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Treinamento

Treinamento: Técnicos e alunos serdo autorizados a realizar trabalho com vetores lentivirais somente
apos um treinamento especifico. O treinamento sera ministrado pelo pesquisador principal. O técnico e 0
aluno deveram demonstrar habilidades teéricas e praticas e cuidado no trabalho com material
microbiologico e cultura de células

Introducéo

Riscos de exposi¢ao aos vetores lentivirais

Os riscos descritos aqui foram considerados para a avaliacdo de risco, procedimentos de trabalho e
planos de contencdo em caso de derrame e acidentes. Além disso, consideramos as caracteristicas dos
sistemas de vetores lentivirais e a natureza do trabalho empregados no Laboratério de Sinalizacédo da
Matriz Extracelular- IQUSP. Estas informacbes de risco sdo oriundas documento Biosafety
Considerations for Research with Lentiviral Vectors do National Institute of Health (NIH- Estados
Unidos) e do documento Risks Associated with Lentiviral Vector Exposures and Prevention Strategies do
artigo recomendado pelo Center of Diseases Control (CDC- Estados Unidos) que foi produzido pelo
American College of Occupational and Environmental Medicine (ACOEM).

Os maiores riscos a serem considerados na pesquisa que envolve vetores lentivirais baseados em HIV-1
estdo no potencial de geracdo de lentivirus capazes de se replicarem (replication-competent lentivirus;
RCL) e no potencial oncogénico via integragdo gendémica do vetor. Esses riscos podem ser reduzidos
pelas caracteristicas de biosseguranca do sistema de vetor ou maximizados se 0 gene inserido no vetor
codificar um oncogene classico.

A rotas mais criticas de exposicao ao virus sao via perfurocortantes (como seringas e agulhas), absorcao
por arranhdes ou outras feridas na pele, contato direto com mucosas do olho, nariz e boca. Uma outra via
seria a inalacdo via aerossol formado durante procedimentos que utilizam centrifugas e vortex. O processo
de pipetagem deve ser também cuidadoso para evitar derrames e formacdo de aerossol. Individuos
portadores de doencas que comprometem o sistema imunitario ndo devem trabalhar com lentivirus.
Existe a possibilidade de haver um risco aumentado para individuos que sdo HIV positivo, ja que o virus
selvagem pode recombinar com o vetor lentiviral. Estes individuos sdo encorajados a revelarem esta
informag&o ao pesquisador principal do laboratorio.

O potencial para a geracdo de RCL: depende de diversos fatores, sendo os mais importantes: i) O
numero de eventos de recombinagao necessarios para a reconstrucao de um genoma viral com capacidade
replicativa; ii) o nimero de genes essenciais do HIV que foram deletados no vetor/sistema de
empacotamento. Neste contexto, 0s sistemas de vetores lentivirais de Gltima geracdo, como os utilizados
no Laboratdrio de Sinalizacdo da Matriz Extracelular, oferecem um nivel de seguranca bioldgica para os
pesquisadores e publico em geral que as versdes mais antigas dos vetores. Os sistemas de Ultima geracgéo:
a) utilizam uma proteina envelope heteréloga (como 0 VSV-G) em vez da proteina nativa do envelope do
HIV. (Uma nota importante é que algumas proteinas de envelope viral, como o0 VSV-G que fazem parte
dos sistemas que usamos no laboratdrio, podem aumentar o numero de células hospedeiras e tropismo dos
vetores lentivirais. Este fatore é levado em consideracdo na nossa avaliagdo de risco). b) apresentam as
funcbes de vetor e empacotamento em 4 ou mais plasmideos, o que reduz drasticamente o risco de
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geracdo de RCL. Os sitemas utilizados no laboratdrio (Lenti-X Tet-One (Clontech, cat#631847 e pCTH-
EF1-MCS-T2Apuro (System Biosciences, cat#CD500) contém 4 e 5 plasmideos respectivamente. c)
apresentam caracteristicas adicionais de seguranca como a delecdo do gene Tat que é essencial para a
replicacdo do HIV-1 selvagem. Em contraste, as versdes mais antigas com até 2 plasmideos podem ter um
alto potencial de geragéo.

Teste para RCL): O National Gene Vector Laboratory (NGVL) nos Estados Unidos produziu mais de 60
litros de vetores baseados em HIV-1 e monitoro os sobrenadantes e células de diferentes sistemas de
vetores, usando diferente ensaios e ndo detectou a geracdo de RCL (K. Cornetta, comunicacdo pessoal
para 0 NIH; informagéo contida no documento Biosafety Considerations for Research with Lentiviral
Vectors). Isso sugere que a probabilidade para a geracdo de RCL a partir de vetores lentivirais é
baixissima. A probabilidade pode ndo ser zero, assim ha a necessidade de investigacdo continuada nos
experimentos com vetores lentivirais. O Food and Drug Administration (FDA) exige que estoque de
vetores lentivirais utilizados em clinical trials sejam testados para geracao de RCL. Laborat6rios de
pesquisa, como 0 nosso, frequentemente utilizam somente pequenos volumes de meio contendo vetores
lentivirais em baixa concentragcdo. Nos Estados Unidos, estes laboratorios ndo s&o obrigados a
caracterizar os estoques de vetores, mas o teste é encorajado. Entretanto, teste para RCL requer expertise
em ensaios apropriados e esta expertise ndo é encontrada facilmente em laboratorio que néo trabalham
regularmente com lentivirus infecciosos. Nestes laboratérios, o uso de um controle positivo pode ser mais
perigoso aos pesquisadores que o proprio material teste. Portanto, dada a natureza dos experimentos
realizados no nosso laboratério e como os vetores lentivirais que utilizamos sdo de ultima geragédo
considerados extremamente seguros, n0s optamos por nédo fazer o teste para RCL.

O Potencial de oncogénese dos vetores lentivirais depende de dois fatores principais: i) probabilidade de
mutagénese insercional e ii) oncogénese direta devido a natureza oncogénica do transgene (ex: genes
RAS e cMYC). Mutagénese insercional- dependendo do local no genoma de integragéo, o vetor
lentiviral pode danificar a regulacdo do desenvolvimento e proliferacao das células, afetando a funcao das
células podendo levar a oncogénese. Oncogénese direta pelo transgene- se 0s transgenes utilizados sao
genes com provavel potencial oncogénico ou de supressdo de tumores, o que pode induzir a
transformacdo oncogénica das celulas afetadas. Na nossa pesquisa, utilizamos genes selvagens e mutantes
(com ganho ou perda de funcao) da via Hippo-YAP. A proteina produto do gene YAP atua na ativacédo de
genes relacionadas a proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de células. YAP, apesar de ndo ser
considerado um oncogene classico (como RAS e cMYC), ja foi associada em diversos trabalhos a
tumorigénese em cultura de células e modelos animais. Hippo é um conjunto de kinases cujo atividade
inibe YAP. Portanto as kinases Hippo sdo candidatas em potencial a supressores de tumor (Moroishi et al
2015).

