suitable for either Ae. Aegypti or Ae. Albopictus

~ Suitable for only Ae. aegypti

Il Suitable for only Ae. albopictus

I suitable for both Ae. aegypti and Ae. albopictus

Fonte: Leta et al, 2018.
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1.2 Aedes aegypti e seu ciclo de vida

O mosquito Ae. aegypti esta presente em todos os estados brasileiros e ¢ o principal
mosquito transmissor da tripla epidemia: dengue, chikungunya e zika. O Ae.aegypti ¢ uma
espécie cosmopolita encontrada principalmente em ambientes tropicais e subtropicais, pois sao
esses locais onde as condigdes climaticas e sociais favoreceram o seu desenvolvimento
(CARVALHO; MOREIRA, 2017; DAVID et al, 2009; KRAEMER et al, 2015).

Por causa da sua alimentagdo hematofaga, esse mosquito se associou facilmente a
habitagdo humana. Isso porque possui preferéncia pelo sangue humano e de ovopositar em
recipientes gerados pela populacgdo. Esses criadouros artificiais tendem a acumular 4gua e serem
vantajosos para propaga¢ao desse mosquito. Compreendem garrafas, baldes ou vasos de plantas
abandonados, piscinas, caixas d’agua, entre outros. (MESSIAS, 2011; FOSTER; WALKER,
2002; JANSEN; BEEBE, 2010).

O ciclo de vida dos culicideos compreende uma fase aquatica ¢ uma fase
terrestre/aérea (Figura 2). Como uma espécie pertencente a familia Culicidae, o Ae. aegypti
possui metamorfose completa, isto €, trata-se de um inseto holometibolo. Seu ciclo de vida
dura entre 2 a 4 semanas, passando por estagios de ovo, de 4 estadios larvais (L1, L2, L3 e L4),
de pupa e, por fim, de adulto alado. Além da diferenga morfoldgica entre os dois estagios
aquaticos, a pupa ndo se alimenta, enquanto as larvas fazem filtracdo para obtencdo de
nutrientes. J& o inseto adulto possui dois tipos de alimentagdo, machos e fémeas se alimentam
de substancias agucaradas, como seivas de arvores, e somente as fémeas se alimentam de sangue
para realizacdo da postura de ovos (FOSTER; WALKER, 2002; REY, 2010; ANJOLETTE,;
MACORIS, 2013).



Figura 2: Ciclo de vida da espécie Aedes aegypti.
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Fonte: Unicamp (2010).
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1.3 Estudos no controle do Aedes aegypti

Com as ocorréncias epidémicas das arboviroses, o meio principal para seu controle
ainda consiste do controle do mosquito vetor. Por isso, ao decorrer das décadas, foram
desenvolvidos diversos métodos para conter as populagdes de mosquitos, entre eles, o uso de
compostos quimicos sintéticos, com agdo inseticida. Os grupos mais utilizados sdo os
organoclorados, organofosforados e os piretroides. Contudo, foram relatados diversos
problemas quanto ao seu uso, principalmente pela utilizagao indiscriminada e sucessiva. Dentre
os problemas, destacam-se sua a¢do ndo especifica e seu acimulo no meio ambiente € o
surgimento de populacdes resistentes. Essa resisténcia ¢ uma prova de adaptagdo evolutiva,
onde os inseticidas acumulados nos ambientes em doses subletais atuam como poderosos
fatores de pressdo seletiva, favorecendo o surgimento de populacdes resistentes que estavam
presentes em baixas frequéncias na populagdo original (OLIVEIRA et al, 2016; SILVA
AUGUSTO et al, 2016; TIAN; RUAN, 2017).

Diante deste cendrio, estudos alternativos para conter a dispersao desses insetos sao
importantes. Os metabolitos presentes nos compostos vegetais se destacam como agentes
biodegradaveis e, possivelmente, mais especificos na sua agao contra larvas de mosquitos, ovos,
pupas e adultos, além de serem considerados alternativas importantes para uso em programas
de rotacdo visando prevenir o surgimento de insetos resistentes. Em um trabalho recente, foi
investigada a ag@o do efeito do inibidor de tripsina de sementes de Leucaena leucocephala
(LITT) frente a eclosdo de ovos, desenvolvimento de larvas e proteases intestinais digestivas
(ALMEIDA FILHO, 2016). Similarmente, em outro estudo, compostos metabolitos presentes
nas sementes de Moringa oleifera, como lectinas, apresentaram uma forte acdo larvicida
(OLIVEIRA et al, 2016).

Em outra pesquisa, foi relatada a capacidade pesticida de um filme biolégico,
contendo o extrato de Piper ovatum em uma base polimérica hidrofilica e biodegradavel, com
acdo na morfologia do inseto. O aumento da relacdo superficie-volume desse biofilme
aumentou a atividade larvicida, tornando-se uma provavel alternativa para prevengdo da
reproducao de mosquitos em locais com potencial acimulo de dgua (KANIS et al, 2018).

Além das proteinas toxicas de plantas, a bactéria Bacillus thuringiensis produz
proteinas inseticidas denominadas toxinas Cry, que possuem potencial inseticida frente a
algumas ordens de insetos (SOBERON et al, 2018). Essas toxinas sdo usadas em todo o mundo
como ‘sprays’ ou sdo expressas em algumas culturas transgénicas. As toxinas Cry sao

especialmente Uteis devido a sua alta especificidade a determinados grupos de insetos e sdao
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inofensivas para os seres humanos (PARDO-LOPEZ et al, 2009).
Portanto, para o desenvolvimento de métodos alternativos, pesquisados in vivo
fazendo uso de organismos vetores, ha a necessidade de insetarios que produzam e mantenham

padronizadas coldnias de insetos, como o Ae. aegypti.

1.4 Insetario

Por definicao, o insetario € o local onde ha a criacdo e a manutencao de insetos,
para posteriormente serem utilizados em experimentos, tal qual um biotério. Neste ambiente,
sdo executadas atividades de manutencdo de diferentes coldnias, estudos comportamentais,
estudos populacionais, de interagao vetor-parasito, de susceptibilidade de populagdes naturais
de culicideos e de verificagdo de atividade de produtos ovicidas, larvicidas, pupicidas e
adulticidas (FIOCRUZ, 2010).

Assim, como um biotério de vertebrados, um insetario necessita de cuidados
especificos da espécie que ¢ mantida neste local. Para um bom funcionamento do espaco, deve-
se estar atento a essas particularidades, que influenciam no bem-estar do animal, tais como: os
parametros ambientais fisicos, os materiais utilizados, a poluicdo sonora e aérea, a fonte de
alimentacgdo e de agua. A falta de conhecimento dessas peculiaridades tem por consequéncia a
dificuldade na manutencao, de forma padronizada, dos insetos nesses ambientes (ADEGAS et
al., 2005).

Com isso, organizagdes como o Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) e a Organizagao
Mundial da Saade (OMS) publicaram manuais de biosseguranca laboratoriais, fornecendo
orientagdo pratica sobre técnicas de biosseguranga (WHO, 2004; CTBIO - FIOCRUZ,
2005). Estes informam que o insetidrio deve ser projetado de acordo com o nivel de
biosseguranga determinado pelo grupo de risco do patdgeno do qual o artropode € vetor. Além
disso, sdo necessarios cuidados apropriados para gerenciar vetores infectados, incluindo
condig¢des de contengdo nas quais os agentes infecciosos devem ser manuseados com seguranca,

por exemplo, multiplas portas, cabine de chuveiro, entre outros (OTE; KANUKA, 2018).
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1.5 Importancia do manual para um insetario

O manual pode ser definido como um instrumento que tem o objetivo de
regulamentar uma instituicdo, um sistema ou uma atividade, de forma a guiar os agentes
integrantes do processo, seja na condi¢ao de executores ou na condic¢ao de clientes ou usuarios
(FREITAS; GUARESHI, 2012). Este também ¢ uma revisao de informacdes dos
procedimentos, atuando como um instrumento facilitador no funcionamento do trabalho, sendo
um meio de consulta, € com isso padronizando as técnicas realizadas. Portanto, o uso desse
modo de informagao em laboratorio tende a introduzir conceitos basicos de seguranca biologica
e elaborar codigos nacionais de procedimentos, obtendo assim, um manuseamento seguro dos
patogenos (WHO, 2004).

Visto isso, percebe-se a necessidade de se elaborar um manual sobre o manejo de
culicideos, pois este pode auxiliar no treinamento de novos estudantes e/ou técnicos do
Laboratério de Bioprospecgao de Recursos Regionais da Universidade Federal do Ceara, uma

vez que este contera parametros para o funcionamento e desenvolvimento do insetério.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elaborar um manual sobre os métodos e procedimentos no manejo de culicideos

em insetario, em particular, de de.aegypti.

