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TECNICAS

ATUAIS PARA O
DIAGNOSTICO DAS
DOENCAS VIRAIS NA
MUCOSA BUCAL

NEW APPROACHES TOTHE
DIAGNOSIS OFVIRAL DISEASE IN
THE ORAL SOFT TISSUE
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RESUMO

2, HIV, HPV, Citomegalovirus, Epstein-Barr e outros,
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INTRODUGAO

s virus foram primeiramente identificados como agentes
infecciosos pelo botdnico russo D [WANCWAK, em 1892,
guando verificou a transmissio de uma doenga numa planta,
atraves do seu fluido, mesmo apds a sua filtragio com filtros
especials que exclufam bactérias. MARTINUS BEIG]RINK,
cientisty holandgs, em 1898, empregou a palavra “virus"
tenmologia grega ), que significa veneno, para designar a pro-
priedade dos fluidos daquelas plantas doentes em transterir
doenca ds plancas sauddveis’

Dlaparecimento da nova ciéncia, 8 Virologia, ocorreu por
volts de 1890 e, posteriormente, os virus foram confirmados
como agentes etioldpicos de alpumas doengas conhecidas da
épccn, nAo 50 em vegerais como em animais, Bsta ciéncia teve
wm grande impulso a pardr de 1940, com o advento dae
MR TOEC e elerrfnica e com a manutengio de culturas de
citlulas vivas em laboraténo, tavorecendo a visualizagio, 1sola-
miento e identificacio dos virus’

D exame laboratorial de uma virose humana, além de con-
firmar urna dada infecgio e uma suspeita clinica, possibilita também
1 identificagiio do tipo de apente causal, contrbuindo, de diversas
muneims com o clindeo, o paciente e a comunidade em peral.

DIAGNOSTICOS LABORATORIAIS
Odiagndetico laboratorial de uma virese deve ser solicitado para™:
I- confirmagio de uma infecgio, devido s suas sérias impli-
cacles clinicas. Exemplo: mubéola ma gravides, AIDS, hepadte.

2« diferenciagio entre quadros elinicos: mononucleose in-

O diagnéstico das doengas virais da mucosa bucal, através de técnicas laboratoriais, permite uma adequada
abordagem terapéutica. Entre as atuais técnicas, destaca-se o PCR, um método de amplificagiio in vitre da seqliéncia
| especifica de DNA, capaz de identificar com alta especificidade, sensibilidade e rapidez, os virus Herpes Simples 1 e

fecciosa - citome-galovirose - rubéola; hepatite A - hepatite B -
hepatite C.

3 - intervergio quimioterdpica. Exemplo: infecgbes herpéticas,
papovavis, AIDS.

4 - casos de surtos epidémicos, onde a populagio e a satide
publica possam buscar as precaugiies profildticas e ou vacinais
necessdrias. Exemplo: dengue, poliomielite e raiva,

5 - busca de um agente etioldgico para uma dada doeriga,
tavorecendo a pesquisa. Exemplo: virus EB e HIV.

METODOS DE DIAGNOSTICOS

LABORATORIAIS

O diagnéstico laboratorial das viroses surgiu a partir da ne-
cessidade imediata de reconhecer o agente viral causal, possi-
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trario das bacrérias, 56 se meplicam em células vivas, sendo utili-
zados para o seu isolamento cul tura de células, animais de labo-
ratiros e oves embrionados. Os métodos mais udlizados s3e™*;

a) microseopia dptica permite a observagdo do efeito viral
nas células.

k) microscopia eletrénica possibilita a detecgiio e
visualizagdo dus particulas virais. Através da microscopia ele-
tréinica, podem ser identificados os virus do herpes simples tipo
] [ = 2. "-'ilrifl;_"lH ZoaleEr, !'Il.‘]'l:.“.i i .ﬂt = B.. IThi 11“.3{‘:[] L'1.H'||:i.:l|-_:|l.:|b'{|. VTl -
ola, citome-galovins e outros,

O exume realizado através de secregfes colhidas com colo-
ragio negativa, € obtido de um a dois minutes, sendo mais
demorada para as bidpsias. Um resultado negativo nem sempre
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indica a auséncia do virus e, neste caso, devem ser realizados
outros procedimenios.