Caracteristicas basicas dos sistemas de vetores lentivirais usados no laboratério

As especificagdes completas dos sistemas podem ser acessadas nos sites: Systems Biosciences
(https://www.systembio.com/downloads/Manual pCDH_Vector v5.pdf) e Clontech
(http://www.clontech.com/BR/Products/Viral Transduction/Lentiviral Vector Systems/Tet-
Inducible?sitex=10028:22372:US).

1. Lenti-X Tet-One (Clontech, cat#631847)- sistema Vetor lentiviral ndo-replicante de expressao
induzivel.

e O vetor de expressdo contém o0s seguintes elementos: Sitio de clonagem (MCS), elemento

WPRE, sinal de poliadenilagdo SV40, sinal de empacotamento 5’LTR e 3’LTR, Tet-On 3G
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dirigido pelo promotor hPGK, Promotor TRE3Gorigem de replicagdo SV40, promotor EF1,
sequéncia T2A, origem de replicagdo, AmpR (gene resisténcia a ampicilina) e PuroR (gene de
resisténcia a puromicina) dirigido pelo promotor SV40.

As funcgdes de vetor de expressdo e empacotamento estdo separadas em 5 plasmideos. Quatro
plasmideos de empacotamento que contém os genes Pol, Tat, Rev, Gag e VSV-G e 1 vetor de
expressdo Tet-one.

O sistema € considerado de alto nivel de seguranca biologica. Os genes que as expressam as
proteinas de empacotamento das particulas lentivirais sdo separados em 4 diferentes
plasmideos, o que previne a inclusdo coletiva dessas sequéncias codificadoras nas particulas
durante o processo de empacotamento. NAO ha homologia de sequéncias entre os vetores de
empacotamento e o vetor de expressdo 0 que previne eventos de recombinacdo homdloga.
Além disso, este sistema, de genes em vetores separados é uma estratégia altamente eficiente
para a prevencdo de lentivirus com capacidade replicativa. Portanto, 0s virus ndo podem
replica de forma autdbnoma nas celulas-alvo. As particulas de vetores lentivirais carregardo
somente uma copia da construcao a ser expressa.

2. Vetor lentiviral ndo-replicante pCTH-EF1-MCS-T2Apuro (System Biosciences, cat#CD500).

O vetor de expressdo contém o0s seguintes elementos: Sitio de clonagem (MCS), elemento
WPRE, sinal de poliadenilacdo SV40, promotor hibrido RSV/5LTR, origem de replicacdo
SV40, promotor EF1, sequéncia T2A, origem de replicagdo pUC, AmpR (gene resisténcia a
ampicilina).

O vetor contém caracteristicas que maximizam a sua seguranca:

Uma delecdo no enhancer da regido U3 do 3’ALTR que assegura auto-inativacdo da
construcao lentiviral apos a transducéo e integracdo no DNA genémico das células-alvo

O promotor RSV upstream de 5’LTR (formando o promotor hibrido RSV/5’LTR) no vetor
permite uma producdo de RNA viral independente de Tat, 0 que permite um ndmero reduzido
de genes provenientes no HIV

O numero de genes lentivirais necessarios para o0 empacotamento € reduzido a 3 (gag, pol, rev),
e as proteinas correspondentes sdo expressas em 3 plasmideos separados que ndao contém sinais
de empacotamento e ndo possuem homologia com qualquer vetor de expressdo lentiviral, com
0 vetor de expressdo pVSV-G, ou qualquer outro vetor, prevenindo assim a geracdo de virus
recombinantes com capacidade de replicagédo
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Avaliacéo de risco

Tabela com parémetros considerados para a avaliacdo de risco de segurancdo bioldgica. Segundo
recomendacdo do NIH (documento Biosafety Considerations for Research with Lentiviral Vectors) e do
American College of Occupational and Environmental Medicine (documento Risks Associated with
Lentiviral Vector Exposures and Prevention Strategies; Schlimgen et al., 2016)

Risco Alto Risco Baixo
NuUmero de plasmideos
utlllzaidos para a 2 ou menos plasmideos 3 a 4 plasmideos
geracao de particulas
virais
Oncogénico, apoptotico, N&o-oncogénico, ndo-apoptatico, ndo-
Transgene imunomodulador ou toxico em imunomodulador ou ndo-toxico em
geral geral
Propagacéo do vetor Larga escala (>100 mL) Baixa escala (<100 mL)
Concentragéo >1x10° unidades infecciosas/mL  <1x10° unidades infecciosas/mL
Porcentagem do
genome deletado ou
substituido <2/3 >2/3
Tropismo para células néo Tropismo para diversas células humanas
Tropismo de hospedeiro  humanas (sistema contém VSV-Q)

De acordo com o documento Biosafety Considerations for Research with Lentiviral Vectors do
Recombinant DNA Advisory Committee (RAC) do National Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos:
Salas de cultura NB2 ou NB2+ (enhanced BL2) sé@o, no geral, apropriadas para o trabalho com vetores
lentivirais de Gltima geragdo (o que € o caso dos sistema pCTH-EF1-MCS-T2Apuro e Lenti-X Tet-One
(Clontech, cat#631847 que utilizamos no nosso laboratorio) que apresenta multiplas caracteristica de
biosseguranca e que tem as fungdes para o empacatomento das particulas lentivirais separadas em 4 ou
mais plasmideos. NB2+ inclui atencdo especial a perfurocortantes e uso de EPIs que reduzem o risco de
exposicao do vetor a musocas (N6s NAO utilizaremos perfurocortantes e material de vidro em nenhuma
uma etapa do trabalho com os vetores lentivirais; utilizaremos substitutos plasticos).

E importante ressaltar que estes niveis de contencdo, NB2 e NB2+ s&o considerados apropriados mesmo
para a producdo de grandes volumes de vetores baseados em HIV-1 (>10 L). No nosso laboratorio, néo
pretendemos executar experimentos com mais de 100 mL de meio contendo particulas lentivirais. E
importante mencionar que ndo ha casos documentados de transmissdo de HIV pelo ar em clinicas que
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trabalhar com amostras de pacientes. Entretanto, ha casos reportados de transmissdo por goticulas de
aerossol (Eberle et al., 2000). N6s tomaremos todas as precaucdes necessarias (como descrito no tépico
Cuidados de Biosseguranca e Procedimentos) para evitar a formacdo de aerossol e tomaremos medidas
apropriadas de seguranca bioldgica caso ocorra, ou ha suspeita de, geracdo de aerossol e também
exposicdo aos pesquisadores.