2.2 Objetivos especificos

- Revisar as normas de Biosseguranca para insetarios;

- Revisar o ciclo de vida do mosquito Ae.aegypti;

- Revisar as necessidades de alimentacao e nutricio do mosquito;

- Analisar a importancia do microambiente dos culicideos (gaiolas para insetos
adultos e bandejas para larvas e pupas, fonte de alimentacdo, fonte de 4gua, local para
oviposigaoetc);

- Analisar a importancia do macroambiente dos culicideos (temperatura ambiente,
umidade relativa do ar, cor das paredes, isolamento do local com portas duplas e com tela etc);

- Revisar o método para coleta e armazenamento dos ovos;

- Revisar as boas préaticas laboratoriais para manuseio e descarte de material

bioldgico.
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3 MATERIAL E METODOS

A constru¢do do manual, levando em consideragdo as necessidades fisiologicas do
mosquito e as boas praticas laboratoriais para a biosseguranca do insetario, deu-se em dois
passos. Primeiro, foi feito o levantamento bibliografico sobre as normas de biosseguranga em
laboratorio com manuseio de vetores, o ciclo de vida, desenvolvimento, as caracteristicas
ambientais e fisioldgicas dos culicideos, com foco no Aedes aegypti. Segundo, foi realizado
treinamento em dois insetarios, afim de aprender e aprimorar técnicas na manutencao desses

culicideos.

3.1 Revisao bibliografica

A pesquisa bibliografica foi realizada por meio de artigos cientificos (bases de
dados, tais como o ‘Science direct’e o ‘Web of Science’), esta busca foi realizada entre abril e

29 ¢¢

outubro de 2018, as palavras-chave utilizadas foram: Aedes aegypti, “ecology”, “insect house”,
“good laboratory practice”, “guide”. Para este levantamento, também foram usados livros com
enfoque em insetos vetores (e.g., Bases de parasitologia médica, Doengas associadas a
artropodes vetores e roedores, Enciclopédia dos Insetos) e manuais e guias de orientagcdo de
Biosseguranca em laboratorio (Procedimentos para a manipulacdo de microorganismo
patogénico e/ou recombinantes na FIOCRUZ, Manual de Seguranca Bioldgica em Laboratorio
etc) (REY, 2010; NUNCIO; ALVES, 2014; RESH; CARDE, 2009; CTBIO — FIOCRUZ, 2005;

WHO, 2004).

3.2 Treinamento no manejo e manutencio de culicideos

Em conjunto com o levantamento bibliografico, foram realizados treinamentos em
dois insetarios localizados em Fortaleza/CE. O primeiro foi realizado no Insetario de Culicideos
do Laboratorio de Bioprospec¢do de Recursos Regionais (Bioprospec, Biologia, UFC), com
foco na espécie Ae. aegypti, supervisionado pela orientadora e pos-graduandos do Programa de
Pos-graduacdo em Bioquimica. O segundo local de treinamento foi visitado na ocasido do
desenvolvimento das atividades da disciplina CH0894 Estagio supervisionado II, que ocorreu
no Insetario de Culicideos do Nucleo de Controle de Vetores (NUVET) da Secretaria de Satude

do Estado do Cear4, supervisionado pelo chefe do Laboratério de Entomologia.
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Em ambos os locais foram abordados e observados os seguintes aspectos: ciclo de vida
do mosquito, alimentagdo, alojamento das fases imaturas e adulta, obtenc¢ao dos ovos, descarte

de material bioldgico, monitoramento das instalagdes e boas praticas laboratoriais.

3.2.1 Morfologia dos culicideos

No NUVET, para se iniciar o treinamento foi realizado um curso pratico para a
diferenciagdo dos culicideos em estdgios larval, pupal e de adulto, com dura¢do de uma semana
(16 horas). Por meio da microscopia foram observadas laminas de diversas espécies dos géneros
Aedes e Culex, evidenciando caracteristicas que diferenciam as espécies, principalmente na sua

fase larval.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O manual foi desenvolvido apds o levantamento bibliografico e treinamentos em
insetario. O documento elaborado foi intitulado como “Manual de procedimentos para manejo
de culicideos”. O documento encontra-se anexado a este trabalho (Apéndice A), contém 26
paginas, e aborda o desenvolvimento dos mosquitos, conceito e normas gerais de
biosseguranga, normas especificas de seguranga biologica em insetério, os procedimentos para
manutencdo de micro- ¢ macroambientes e, por fim, o descarte do material biologico (Figura
3).

As metodologias que proporcionaram bons resultados frente ao desenvolvimento
das fases dos mosquitos foram descritas nesse documento. Sendo assim, padronizaram-se as
técnicas para eficiéncia no manuseio dos insetos e disponibilizando uma fonte de formagao a
ser utilizada para futuros integrantes do Laboratorio de Bioprospecg¢ao de Recursos Regionais
e para outros grupos interessados na tematica. Esses topicos contemplam aspectos importantes
que devem ser observados pelo responsavel nos trabalhos do insetario, tais como os parametros
de temperatura, umidade relativa do ar, alimentacao e reprodu¢do dos mosquitos.

O estabelecimento do uso de manual é descrito em diversos ambitos profissionais,
tal qual o seu beneficio nas atividades do ambiente utilizado. O seu uso ¢ contemplado em
diversas areas, tais como administrativa, médica e educacional. Em cada local, o foco deste
manual se difere, contudo todos visam na eficiéncia operacional dos seus publicos alvo
(FREITAS; GUARESHI, 2012).

Na area médica, este tipo de documento pode ser utilizado como um guia para
treinamento de novos médicos em procedimentos complexos, tal como o manual que detalha o
processo de dissecacdo da substancia branca cerebral, destacando etapas consecutivas de
dissecacdo e enfatizando comentarios técnicos importantes, facilitando assim a realiza¢do deste
método. A dissecacdo de fibra ¢ um método importante para adquirir conhecimentos
neurolégicos e com auxilio de estudos modernos. A progressdo no entendimento sobre a
arquitetura cerebral colabora para o melhoramento e inovacdo de abordagens cirurgicas. Nessa
situagdo, o estudo fornece um guia de dissecagdo concentrado e simplificado para os novos
neurocirurgioes que devem ser encorajados a realizar este procedimento em laboratorios

de microneurocirurgia como parte de seu treinamento padrao (KOUTSARNAKIS et al, 2015).



Figura 3: Capa Manual de procedimentos para manejo de culicideos.

Fonte: Manual de procedimentos para manejo de culicideos (2018).
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No ambito educacional, o manual pode ser utilizado em laboratérios de ensino.
Esses locais devem dispor de um guia com procedimentos operacionais padrio (POPs),
contendo normas gerais de seguranga e técnicas laboratoriais basicas. Para que, em conjunto
com o responsavel do laboratorio, possa ser transmitido aos alunos os procedimentos corretos
de trabalho e as atitudes que necessitam possuir para evitar possiveis acidentes (SAVOY, 2003).

Estudos que viabilizaram a identificacdo dos riscos no Laboratério de Ensino em
Fisico-Quimica contribuiram para a implementa¢do e continuidade do Programa de Prevencao
de Riscos Ambientais (PPRA) e o Programa de Gestao de Riscos Quimicos (PGRQ). Estes
manuais auxiliam na reducio de riscos quimicos, dessa forma sendo uma ferramenta para uma
menor geracdo de residuos e resultando em menos danos ocupacionais aos funciondrios e os
estudantes que frequentam este ambiente de ensino (CHICANOSKI, 2016).

Durante o desenvolvimento do manual proposto, foram observadas lacunas na
manutencdo do insetdrio do laboratério Bioprospec, como a producdo de ovos inférteis. Isto
acontecia, pois o repasto sanguineo era feito com fémeas imaturas e maturas, ou seja, os
mosquitos que tinham recentemente emergido da fase pupal também copulavam e se
alimentavam, tal qual uma fémea madura, resultando assim em coleta de ovos invidveis. A
solucdo encontrada para esse problema foi a preparacdo de um gaiola somente para a producao
de ovos e sem o recebimento de novos individuos para eclosdo. Esta acdo resultou em cartelas
de ovos preenchidas e férteis. Seguindo assim, melhorias e modifica¢des nos procedimentos no
manejo destes foram feitas.

Além disso, outra medida foi obtida através da elaboracdo do guia, o
estabelecimento do nivel de segurancga bioldgica (NB) do insetério. Este era definido como NB
— 1, onde ocorrem procedimentos e manuseio de organismos geneticamente modificados
(OGMs) e seus derivados de classe de risco 1, possuindo baixo ou nenhum risco de transmissao.
Sabendo que, geralmente o NB local € classificado de acordo com a classe de risco do agente
patogénico com que se trabalha, e considerando-se a patogenicidade dos virus dos quais o Aedes
€ vetor, de classe de risco 2, o local deve ser classificado em nivel de biosseguranca 2 (NB-2)
(ADEGAS et al, 2005; BRASIL, 2017, p. 51).

De acordo com o capitulo VIII “Das Instalacdes Fisicas e Procedimentos em
Contencdo para Atividades e Projetos com Animais Vertebrados
ou Invertebrados Geneticamente Modificados” da Resolu¢dao Normativa N° 18 / 2018 da

Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio):
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Art. 22 As instalacdes de contengdo para atividades e projetos com animais
geneticamente modificados incluem biotério, insetario, tanque de aqiiicultura, curral,
avidrio, infectério, e todo e qualquer ambiente destinado & criagdo ou
experimentacao.

