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RESUMO

Os virus sdo patogénicos aos seres vivos. Ao invadirem as células de um individuo,
eles prejudicam o funcionamento normal dessas células e, consequentemente,
provocam doencas. Até recentemente, o diagnostico laboratorial das viroses nao era
realizado em laboratorios clinicos e hospitais, pois as técnicas utilizadas eram muito
lentas e caras. Com o surgimento de diversos virus e infecgdes acometidas pelos
mesmos e o desenvolvimento de técnicas mais rapidas e de drogas antivirais
eficientes, a virologia diagnostica teve um grande desenvolvimento. Avancgos
biotecnolégicos na area da virologia nos permitem identificar os efeitos
citopatoldgicos, isolar virus, detectar componentes virais e avaliar resposta imune por
meio de inumeros ensaios laboratoriais. As técnicas de diagndstico sdo um dos
recursos mais importantes no trabalho de prevencao as infecgdes virais. Nesse artigo
sera destacado algumas técnicas que vem sendo muito utilizadas no diagndstico de

diversas infeccgdes virais.

Palavras-chave: Diagndstico. Virus. Tecnologia.

ABSTRACT

Viruses are pathogenic to living beings. By invading an individual's cells, they impair
the normal functioning of these cells and, consequently, cause disease. Until recently,
laboratory diagnosis of viruses was not performed in clinical laboratories and hospitals,
as the techniques used were very slow and expensive. With the emergence of several
viruses and infections affected by them and the development of faster techniques and
efficient antiviral drugs, diagnostic virology has had a great development.
Biotechnological advances in the field of virology allow us to identify the

cytopathological effects, isolate viruses, detect viral components and evaluate the



immune response through numerous laboratory tests. Diagnostic techniques are one
of the most important resources in the work of preventing viral infections. In this article,
some techniques that have been widely used in the diagnosis of various viral infections
will be highlighted.

Keywords: Diagnosis. Virus. Technology.

1. INTRODUGAO

As propriedades fisico-quimicas dos virus os tornam capazes de infectar o
organismo através de receptores de membrana especificos, presentes nas células
hospedeiras. O fato de o virus apresentar tropismo celular vai influenciar no tipo de

doenca causada (Stephens et al., 2009).

Quando as células sdo atacadas por virus, o sistema de defesa do organismo
parasitado passa a produzir anticorpos especificos que combatem o virus invasor.
Isso ocorre porque os virus sdo formados por proteinas diferentes das do organismo
parasitado. Estas proteinas sao reconhecidas como nao proprias do organismo e sao
neutralizadas pelos anticorpos. Assim, caso 0 mesmo virus invada o organismo
novamente, a memaoria imunoldgica desencadeara rapidamente uma resposta imune

especifica contra o virus, e a doenga nao se instalara (Cruvinel, et al.,2010).

As principais ameacas a saude humana vieram de virus animais que infectam
humanos. Os fatores e condi¢des que contribuem para emergéncia e disseminagao
geografica das zoonoses sdo complexos, e podem estar relacionadas a um unico
evento, ou cadeia de varias etapas que pode ser influenciada pela evolugao genética
do patégeno, mudancas climaticas e do meio ambiente, caracteristicas
antropoldgicas, demograficas, movimento e comportamento de pessoas, animais e

vetores (Plowrigh, et al.,2017).

O diagnéstico das infecgdes virais emergiu nas ultimas décadas como uma
importante ferramenta na medicina, contribuindo de forma efetiva na identificagéo do
patégeno, direcionando o tratamento da doenga. Até recentemente o diagndstico das

viroses nao era realizado em laboratorios clinicos ou hospitais, pois as técnicas



utilizadas eram muito lentas e caras, os reagentes nao estavam disponiveis e nao se
tinha ainda tratamento para as infec¢des virais, limitando a utilidade dos testes
diagndsticos (Brasil, 2002).

Avangos biotecnoldgicos na area da virologia nos permitem identificar os
efeitos citopatoldgicos, isolar virus, detectar componentes virais e avaliar resposta
imune por meio de inumeros ensaios laboratoriais. As técnicas de diagnéstico s&o um
dos recursos mais importantes no trabalho de prevencgao as infecgdes virais (Simoes,
2020).