De acordo com tabela acima e baseado nas caracteristicas dos sistemas de vetores lentivirais e a natureza
da pesquisa do Laboratorio de Sinalizacdo da Matriz Extracelular, em somente 2 quesitos, transgene e
tropismo de hospedeiro, a pesquisa no laboratério probabilidade de risco alta. Portanto, o nivel de
biosseguranca considerado adequado para o trabalho com vetores lentivirais no nosso laboratdrio é NB2+
(Enhanced BL2). Ou seja, sala de cultura onde serdo executados a producdo de particulas lentivirais e
transfeccdo de células tém caracteristicas estruturais de um laboratério NB2, mas durante o trabalho com
0s vetores, serdo utilizados procedimentos de segurancga adicionais.

Abaixo estdo em mais detalhes as caracteristicas do trabalho no laboratério com vetores lentivirais
levadas em consideracdo para a avaliacao de risco:

e Os sistemas de vetores lentivirais utilizados no laboratorio contém 4 e 5 plasmideos (risco baixo)

e O volume de meio de cultura contendo virus sera menor que 100 mL. No geral, entre 30-90 mL
serdo produzidos de cada vez (risco baixo).

e Utilizaremos concentracdo de <1x10° unidades infecciosas/mL. N&o utilizaremos nenhum método
para concentrar as particulas lentivirais (risco baixo).

e Os sistemas de vetores lentivirais que utilizamos tem mais de 2/3 do genoma deletado (risco
baixo).

e Apesar de ndo pesquisarmos oncogenes classicos, nds estudamos genes membros da via Hippo-
Y AP que tem sido associado com progressao do cancer em modelos de cultura e em animais. Ha,
portanto, a probabilidade de perturbacgdes na regulacdo da via Hippo-YAP terem relevancia
oncogénica (risco alto).

e Os sistemas de vetores lentivirais que utilizamos contém o gene para a expressao da proteina
heter6logo do envelope VSV-g que da as particulas lentivirais tropismo a diversas células
humanas (risco alto).

Os procedimentos especiais, além dos de rotina para uma sala NB2, incluem uso de i) Equipamento de
Protecdo Individual (EPI) (luvas (duplas) e aventais descartveis, mascara cirargica, 6culos de
seguranca), ii) centrifuga moderna com sistema de seguranca em caso de falha e rotor com tampa anti-
aerossol (as particulas lentivirais NAO serdo concentradas com ultracentrifugacio ou qualquer outro
método), iii) a NAO utilizacdo de perfurocortantes e vidrarias em qualquer etapa do trabalho com os
vetores lentivirais, iv) kit e procedimentos padrdo para contencdo em caso de derrame, V) somente
membros do laboratério treinados e capacitados poderdo realizar trabalhno com os vetores lentivirais, vi)
plano de resposta em caso de incidente onde ocorra contato do pesquisador com os vetores lentivirais.

Os procedimentos para o trabalho com as particulas lentivirais estdo detalhados abaixo.
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Cuidados de Biosseguranca e Procedimentos

1. Inativacado e descontaminacao de superficies
Alguns reagentes podem ser utilizados para a descontaminacao de particulas lentivirais como *hipoclorito
de sédio 10% e os desinfetantes comerciais Amphyl 5 Wescodyne 0.5% (iodophor). Este manual foi
escrito para o uso de hipoclorito de sodio, mas outros desinfetantes podem ser utilizados como alternativa,
se estes forem efetivos para descontaminar lentivirus.

*Nota importante sobre o hipoclorito de s6dio

Hipoclorito de sodio é efetivo na descontaminacdo, barato, mas € volétil e corrosivo. Papel toalha
embebido em hipoclorito ndo deve ser autoclavado, pois o processo de autoclavagem libera o
cloro que pode com o tempo corroer a autoclave. As solugdes hipoclorito de sodio 10% devem ser
preparadas frescas antes do experimento. Se a solugédo hipoclorito de sodio 10% for utilizada para
descontaminar um derrame numa cabine de biosseguranca, apds o derrame ser absorvido com
papel toalha e desinfetado com hipoclorito de sodio 10%, a superficie da cabine deve ser limpa
com etanol 70% para a remocéo de qualquer residuo de hipoclorito de sédio.

2. Contencéo fisica

Segundo recomendacdes do NIH no geral o trabalho com vetores lentivirais deve ser realizado em
laboratdrios com nivel de biosseguranca 2 (NB2). NB2 inclui, mas ndo é limitado, uma sala apropriada
para o cultivo de células equipada com uma cabine de biossegurancga Classe 11 e uma incubadora para o
cultivo de células. Na nossa sala NB2, nés disponibilizamos uma cabine de biosseguranca Classe Il e uma
incubadora inteiramente dedicadas ao trabalho com vetores lentivirais, durante os procedimentos para a
producdo das particulas lentivirais e para a infeccdo das células hospedeiras. Durante o trabalho com as
particulas lentivirais, um sinal de alerta sera postado na porta da sala alertando que ha experimento com
vetores lentivirais em andamento. A linhas de aspiracéo a vacuo serdo equipadas com um filtro HEPA e
um recipiente reservatorio contendo hipoclorito de sodio 10%. No nosso laboratério, nés NAO
concentraremos as particulas lentivirais (portanto, ndo sera utilizada ultracentrifugacao ou solucdes para a
concentragdo das particulas). O processo de concentracdo de virus, obviamente, aumenta a quantidade de
particulas virais por volume e também aumenta o risco de formacdo de aerossois. No trabalho com as
particulas, na etapa de centrifugacdo para eliminacdo dos debris de células, serdo utilizados tubos tipo
Falcon 50 mL hermeticamente que suportam a centrifugacdo com forca média (conforme detalhado nos
procedimentos abaixo, os tubos somente serdo abertos dentro da cabine de seguranca). A centrifuga
(Eppendorf 5810R) utilizada terd rotores removiveis e tampa (#F34-6-38) que previne a liberacdo de
aerossol. A centrifuga esta instalada dentro da sala NB2.

3. Equipamentos de protecéo individual (EPIS)
Os EPIs obrigatdrios durante o trabalho com vetores lentivirais: luvas (duplas) e aventais descartaveis,
maéscara cirargica, oculos de seguranca. Atencdo especial deve ser tomada para que nao tenha partes dos
pulsos expostas. E recomendado colocar os punhos do avental por dentro das luvas. As luvas
potencialmente contaminadas devem ser removidas e trocadas por luvas novas antes de tocar qualquer
coisa fora da cabine de biosseguranca, tais como refrigeradores, centrifugas e incubadoras.
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4. Kit para contengéo em caso de derrame/vazamento
O laboratdrio deve ter um kit de contencéo de derrame. O kit contém: uma lista de facil leitura de passos a
serem seguidos em caso de derrame de lentivirus (procedimentos operacionais padrdo; POP. Confira
anexo), luvas, méscara, oculos, avental, papel toalha, par de alpargatas, hipoclorito de sédio 10%, um
recipiente grande para descarte de material biolégico.