§ 3° Atividades em contengdo envolvendo invertebrados geneticamente
modificados que sejam vetores bioldgicos de agentes causadores de agravos a saude
do homem, dos animais, dos vegetais ou ao meio ambiente devem atender as normas
de biosseguranca exigidas para NB-2.

Ainda que a CTNBio s6 regulamente os organismos geneticamente modificados, as
praticas e procedimentos de contenc¢ao sao os mesmos para os ndo geneticamente modificados,
para que se evite o escape dos animais do insetdrio. Com esta mudanga, o insetdrio do
laboratério de Bioprospeccdo ira se adaptar as medidas necessarias requeridas para um
ambiente classificado como NB — 2. Para esse fim, recursos oriundos do Programa de Pesquisa
Para o SUS (PPSUS), que contemplou o projeto “Combate quimico ao vetor da Dengue,
Chikungunya e Zika: aprimoramento e desenvolvimento de produtos repelentes e larvicidas
derivados de plantas da Caatinga” serdo utilizados para financiar os ajustes necessarios no
insetario, (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Em um local classificado como NB-2, os tipos de contengdo dos microrganismos
de classe de risco 2 compreenderdo as boas praticas laboratorias adequadas (BPLs), uso de
equipamentos de protecdo individual (EPIs) e cabine de seguranga bioldgica, como barreiras
fisicas (HIRATA; FILHO, 2014). Este ultimo contempla as instalagdes necessarias para evitar
a fuga e/ou conter os mosquitos, por exemplo porta-dupla, cortina de vento na ultima porta de

acesso e vedacao de possiveis esconderijos.
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CONCLUSAO

A andlise bibliografica e o treinamento em laboratorios de Entomologia com
experiéncia em insetarios de culicideos, como o NUVET e o Bioprospec, serviram como base
para a elaboracdo de um manual intitulado ‘“Manual de procedimentos para manejo de
culicideos”, que consistiu em apresentar os culicideos como vetores de doengas, as normas de
biosseguranga em insetarios, além de descrever o macro- ¢ microambiente dos culicideos e
destacar os procedimentos para manejo dos ovos, da fase aquatica e da fase terrestre/aérea
desses organismos, como também o descarte biologico adequado. Espera-se que este manual
seja utilizado para atualizagdo e padronizagdo dos procedimentos na manutengao dos culicideos
no insetario do Laboratorio de Bioprospeccdo de Recursos Regionais e, possivelmente, em

outros insetarios semelhantes.
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INTRODUCAO

A globalizacdo e o movimento humano junto com as mudangas ambientais
facilitaram a introduc¢do e o estabelecimento de mosquitos invasores em diversos paises
(BALDACCHINO, 2015). A adaptagao de insetos, como os culicideos, ao ambiente
urbano trouxe uma problematica a satde publica, pois estes podem ser vetores de diversas
doencas. Assim, o grupo dos culicideos sdo importantes diante do ponto de vista médico

e veterindrio (OSORIO, 2014).

A familia Culicidae, dividida em trés subfamilias (Anophelinae, Culicinae e
Toxorhynchitinae), estd integrada na subordem Nematocera, ordem Diptera, da classe
Insecta, do Filo Arthropoda. A ordem Diptera possui grande variedade de pequenos e
grandes insetos, tais como 0s mosquitos € moscas, com cabeca, térax e abdome bem
diferenciados, providos de aparelho bucal sugador e de um unico par de asas. Sdo
holometébolos, isto €, evoluem com metamorfose completa, passam pelas fases ovo, larva

(com quatro estadios), pupa e inseto adulto alado (REY, 2010).

Na ordem Diptera sdo encontrados importantes hospedeiros intermedidrios e
transmissores de doencgas causadas por virus (febre amarela e dengue) chamadas
dearboviroses; protozoarios (maldria e leishmaniose) e helmintos (filariase linfatica)
(REY, 2010). As arboviroses dengue, chikungunya e zika sdo de grande atenc¢ao da saudde,
principalmente em paises tropicais, pois o seu principal vetor, Aedes aegypti, é apto ao
clima dessas regidoes. Contudo, ja € citado a incidéncia deste mosquito em regides

subtropicais (FOSTER; WALKER, 2002). Esse mosquito adquiriu uma 6tima adaptacdo

urbana, com isso essas doengas se tornaram epidémicas em paises como o Brasil.

O principal método para diminuicdo dos casos dessas doengas consiste no
controle desses mosquitos. Existem diversas estratégias de controle do Ae. aegypti, tais
como métodos bioldgicos, quimicos e genéticos. Entre esses métodos, o uso de compostos
quimicos sintéticos foi um dos mais utilizado durante décadas, entretanto o seu uso
constante levou ao surgimento de problemas. Dentre esses, pode-se observar o actimulo
desses compostos no meio ambiente devido sua baixa degradabilidade e também o
surgimento de populacdes resistentes aos inseticidas mais utilizados, em diversas partes
do mundo (ANJOLETTE; MACORIS, 2016). Com isso, estudos buscando novos meios

de controle para esses insetos sao necessarios.



Manual de procedimentos para manejo de culicideos

Entretanto, a precariedade de varios ambientes controlados, como o de um
insetdrio que deveria ser adequado a manutengdo e ao estudo dos vetores de doengas,
contribui significativamente para lacunas no conhecimento da biologia desses insetos. A
dificuldade na manutencdo desses ambientes acontece pelas peculiaridades do
comportamento ou da biologia geral dos insetos. Muitas vezes, a falta de conhecimento e
de observacdo aos parametros ambientais, ao material utilizado, a polui¢cdo sonora e aérea,

a alimentacdo e dgua influenciam no bem-estar do animal (ADEGAS et al., 2005).

Assim como em laboratérios da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) que
realizam testes em mosquitos, o Laboratério de Bioprospecccao de Recursos Regionais
do departamento de Biologia, localizado na Universidade Federal do Ceard, Campus do
Pici, em Fortaleza, também testa métodos de controle de vetores, por meio da
bioprospeccao da flora do semiarido nordestino. Dentre outros aspectos, busca a presenca
de compostos com propriedades inseticidas e/ou repelentes contra vetores de doencas,
principalmente contra o vetor da dengue e das arboviroses citadas acima (Aedes aegypti).
Para o sucesso e seguranca dos testes desses compostos e obtencdo de resultados
positivos, hd a necessidade da manutencdo adequada do insetdrio que abriga uma
linhagem de Ae. aegypti. Com isso, a confeccdo desse manual se faz necessdrio para a
padronizacdo desse local e treinamento de pessoas no manejo da espécie do objeto de

estudo.
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1 CULICIDEOS COMO VETORES

A familia Culicidae possui cerca de 3.500 espécies identificadas, mas a maioria
ndo possui importincia médica (OSORIO, 2014). No entanto, espécies de Anopheles,
Culex e Aedes respondem pela persisténcia e intensidade de variadas endemias.

A familia Culicidae ¢ dividida em trés subfamilias Anophelinea,
Toxorhychitinae e Culicinae. Esta dltima possui 27 géneros identificados, constituindo a
maior subfamilia de mosquitos. Alguns estdo envolvidos na transmissdo da filariose
linfética, febre amarela, dengue, chikungunya, zika e de outras arboviroses. Esses vetores
possuem metamorfose completa, ou seja, sao holometabolos, passando pelos estagios de
ovo, 4 estadios larvais, pupa e, por fim, adulto alado. O ciclo de vida dos mosquitos
compreende, necessariamente, uma fase aquatica, relativa as formas imaturas de ovo
(quatro estadios larvais e pupa) e uma fase terrestre/aérea correspondente a0 mosquito
adulto (REY, 2010).

Na fase de adulto alado, as fémeas podem colocar os ovos isolados ou agrupados
como no caso do género Aedes, flutuando por causa da tensdo superficial. A larva possui
quatro estadios (L1, L2, L3 e L4) sendo diferenciados pelo tamanho, é formada por trés
segmentos distintos: cabeca, térax e abdome, sendo esse ultimo com oito segmentos. No
oitavo e dltimo segmento se encontra o sifao respiratério, que € uma caracteristica que
diferencia os estadios larvais (Figura 1). A sua alimentacio ocorre por meio da filtracdo
da dgua. A pupa, tal como a larva, € mdvel e aquatica, mas ndo se alimenta. Possui forma
de virgula, com a cabeca e térax fundidos (cefalotérax), onde se encontram a trompeta
respiratéria, um abdome curto e encurvado com um par de paletas natatérias (Figura 2)
(SANTA CATARINA, 2015).

Os insetos adultos, tanto fémea quanto macho, se alimentam de substincia que
contém actcar (como seiva de drvore), a fémea, contudo, pode necessitar se alimentar de
sangue, isto é, hemat6faga. Esse tipo de alimentacdo estimula a ovoposicao, com muitas
espécies apresentando preferéncia pelo sangue humano. A postura de ovos pode chegar a
300 ovos, dependendo da fisiologia do mosquito. O local também difere em espécies,
podendo ser sobre a d4gua ou em ambientes imidos. (FOSTER; WALKER, 2002; REY,
2010).