2. REVISAO DA LITERATURA

Dentre as técnicas mais utilizadas no diagndstico laboratorial de infecgdes
virais destacam-se o isolamento e identificacdo do virus, a sorologia para deteccao
de antigenos virais e/ou anticorpos especificos, a detecg¢ao direta da particula viral e

a amplificagao de acidos nucleicos (Simdes,2020).

2.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO VIRAL

No isolamento viral, a escolha do sistema de propagacdo para o virus
pesquisado é o determinante essencial. Uma vez o virus inoculado no sistema
hospedeiro suscetivel, o virus provoca alteragdes morfolégicas denominado efeito
citopatico (CPE, do inglés cytopathogenic effect) que sdo observadas como
alteragdes na morfologia de células individuais ou em grupo de células induzidas pela
infeccao viral. Diversos sistemas hospedeiros tém sido utilizados para a propagacgao
de virus em laboratério como animais de experimentagao, ovos embrionados e cultura
de células (Santos, 2015).

2.2. DIAGNOSTICO SOROLOGICO DAS INFECGOES VIRAIS
Dentre os métodos soroldgicos utilizados, temos a imunofluorescéncia direta e

indireta, o teste de neutralizacdo, teste imunoenzimatico (Elisa), teste

imunocromatografico e o immunoblotting ou Western blotting.



2.2.1. Imunofluorescéncia direta e indireta

A técnica de imunofluorescéncia utiliza anticorpos marcados com corantes
fluorescentes para revelar a formagao de um imunocomplexo virus-anticorpo. Existem
dois tipos de imunofluorescéncia: direta (usada para identificagdo de muitos antigenos
virais) e indireta (usada para identificacdo de antigenos ou anticorpos) (Kimura &
Junior, 2019).

Na imunofluorescéncia direta detecta-se o antigeno pesquisado propriamente
dito utilizando os marcadores fixados com fluorocromos (Aoki, et Al.,2010).

A imunofluorescéncia indireta baseia-se no principio de uma dupla camada, é
utilizada na detecgéo de anticorpos por antigenos impregnados em uma lamina, onde
se aplica primeiramente um anticorpo especifico nao fluorescente. Por fim, coloca-se
um anticorpo fluorescente com especificidade marcada contra determinados

antigenos do primeiro anticorpo usado para reagir com o antigeno (Aoki, et Al.,2010).

2.2.2. Teste de neutralizagao

O teste de neutralizagao é considerado o Teste mais sensivel e mais especifico
para a deteccado e quantificacao dos anticorpos neutralizantes, sendo o método de
referéncia para a avaliagdo da resposta imune protetora apds a vacinagao (Simdes,
2011).

O teste de neutralizacdo por reducdo de placas pode ser utilizado para
identificagdo do antigeno viral ou para avaliagio do nivel de anticorpos.
Experimentalmente, amostras de soro de primatas ndo-humanos que receberam ou
nao anticorpos monoclonais foram investigados quanto a capacidade de neutralizar o
virus Zika (Simoes, 2020).

2.2.3. Imunoenzimatico

A reagao imunoenzimatica também denominada ELISA, do inglés Enzyme
Linked Immunosorbent Assay, envolve as etapas de formagdo de imunocomplexo
(antigeno-anticorpo), adicao do conjugado (anticorpo-enzima), sucessivas lavagens

e posterior revelacado (adicdo do substrato e reacado de cor). A leitura do ensaio é



realizada pela absorbancia ap6és a adicdo da solugdo de interrupgao (stopping
solution) através do espectrofotometro (Simdes et al.,2011).

Este teste é usado para diversos testes em um laboratério, como para detectar
doengas autoimunes (ex.: Artrite Reumatodide), alergias, patologias que
desencadeiam producédo de imunoglobulinas, doengas infectas contagiosas (ex.:
Doenca de Chagas, HIV), dosagem de horménios (ex.: teste de gravidez, T3, T4,
testosterona, estradiol e progesterona), marcadores tumorais e proteinas séricas,
doengas virais, doengas bacterianas e de protozoarios (ex.: Rubéola, Toxoplasmose
e Herpes). E para atender essas diversas funcgdes, tem-se diversos tipos de teste
(Minozzo, 2004).

