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	PREFÁCIO





Quem gosta da Virologia? Os virologistas!

Indagam: Onde está o vírus? O que é o vírus? Por que incomoda, mata e também salva seres vivos, incluindo nós mesmos? O presente livro responde a muitas destas perguntas. As que não são respondidas transcendem os objetivos da presente obra ou serão o futuro dos virologistas.

Ao final do século XIX, atestou-se que havia agentes causadores de patogenias que conseguiam passar por filtros que retinham as bactérias. A primeira prova foi a transmissão experimental do vírus causador do mosaico do tabaco de uma planta para outra. No reino animal, desde cedo a preocupação foi com a doença da febre aftosa, também causada por um agente filtrável, que era responsável por tantas perdas nos rebanhos. Os primeiros relatos de isolamento de vírus em humanos datam de 1901, de pacientes com febre amarela.

Várias perguntas tornaram-se cruciais. Onde está escondido o vírus causador das enfermidades? Quem é ele? Como inibir seu efeito? E afinal, como proteger seu hospedeiro?

Poucas descobertas médicas tiveram tanto impacto na história humana como o desenvolvimento das vacinas, gerando minuciosos conhecimentos de imunologia viral. Além das vacinas, procurou-se por fármacos antivirais que consistiam na capacidade de impedir, primordialmente, a infecção de uma célula hospedeira ou inibir eventos envolvidos na replicação viral, de forma que seja vírus-específico. Deve-se, portanto, conhecer o máximo possível sobre o vírus-alvo para o desenvolvimento de uma terapia antiviral.

A partir da década de 1990, o sequenciamento do genoma viral, isto é, o reconhecimento e a localização dos aminoácidos característicos de cada cepa viral levaram à criação de bancos de dados pelos quais é possível obter a identidade viral de outros isolados.

Estudos sobre o tropismo dos vírus à procura de células-alvo a sofrerem a infecção e, portanto, permitirem que ocorra a replicação, propagação e sobrevida dos mesmos, levou a estudos sobre a imunologia viral, ou seja, do estado fisiológico do próprio hospedeiro. Os interferons são um dos mediadores efetores desta resposta antiviral.

O papilomavírus humano, o vírus das verrugas, foi o primeiro vírus tumoral a ser transmitido experimentalmente de um hospedeiro para outro já em 1894. Estudos epidemiológicos da biologia do câncer e da virologia molecular demonstraram a grande diversidade desta família viral nas infecções em humanos e em animais.

Os poliomavírus também são amplamente distribuídos na natureza e têm sido isolados de diversas espécies de mamíferos e aves, causando severas doenças, muitas vezes agudas, em jovens e adultos.

Causadores, na maioria das vezes, das gastroenterites agudas, os vírus entéricos são agentes infecciosos do trato digestório de animais e humanos. Compreendem uma série de vírus, hoje bem conhecidos, como os adenovírus, astrovírus, norovírus e rotavírus. Fatores imunológicos, ambientais e nutricionais interferem diretamente na gravidade da doença. Muitos destes vírus entéricos foram primariamente reconhecidos no século passado por meio de observações em microscopia eletrônica, isto é, por meio de grandes aumentos (acima de 20.000 vezes).

Muitos vírus necessitam de um hospedeiro intermediário, é o caso de vários hantavírus que fazem uso de artrópodes, como os carrapatos, para infectarem outros animais. Os vírus da febre amarela, da Zika, da Chikungunya e da dengue usam, principalmente, espécies de mosquitos do gênero Aedes. Já os vírus causadores da artrite-encefalite-caprina, das hepatites animais e humanas, o vírus da raiva e os poxvírus não necessitam de hospedeiro intermediário, a transmissão é direta de um indivíduo, animal ou homem para outro.