As espécies que serdo descritas neste manual serdo o Ae.aegypti, por sua

importancia médica e ser objeto de estudo do Laboratorio de Bioprospeccao de Recursos
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Regionais, e o Culex quinquefasciatus, por ser o0 mosquito mais comumente encontrado

nos lares da populagdo brasileira.

Figura 1. Aspecto geral da larva de culicideos.
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Fonte: Gonzalez et al (2016).
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Figura 2. Aspecto geral da pupa de culicideos.
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1. 1 Aedes aegypti

O vetor de véarias doengas, o mosquito Ae. aegypti é um culicideo de origem
africana, levado as Américas logo no inicio das navegacdes. Oriundo de ambientes
florestais, como a espécie Ae. albopictus, porém esta primeira espécie adaptou-se muito
bem aos ambientes urbanos. Apresenta-se como um mosquito rajado, de colorido
geralmente escuro e com manchas brancas pelo corpo. Sua identificagdo € facilitada pela
presenca no dorso de um desenho em forma de lira, que pode ser distinguido a olho nu
(MSAL, 2009).

Em seu ciclo de vida, seus ovos sdo depositados pelas fémeas em grande
quantidade (entre 10 a 100) por vez. Estes t€m aspecto alongado, forma ovdide, simetria
bilateral, escuros e sdo envolvidos por uma casca composta de 3 camadas: a fina
membrana vitelina interna, o endocério endurecido e grosso e, por fim, o exocdrio fino e
transparente. Estes sdo postos sobre o nivel da d4gua, onde sua eclosdo pode acontecer até
em 72 horas ap6s a ovoposi¢do sob condigdes favoraveis. Com a falta de dgua, os ovos
podem resistir longos periodos de estiagem e permanecerem vidveis, pois possuem
protecdo para ressecamento (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; REY, 2010).

ApOs a eclosdo, as larvas utilizam o sifdao encontrado no oitavo segmento do

abdome para as trocas gasosas com ar atmosférico, e sua alimentagdo € feita através da
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filtracdo de particulas suspensas na dgua. As pupas, ao contrdrio, nao se alimentam e
utilizam trompetas respiratorias, localizadas no cefalotérax do inseto para sua respiracao.
Na fase aqudtica, ambas possuem a preferéncia por dguas limpas e o desenvolvimento
para o adulto alado acontece apds 7 a 10 dias (Figura 3) (GONZALEZ et al, 2016;
MESSIAS, 2011).

Figura 3. a. O adulto alado do Aedes aegypti; b. ovos depositados em paredes no nivel
da dgua; c. caracteristicas dos ovos em aumento; d. forma larval e pupal respirando na

superficie da dgua.

Fonte: Rey (2010).

Ao passar pela dltima metamorfose, 0 mosquito alado passa a ter habito domiciliar
e atividades diurnas, alimentando-se, principalmente com o sangue, do amanhecer até ao
entardecer. Esse repasto, preferencialmente com sangue humano, isso porque neste
encontra uma perfeita alimentacdo, ja que necessita de proteinas presentes no sangue para
a producdo de ovos (MESSIAS, 2011; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Atualmente, o Ae. aegypti possui grande importancia médica e de estudos para seu
combate, pois € um importante vetor de doencas com inumeros registros de epidemia,

como a dengue, a chikungunya e a zika.
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1.2 Culex quinquefasciatus

Possuindo uma cor amarronzada com o dorso do térax pardo e listras amareladas,
este também € um mosquito urbano e antropofilico. Comumente chamado de murigoca
na regido nordeste do Brasil, a proliferacio dessa espécie acontece em locais
abandonados, os quais facilitam o acimulo de d4gua com alto teor de matéria organica,
tais como rios, valdes e canais poluidos. Estes mosquitos possuem atividade noturna, ou
seja, as fémeas fecundadas se alimentam principalmente durante operiodo da noite. Seus
ovos sdo postos sobre a dgua e agrupados, formando uma canoa, apresentando cerca de
200 ovos por postura. As larvas e as pupas possuem movimentos rapidos e sdo de
colorag@o escura e seu desenvolvimento aquatico ocorre entre 10 e 11 dias (Figura 4)

(MS, 2011).

Figura 4.a. Ovos do Culex sp. agrupados em forma de canoa; b. Modo de respirar da

larva e pupa; ¢. Adulto alado de Culex quinquefasciatus.

ab C /)
e

’ E 5 5 \- -

A I
= e — @
< RS —
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Manual de procedimentos para manejo de culicideos

2 BIOSSEGURANCA

No amplo conceito, a Biosseguranca € definida como “o conjunto de saberes
direcionados para acdes de prevengdo, minimizacao ou eliminagdo de riscos inerentes as
atividades de pesquisa, produ¢do, ensino, desenvolvimento tecnoldgico e prestacdo de
servigos, as quais possam comprometer a saide do homem, dos animais, das plantas e do
meio ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos” (HIRATA; FILHO, 2014).
Em geral, a Biosseguranca contempla procedimentos que contribuem para a prote¢do do
individuo e do bom desenvolvimento do servico prestado, como normas de vestimenta,
os itens de protecdo, os procedimentos padrdes, as barreiras fisicas etc.

A disponibilidade de informacdes e o conhecimento de procedimentos de trabalho
em laboratorio colaboram para a obtencado de resultados positivos em pesquisas e evitam
a ocorréncia de acidentes. Com isso, hd a necessidade de uma educagdo associada as
politicas de gestdo de pessoas em universidades e empresas para estabelecimento de
regras concisas. Para isso, faz-se necessdrio a disponibilizacdo dessas informagdes aos
profissionais, como formas de prevencdo, adotando boas préticas laboratoriais, controle

de qualidade e registro de acidentes (ALMEIDA, 2009).

2.1 Normas basicas de biosseguranca para o trabalho em laboratério:

e Usar roupas adequadas (calca, sapatos fechados, blusa com mangas);

e Usar obrigatoriamente equipamentos de protecdo individual (EPIs): jaleco, luvas,
Oculos e mascara.

e Possuir treinamento em procedimentos de Biosseguranga;

e Estar ciente sobre os riscos bioldgicos, quimicos, fisicos, ergondmicos e riscos de
acidentes, se o laboratdrio os possuir (conhecer o mapa de risco do local) (ver
Anexo A);

e Lavar as maos sempre apds 0s experimentos;

e Naio usar a boca ou dedos para pipetar. Utilizar a pera ou pipetador automatico;

e Limitar o nimero de pessoas e treind-los para o uso de agulhas, seringas e outros
objetos perfuro-cortantes. E quando houver manipulacdo de agulhas, ter cuidado
para evitar a auto inoculagdo e producdo de aerosséis durante o uso e descarte.
Para o descarte em Descarpack®, ndo se deve recapear agulhas ou qualquer outro

instrumento perfurante e/ou cortante quando for descartado.
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e Nunca utilizar vidrarias quebradas;

e Evitar trabalhar sozinho no laboratério; tendo uma segunda pessoa acessivel para
auxiliar em caso de acidentes;

e Nunca consumir alimentos e bebidas no laboratério;

e Identificar e estocar corretamente recipientes;

e Seguir corretamente o método de descarte de materiais.

2.2 A classificacio de risco do agente quanto ao seu potencial patologico

Os procedimentos em laboratério que contemplam a biosseguranga, para serem
seguidos, depende da classificagdo em tipos de conten¢do, em ordem crescente, atribuido
de acordo com o grau de prote¢do proporcionado ao laboratdrio, a0 meio ambiente e a
comunidade (ADEGAS et al., 2005). O agrupamento classifica o agente bioldgico
patogénico de trabalho de acordo com o seu risco de transmissdo, gravidade, existéncia
ou ndo de medidas profildticas (Tabela 1). Esses e outros fatores dispdem-se em quatro

classes de risco, em ordem crescente de risco (BRASIL, 2017, p. 51):

Classe de risco 1 — Contém baixo risco individual e para a coletividade. Nao possui

patogenicidade em humanos ou animais. Exemplo: Lactobacillus sp.

Classe de risco 2 — Moderado risco individual e limitado risco para a comunidade.
Incluem os agentes que podem causar doenca no homem ou animais, porém nao
apresentam riscos sérios para os profissionais do laboratdrio, para a comunidade, para
animais e para o meio ambiente. O risco de infec¢do € quase inexistente, com iSso a
dissemina¢do no meio ambiente € limitado e o tratamento geralmente € eficiente. As

medidas de prevencao devem ser avaliadas. Exemplo: Virus da dengue.

Classe de risco 3 — Alto risco individual e risco moderado para a comunidade.
Incluem os agentes que usualmente causam doengas humanas ou animais graves as quais,
no entanto, podem usualmente ser tratadas por medicamentos ou medidas terapéuticas
gerais. Esses patdgenos possuem capacidade de transmissdo, em especial por via
respiratdria, e causam doencas em humanos ou animais potencialmente letais, para as
quais existem usualmente medidas profildticas e terapéuticas. Representam risco se
disseminados na comunidade e no meio ambiente, podendo se propagar de pessoa a

pessoa. Exemplo: Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
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Classe de risco 4 — Alto risco individual e alto risco para a comunidade. Incluem
os agentes de alto risco biolégico que causam doencas humanas e animais de alta
gravidade e capazes de se disseminar na comunidade e no meio ambiente. Alto grau de
transmissao entre individuos e, em geral, sem possibilidade de tratamento ou medidas de

prevencgdo. Potencialmente perigoso para quem os manipula. Exemplo: Virus Ebola.