¢} sarologla por imunofluorescéncia com utilizagio de anri-
anticorpos marcados com fluoresceina {corante fluorescente ),
permitindo a detecgio de anti-genos virais presentes no interi-
or das células infectadas.

d) sorologia por neutralizagio - detecgio de anticorpos
nevrralizantes do virus. A reaciio consiste em se misturar dilui-
goes do soro do paciente com o virus previamente titulados.
Apts 30 minutos 2 372C, a¢ misturas sio inoculadas em cultu-
ras de células ou em camundongos. Se houver anticorpos, estes
neutralizardo os virus, caso contririo, as células e os animals
sofrerdo agressdes causadas pelos vinus e morrerio.

e) somologia: ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
e RIA (Radioimu-noensaio)

As técnicas de radivimunoensaio (RIA) e imunoenzimaricas
[ELISA), tém sido utilizados pars deteeciio do antfgeno viral
presente na amostra clinica, pesquisa de anticorpos do tipo [gG
e [gM, e deteccio antipénica do virus presentes nasfezes e no
sangue (hepatite A, B, ndo A ndo B).

O marcador utilizade no exame ELISA é uma enzima
(fosfatase alcaling, beta-galactosidase, peroxidase ou urease),
cuja leitura se basela na coloragio obtida apés a adigdo do
substrato adequado & enzima,

R1A derecta o antigeno viral ou o anticorpo comumente em
tezes; liquor, ou aspirado de nasofaringeo, utilizande comao
marcador o radicisétopa 15,

f) deteccio de proteinas virais: ele--troforese

u) imunohistogquimica

h) técnicas de biologia molecular:

Téenica de Westen-blot - permite a deteegio de andgenos
vitais ouanti-corpos produzidos contras estes. A téenica incluio
fraclonamento de proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida. As bandas separadas sio ransferidas a filtros de
celulose oundilon, e estes sio incubades com anticorpos para
um determi-nante antigénico espectfico do vimus. A visualizagdo
¢ obtida quando se adiciona um anti-unticorpo marcado com
peroxidase.

Técnicas de hibridagio - apresentam alta especificidade e sen-
sibilidade, empregando a propriedade dos acidos nucleicos de
parear suas fitas complementares por afinidade nas bases
nitrogenadas. A ocorréncia da hibridagio se da pela separagio
das cadeias de firas duplas do dcido nucleico da amostra e das
cadeias de um dcido nucleico padronizado, denominado sonda.

A sonda @ um fragmento de dcido nucleico com seqligncia
de genes especificos do virus em estudo, representando o
genoma viral parcial ou completo. A desnaturagio das duplas
fitas € obtida pelo calor ou pelo tratamento com dlealis. A
reassoclacio destas cadeias formam um hibrido pela ligagio de
uma das cadeias a um sistema de deteegiio. O marcador geral-
mente utilizado na sonda € um is6tomo radioativo ou uma
enzima.

As téenicas de hibridagiio permitem detectar virus latentes,
viroses cronicas, virus associados a complexos imunes e virus
isolados in vitro,

As sondas de virus de DNA siio preparadas a partir do pro-
prio penoma viral. Os virus RN A necessitam da construgio de
uma cdpia de DNA complementar ao RNA (cDNA), empre-
pandp-se 1 enzima transcriptase reversa.
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TIPOS DETECNICAS

DE HIBRIDACAO

Hibridagio in situ - o material a ser testado pode ser de
esfrepaco ou de bidpsia. Estas técnicas permitem examinar a
citopatalogia e a presenga de dcido nucleico reste em um mes-
mecorte, por ndo lesur as células analisadas. E uma técnica ripida
e de haixo custo, embon, dentre asdemais téenicasde hibridagiio, seja
a de menor sensibilidade e especi-ficidade. Esta téenlea € urilizada
eomodisgndstico de rotina para papilomavins humano.