2.2.4. Imunocromatografico

O teste imunocromatografico ocorre por capilaridade em uma membrana de
nitrocelulose pelo fluxo lateral da amostra. E um teste rapido e de facil detecgdo com
diversas opgdes disponiveis comercialmente. A interpretagéo do resultado € simples
sendo considerado positivo quando as duas linhas (teste e controle) sdo detectadas
indicando que o virus presente na amostra reagiu com o conjugado formando um

imunocomplexo (Santos, 2015).

2.2.5. Immunoblotting ou Western blotting

Immunoblotting € um teste altamente sensivel e especifico gerando
interpretagdes subjetivas em alguns resultados. Consiste na separagao de proteinas
virais por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) contendo o detergente
duodecil sulfato de sodio (SDS). As proteinas séo transferidas para uma membrana
de nitrocelulose para detecgdo de anticorpos conjugados com enzima e posterior
revelagdo do substrato associado a um cromogeno. Em um dos experimentos,
amostras obtidas das transfecg¢des de células foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) utilizando o sistema Miniprotean Il
(BioRad, USA), conforme instrucbes do fabricante. Os géis foram corados por
coloragao com coomassie blue ou utilizando o método com nitrato de prata. Apos a

eletroforese os géis foram submetidos a transferéncia para membranas Hybond-P



PVDF (GE-HealthCare, Alemanha), utilizando o sistema semi-dry (BioRad, USA)
(Simbes et al., 2011).

2.3. DETECGAO DIRETA DA PARTICULA VIRAL;

A deteccao, visualizagao e identificagcao de particulas pseudovirais chamadas
particles like-virus (VLP), tém sido analisadas microscopicamente assim como a
morfologia ultraestrutural das linhagens celulares SiHa e HelLa por microscopia
eletrbnica de transmissédo (Simdes et al., 2015). Para otimizagdo dos resultados,
diversos protocolos tém sido descritos e modificados ao longo do tempo
(Simdes,2020).

2.4. DIAGNOSTICO MOLECULAR DAS INFECGOES VIRAIS

Podemos destacar a Reagdo em cadeia da polimerase (PCR), Amplificagdo

por circulo rolante, 3D Cell -SELEX, DNA Microarray, RNA-sequencing e Clonagem.

2.4.1. Reagao em cadeia da Polimerase

A reacao em cadeia da Polimerase (polymerase chain reaction) — PCR, € uma
técnica que amplifica sequéncias especificas do acido nucleico. Se o genoma é um
RNA viral, € necessario converter em DNA complementar (cDNA) utilizando a enzima
transcriptase reversa (RT-PCR) para iniciar o processo de amplificacdo em escala
exponencial. A reagao ciclica de PCR envolve trés etapas classicas: desnaturagao
das fitas de DNA, hibridizacao dos oligonucleotideos a sequéncia alvo, e extensao
das fitas pela agdo da DNA polimerase usando os dNTPs (desoxinucleotideos

trifosfato) como substrato da reagao (Simoes et al., 2016).

2.4.2. Amplificagao por circulo rolante

O genoma de novos virus DNA como poliomavirus e papilomavirus humano
tém sido caracterizados pela técnica de amplificagao por circulo rolante (rolling circle
amplification — RCA), que utiliza oligonucleotideos randémicos e a enzima polimerase
do fago com atividade proofreading para a sintese de novas fitas. Apds a



circularizagcdo do genoma, os produtos amplificados podem ser digeridos por
endonucleases de restricdo, clonados e posteriormente sequenciados para

caracterizagdo genémica (Santos, 2015).

2.4.3. 3D Cell -SELEX

Aptameros sao pequenas moléculas de DNA ou RNA sintetizadas
quimicamente selecionadas in vitro pela técnica SELEX, do inglés Systematic
Evolution of Ligands by Exponencial Enrichment que apresentam uma estrutura
tridimensional. Essas moléculas possuem alta especificidade e afinidade contra alvos
de interesse podendo atuar como nanoparticulas em estudos oncoldgicos ou mesmo
marcados para deteccao de focos infecciosos em infecgbes pos-cirurgicas. Diversos
modelos de estudos selecionam e caracterizam os aptameros considerados analogos
dos anticorpos monoclonais, como sendo candidatos promissores para diversas
aplicagoes terapéuticas em infecgdes virais. Essa nova técnica € a combinagao das
culturas de células em 3D com a sele¢ao de sequéncias curtas de oligonucleotideos
a partir de uma biblioteca de ligantes especificos no reconhecimento de alvos

terapéuticos (Sousa, 2016).