Tabela 1: Critérios de definicdo dos grupos de risco.

Risco Doenca Tratamento/ Risco de
Classe
Individual Coletivo grave prevencao disseminacio
| Baixo - - - -
1I Baixo Baixo Raramente Eficiente Limitado
111 Elevado Limitado Sim Existente Limitado
IV Elevado Elevado Sim N3do existente Elevado

Fonte: Elaborado pela Autora.

2.3 Determinacao do Nivel de Biosseguranca

Assumindo a classe de risco dos agentes patologicos, o laboratorio pode ser
definido em quatro niveis de biosseguranca, onde cada nivel de risco possui estrutura e
recomendacdes dependendo do grau de risco do agente biolégico (Tabela 2). Os quatro
niveis de biosseguranca: NB-1, NB-2, NB-3 e NB-4 estdo em ordem crescente do grau
de contencdo e complexidade do nivel de protecdo. O nivel € definido pela classificacdo
de risco da potencialidade de patégeno do objeto de estudo (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

Nivel de Biosseguranca 1 (NB-1): procedimentos e manuseio de microrganismos
de classe de risco 1. Possui baixo ou nenhum risco de patogenicidade. Instalagcdes e o tipo
de contengdo basico para organismos para essa classificacdo. Os profissionais que atuam
neste nivel devem seguir as boas préticas laboratoriais (BPLs), usar equipamentos de
protecdo individual (EPIs), possuir treinamento em biosseguranga e ser supervisionados
por um profissional de nivel superior. O local deve possuir um bom planejamento de
espaco, cabines de seguranga bioldgica (CSB) e autoclaves ndo sdo obrigatoriamente

necessarios.
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Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2): procedimentos e manuseio de microrganismos
de classe de risco 2. Podem possuir risco patoldgico, mas de baixa gravidade para os
profissionais e comunidade. Os profissionais que atuam neste nivel deverdo possuir
treinamento adequado ao trabalho com agentes bioldgicos em contengcdo e serem
monitorados por outro profissional com conhecida competéncia no manuseio de agentes
e materiais bioldgicos potencialmente patogénicos. Aplica-se aos laboratdrios basicos de
diagndsticos, entdo sendo obrigatério as BPL, uso de EPIs e todo trabalho que possa
formar particulas de agentes bioldgicos deverd ser realizado em cabine de seguranca

bioldgica.

Nivel de Biosseguranca 3 (NB-3): procedimentos e manuseio de microrganismos
de classe de risco 3. Geralmente o agente bioldgico causa doencas em humanos ou
animais, representando um risco para o profissional, mas ndo hd um alto risco de
propagacdo. Sdo utilizadas as préticas de segurancga e tipos de barreiras fisicas do NB-1 e
2. Além disso, faz-se necessdrio contencdo para impedir transmissdo pelo ar. Os
laboratdrios pertencentes a este nivel de biosseguranca devem ser registrados junto a

autoridades sanitarias nacionais.

Nivel de Biosseguranca 4 (NB-4): procedimentos e manuseio de
microrganismos de classe de risco 4. O agente biolégico causa doenga grave em humano
ou animais, pode ser transmitido de um individuo para outro facilmente. Medidas de
contenc¢do devem ser incluidas dos outros trés niveis e de protec¢do especial de seguranca.
Os laboratorios de conten¢do méxima sO6 podem funcionar tendo sido autorizado pelas
autoridades nacionais competentes e devem ser inspecionados pelas autoridades

sanitarias.

2.4 Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2)

Neste manual as orienta¢des e recomendagdes serdo focadas para organismos
de classe de risco 2. As informagdes aqui descritas provém do Manual de Seguranca
Biolégica (WHO, 2004) e Diretrizes Gerais para o Trabalho em Contengdo com Agentes
Biolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.4.1 Procedimentos-padrao de laboratério

O acesso ao local NB-2 deve ser restrito aos profissionais responsaveis das

atividades desenvolvidas. Os procedimentos técnicos ou administrativos deverdo estar
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descritos e ser de conhecimento de toda a equipe. As areas de circulacdo devem estar
desobstruidas e na porta do laboratério devera ser fixado o simbolo internacional de risco
biolégico com a identificagdo e o telefone do profissional responsdvel. As normas do
topico 2.1 deste trabalho, também sdo necessdrias para o bom funcionamento do

laboratorio classificado neste nivel.

2.4.2 Praticas adicionais

e O recomendado é que os profissionais sejam submetidos a avaliagdo
médica e imunizados aos agentes manuseados ou potencialmente
presentes no local;

e A elaboracdo e ado¢ao de um Manual de Biosseguranca;

e O treinamento da equipe nos procedimentos e praticas padrdes antes
do inicio das atividades com os agentes bioldgicos;

e Os equipamentos e drea de trabalho devem ser descontaminadas
regularmente, e principalmente apds contato com um potente
contaminante;

e (s EPIs devem ser retirados, antes de sair do local de trabalho e
depositados para descontaminacao;

e A porta deve ser mantida fechada.
2.4.3 Equipamentos de contencao

A utiliza¢do de CSB, de Classe I ou Classe I, além de EPIs, como méscaras,
jalecos e luvas, deverdo ser usados sempre que sejam realizadas em procedimentos com
agentes patogénicos, principalmente quando existir possivel formacao de aerossois. Uma
autoclave deve estar disponivel, em local associado ao laboratério, dentro do edificio,
descontaminando todos os materiais utilizados e residuos gerados, para a sua reutilizacao

ou descarte.
2.4.4 Instalacoes laboratoriais

O laboratério NB-2 devera estar localizado em drea afastada de circulacdo do
publico. Deverd ser instalado um sistema de portas com trancas, pois O acesso ao
laboratdrio devera ser restrito aos profissionais e técnicos capacitados ao trabalho em
conten¢do. Recomenda-se a instalacdo de lavatdrios com acionamento automatico ou

acionados com cotovelo ou pé. As cabines de seguranga bioldgica devem ser instaladas
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de forma que as flutuagdes de ar da sala ndo interfiram em seu funcionamento, devendo
as mesmas permanecer distante de portas, janelas e dreas movimentadas (Figura 5). As
cadeiras também devem ser de material impermedvel e de ficil limpeza. Nao sdo
recomendadas janelas que se abrem para drea externa, mas caso haja, estas deverdo
permanecer fechadas. O local deve possuir pelo menos uma estagao de lavagem de olhos
disponivel no laboratério. Por fim, a drea de escritério deve estar localizada fora do

laboratorio.

Tabela 2: Associacdo das classes de risco com o nivel de segurancga, de acordo com

equipamentos e procedimentos.

Classe Nivel de Tipos de Procedimentos Tipos de
de Risco Biosseguranca  Laboratério  de Seguranca Contencao
1 NB-1 Ensino basico; EPI Bancada de
Pesquisa BPL trabalho
CSB Classe I
2 NB-2 Clinicos; EPI CSB Classe II
Diagnéstico BPL
primadrio;
Pesquisa
3 NB-3 Diagnosticos Equipamentos CSB
especiais; para protecao Classe II/111
Pesquisa respiratoria
Roupas de
protecao
4 NB-4 Manipulagdo de =~ Mascara facial/ CSB Classe
agentes Macacao /11
patogénicos pressurizado Autoclave dupla
graves porta
Ar filtrado

Fonte: Elaborado pela autora.

EPI — Equipamentos de protecao individual

BPL — Boas praticas laboratoriais

CSB - Cabine de seguranca biolégica
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Figura 5. Disposicdo de equipamentos e organizacao tipico de laboratério NB-2.

Fonte: WHO, 2004.
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3 BIOSSEGURANCA EM INSETARIO

z

O nivel de biosseguranga de um insetdrio é estabelecido de acordo com a
classificacdo do agente patogénico do qual o inseto € vetor (WHO, 2004). As arbovirus
dengue, chikungunya e febre amarela sao classificadas em classe de risco 2, apresentando
moderado risco individual e baixo risco para a comunidade, com isso o nivel de contengao
¢ NB - 2 (BRASIL, 2017, p. 51; CTBIO — FIOCRUZ, 2005; HHS, 2009). Contudo,
mesmo considerando que a linhagem manuseada no laboratério ndo possui infec¢do, sdo
necessarios meios de contenc¢do desse nivel para evitar fugas ou possiveis contaminacoes.

A cepa utilizada no laboratério de Bioprospeccao para a realizacao de atividades
de pesquisa é a Rockefeller, que tem sua origem em laboratdrio no Instituto Carlos Finlay
em Havana, Cuba. Em 1926, o médico Wilhelm H. Hoffmann enviou os ovos desta cepa
para o Departamento de Medicina Tropical da Universidade de Harvard (KUNO, 2010).
Esta cepa esté estabelecida no laboratério do NUVET (Nucleo de Controle de Vetores da
Secretaria de Saude do estado do Ceara). A partir do NUVET, foram obtidos os ovos para
a criacdo do insetdrio de culicideos do Laboratério de Bioprospeccdo de Recursos
Regionais.