5. Procedimentos gerais para o trabalho com vetores lentivirais
Serdo utilizadas praticas de rotina empregadas em laboratérios NB2, conforme manual da ANVISA e do
CIBio do IQUSP. Dentro do laboratdrio, é proibido, beber, comer, armazenar comida e bebida, manusear
lentes de contato, passar batom, pipetar com a boca. E obrigatorio o uso de EPIs. Praticas adicionais
incluem as recomendacdes a seguir.

a.

O trabalho com os vetores lentivirais devera ser executado somente durante o horario regular
de funcionamento do laboratorio (8 as 17 horas), para garantir uma resposta adequada em caso
de um incidente serio.

Cabine de biosseguranca: O fluxo da cabine devera ser ligado ao menos 10 minutos antes do
inicio do trabalho para permitir varias trocas completas do ar. A luz ultravioleta devera ser
ligada também 10 minutos antes do trabalho. Desligue a luz ultravioleta e limpe a superficie da
cabine com etanol 70%. Quando estiver usando duas luvas, remova o par externo e coloque no
descarte de lixo bioldgico antes de remover as méos da cabine. Ao final do trabalho, todos os
itens devem ser removidos da cabine para descontaminacdo. A superficie da cabine devera ser
limpa com etanol 70%, a luz UV ligada por 10 minutos antes de desligar completamente o
fluxo.

Né&o serdo utilizados perfurocortantes como pipetas Pasteur de vidro, 1d&minas, seringas com
agulhas no trabalho com lentivirus. Para a aspiragdo, as tradicionais pipetas Pasteur de vidro
serdo substituidas por pipetas de plastico (por exemplo, Corning cat. # 4975; Falcon cat #
3575; Fisher Cat # 13-675-123)

Descarte de material sélido: Tudo que tiver tido contato com solug¢fes que contém as particulas
lentivirais serd descontaminado com hipoclorito de sodio 10% antes de ser retirado da cabine
de biosseguranca. O material solido sera coletado num saco de lixo bioldgico que ficara dentro
da cabine de segurancga durante o trabalho com o lentivirus. As ponteiras de pipetas serdo
coletadas numa caixa de plastico descartavel (por exemplo uma caixa de ponteira P-100 vazia)
e a caixa sera fechada e colocada no saco de lixo biologico (dentro da cabine de
biosseguranca). Ao final do trabalho, o saco de lixo biologico seré fechado dentro da cabine de
seguranca, serd borrifado com etanol 70% e serd depositado num recipiente plastico para
descarte de lixo biolégico.

Descarte de liquido: Sera aspirado para um recipiente contendo 1:10 do volume de hipoclorito
de sddio 10%. Ao final do trabalho, aspirar 25-50 mL de hipoclorito de sédio concentrado pela
tubulacdo do vacuo. O recipiente do aspirado devera ter uma concentracdo final de ao menos
10% de hipoclorito de sodio. Deixar o hipoclorito de sodio agir por 30 minutos antes de ser
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jogado no ralo. Descarte liquido que ndo for aspirado deve ser tratado com hipoclorito de
sodio a uma concentracdo final de 10% dentro da cabine. Deixar o hipoclorito de sodio agir
por 30 minutos antes de ser jogado no ralo.

f. Centrifugacdo: Os tubos (Falcon de 50 mL) para a centrifuga serdo preparados e selados na

cabine de biosseguranca. E importante ressaltar que NAO vamos utilizar ultracentrigufacio. A
centrifugacdo que empregamos é em baixa velocidade (200xg) para eliminar células e debris
do sobrenadante dos lentivirus. Os tubos serdo colocados no rotor dentro da cabine de
segurancga. Antes de remover o rotor da cabine, o rotor serd limpo com etanol 70%. O rotor
utilizado é de angulo fixo da centrifuga Eppendorf 5810. O rotor contém uma tampa de
contengéo em caso de aerossol.
Depois da centrifugacdo, a tampa da centrifuga serd aberta cuidadosamente e o rotor serd
rapidamente inspecionado para possiveis derrames que possam ter causado a formacdo de
aerossois. O rotor e a tampa protetora do rotor serdo limpos com etanol 70% e o rotor
transportado para a cabine de seguranca. Ao final do processo, os rotores devem ser
descontaminados.

g. As placas de cultura usadas para a producdo de particulas lentivirais serdo transportadas para a
incubadora (que receberd indicacdo de que contem particulas lentivirais) dentro de um
recipiente secundario (do tipo Tupperware) fechado para protecdo caso ocorra derrame de meio
de cultura contendo lentivirus (veja o topico abaixo sobre acidentes e derrames). O recipiente
tera a tampa aberta, mas mantida ainda por cima do recipiente dentro da incubadora para
permitir a troca de gases. Antes da remocao do recipiente contendo as placas, a tampa deve ser
fechada e aberta somente na cabine de seguranga.

h. Armazenamento: As particulas lentivirais serdo estocadas em vials de criogenia dentro de um
recipiente secundario, a prova de congelamento e devidamente marcado com o aviso da
presenca de lentivirus, em freezers -80°C.

6. Acidentes e derrames

a. Derrames na cabine de biosseguranca. Primeiramente, deixe o fluxo funcionando para mover o
aerossol através do filtro HEPA. Durante este tempo, cheque se o derrame estd contido
completamente dentro da cabine. Se algum EPI for contaminado, ou qualquer vazamento na
contencdo do derrame ocorreu além da cabine (por exemplo, gotas de liquido contendo as
particulas lentivirais no chdo) a resposta para conter e limpar o derrame deve ser a mesma caso
o derrame tivesse ocorrido fora da cabine.

Pequenos derrames dentro da cabine (de 25 mL ou menor volume) podem ser descontaminados
colocando-se camadas de folhas papel toalha embebidas em hipoclorito de sddio 10% em cima
do derrame e deixando o hipoclorito agir por 20 minutos para inativar as particulas lentivirais.
Deposite as folhas de papel toalha no saco para descarte de lixo bioldgico solido da cabine. O
hipoclorito de sodio residual pode ser removido com folhas de papel toalha embebidas em
etanol 70%, e as toalhas depositadas no saco para descarte de material bioldgico sélido.
Pequenos derrames que ndo envolvem exposicdo as pessoas ndo necessitam de notificacdo a
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Comissdo Interna de Biosseguranca (CIBio), mas exigem a notificacdo ao pesquisador
principal que deve providenciar treinamento adicional para minimizar o risco que reincidéncia.
Nota: Derrames de meio de cultura e tampdes ndo contaminados com lentivirus ndo sao
considerados materiais de risco bioldgico, mas as folhas de papel toalha utilizadas para limpar
o derrame devem ser descartadas no saco de lixo bioldgico sélido dentro da cabine.