Mais recentemente, viroses emergentes e reemergentes têm assolado populações inteiras. Apesar da extinsão da varíola, poxvírus continuam na natureza, constituindo-se hoje uma ameaça aos rebanhos. Doenças respiratórias, como os vírus da influenza, são sujeitas a mutações e recombinações também entre homens e animais, normalmente de agressividade reduzida, mas também pode aumentar, como ocorrido há poucos anos no caso da SARS e do vírus Ebola. A reintrodução de certas viroses consideradas erradicadas em alguns países, como atualmente o vírus do sarampo voltando ao Brasil, oferece perigo a populações com suspensão de vacinação preventiva.

Nosso ambiente vital está repleto dos mais variados tipos de vírus. A interação destes vírus com os seres vivos constitui-se no estudo da virologia ambiental. É aplicada a pesquisa de vírus no solo, no ar e na água, nos quais o número de patógenos é muito elevado.

Lidando com vírus muitas vezes altamente agressivos e infectantes, a exigência de normas de biossegurança a serem aplicadas a todas as modalidades em virologia vem conduzindo uma ampla responsabilidade social, ética e moral sobre o risco que novos processos podem implicar em seres vivos e no meio ambiente. O conceito de biossegurança tem sido cada vez mais difundido, valorizando os riscos e os métodos de prevenção.

A presente obra foi coordenada pela Dra. Rachel Siqueira de Queiroz Simões e os autores colaboradores foram selecionados por seu notório conhecimento e experiência em cada assunto explorado. Assim, este livro é oferecido a todos que desejam obter e ampliar seus conhecimentos sobre os vírus e respectivas viroses de importância na medicina humana e na medicina veterinária, visando reconhecê-los e combatê-los para maior proteção e bem-estar do indivíduo e a coletividade no âmbito da saúde pública.

Dra. Ortrud Monika Barth
Pós-Doutora em Ultraestrutura Celular nas
Universidades de Heidelberg e Freiburg da Alemanha
Pesquisadora-Titular e Chefe de Laboratório do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) – Fiocruz, RJ
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	PRINCÍPIOS DE VIROLOGIA





Renato Santana de Aguiar

HISTÓRICO DO DESCOBRIMENTO DOS VÍRUS

Os primeiros relatos de um agente patogênico menor que qualquer bactéria conhecida datam de 1892. Nesta ocasião, o cientista russo Dimitry Ivanovsky demonstrou que o agente causador do mosaico do tabaco não era retido em filtros de porcelana utilizados comumente para remover bactérias de extratos e meio de cultura. Seis anos depois, Martinus Beijerinck, independentemente, relatou as mesmas observações na Holanda, ampliando o conceito que os agentes responsáveis pela doença do mosaico do tabaco eram tão diminutos que não podiam ser retidos por filtros comumente utilizados para remover as bactérias até então conhecidas. Nos anos seguintes, os cientistas alemães Friedrich Loeffler e Paul Frosch, ambos alunos e assistentes de Robert Koch, responsável pela introdução de técnicas de isolamento de bactérias, observaram que os agentes causadores da febre aftosa também não eram retidos por filtros utilizados no isolamento de bactérias. A febre aftosa (do latim Aphtae epizooticae) é uma doença viral altamente contagiosa que afeta gado bovino, búfalos, caprinos, ovinos, cervídeos, suínos e outros animais que possuem cascos fendidos. Diversas epidemias de febre aftosa foram descritas na Europa, Ásia, Américas do Norte e Sul em 1800. Uma das primeiras e maiores epidemias de febre aftosa ocorreu em 1914, acometendo diversos rebanhos e tendo impacto econômico negativo nos países envolvidos.

Outra importante observação destes pesquisadores foi a descoberta que, além destes agentes possuírem dimensões diminutas, também são capazes de se replicar apenas nos seus hospedeiros. Desta forma, extratos de plantas de tabaco infectadas, quando diluídas em soluções estéreis, não eram capazes de gerar novos agentes infecciosos, a não ser que fossem reintroduzidos em folhas de plantas não infectadas. Este experimento simples demonstrava a dependência do hospedeiro para a replicação destes novos agentes, sendo, portanto, parasitas obrigatórios.