Assim, para se obter credibilidade e reprodutibilidade dos resultados das pesquisas
do laboratério, fez-se necessario a adocao de protocolos padronizados nos procedimentos
e instalagdes para a criagdo desses culicideos.

Para o bom funcionamento e padronizacdo do Insetdrio, neste manual foram
utilizadas informagdes de normas descritas em manuais € documentos de Institui¢cdes,
como a Fiocruz e a Organizagdo Mundial da Saude, por exemplo. Destacam-se o Manual
de seguranca bioldgica em laboratério (WHO, 2004), Procedimentos para a manipulacao
de microorganismos patogénicos e/ou recombinantes na FIOCRUZ (CTBIO -
FIOCRUZ, 2005), Parametros de biosseguranga para insetérios e infectorios de vetores
(ADEGAS et al, 2005), Guia de orientag@o para treinamento de técnicos de laboratério
de entomologia (SANTA CATARINA, 2015) e Diretrizes gerais para o trabalho em
contengdio com agentes biolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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3.1 Boas praticas laboratoriais (BPLs)

S@o um conjunto de a¢des com o objetivo de proporcionar a diminuicdo dos
riscos do ambiente laboratorial. Estas medidas sdo constituidas por atividades
organizacionais do ambiente de trabalho e por procedimentos bdsicos como a utilizagcdo
de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) e Equipamentos de Protecdo Coletivos
(EPCs), limpeza e higienizagdio do ambiente laboratorial, entre outras
(LABORATORIOS DE INVESTIGACAO MEDICA, 2015). As BPLs de um insetdrio
sdo:

e Ter acesso restrito para pessoas com treinamento;

e Usar obrigatoriamente o jaleco;

e Abrir a segunda porta somente quando a primeira porta estiver fechada (porta-
dupla);

e Usar luvas quandotiver contato com material bioldgico;

e Manter o insetdrio sempre limpo e organizado evitando material nas prateleiras,
excluindo possiveis esconderijos;

e Inspecionar sempre o local antes de sair;

e Evitar a invasdo/evasao de qualquer inseto no local;

e Naio entrar com alimentos e bebidas;

e Evitar uso de celular no local;

e Matar o mosquito, imediatamente no caso de fugas da gaiola (por exemplo: com
auxilio da raquete elétrica);

e Lavar sempre as bandejas contendo organismos nas fases imaturas apds a troca
de 4gua;

e Limpar a gaiola apds a morte dos mosquitos com alcool 70%, para ser utilizada
posteriomente;

e Observar a quantidade de copos contendo pupas na gaiola e retira-los, mantendo

apenas os que possuirem pupas para a emergéncia de adultos.

3.2 Instalacoes

e O nivel de Biosseguranga deve ser indicado na porta de entrada do laboratorio;

e O insetario deve estar localizado em uma sala separada no laboratdrio;
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e O insetdrio deve possuir uma antessala telada e vedada com uma porta para o
ambiente externo, porta dupla. A abertura deve ser para o interior do local, para
ser possivel manter uma fechada enquanto a outra estiver aberta;

e Uma cortina de ar (fluxo de ar de cima para baixo) deve ser instalada e acionada
quando a porta for aberta;

e O teto deve ser telado;

e A superficie das prateleiras e paredes deve ser da cor branca, facilitando a

visualizacdo dos mosquitos, em caso de fugas.
3.3 Sinalizacao de Biosseguranca

Nas portas dos locais onde hd o manuseio de organismos vivos deve ser
exposto o simbolo e o sinal internacional de risco bioldgico. Nessa sinalizacio é descrito
o organismo que se € trabalhado, sua classe de risco, o responsavel do laboratério e o
nimero de contato (Figura 6). Além disso, as gaiolas de mosquitos adultos sdo
identificadas para o controle da colonia. Nestas, sdo identificados o nimero da gaiola, a
espécie, de onde originou o espécime, qual o sexo dos individuos, a quantidade

aproximada de mosquitos e a data que a gaiola comecgou a receber as pupas (Figura 7).

Figura 6. Sinalizacdo de risco bioldgico a ser exposto nas portas de laboratério.

RISCO BIOLOGICO

ORGANISMO.

CLASSE D8 ReSCOx

PESQUISADOR RESPONSAVIL

TELEFONE PARA CONTATO:

PROIBIDA A ENTRADA DE PESSOAS
NAO AUTORIZADAS

Fonte: UFV (2013).

Figura 7. Etiquetas para a identificacdo das gaiolas de mosquitos adultos.
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" nsefério.

 COLONIA DOS CULICIDEOS

2 £y A
Gaiola n®: % &

Espécie/race/ linhagem: A4 1./

)

Origem:

N° aproximado de insetos:

Sexo:

ome

Observagdo:

Data da eclostio:  &F &7 L & i) &

Fonte: Autora.

~ Insetdrio

COLONIA DOS CULICIDEOS

Gaiola n®:

Espécie/raca/ linhagem:

Origem:

Sexo:

N° aproximado de insetos:

Observagdo:

Data da ecloséio:
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4 MACRO E MICROAMBIENTE DOS CULICIDEOS
4.1 Macroambiente

O macroambiente € a ambientacdo do insetdrio, a temperatura, a umidade, as
instalacdes e a cor do local. Esses fatores devem tentar reproduzir o habitat natural do
Ae.aegypti. Estes devem ser assim estabelecidos:

v' Temperatura: Deve ficar entre 27° - 29°, semelhante aos locais
tropicais;

v" Umidade: Deve permanecer em torno dos 70%;

v’ Instalagées: Todos os equipamentos devem ser vedados e com
protecdes, evitando a criacdo de esconderijos. Ndo deve possuir janela
e, se existir, permanecer sempre fechada e vedar as possiveis aberturas;

v Cor do local: Coloracdo clara.

4.2 Microambiente

7z

O microambiente dos culicideos ¢é definido como aquele onde hid o
desenvolvimento das larvas e pupas e, separadamente, dos mosquitos adultos. Dentre os
componentes do microambiente estdo a fonte de alimentagcdo, d4gua e densidade da
populacdo dos insetos. O desenvolvimento larval do Ae. aegypti é influenciado por
diversos fatores, como disponibilidade de comida e a densidade de larvas no local que
estdo inseridos (CARVALHO & MOREIRA, 2017). De acordo com a mudanga dos
estdgios, as necessidades fisioldgicas sao modificadas, com isso € necessario identificar

as peculiaridades de cada fase para o seu bom desenvolvimento.
4.2.1 Manejo dos ovos

Ap6s o repasto sanguineo (explicado posteriormente), uma‘ovitrap’ (Figura 8)
com papel filtro € inserida na gaiola para a coleta dos ovos, esse recipiente tende a imitar
o local de oviposigdo, isto €, escuro e com quantidade média de dgua. Apds 6 dias, a
armadilha é retirada da gaiola, a 4gua € descartada e o papel ainda neste recipiente €

colocado para secar ‘overnight’, apds isso a cartela com ovos é armazenada em um

envelope vedado.
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Figura 8. Exemplificacdo da ‘ovitrap’ utilizada no laboratdrio.

Ovos de Aedes aegypti

coletados

Papel — filtro coletor dos ovos —’
Agua

Fonte: Unidade de Controle de Vetores do Porto Rico Logo, 2018.

4.2.2 Fase aquatica

Os ovos coletados devem ser inseridos em uma bandeja de pléstico (45 cm x 30
cm x 8 cm) com volume de 1,5 L de 4gua declorinada. Durante o desenvolvimento das
larvas a sua alimentacdo é por meio de racdo para tartaruga (Reptolife, Alcon®,

Camboriu, Brasil), fornecida em dias alternados.

Para evitar o acimulo de matéria organica, a dgua da bandeja € trocada pelo
menos a cada 10 dias. As larvas e pupas sao filtradas em uma malha fina e despejadas
cuidadosamente, para tentar impedir qualquer dano aos organismos. Apds isso, as larvas

sdo transferidas para uma nova bandeja com dgua limpa.

A pupa € o ultimo estdgio aquatico do inseto. Assim, para a eclosdo do adulto
alado acontecer sem o perigo de fuga, as pupas devem ser coletadas e transferidas para

gaiolas em dias alternados, pelo menos 3 vezes por semana.

4.2.3 Fase terrestre/aérea

Os adultos alados devem ficar alojados em gaiolas teladas (29,5 cm x 30 cm x 30
cm) confeccionadas com madeira. Nessa ultima fase do mosquito, a alimentacao € deve
ser realizada de duas maneiras. Tanto os machos, como as fémeas se alimentam, em geral,
de fontes de carboidratos como seiva da planta e/ou néctar. Contudo, alimentagdo com

sangue (repasto sanguineo), principalmente do ser humano, deve ocorrer, pois este
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fornece proteinas para a maturacdo dos ovos, por esta razdo as fémeas também se

alimentam de sangue, sendo hemat6fagas (SANTA CATARINA, 2015).

Logo a necessidade didria de uma fonte de carbono, que deve ser suprida por
algoddes embebidos em solucdo de sacarose 10% (Figura 9), armazenada em ambiente

refrigerado (4°C).