Derrames de volumes grandes (volume maior que 25 mL, que provavelmente se espalham em
gotas para for a da cabine) devem ser tratado com maior cuidado. Avise as pessoas que
estiverem dentro da sala de cultura para evacuar a sala, remova as luvas (antes de tocar
macanetas e portas) e saia imediatamente da sala. Feche a porta, remova todos os EPIs e roupas
contaminadas (cheque as mangas do avental) e coloque tudo no saco para descarte de material
bioldgico. Todas as pessoas que estiverem na sala no momento do derrame devem lavar suas
méaos e rostos, usando um detergente desinfetante. Coloque um sinal de aviso na porta
alertando que houve um derrame de vetor lentiviral e que é proibido entrar na sala. Notifique o
pesquisador principal sobre o ocorrido. Se tiver certeza que ndo houve exposi¢do ou falha na
contencdo do derrame, siga 0s mesmos procedimentos utilizados para pequenos derrames na
cabine de biosseguranca. (Se tiver contado com a pele, lave a regido com sabdo e agua por 15
minutos). A CIBio deve ser notificada. Aguarde 30 minutos para que possiveis aerossois se
assentem. Reentre na sala, cubra o derramamento com folhas de papel toalha embebidas em
hipoclorito de sédio 10%. Cubra o derrame da borda para o centro. Espere 20 minutos para
que as particulas virais sejam inativadas. Deposite as tolhas no recipiente de descarte de
material bioldgico. O interior da cabine de seguranca deve ser completamente descontaminado
(incluindo paredes internas, painel de vidro e equipamentos que estiverem dentro da capela)
com hipoclorito de sédio e etanol 70%. Se o derrame chegar até ao dreno da cabine, as chapas
de aco inoxidavel, depois de descontaminadas, serdo levantadas, apoiadas na parede interna do
fundo da cabine e a superficie sera descontaminada colocando-se camadas de folhas papel
toalha embebidas em hipoclorito de s6dio 10% em cima do derrame e deixando o hipoclorito
agir por 20 minutos para inativar as particulas lentivirais. Depositar as folhas de papel toalha
no saco para descarte de material biolégico sélido da cabine. Remova o hipoclorito de sédio
residual com etanol 70%.

b. Pequenos derrames fora da cabine de biosseguranca. Um pequeno derrame fora da cabine é
definido com um derrame com baixo potencial de gerar aerossol e ndo apresenta risco de
inalacdo e de contaminacdo do ambiente. Volumes menores que 10 mL caem nesta categoria
(derrubar uma placa de 100 mm dentro de uma tupperware fechada, ndo consiste em derrame
fora da cabine, contanto que a tupperware esteja fechada. Caso isso ocorra, levar a tupperware
para a cabine de seguranca e decontamina-la). Primeiramente, averiguar rapidamente a
extensdo do derrame: checar se EPIs (luvas, avental, calcas e especialmente sapatos estdo
contaminados), se houve contato com a pele ou se o liquido espirrou numa area grande. Se 0s
sapatos estiverem visivelmente contaminados, descontamine-os com hipoclorito 10% e evacue
a sala (ndo esquecer de remover as luvas antes de tocar na macganeta e fechar a porta). Remova
EPIs potencialmente contaminados, cologue-os num saco de descarte de material biologico,
lave as méos e rosto por 15 minutos. Cologue um sinal na porta alertando sobre o derrame e
indicando a proibicdo da entrada. Aguarde 30 minutos para que 0 aerossol se assente. Avise 0
pesquisador principal e notifique a CIBio. Apds 30 minutos, entre na sala, cubra o derrame, da
periferia para o centro, com folhas de papel toalha e embeba as folhas com hipoclorito de sodio
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10%. Certifique-se de procurar pequenos espirros além da area principal do derrame. Deixe as
folhas de papel toalha (que foram embebidas) por 20 minutos em cima do local do derrame
para inativar as particulas lentivirais. Ausentar-se da sala durante este periodo. Apds 20
minutos de inativacdo, deposite as folhas de papel tolha no descarte de material bioldgico.
Limpe o liquido residual com novas folhas de papel borrifadas com etanol 70%.

c. Derrames de grandes volumes fora da cabine de biosseguranca. Um derrame de volume
grande é definido como um derrame que se espalha rapidamente, apresenta risco de inalacéo,
coloca em risco 0 ambiente e envolve pessoas feridas e resgate e deve ser tratado como uma
emergéncia. Este derrame consiste num volume de mais de 10 mL que se esparramou por uma
grande area na sala de cultura, portanto, apresentando grande probabilidade de geragdo de
aerossol e contaminacgédo (derrubar uma placa de 100 mm dentro de uma tupperware fechada,
ndo consiste em derrame fora da cabine, contanto que a tupperware esteja fechada. Caso isso
ocorra, levar a tupperware para a cabine de seguranca e descontaminé-la). Se outras pessoas
estiverem na sala de cultura, alerte-os imediatamente. Averiguar a extensdo do derrame:
contato com a pele, sapatos e solas de sapatos, contaminacdo de EPIs. Se os sapatos forem
atingidos pelo derrame, descontamine-os com hipoclorito de sodio 10% antes de sair da sala
(caso os sapatos estiverem extensivamente contaminados, remové-los antes de sair da sala e
calce as alpargatas do Kit anti-derrame). Depois de remover as luvas, evacue a sala e feche a
porta ao sair. Remova todos os EPIs, lave as maos e rosto extensivamente. Coloque um sinal de
alerta que houve um derrame de lentivirus e que € proibido a entrada. Aguardar 30 minutos
para que o aerossol se assente. Durante este intervalo, notifique o pesquisador principal e a
CIBio. Se for muito dificil lidar com o derrame sozinho, procure ajude com outros membros do
laboratério qualificados para o trabalho com lentivirus e com a CIBio. Depois de 30 minutos,
colocar EPIs limpos, entrar na sala, cobrir o derrame com folhas de papel toalha, da periferia
para o centro do derrame, e embeber as folhas com hipoclorito de sédio 10%. Aguarde 20
minutos para a inativacdo das particulas virais. Se tiver alguma vidraria quebrada associada
com o derrame, colete os cacos de vidro com uma pinga e transfira-os para um recipiente de
descarte de vidro quebrado. A chance de quebra de vidraria associada ao derrame é bastante
remota j& que serdo utilizados para o trabalho com lentivirus somente material plastico
(recipientes, placas, pipetas, etc). Limpe qualquer liquido residual com folhas de papel toalha
borrifadas com etanol 70%.

d. Acidentes: Eventos que incluem a liberagdo de virus por falha de equipamento (por exemplo, a
quebra de um tubo na centrifuga) ou contato com ferimentos.