2.4.4. DNA Microarray

Antes mesmo das analises de expressao génica em larga escala, ja existiam
outras técnicas envolvidas na analise de transcritos descritos como EST, do inglés
expressed sequence tags e SAGE, serial analysis of gene expression. Tais técnicas
foram substituidas gradativamente para o microarranjo de DNA (DNA microarray) com
a utilizacdo de sondas curtas ou longas que hibridizavam com determinados
transcritos conhecidos para a genotipagem ou na detecgéo de virus respiratorios, por

exemplo (Kremer, 2019).
2.4.5. RNA-sequencing
O RNA-sequencing (RNA-seq) € uma técnica que analisa a quantidade de

sequéncias de RNAs em uma amostra usando a plataforma NGS. Em outras palavras,
a analise do transcriptoma destina-se ao perfil de todos os RNAs, incluindo mRNA,



rRNA e tRNA para mensurar a expressdao de genes simultaneamente (expressao
génica diferencial), capaz de identificar os genes que estdo sendo mais expressos
(up regulated) ou menos expressos (down regulated) em um determinado momento

dos processos biolégicos (Kremer, 2019).

2.4.6. Clonagem

O avancgo de técnicas que permitiram a manipulagdo do DNA revolucionou a
biologia molecular. A clonagem é uma técnica que consiste em isolar um fragmento
de DNA e inserir em outra célula hospedeira, com capacidade de replicagéo
independente resultando em uma molécula de DNA recombinante. Geralmente o
isolamento e a caracterizagdo de genes especificos tém sido inseridos em vetores
plasmidiais. Conceitualmente, plasmideo € um DNA circular extracromossdmico
presente em bactérias contendo genes de resisténcia a determinados antibiéticos. O
plasmideo recombinante carreando o gene de interesse é inserido em uma bactéria
transformada apds sofrer o processo de choque térmico ou eletroporacéo. O sucesso
das clonagens pode ser conferido com as enzimas de restricido também chamadas
de endonucleases que funcionam como tesouras genéticas com capacidade de

reconhecer e clivar sitios especificas do DNA (Simdes,2020).

3. METODOLOGIA

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo em questdo foi desenvolvido a partir do método da revisao
integrativa da literatura, que tem como finalidade reunir as informacgdes cientifica
do tema pesquisado de forma resumida, contribuindo para o conhecimento acerca
da temética (NOBREGA; JUNIOR; CARMO, 2019).

3.2. FONTES DE INFORMAGAO



Para a selecéo dos artigos cientificos, utilizaram-se as bases de dados Google
Académico e Eletronic Libary Online (SciELO); os descritores usados para a busca
de materiais foram: Diagnostico para infec¢des virais, Virologia e Microbiologia

meédica, no qual foram cominados entre si para melhores resultados de busca.

3.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para a constru¢ao do artigo foram incluidos artigos que abordassem os meios
de diagndstico das infecgdes virais e suas tecnologias, que tivessem sido publicados
em portugués e inglés, entre os anos de 2009 a 2020. Enquanto os materiais que
apresentassem acesso mediante pagamento ou tivessem outra planta como foco,

foram excluidos.

3.4. ANALISE DE DADOS

Para a revisédo integrativa foi realizada uma analise através de uma leitura
detalhada dos artigos selecionados, a fim de verificar a aderéncia do objetivo da
pesquisa em questdo, assim, os artigos foram organizados de acordo com os
objetivos, introdugédo, metodologias e concluséo, objetivando obter as diretrizes da

reviséo integrativa.

4. CONCLUSAO

Os diagnosticos laboratoriais sdo de grande importancia para detecgéo desses
virus e para a avaliacdo da saude das pessoas. Conforme o virus detectado, é
possivel iniciar pesquisas para produgdo de antivirais, vacinas e tratamentos
adequados o mais rapido possivel, evitando o uso indiscriminado de medicamentos
ineficazes, o que faz toda a diferenca inclusive em desfecho clinico e na diminuigcao

de mortalidade.
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