Southern-Blot - o DN A a ser analisado € clivado por enzimas
de restrigio e s fragmentos resultantes sdo preparados por
eletroforese em gel de agarose, de scordo com seu peso
molecular. O gel é tratado com dlealis, para que o material seja
desnaturado, e o DNA é transferico para um filtro de ndilon ou
de nitrocelulose. A sonda € aplicada  preparagio e hibridads
sob diferentes graus de temperatura de fusiio. Apés dois a qua-
tro dias de hibridagio a membrana € lavada, seca e exposta a
auto radiografia por virios dias. Esta téenica € de grande sensi-
hilidade ¢ especificidade e permite verificar se o DNA viral
estd ot ndo integrado so penoma celular, permitindo a detecgio
de antigenos virais ou anticorpos produzidos contra estes, A
técntca Inelui o frac ionamento de proteinas por eletrofo-rese
em gel de poliacrilamida, As bandas separadas o rransferidas
aos filtros de celulose ou ndilon e estes filtros sio inoculados
com anticorpos para um determi-nante antigénico especifico
do virus.

Dot-Blot - nesta téenica o DNA total € exrraido da prepara-
Ao, desnaturado e colocado diretamente sobre uma membrana
de nitrocelulose.

Morthern-Blot - utilizada para verificar se um gene esta sen-
do expresso, isto €, s o gene esta sendo anscritoem RNAm. A
desnaturacio do RN A mensageiro ocorre antes ou durante a
eletroforese,

REAGCAO EM CADEIA

DA POLIMERASE-FPCR

A biologia molecular téem contribuido com importunees
mudangas nus pesquisas médicas, resultando em niveis de en-

- tendimento de doengas genéticas, infecciosas e neoplisicas,

inconcebfveis uté poucos anos atrds. Um dos uspectos deste
desenvolvimento compreende a capacidade dos cientstas em
diagnosticar doengas a nivel molecular. Muitas lesfes dos teci-
dos moles resultam de infecgdes virais, alsumas delas com im-
plicagBes clinicas severas, como as infecges causadas pelo
papilomavirus humano e o Epstein Barr, O diagndstico de in-
fiecgtes virais, incluindo aquelas que afetam a regidio bucotacial,
tem sido beneficiado significativamente com a detecgio de
DN A viral' ™,

O sucesso da rerapia antiviral requer um diagndstico e inter-

. vengio precoce para melhor efeito, &, portanto hi necessidade

de detecgio ripida, sensivel e tecnicamente simples das infec-
goes vi-rais'™?,

O PCR consiste de um método in vitroenvolvendo a ampli-
ficagio erzimdtica de seqiiéncias de DN A especificas. As hases
tedricas da reaglio em cadeia da polimerase (PCR) foram pri-
meiramente descritas por KLEEPE e colaboradores, em 197194,
e o desenvolvimento foi concretizado na década de 80 por
KARY MULLIS®. A primeira aplicagio do PCR foi realizada

pelo Departamento de Genética, em Cetus, obje-tivando a am-
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plificagio da beta-globina humana e diagnéstico pré-natal de
anemia falciforme®.

No emprego inicial do PCR, o fragmento Klenow da
polimerase | do DNA da Escherichia. coli foi utilizado como
enzima de restriciao. Como o processo de amplificagiio requer
ciclagem térmica em alta temperatura, observava-se a ina-tivagio
dissta enzima devido sua caracter(stica termolibil. Conseqiien-
temente, nova enzima necessitava ser adicionada a cada ciclo,
dificultando o procedimento.

SAIK] e colaboradares em 1985 introduziam a DNA
polimerase termoes-tivel isolada da bacréria Thermus aquaticus
[encontrado em lavas vulednicas) transformando o PCR em
umi rengio eficaz, O uso da polimerase Tag ndo apenas stmnpeli-
ficou o procedimento PCR, mas significativamente aumentou
a especificidude e toda a produgio da réagio, O aumento na
especiticidade do PCR, Taq resulta em uma produg o melhora.
du do fragmento alvo amplificado, por reduzir a competigiode
produtios ado alvas™,

Uma importante propriedade do PCR € a sua capacidade de
amplificar uma seqiténcia alvo de preparagtes de DNA puro,
bem como modelos de DNA depradados. A amplificacio das
sexgibnelas especificas das amosteas de DN A puro tem implica-
¢Oes importantes em pesquisas disgnisticas. O PCR representa
uma torma de elonagem in vitro podendo gerar ¢ modificar
fragmentos de DN A de extensdo e seqiiéncias definidas em
L nica reagio sutomatizada.