i. Acidentes durante a centrifugacdo: Se ha suspeita de quebra ou abertura acidental de um
tubo (provavelmente havera um barulho estranho e/ou a centrifuga serd automaticamente
desligada por ndo estar mais balanceada), mantenha a tampa da centrifuga fechada para
que o aerossol se assente. Durante este intervalo, avise o pesquisador principal. Apds 30
minutos, abra a centrifuga cuidadosamente e cheque a integridade do rotor e da tampa de
contencdo do rotor. Se rotor e tampa estiverem intactos, borrife-os com etanol 70% e
transporte o rotor com a tampa para dentro da cabine de biosseguranca. Se algum tubo
quebrou, descontamine o tubo e todo o rotor com hipoclorito de sodio 10% dentro da
cabine. Se houver um vazamento aparente dentro do centrifuga, descontaminar a camara
da centrifuga cuidadosamente: adicione folhas de papel toalha para absorver qualquer
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derrame e borrife um grande volume (aproximadamente 500 mL) de hipoclorito de sddio
10% nas paredes e na parte de dentro da tampa da centrifuga. O desinfetante formara uma
poca no fundo da camara da centrifuga. Feche e mantenha a centrifuga fechada por 20
minutos. Enxugar todo o desinfetante com varias folhas de papel toalha. Limpar o liquido
residual com papel toalha borrifado com etanol 70%. No caso de uma falha de grandes
proporcdes (o rotor se desprender durante a centrifugacéo liberando particulas virais por
toda a camara da centrifuga). Manter a tampa da centrifuga fechada por 30 minutos.
Durante este intervalo de tempo, notificar o pesquisador principal e contato da CIBio. Se a
contaminacdo for muito extensa, procure ajuda com outro membro do laboratdrio treinado
para o trabalho com vetores lentivirais e tambeém procure assisténcia com o CIBio. O
procedimento de descontaminacdo é similar ao que é realizado em caso de derrame de
grandes volumes fora da cabine de biosseguranca. Colocar folhas de papel toalha dentro
da centrifuga e embebé-las com hipoclorito de sddio 10%. Borrife toda a parte de dentro
da centrifuga com etanol 70%, feche a tampa da centrifuga e espere 20 minutos para
inativacéo do lentivirus.

ii. Perfurocortantes: N&o serdo utilizadas em etapa alguma do trabalho com vetor lentiviral. E,
antes do inicio do trabalho com o vetor lentiviral, a cabine de biosseguranca sera
inspecionada e qualquer objeto que possa perfurar e/ou cortar, como pipetas Pasteur de
vidro, serdo removidos da capela. Entretanto, se algum membro do laboratério infringir a
regra, utilizar perfurocortantes, ele(a) devera sangrar a regido atingida (espremer para gerar
algumas gotas de sangue), lavar extensivamente a ferida com agua e sabdo por 15 minutos.
O acidente deve ser relatado o mais rapido ao pesquisador principal e ao CIBio.

iii. Outros acidentes, escorregfes, quedas ou colisdes que podem levar ao derrame de
particulas lentivirais. Pode ser necessario a assisténcia de outro membro do laboratorio em
caso de ferimento. Neste caso, a pessoa que ira ajudar deve estar ciente de particulas
lentivirais. No caso de um acidente com ferimentos graves associado ao derrame de
lentivirus, o sistema de atendimento de emergéncia (192), além da CIBio e o pesquisador
principal, devem ser acionados.

Recomendacdes aos profissionais de salde que venha atender a pessoa afetada pela exposi¢ao aos
vetores lentivirais

As drogas antirretrovirais, além de serem usadas como a forma principal para o tratamento da infeccdo de
HIV, sdo também empregadas para a profilaxia pos-contato (PPC) quando ha alto risco de exposic¢do ao
virus. Considerando-se 0s riscos potenciais de uma infeccdo por vetores lentivirais e a eficiéncia e
seguranga das novas drogas anti-HIV, é recomendado pela American College of Occupational and
Environmental Medicine (Schlimgen et al., 2016) que profissionais de satde considerem o uso de PPC
em casos de exposicdo séria ao vetor lentiviral, apos discussdo com a pessoa afetada sobre os riscos e
beneficios da terapia antirretroviral. Embora ndo h& evidéncias diretas que corroborem esta
recomendacéo, a experiéncia da aplicacdo de PPC nos casos de exposi¢do ao HIV reforcga a ideia que PPC
deve ser utilizado em casos de contato sério com vetores lentivirais (Kuhar et al., 2013 e Fonner et al.,
2016). E importante salientar que se decidido tratar a pessoa afetada, ndo ha dados na literatura que
embasam um regime especifico e a duracdo do tratamento profilatico. Com base na biologia dos vetores
lentivirais, recomenda-se 0 uso de um inibidor de integrasse em conjunto ou ndo com um nucleot(s)ideo
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inibidor de transcriptase reversa. Nao ha dados ha respeito do nimero ideal de drogas para PPC, mas dado
0 risco tedrico de exposicdo ao vetor lentiviral e o risco baixo, mas concreto, do tratamento com
antirretrovirais, indica-se o uso de PPC com um Unico medicamento, o inibidor de integrasse (que
apresenta o melhor perfil de seguranca entre todos os antirretrovirais). Conhecendo-se o ciclo de infec¢éo
do HIV, entende-se porque alguns antirretrovirais atuais podem ser eficientes para o tratamento em caso
de contato com vetores lentivirais. Os antirretrovirais atuais para HIV incluem nucleos(t)ideos inibidores
de transcriptase reversa (NITR), ndo-nucleosideos inibidores de transcriptase reversa (NNITR), inibidores
de protease, inibidores de fusdo, inibidores de incorporacdo (ex. antagonista do co-receptor CCR5) e
inibidores da integrase de HIV. Destes medicamentos, somente 0os NITRS e inibidores de integrase de
HIV poderiam agir nas vias ainda contidas nos vetores lentivirais. As outras drogas ndo trariam beneficio
no PPC em caso de contato com vetor lentiviral. As particulas lentivirais sdo geralmente pseudotipadas
com uma proteina envelope heterdloga, descartando-se assim a possibilidade de se usar inibidores de
incorporacdo e fusdo como terapias. Os lentivirus ndo contém genes para a replicagdo e para a expressao
da proteina Gag, de modo que inibidores de protease ndo seriam eficientes. A discussdo com o individuo
afetado e com a equipe de atendimento médico devera incluir o risco potencial de mutagénese por
insercdo e oncogénese. Deve ser enfatizado que ndo héa casos reportados de efeitos adversos deste tipo por
exposicdo laboral, mas que efeitos adversos podem ser de dificil detec¢do ja que podem aparecer anos
depois apds o contato com o vetor lentiviral e podem ser mascarados, por exemplo, por um tumor que
ocorre naturalmente. A conversa deve também salientar que o tratamento sugerido é baseado no protocolo
de PPC para HIV que tem demonstrado reduzir o risco de infeccdo por HIV imediatamente apds o
contato, mas que ainda ndo foi clinicamente testado como prevencdo de mutagénese insercional por
integracdo de um vetor lentiviral. Se for decidido tratar o individuo com terapia antiretroviral, recomenda-
se um tratamento de 7 dias com um inibidor de integrase, combinado ou ndo com um NITR. O tratamento
deve ser iniciado o mais rapido possivel, mas dentro de 72 horas pds contato com o lentivirus.
Atualmente, recomenda-se 28 dias de PPC para HIV (Kuhar et al., 2013), mas ha diferencas cruciais entre
vetores lentivirais e HIV; i) as terceira e quarta geracOes de vetores lentivirais apresentam um risco muito
baixo de gerarem virus competentes em replicacdo em contraste ao HIV que é capaz de se replicar; ii)
somente a primeira rodada de integracdo do lentivirus apresenta risco. Como o0s vetores lentivirais ndo
podem replicar, riscos além da integracdo sdo considerados muito baixo. A integracdo deve ocorrer dentro
de poucas horas ap6s o0 contato, portanto, tratamentos mais longos que 7 dias ndo devem trazer beneficios
adicionais; iii) um namero maior de drogas é geralmente prescrito para PPC para HIV porque o perfil de
resisténcia a droga é desconhecido, e h& chances significativas de haver cepas de HIV em circulacdo
resistentes a uma ou mais drogas (Kuhar et al., 2013). Como o objetivo principal do tratamento ¢ a
prevencdo do evento de integracdo do vetor, o tratamento deve comecar 0 mais rapido possivel,
imediatamente ou dentro de 2 horas. Apds 72 horas, ndo ha provavelmente beneficio ja que os lentivirus
terdo entrado nas células ou terdo sido eliminados (Schlimger et al., 2016).