Figura 9. M¢étodo de preparagdio da solugcdo de sacarose 10%.

Sacarose 20 g : »O 200 mL
— 24

Fonte: Nota positiva (2007).

ApOs trés dias da ultima ecdise, os adultos maduros copulam e, com isso, as
fémeas necessitam da primeira refei¢do sanguinea para realizarem a oviposi¢do (REY,
2010). O repasto sanguineo em laboratdrio tenta assemelhar esta alimentagao hemat6faga
do mosquito, para isso, € utilizado um rato imobilizado e, apds a sua inser¢do na gaiola
dos mosquitos, permanece por volta de 30 minutos. Este procedimento deve ser realizado,
pelo menos, duas vezes por semana.

Esta imobilizacdo deve ser feita por meio de anestesia. Para a preparacao desse
procedimento um rato saudavel tem que ser pesado, para calcular a dosagem do relaxante
muscular e anestésico a ser administrada. Os compostos utilizados s@o, respectivamente,
o cloridrato de xilazina e o cloridrato de cetamina (ver Anexo B). Para as dosagens, a
concentracao estabelecida de xilazina e cetamina € de 5 e 90 mg por quilograma de peso
do animal, respectivamente.

O rato utilizado € mantido no biotério experimental do laboratério em questdo e
s@o necessdrios cuidados para o seu uso. Além de trabalhar com jaleco e luvas, para a
execugdo dos repastos € interessante que o laboratério possua 3 ou mais ratos. Estes
devem ser identificados para evitar o uso consecutivo do mesmo animal. A quantidade de
repastos deve ser até no maximo 4 vezes por gaiola, apds isso, hd uma diminui¢do na

quantidade e qualidade dos ovos. Apds o limite de repastos, os mosquitos da gaiola devem
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ser exterminados por meio do congelamento em freezer (-20 °C). Como exemplo, para o

controle de repastos por gaiola pode ser utilizado o quadro a seguir (Quadro 1) (Anexo

2).

Quadro 1: Exemplo de controle de repasto do insetdrio.

N° da Gaiola Repasto Data do Repasto Observacao
1 I. Ok -01/01/2018

II. Ok - 08/01/2018

III. Ok - 15/01/2018

Iv. -

IMPORTANTE!!!

Atentar para a gaiola possuir somente adultos maduros para copulagdo.
Para isso, retirar os recipientes que ainda possuem pupas e transferir para
outra gaiola, pelo menos um dia antes de fazer o repasto.

5 DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO

Os residuos bioldgicos infectantes ou de possivel infec¢do constituem uma fonte
de contaminagdo capaz de causar doencgas, podendo assim comprometer o meio ambiente
e saude publica. Estes riscos podem ser, respectivamente, o favorecimento, a persisténcia,
a disseminag¢do e a modificagdo dos agentes patdlogicos e a probabilidade da ocorréncia
de infeccdo dos humanos. Assim sendo, sdo necessarios procedimentos especiais para o

tratamento e eliminacdo do descarte de material biol6gico (COSTA; PEREIRA, 2015).

Todos os descartes que possuem matéria de origem bioldgica, tais como: a 4gua
suja das bandejas, a cartela de ovos apds ser colocada para eclodir e as pipetas velhas,
que obtiveram contato com algum estdgio do mosquito devem ser descartados em um
béquer de 4 litros. Apds isso, devem passar por um processo de desinfec¢do, o qual pode
ser incineragdo, fervura e/ou autoclavacdo. Essas acOes objetivam evitar a disseminacao
de ovos ou de outras fases do mosquito. No método de ebuli¢do o material permanece 5

minutos apds atingir a fervura, e apds isso € descartado.
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APENDICE A - INSTALACOES DO INSETARIO DE CULICIDEOS DO
LABORATORIO DE BIOPROSPECCAO DE RECURSOS REGIONAIS

Figura 10. Porta-dupla na entrada do insetdrio de  culicideos.

Fonte: Autora.
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Figura 11. Gaiolas de mosquitos adultos.

Fonte: Autora.

Figura 12. Organizacdo no interior do Insetdrio.

Fonte: Autora.
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Figura 13. A organizacdo nas prateleiras de auxilio.

vos Reskfeller 1)
‘ontos para =closid.

Fonte: Autora.

Figura 14. As bandejas com as fases imaturas do mosquito (ovo, larva e pupa).

Fonte: Autora.
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APENDICE B — QUADRO DE FISCALIZACAO DE REPASTO DAS GAIOLAS
DO INSETARIO DE CULICIDEOS.

N° da Gaiola N° de Repasto Data do repasto Observacdes
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ANEXO A — MAPA DE RISCO DO LABORATORIO DE BIOPROSPECCAO
DE RECURSOS REGIONALIS.

® 5

e 4

1. Liofilizador 27.  Destilador

2. Fonte de Eletroforese 28.  Descarte de perfuro/cortantes
3. Centrifuga 29.  Analisador hematolégico
4. Cafeteira 30.  Geladeira para reagentes
5. Microndas 31.  Freezer para descarte

6. Potenciometro/pHmetro 32.  Estufa

7. Espectrofotdmetro para cubeta 33.  Capela

8. Espectrofotdmetro para microplaca (Epoch) 34.  Estante para ratos

9. Estufa incubadora B.O.D. 35.  Estante para camundongos
10.  Estante de mosquitos de Aedes Aegypti 36.  Gaiolas metabdlicas

11.  Estante de larvas e pupas de Aedes Aegypti 37.  Mesas para estudo

12. Banho de Dubernoff

13.  Estufa de vidrarias Risco Quimico ® Risco Pequeno
14.  Balanca

15.  Balanga analitica Risco Bioldgico . Risco Moderado
16.  Estoque de reagentes solidos

17.  Geladeira para reagentes Risco Fisico ‘ Risco Alto

18.  Capela

19.  Reagentes liquidos — Acidos

20.  Capela com Micro/Macro Kjeldahl
21.  Banho Maria

22.  Freezer vertical

Risco Ergondmico

Risco de Acidentes

23.  Reagentes liquidos
24.  Reagentes sélidos
25.  Isofrio

26.  Reagentes finos

Fonte: TABOSA, 2014.
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ANEXO B - FICHA DE INFORMACAO DE SEGURANCA DE PRODUTO
QUIMICO (FISPQ) DE CLORIDRATO DE XILAZINA E DE CETAMINA.
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KENSOL

FICHA DE SEGURANCA

Secao 1 - Identificacdo do produto e da empresa.

Produto: KENSOL

Uso veterinario exclusivo

Certificados: Argentina: SENASA Certificado N° 87.509; Uruguai:
MGAP 5083 Venezuela: MPC SASA. M.l. 7.087; Brasil: Licenciado no
Ministério da Agricultura sob o N° 4.047/92

Descricédo: Analgésico, relaxante muscular, sedativo.

Empresa: KONIG DO BRASIL LTDA.

Endereco: Estrada dos Romeiros km 38,5 Santana de Parnaiba_SP
CEP 06500-000. Informacdo do produto: 0800-0156644; E-mail:
0800@konigvet.com.br.

Secao 8 - Controle de exposicao — Protecéo individual :

Maos: Usar luvas de borracha Olhos: Usar éculos protetores. Aparelho
respiratorio: Nao requer Outros equipamentos: ducha de seguranga,
lavatério ocular.

Secao 2 — Composigao: Xilazina Cloridrato 2g%; excipientes g.s.p. 100 mL

Secéao 9 — Propriedades fisicos — quimicas:

Aspecto: liquido limpido incolor. Xilazina HCI: 20 mg/mL.

Secao 3 - Identificacado de riscos:

A exposicdo durante o uso do produto € minima. O principio ativo do
produto é xilazina, um sedativo, miorelaxante e analgésico.A exposicédo a
xilazina pode causar depressdo respiratéria ou diminuicdo da pressao
arterial. Outros efeitos sdo: o relaxamento muscular, diminuicdo da
sensibilidade a dor, boca seca e palidez da pele.

Secao 10 - Estabilidade e reatividade:

Estabilidade quimica: estavel Risco de polimerizagdo: niao ocorre.
Produtos ndo compativeis: nenhum conhecido Condigdes/materiais a
evitar: nenhuma conhecida

Secao 4 — Medidas de primeiros socorros:

Geral: Retirar a vitima da zona de perigo. Em casa de risco de perda da
consciéncia, colocar e transportar o paciente em posi¢do lateral estavel.
Ingestdo: Chamar o médico imediatamente. Dar de beber 1 o 2 copos de
agua e induzir o vomito colocando dois dedos no fundo da garganta. Nunca
administrar nada por boca a uma pessoa inconsciente. Inalagdo: Mover
para local fresco ou uma zona nio contaminada com os vapores deste
material. Se ocorrer parada respiratéria realizar a respiragéo artificial e
chamar o médico. Olhos: Em caso de contato, lavar com agua abundante
durante 15 minutos. Chamar o médico se ocorrer irritagdo persistente.
Pele: Em caso de contato remover a roupa. Lavar a pele com agua e
sabdo. Chamar o médico se ocorrer irritacdo. Centros toxicologicos:
Argentina: 0800-333-0160. Uruguai: CIAT (02) 1722. Venezuela: (212)
605-2586/2732 Brasil: 0800-148110

Secao 11 - Informacao toxicologica do principio ativo:

DL50 oral rata: >130 mg/kg

Secao 12 - Informacao ecologica:

Nao existe informagéo disponivel.