Em termoes bisicos, o PCR envolve a combinagio de uma
amostra de DNA com primers oligonucleotfdens, dinu-
cleatideos trifosfatos (ATP, TTP, CTP & GTP)., cloreto de

Joe Tag DN A polimerase termoestivel em

magnésio (Mgl
uma solugio wmpdo sdequada, Est mistura submenida a repe-
tickas ciclupens térmicss, através de um termociclador {figuras 1,
2, 3), promove, seqiiencialmente, o ruptura do DNA | atuaglo
da polimerase ¢ dos primers (figura 3), ampliticagio dos sitios
especificos e posterior extensio dos mesmos!™,

Etii["‘ﬂn |.|H U B 1L 1".":35”"' 14

1*} Elevagio da temperatura a 942C, num intervalo de 30
sepundos a 1 minuto., Separagio da dupla héliee do DN A, au-
agao da polimerase e dos primers,

27 Redugiio da temperatun a 35-600C {remperamento), Pe-
rlodo em que ocorre os viros ciclos para a amplificagio.

3*} Elevagio da temperatura o 70-72°C para extensio das
seqiencias amplificadas.

A selegiio de promers especificos e eficientes permanecem um
tantoempirica. Nao ha um conjunto de regras sssegurando a sin-
teese e um par de primer etetivo',

A eitrema sensibilidade do PCR como um instramento para
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diagnéstico pode ser afetada por possiveis contaminagfes du-

© rante a reagio. Para minimizi-las e evitar resultados falso-posi-

tivos, alguns culdados devem ser tomados':

- isolamento fisico das preparagdes e produtos do PCR;

- selegdo adequada dos instrumentos

- esterilizagio adequada dos reagentes e instrumentos;

- utilizagdo de reagentes em quantidades ideais;

- uso otineiro de luvas;

- centrifugagfio;

- usa de plpetas;

- pré-misturas e reagentes;

B Hdic:‘lﬂ I_'['E' amosktra I:ar.‘.]i:{mr'n[r. P | \r':'[ll]l‘liTE. |"-.I| ]
minimizar manipulagio;

- uso continuo de controles positivo e negativo;

APLICAGCOES DO PCR NO
DIAGNOSTICO DAS
DOENCASVIRAIS DA
MUCOSA BUCAL.:

O PCR tem sido aplicado no diagnostico de uma varedade
de doengas com manifestagies bucais, incluindo as cousadas
pelos virus herpes simples tipes | e 2, HIV, HPY, citomegalovins
e Epstein-Barr. A deteccio, em um nivel molecular da presenga
do HIY em células epiteliais. observagio precoce do Epstein-
Barr Virus e Hc:q'lt::i Yirue Humano na saliva de pRIche nies por-
dores de doenga linfo-proliterativa permite sdequade monito-
ramento da terapéutica AN

CONCLUSOES

As técnicas atuals de dlapndstico urilizadas para os dife-
rentes tipos de agentes infecciosos incluem os avangos du
hiotecnologia, Entre estes avangos, o PCR destaca-se por
sug ampla aplicagio em distintas dreas como: biologia
moleculur, mapeamento fisico dos cromossomas, andlise fo-
rense, detecgio de doengas virais, bucterianas ¢ fingicas
Reflexos desta mt'hnl:llnj__;ia propiciam malores especi-
ficidade e sensibilidade diagnéstica das doengas da mucosa
bueal, permitindo uma terapéutica preventiva e adequada,

SUMMARY

The diagrosis of viral disease of the aral soft tizsue, from the
||.l|:\| WAl ?F‘r' HI'II"T';.'IHE] LT | |.]I YiWsan IJF1 Iy 11:rir.'l'.1: EI 'Il:Til'F""i'. |""I I'IIUH.J_’
these new approaches, is distinguished the PCR. cne process of
amplification in vitro of the DN A specific sequence, anahle to
recopnaze with high specificity, sensitlviety and quickness, her-
rlc‘.:-.himp|t::~: virus L {HSVD and IHEHSVID, HIV, HPV, citomealio-
virus, Epstein-barr and others,
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