Para descartar a ideia de que estas doenças poderiam ser geradas a partir de toxinas filtráveis produzidas por bactérias, extratos de plantas de tabaco diluídas foram utilizados em infecções seriadas. As características descritas acima, além da ineficiência destes novos agentes em crescer em meios utilizados para o isolamento de bactérias, e sua dependência de organismos vivos para sua multiplicação e tamanhos reduzidos, caracterizaram estes novos agentes como distintos de bactérias. Inicialmente, Beijerinck nomeou este novo agente submicroscópico responsável pela doença do mosaico das folhas de tabaco como fluido vivo contagioso (contagium vivum fluidum) a fim de enfatizar a sua capacidade de infecção e capacidade de replicação. Estes eram os primeiros relatos destes novos agentes filtráveis que não eram retidos por filtros que eram capazes de isolar bactérias e foram, posteriormente, nomeados de vírus (do latim = veneno).

O trabalho pioneiro do vírus do mosaico do tabaco e febre aftosa foi seguido por diversos trabalhos de identificação de vários vírus associados a diferentes doenças nos mais variados organismos. Podemos citar, como exemplo, os vírus causadores de leucemias ou tumores sólidos em galinhas, identificado pelos respectivos pesquisadores, Vilhelm Ellerman e Olaf Bang, em 1908, e por Peyton Rous, em 1911. Seguido dos trabalhos que identificaram os vírus que infectam bactérias nomeados posteriormente de bacteriófagos por Frederick Twort, em 1915, e Felix d’Hérelle, em 1917. Estes foram nomeados desta maneira pela sua capacidade de romper bactérias na superfície de placas de ágar (fago do latim: comer). A descrição dos bacteriófagos abriu as portas para o desenvolvimento de toda a biologia molecular nos anos seguintes.

PRIMEIROS RELATOS DE VÍRUS HUMANOS

Os primeiros relatos de isolamento de vírus em humanos datam de 1901 e foram realizados em pacientes com febre amarela. O trabalho desenvolvido pelos pesquisadores foi notável em razão do complexo ciclo replicativo viral e dos meios de transmissão do vírus envolvido. A febre amarela é comum em países tropicais com descrições desde o século XV, com surtos epidêmicos devastadores e alta taxa de mortalidade (cerca de 28% durante o surto epidêmico de Nova Orleans, EUA, em 1853). Os trabalhos desenvolvidos pelo médico cubano Carlos Juan Finlay propuseram que a transmissão do agente infeccioso envolvia um inseto hematófago, como mosquitos. Estes estudos foram seguidos com o Coronel Walter Reed e o Dr. Jesse Lazear em soldados infectados durante a ocupação de Cuba pelos Estados Unidos. Dr. Jesse Lazear foi a primeira pessoa infectada, experimentalmente, pelo vírus e que posteriormente faleceu de febre amarela. Estes pesquisadores foram capazes de transmitir a doença para pacientes não infectados pela injeção de soro filtrado e diluído de um paciente infectado demonstrando que o agente infeccioso não conseguia ser retido por filtros que purificam bactérias, além da necessidade do homem durante o ciclo replicativo. Estudos posteriores realizados por Juan Guiteras, um professor da Universidade de Havana, avaliaram o desenvolvimento de imunidade em voluntários expostos a mosquitos carregando o vírus responsável pela febre amarela. Dos 19 voluntários testados, 8 contraíram a doença e 3 faleceram demonstrando que os mosquitos eram realmente os insetos vetores de transmissão do novo agente infeccioso. Estes estudos propiciaram a introdução de um programa de controle do mosquito vetor que foi eficiente na redução da incidência de novos casos durante o período.