Secao 13 — Consideracoes relativas a eliminacao:

Para a eliminacédo do material de descarte e as embalagens vazias e seguir
a regulamentagéo local.

Secao 5 — Medidas de combate a incéndio:

Para extinguir o fogo utilizar jatos de agua, CO,, p6 de extintor ou espuma.
Evacuar as pessoas para uma area segura. O pessoal devera utilizar roupa
antiinflamavel e mascaras de oxigénio. Produtos da decomposicao
térmica: Em caso de incéndio existe a possibilidade de formagéo de éxidos
de carbono.

Secao 14 — Informacéao para o transporte:

DOT - IMO/IMDG — ICAO/IATA: Sem restricdes para transporte

Secao 15 — Regulamentacgodes:

R21/22, Nocivo em contato com a pele e por ingestéo; S2, Manter fora do
alcance das criancas; S28, Em caso de contato com a pele lavar
imediatamente e abundantemente com &agua e sabdo. S46, Em caso de
ingest&o levar imediatamente ao médico com o rétulo do produto.

Secao 6 — Medidas de para controle de derramamento ou vazamento:

Medidas de emergéncia: Utilizar o equipamento de protegéo individual
citado na segdo 8. Nao contaminar cursos de agua. Recolher o material
com elementos apropriados (material absorvente: granulos, areia, etc.).
Introduzir o material recolhido em recipientes fechados. Para limpar o solo e
os objetos contaminados com o produto utilizar dgua e sabdo. Utilizar
material absorvente para recolher a solucéo de limpeza e deposita-lo em
recipientes fechados.

Secao 7 — Manipulacao e armazenagem:

Manipulacao: Evitar o contato com a pele, olhos e roupas. Lavar as méos
com &agua e sabdo apés manipular. Armazenagem: Armazenar em
ambiente seco e ventilado, afastado dos alimentos. Conservar entre 4 e
35°C. Manter fora do alcance de criangas e animais domésticos.

Secéo 16 — Outras informacoes:

Data da emissao: 05/2001
Data da revisdo: 05/2006

A nosso saber, as informagdes aqui contidas sdo exatas. Nao obstante,
nem o provedor, nem nenhuma de suas subsidiarias assumem qualquer
responsabilidade quanto a exatiddo ou integridade das informagbes
contidas. A determinagéo final relativa a idoneidade de todo o material é de
responsabilidade exclusiva do usuario. Todos os materiais pode apresentar
perigos desconhecidos e devem ser usados com cautela. A descricdo de
certos perigos ndo garante que sejam os Unicos existentes.
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FICHA DE SEGURANCA
Secao 1 - Identificacdo do produto e da empresa.

Produto: VETANARCOL

Uso veterinario exclusivo

Certificados: Argentina: SENASA Certificado N° 83.476; Uruguai:
MGAP N 1674562; Venezuela: MPC-SASA M.l. 7.026; Brasil: MAPA N¢
4.044/92

Descrigéo: anestésico injetavel

Empresa: KONIG DO BRASIL LTDA.

Endereco: Estrada dos Romeiros km 38,5 Santana de Parnaiba_SP
CEP 06500-000. Informacdo do produto: 0800-0156644; E-mail:
0800@konigvet.com.br.

Secao 9 — Propriedades fisicos — quimicas:

Aspecto: Liquido limpido. Cor: Incolor a levemente amarelado. Ketamina
HCI: 50 mg/mL.

Secao 2 — Composicdo: Ketamina (como cloridrato) 5 g%; excipientes
g.s.p. 100 mL.

Secao 10 - Estabilidade e reatividade:

Estabilidade quimica: estavel. Risco de polimerizagdo: ndo ocorre.
Produtos n@o compativeis: oxidantes fortes Condigdes/materiais a
evitar: armacenar com oxidantes fortes

Secao 3 - Identificacao de riscos:

O produto pode ser absorvido por inalagio ou por absorgéo através da pele
ou da conjuntiva ocular. A ketamina é um anestésico general de efeito
dissociativo. Afeta o SNC e o aparelho circulatério. A exposicéo ao produto
pode elevar a pressdo e aumentar o pulso arterial. Os sinais e sintomas da
exposicao incluem nauseas, vomitos, formigamento, entumecimento e
cansaco. Pode irritar os olhos, a pele e o trato respiratério. Pode causar
reacdes alérgicas.

Secao 11 - Informacdes toxicologica do principio ativo:

Toxicidade aguda: DLs, rata oral: 447mg/kg. DLs, rato oral: 617 mg/kg.
DLg rata intravenosa: 59 mg/kg. DLs, rato intravenosa: 56 mg/kg. DLsy
rata intraperitoneal: 224 mg/kg. DL, rato intraperitoneal: 224 mg/kg. DLs,
rato intramuscular: 356 mg/kg. DLs cobaio intramuscular: 361 mg/kg.

Secao 4 — Medidas de primeiros socorros:

Geral: Retirar o acidentado da zona de perigo. Em caso de perigo de
desmaio colocar e transportar o afetado em posicdo lateral estavel.
Ingestdo: Chamar ao médico imediatamente. N&o induzir o vémito a menos
que seja indicado pelo médico. Nunca administrar nada por boca a uma
pessoa inconsciente. Inalagcdo: Mover para um local arejado ou zona nédo
contaminada com os vapores do material. Se ocorrer parada respiratéria
auxiliar com respiragéo artificial. Chamar o médico. Olhos: Em caso de
contato, lavar os olhos com abundante 4gua durante 15 minutos. Contatar o
centro toxicolégico mais proximo. Pele: Em caso de contato remover a
roupa. Lavar a pele com abundante agua e sabdo. Contatar o centro
toxicolégico mais préximo. Centros toxicoldgicos: Argentina: 0800-333-
0160. Uruguay: CIAT (02) 1722. Venezuela: (212) 605-2586/2732.
Brasil: 0800-148110

Secao 12 - Informacao ecologica:

Né&o existe informacéo disponivel sobre o impacto ambiental da ketamina.
Manipular de modo de evitar derrames e liberagdo ao meio ambiente.

Secao 13 — Consideracoes relativas a eliminacao:

Para a eliminagdo do material de descarte e embalagens vazias, seguir a
regulamentagéo local.

Secao 14 — Informacéao para o transporte:

DOT - IMO/IMDG — ICAQ/IATA: néo restringido para seu transporte.

Secao 5 — Medidas de combate a incéndio:

O produto possui base aquosa o que representa ndo representa um risco
de incéndio. Para extinguir o fogo utilizar jatos de agua. Evacuar as
pessoas para uma area segura. O pessoal devera utilizar roupa
antiinflamavel e mascaras de oxigénio.

Secao 15 — Regulamentacgao:

R20/21/22, Nocivo por inalagdo, por ingestdo e em contato com a pele;
R36/37/38, Irrita os olhos a pele e as vias respiratérias; S2, Manter fora do
alcance de criangas; S1, Conservar trancado; S24/25, Evitar o contato com
os olhos e a pele; S46, Em caso de ingestdo chamar imediatamente ao
médico e levar o rétulo do produto.

Secao 6 — Medidas de controle de derramamento ou vazamento:

Medidas de emergéncia: Utilizar o equipamento de seguranga individual
citado na segdo 8. Evitar que o produto passe para os sistemas de
canalizagdo e aguas superficiais ou subterraneas. Recolher o material com
elementos apropriados (material absorvente: granulos, areia, etc.).
Introduzir o material recolhido em recipientes fechados. Para limpar o solo e
os objetos contaminados utilizar 4gua e sab&o. Utilizar material absorvente
para recolher a solugdo de limpeza e deposita-lo em recipientes fechados.

Secao 7 — Manipulacao e armazenagem:

Manipulacéo: Evitar o contato com a pele, olhos e roupas. Lavar com agua
e sabdo ap6s a manipulagdo. Armazenagem: Armazenar em ambiente
seco e ventilado, afastado de alimentos. Conservar entre 4 e 35°C. Manter
fora do alcance de criangas e animais domésticos

Secao 8 - Controle de exposi¢ao — Protecao individual:

Maos: Usar luvas de borracha. Olhos: Utilizar 6culos de seguranca.
Aparelho respiratério: Em caso de geragdo de aerosol utilizar mascara.
Outros equipamentos: ducha de seguranga, lavatério ocular.

Secéo 16 — Outra informacoes:

Data de emissdo: 11/2000
Data da revisdo: 05/2006

A nosso saber, as informagdes aqui contidas sdo exatas. Nao obstante,
nem o provedor, nem nenhuma de suas subsidiarias assumem qualquer
responsabilidade quanto a exatiddo ou integridade das informagbes
contidas. A determinagéo final relativa a idoneidade de todo o material é de
responsabilidade exclusiva do usuario. Todos os materiais pode apresentar
perigos desconhecidos e devem ser usados com cautela. A descricdo de
certos perigos nédo garante que sejam os Unicos existentes.
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