Plano de resposta em caso de incidentes de exposi¢do aos vetores lentivirais

O nosso laboratério desenvolveu um plano de resposta em caso de incidentes graves no trabalho com
vetores lentivirais (descrito no topico seguinte) seguindo as recomendaces da ACOEM (Schlimgen et
al., 2016). Este plano sera disponibilizado a equipe médica responsavel pelo atendimento do individuo
que for afetado no incidente.
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Informacdo sobre o agente bioldgico: Vetores lentivirais sdo vetores de virus de RNA de fita Unica
derivados do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) que retém a capacidade de integracdo ao genoma
das células infectadas.

Sistemas de vetores lentivirais utilizados no laboratorio:

Vetor lentiviral ndo replicante pCTH-EF1-MCS-T2Apuro (System Biosciences, cat#CD500)
Vetor lentiviral ndo-replicante de expressdo induzivel Lenti-X Tet-One (Clontech, cat#631847)

Informacéo sobre o transgene (gene inserido no vetor):

Genes selvagens e mutantes (com ganho ou perda de fungéo) da via Hippo-YAP. YAP, apesar de ndo ser
considerado um oncogene classico (como RAS e cMYC), ja foi associada em diversos trabalhos a
tumorigénese em cultura de células e modelos animais. A proteina produto do gene YAP atua na ativacao
de genes relacionadas a proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de células. Hippo € um conjunto de
kinases cujo atividade inibe YAP. Portanto as kinases Hippo sdo candidatas em potencial a supressores
de tumor.

Risco da Exposi¢ao:

Mutagénese insercional- dependendo do local no genoma de integragdo, o vetor lentiviral pode
danificar a regulagdo do desenvolvimento e proliferacdo das células, afetando a fungdo das células
podendo levar a oncogénese.

Oncogénese direta pelo transgene- 0s transgenes sdo genes com provavel potencial oncogénico ou
de supressdo de tumores, 0 que pode induzir a transformacao oncogénica das células afetadas.

Geracdo de retrovirus competentes em replicacdo- os vetores lentivirais que utilizamos ndo séo
capazes de replicar, mas podem sofrer uma série de eventos de baixa probabilidade que podem
reverté-los para retrovirus com potencial replicativo.

Rotas de transmissao:

Inoculacao parenteral direta.
Contato com mucosas e pele com feridas.

Contato direto a uma distancia curta com goticulas de aerossol formadas por derrame fora da
cabine de biosseguranca.

Resposta

Contato com a pele intacta (sem feridas): Lave imediatamente a &rea afetada com &gua
abundante e corrente e sabdo para diluir e remover as particulas lentivirais da pele.

Resposta em caso de contato com a pele ndo intacta (com feridas): Lave imediatamente a area
afetada com agua abundante e corrente e sabdo para diluir e remover as particulas lentivirais da
pele.

Contato com mucosas: Lave imediatamente com agua corrente por pelo menos 15 minutos
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e Contato com goticulas formadas por aerossol: O mesmo procedimento acima, dependendo da
area afetada.

Primeiros socorros:

e Ligue imediatamente para o servi¢co de atendimento de emergéncia (192) em caso de ferimentos
graves

e Profilaxia pés contato (PPC) (baseado em discusséo prévia com os membros do laboratorio) deve
ser oferecida. Iniciar o mais rapido possivel (o ideal nas primeiras horas apds o incidente) um
tratamento de 7 dias com um nucleos(t)ideo inibidor de transcriptase reversa (como o tenofovir) e
um inibidor de integrase (como o raltegravir or dolutegravir). Observar e tratar efeitos adversos do
contato com o vetor lentiviral. O incidente deve ser notificado ao pesquisador principal e ao
ClIBio.

Protocolo para a producéo de particulas lentivirais

As particulas dos vetores lentivirais serdo transfectadas e produzidas em células HEK293 de acordo com
protocolos recomendados pelos fabricantes Systems Biosciences
(https://www.systembio.com/downloads/Manual_pCDH_Vector_v5.pdf) e Clontech
(http://www.clontech.com/BR/Products/Viral _Transduction/Lentiviral _\Vector Systems/Tet-
Inducible?sitex=10028:22372:US).

As instrugfes para contencgdo, seguranca e descontaminacdo em caso de derrames serdo seguidas
conforme descrito acima. E importante salientar que os volumes de meio do trabalho com os vetores
lentivirais nunca serdo maiores que 100 mL e que as particulas NAO serdo concentradas.
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Anexo: Cartoes listando procedimentos operacionais padrdo em caso de derrame
(Estéo cartdes serdo postados na sala de cultura e dentro do kit em caso de derrame)

Derrames na Cabine de Biosseguranga

| A. Limpeza de derrame pequeno (<25 mL):

1. Certifique-se que o fluxo laminar cabine esta funcionando. Espere 5 minutos, para que o aerossol
seja aspirado através do filtro HEPA.