Outros vírus humanos foram identificados nas primeiras décadas do século XX. No entanto, em muitos destes casos a identificação do agente causador foi extremamente difícil e exigiram os esforços de diversos pesquisadores ao longo dos anos. Podemos citar os vírus influenza como exemplo, responsáveis pelos diferentes surtos de gripe na humanidade. A doença foi descrita desde 1700 e recebeu este nome derivado do italiano pela ideia de que a doença era “influenciada” pela exposição ao ar ruim ou impuro. Hoje sabemos que a doença é causada por um vírus que sofreu vários eventos de transferência entre diferentes animais domésticos e o homem nos últimos 6.000 anos. As epidemias mundiais chamadas de pandemias são características da infecção por influenza que tem sido documentada em humanos por mais de 100 anos. Estes surtos epidêmicos são acompanhados por altos índices de mortalidade em indivíduos jovens e idosos. A pandemia de gripe ocorrida durante os anos de 1918-1919 após a Primeira Guerra Mundial foi responsável pela morte de mais de 40 milhões de pessoas, um número consideravelmente maior do que o número de pessoas que morreram durante a própria guerra. Apesar de vários esforços e dedicação de vários pesquisadores ao longo dos anos, o vírus foi isolado apenas em 1933, por Wilson Smith, Christopher Andrews e Patrick Laidlaw. Atualmente, vacinas contra influenza são produzidas em ovos de galinhas com altos índices de proteção.

Até o momento descrevemos estudos que identificaram os agentes patogênicos de certas doenças como vírus. Apesar disso, os relatos de doenças que foram posteriormente associados a agentes virais datam desde as mais antigas civilizações humanas. Hieróglifos egípcios possuem figuras que sugerem pessoas ou reis infectados com o que sabemos hoje ser poliovírus. Como demonstrado na Figura 1-1, em um bloco de pedra com inscrições egípcias podemos identificar um homem com uma das pernas acometidas pela poliomielite. Outras doenças virais descritas em civilizações antigas incluem influenza e febre amarela, esta última descrita desde o descobrimento da África pelos europeus.
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Fig. 1-1. Evidências de infecção viral em civilizações antigas. Hieroglifo esculpido em pedra na antiga Memphis, capital do Egito antigo (cerca de 3700 a.C.). Nesta imagem identificamos a presença de uma figura masculina central, atribuída ao sacerdote Ruma, apresentando os sinais causados pela infecção com poliovírus que podem ser evidenciados pela atrofia de uma das pernas causada por poliomielite.
(Fonte: extraído de Prescott et al., 1996. Disponível em: http://evunix.uevora.pt/~sinogas/trabalhos/2003/polio_files/image009.gif. Acesso em 28/06/2018.)

PROPRIEDADES GERAIS DOS VÍRUS

Os avanços científicos que permitiram a elucidação da estrutura dos vírus, além dos diferentes métodos de replicação celular utilizados por estes durante sua multiplicação, permitiram uma definição mais exata destes novos agentes. Os primeiros relatos demonstram os vírus como agentes patológicos associados a diferentes doenças que se distinguem por seu tamanho reduzido e dependência do organismo hospedeiro para a sua multiplicação. Atualmente, as seguintes propriedades classificam os vírus:

■ É um agente infeccioso e parasita intracelular obrigatório.

■ O genoma viral pode ser formado por DNA ou RNA.

■ Dentro de uma célula hospedeira, o vírus utiliza a maquinaria celular e fatores virais para garantir a síntese de proteínas virais, replicação do genoma e sua multiplicação.

■ A progênie viral, chamada de vírions, é formada pela síntese e montagem de novos componentes virais dentro das células hospedeiras.

■ Novas partículas virais brotadas de uma célula hospedeira carregam o genoma viral que é capaz de codificar as informações necessárias para a síntese e multiplicação de novas partículas nas células-alvo da infecção.

Diversas destas características que definem os vírus foram possíveis com os avanços científicos de uma época. A simplicidade estrutural dos vírus foi primeiramente demonstrada em 1935, por Wendell Stanley, utilizando cristais do vírus do mosaico do tabaco. Após a introdução do microscópio eletrônico, em 1930, a estrutura de diversos vírus pôde ser finalmente esclarecida, em uma época que ainda não havia sido elucidada a estrutura de importantes macromoléculas, como proteínas ou DNA. Com capacidade de aumento de até 100.000 vezes, esta nova e importante ferramenta de visualização aumentou consideravelmente o poder de identificação de estruturas diminutas, que antes podiam ser identificadas apenas com microscópios ópticos. Imagens de diferentes vírus foram geradas, confirmando que estes novos agentes eram, realmente, muito pequenos, com cerca de 15-550 nm. Estes estudos caracterizaram os vírus com uma estrutura menor e muito mais simples do que organismos celulares. Na Figura 1-2 podemos observar um esquema representando os tamanhos relativos dos vírus com diferentes organismos celulares. Diferentes formas foram elucidadas, sendo que alguns vírus apresentavam forma helicoidal, enquanto outros apresentavam formas mais esféricas.
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Fig. 1-2. Dimensões relativas dos vírus comparadas com os demais organismos e moléculas. Nesta figura apresentamos as dimensões relativas entre os vírus e outros organismos ou moléculas utilizando o sistema métrico de medida. A régua apresentada está em escala logarítmica com unidades métricas. Com o advento da microscopia óptica, diversos organismos, como bactérias e células, puderam ser finalmente visualizados por cientistas. No entanto, os vírus, por apresentarem tamanhos diminutos, puderam ser visualizados apenas com a introdução do microscópio eletrônico.

Como descrito acima, uma das características fundamentais dos vírus é sua dependência absoluta de um organismo celular para sua multiplicação, caracterizando-os como parasitas intracelulares. Os estudos com bacteriófagos que infectam bactérias permitiram a elucidação desta característica comum aos vírus. Estes estudos foram realizados por Max Delbrück, Emory Ellis e Luria no período de 1930 a 1940, demonstrando que os bacteriófagos são agentes autônomos, estáveis e autorreplicantes, caracterizando-os como tratos herdáveis. Além disso, diversos estudos posteriores utilizaram os fagos como ferramenta para elucidação dos genes e material genético. Em um dos experimentos mais importantes da genética, bacteriófagos foram utilizados para demonstrar que o material genético responsável por carregar as informações necessárias à perpetuação de um agente era constituído de ácido desoxirribonucleico (DNA) e não de proteínas, como sugerido por diferentes pesquisadores. Neste experimento, desenvolvido por Alfred Hershey e Martha Chase em 1950, o DNA viral foi marcado com enxofre radioativo (S35) e as proteínas marcadas com fósforo radioativo (P32) por meio do crescimento de bactérias infectadas em meios de cultivo que continham estes dois constituintes, separadamente. Os vírus gerados nestas duas condições foram utilizados para infectar novas células e o conteúdo intracelular foi posteriormente coletado, homogeneizado por um microliquidificador e avaliado para presença de fósforo ou enxofre radioativo. A detecção de S35 nos lisados celulares demonstraram que os ácidos nucleicos eram capazes de ser internalizados dentro das células. Além disso, a nova progênie viral, marcada com S35, e coletada no sobrenadante de células infectadas demonstraram que o DNA era responsável por codificar todas as informações necessárias à geração de novas partículas virais, sendo considerado, posteriormente, como o genoma. Nenhuma marcação intracelular foi detectada com P32, sendo encontrada apenas na superfície das células infectadas, demonstrando que as proteínas virais não eram responsáveis pelo código genético. Tudo isso em uma época em que a estrutura da dupla-hélice do DNA ainda não tinha sido descoberta.

Os estudos com bacteriófagos foram bastante promissores e diversos pesquisadores foram agraciados com prêmios Nobel em razão da importância de seus achados. De fato, os estudos com fagos foram importantes para a consolidação de diversos conhecimentos hoje compreendidos na biologia molecular como o conceito de mutação e reparo de DNA; as enzimas de restrição e modificadoras de DNA utilizadas em diversas aplicações de clonagem molecular; definição de gene; mecanismo de controle de expressão gênica mediada por repressores e ativadores; descoberta do RNA; descrição de trincas de códons durante a transcrição e tradução; vetores utilizados na tecnologia de DNA recombinante, dentre outros. Vantagens como crescimento e multiplicação rápidos em bactérias, comparados com vírus obtidos de células eucarióticas, tornaram os bacteriófagos a ferramenta perfeita para a elucidação de diversos processos moleculares.