2. Descontamine as superficies dentro da cabine. Com o EPI vestido, cubra com cuidado o derrame
com papel toalha absorvente e aplique hipoclorito de sodio 10%. Comece pelas bordas do
derrame. Espere 20 minutos, para que o hipoclorito inative a particulas lentivirais, antes de
limpar completamente.

3. Descarte o papel toalha embebido num saco de descarte de material biolégico alocado na cabine
de biosseguranca. Remova qualquer residuo com papel toalha. Limpe a superficie com papel
toalha borrifado com etanol 70% e descarte o papel no saco de descarte de material bioldgico
alocado da parte interna da cabine.

4. Deixe o fluxo ligado por 5 minutos para que o ar circule no filtro HEPA

B. Limpeza de derrame grande (>25 ml):

. Evacue a sala, segurando a respiragdo para que ndo respire qualquer aerossol.

. Feche a porta da sala

. Remova o EPI e qualquer vestimenta que for contaminada e coloque num saco plastico e sele

. Coloque um alerta na porta: NAO ENTRE —derrame de lentivirus!

. Todos que estiverem na sala de cultura no momento do derrame, devem lavar m&os e rostos com
muita dgua e sabao desinfetante.

. Espere 30 minutos para que o aerossol assente. Durante este tempo, notifique o Pesquisador
Principal. Se o derrame alcancar o lado de for a da cabine, proceda como se o derrame tivesse
ocorrido do lado da fora da cabine.

7. Limpe conforme recomendado para pequenos derrames; descontamine todos os equipamentos e

materiais dentro da cabine e limpe toda a superficie que foi potencialmente contaminada.

8. Se um grande volume foi derramado, a cabine inteira, incluindo o sistema do fluxo laminar,

deveré ser descontaminado.

O wpN -

(2]
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Derrames do lado de fora da cabine de biosseguranca

A. Limpeza de derrame pequeno (<10 ml, localizado nhuma pequena area):

1. Alerte as pessoas que estiverem na sala de cultura

2. Verifique cuidadosamente a extensdo do derrame—cheque 0s seus sapatos! Descontamine-0s se
necessario

3. Evacue a sala. Feche a porte. Descarte EPI potencialmente contaminado e remova qualquer
vestimenta contaminada. Lave vigorosamente as maos e rosto.

4. Coloque um alerta na porta: NAO ENTRE- derrame de lentivirus!

5. Espere 30 minutos. Durante este tempo, avise o Pesquisador Principal.

6. Vista um novo EPI: avental, luvas, mascara e 6culos de protecéo.

7. Entre na sala, cubra o derrame com papel toalha, comece da borda para o centro do derrame.

8. Molhe as folhas de papel toalha com hipoclorito de sédio 10%.

9. Espere 20 minutos para que o hipoclorito inative as particulas lentivirais.

10. Coloque as folhas de papel toalhas utilizadas num saco para descarte de material biologico.

11. Limpe o liquido remanescente com papel toalha. Descarte no saco para descarte de material
bioldgico.

12. Limpe a area do derrame com papel toalha borrifado com etanol 70%. Descarte no saco para
descarte de material bioldgico.

13. Em conjunto com o pesquisador principal, prepare um relatério sobre o ocorrido e submeta-o a
ClIBio.

Derrames do lado de fora da cabine de biosseguranca

B. Limpeza de derrame grande (>10 mL, esparramado por uma area grande):

1. Alerte as pessoas que estiverem na sala de cultura

2. Verifique cuidadosamente a extensdo do derrame—cheque 0s seus sapatos! Descontamine-0s
Se necessario

3. Evacue a sala. Feche a porte. Descarte EPI potencialmente contaminado e remova qualquer
vestimenta contaminada.

Lave vigorosamente as méaos e rosto. Se houver contato com os olhos, use o lavador de olhos.

4. Coloque um sinal de alerta na port: NAO ENTRE- Derrame de lentivirus

5. Espere 30 minutos. Durante este tempo, avise o Pesquisador Principal e a CIBio

6. Se ajuda for necessaria, discuta com o Pesquisador principal e a CIBio

7. Vista EPI novos: avental, luvas, méascara e éculos de seguranca

8. Entre na sala, cubra o derrame com papel toalha, comece da borda para o centro

9. Molhe as folhas de papel toalha com 10% hipoclorito de sodio.

10. Espere 30 minutos para que as particulas lentivirais sejam inativadas por hipoclorito de sodio
11. Continue a limpeza: as folhas de papel toalha devem ser jogadas no saco para descarte de
material bioldgico.

12. Limpe qualquer residuo remanescente. Deposite o papel usado no saco para descarte de
material bioldgico.

13. Limpe toda a area do derrame com papel toalha embebido em etanol 70%.

14. Em conjunto com o pesquisador principal, prepare um relatério sobre o ocorrido e submeta-o a
CiBio.
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Situagdes especiais

Na incubadora:
Contaminacao do recipiente de &gua—
1. Adicione hipoclorito de sodio para a concentracdo final de 10%; aguarde 30 minutos.
2. Descontamine a incubadora como se fosse um derrame pequeno for a da cabine de
biosseguranca
3. Depois da descontaminacdo, faca o procedimento rotineira de limpeza da incubadora.
4. Escreva um relatério do ocorrido junto com o pesquisador principal e submeta a CIBio.

Centrifuga:

1. Abraaincubadora devagar e com muito cuidado.

2. Se ndo houver sinal de vazamento, borrife o rotor com etanol 70% e abra o rotor
cuidadosamente dentro da cabine. Se o rotor for contaminado, descontamine-o na cabine.
Como uma medida precaucdo, descontamine toda a camara da centrifuga.

3. Se o rotor estiver danificado ou a tampa protetora do rotor estiver aberta, feche a tampa da
centrifuga. Alerta as pessoas que estiverem na sala. Evacue a sala. Cologue um sinal na porta:
NAO ENTRE- Derrame de lentivirus! Espere 30 minutos. Durante este periodo, notifique o
pesquisador principal e a CIBio. Se assisténcia for necessariaa, discuta com o pesquisador
principal e com a CIBio. Abra a tampa da centrifuga devagar e com cuidado, adicione folhas de
papel toalha, coloque ~0.5 L de hipoclorito de sédio 10% para saturar as folhas de papel.
Borrife as paredes da camara da centrifuga e do rotor com etanol 70%. Feche a centrifuga e
espere 20 minutos. Termine de limpar da mesma forma que é feita para derrames fora da
cabine. Transporte o rotor para a cabine. Abra e descontamine rotor na cabine. Escreva um
relatorio do ocorrido junto com o pesquisador principal e submeta a CIBio.
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