DESENVOLVIMENTO DE CULTURAS DE CÉLULAS ANIMAIS

O desenvolvimento de técnicas de cultivo e manutenção de células animais pela formulação de meios que contenham todos os nutrientes e fatores de crescimento necessários às células permitiram o isolamento e identificação de vários vírus. De fato, o número de vírus identificados a partir do desenvolvimento de técnicas de cultivo celular aumentou exponencialmente nos últimos anos. Células primárias recém-isoladas de tecido ou material biológico como linfa, plasma, tecidos ou embriões requerem condições especiais de nutrientes e esterilidade que somente foram possíveis com o advento de antibióticos. Em 1955, diversos investigadores desenvolveram meios de cultura definidos para o crescimento ideal de células de mamíferos e desenvolvimento de linhagens de células imortalizadas que podiam ser mantidas por passagens seriadas. Assim, podemos citar as linhagens de células de rato L e as células humanas de cérvix uterino (HeLa), utilizadas mundialmente em diversos laboratórios até os dias atuais. Estes avanços permitiram o isolamento e identificação de vírus dos quais os animais hospedeiros não eram conhecidos, como adenovírus e rubéola. Em 1949, John Enders, Thomas Weller e Frederick Robbins conseguiram propagar poliovírus em culturas de células não neuronais, o que levou ao desenvolvimento de vacinas contra poliomielite nos anos seguintes e o prêmio Nobel em medicina e fisiologia em 1954. A cultura de células revolucionou o modo de investigar a replicação viral.

Nos estudos de cultura celular, tecidos são dissociados em células isoladas em suspensão por meio de métodos mecânicos seguidos de tratamento com enzimas proteolíticas. As células obtidas do tecido em questão são suspendidas em meio de cultura e colocadas em garrafas ou placas plásticas. À medida que as células se dividem, estas cobrem a superfície da garrafa ou placa formando uma monocamada de células aderentes. No entanto, células provenientes do sangue, como linfócitos, são consideradas células em suspensão, pois não são capazes de aderir à superfície de garrafas plásticas. Em geral, células são crescidas em meio de cultivo quimicamente definido, contendo uma solução de sais isotônicos, glicose, vitaminas, coenzimas e aminoácidos, além de um sistema de tamponamento com pH em torno de 7,2 e 7,4. Estes meios podem ser suplementados com antibióticos para prevenir o crescimento de bactérias ou fungos, além de soro fetal, que provém os fatores de crescimento necessários às células. As células em cultura geralmente se dividem em 24-48 horas e podem ser estocadas em temperaturas muito baixas, como -70 a -196°C com a adição de um agente crioprotetor (DMSO).

Células primárias podem ser mantidas por tempo definido, geralmente de 5 a 20 divisões, enquanto células imortalizadas podem ser propagadas indefinidamente em cultura. Células primárias podem ser utilizadas para a manutenção de estoques virais durante a produção de vacinas humanas a fim de evitar prováveis contaminações com possíveis DNAs oncogênicos de células imortalizadas. As células imortalizadas podem ser derivadas de tecidos tumorais ou do tratamento de células primárias com agentes mutagênicos ou, ainda, por meio da transformação com vírus tumorais. No entanto, estas células perdem suas características iniciais, sendo, portanto, menos diferenciadas, possuindo anomalias cromossômicas em número (aneuploidias) e forma (translocação, transversões e inversões) e podendo ser tumorogênicas quando inoculadas em modelos murinos.

EVIDÊNCIAS DE CRESCIMENTO VIRAL EM CULTURAS DE CÉLULAS

Alguns vírus matam as células durante sua replicação, fazendo com que as células se desgarrem da monocamada de cultura de células. Quanto mais células infectadas durante o curso da infecção, maiores os efeitos citopáticos de uma infecção que podem ser identificados e monitorados. Muitos efeitos citopáticos decorrentes da infecção viral podem ser visualizados por um microscópio óptico ou utilizando um microscópio de contraste de fase, sem a necessidade de fixação ou coloração das células. Estes efeitos incluem a mudança de forma das células infectadas para uma forma mais circular, o desprendimento das células das monocamadas e, em alguns casos, a fusão de várias células delimitadas por uma única membrana plasmática chamada de sincício (Fig. 1-3).
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Fig. 1-3. Efeito citopático da infecção por HIV-1 em células sanguíneas. Linhagens estabelecidas de linfócitos T CD4 + (células MT4) foram infectadas com HIV-1 e monitoradas em microscópio óptico de contraste de fase. A foto em questão corresponde a 5 dias após a infecção inicial. Na imagem mostramos várias células isoladas ou em grupos. A seta indica a formação de um sincício decorrente da infecção viral. Podemos observar o nítido contorno da membrana plasmática. Esta estrutura é decorrente de infecções múltiplas do vírus entre células adjacentes, o que acarretará a lise celular das células infectadas e fusão de suas membranas citoplasmáticas. O que vemos nesta figura é a membrana citoplasmática restante destas células infectadas.

Outros efeitos citopáticos requerem microscópios com maior poder de aumento e resolução como o desenvolvimento de massas de vírus ou componentes virais em inclusões citoplasmáticas, além de duplicação de membranas ou fragmentação de organelas. O tempo médio para o aparecimento dos efeitos citopáticos decorrentes de uma infecção viral dependem do vírus envolvido. Por exemplo, dependendo da quantidade de vírus utilizado na infecção (inóculo), enterovírus ou herpes-vírus podem causar efeitos citopáticos em 1-2 dias de infecção. Em contraste, vírus como citomegalovírus, rubéola e alguns adenovírus podem não apresentar efeitos citopáticos por semanas. Outros vírus se multiplicam em células sem nunca causar efeitos citopáticos visíveis como alguns membros das famílias de vírus Arenaviridae, Paramyxoviridae e Retroviridae.

OVOS EMBRIONÁRIOS

Antes do advento da cultura de células, diferentes vírus foram propagados em ovos embrionários de galinha. Após 5-14 dias da fertilização, o vírus pode ser inoculado no ovo por meio de um orifício na casca. Este método ainda é utilizado para a propagação de vírus influenza (causador da gripe), além de ter sido utilizado para a propagação de outros vírus como herpes, poxvírus e adenovírus aviário. Esta metodologia também é empregada no desenvolvimento de vacinas contra agentes virais.

CATALOGAÇÃO DE VÍRUS ANIMAIS

Os avanços da cultura de células e o desenvolvimento de poderosas ferramentas como o microscópio eletrônico permitiram o isolamento e identificação de diversos novos vírus, o que gerou, por consequência, a necessidades de classificá-los. De fato, ao longo dos anos, diversos sistemas de classificação para os vírus têm sido propostos. Por volta de 1960, com a utilização do microscópio eletrônico, vírus de diferentes formas, tamanhos e composição eram conhecidos. Em 1962, Lwoff, Robert W. Horne e Paul Tournier desenvolveram um esquema de classificação dos vírus (bacterianos, vegetais ou animais) com base no sistema hierárquico de Lineu, que consistia em filo, classe, ordem, família, gênero e espécie. Apesar de estes sistemas terem sido posteriormente abandonados pelos virologistas da época. No entanto, este sistema proposto por Lwoff et al. foi importante, pois sugeria que os vírus deveriam ser agrupados por suas próprias semelhanças e não com base nas propriedades das células ou organismos que estes infectavam. Posteriormente, uma nova classificação foi proposta pautada na natureza do ácido nucleico utilizado como genoma. Desde então, quatro características virais têm sido utilizadas na classificação de todos os vírus identificados:

■ Natureza do ácido nucleico carregado dentro da partícula viral (DNA ou RNA).

■ Simetria do capsídeo (capa proteica envoltória do genoma viral).

■ Presença ou ausência de membrana lipídica (envelope viral).

■ Dimensões das partículas virais e capsídeos.

Com base nestas características, os vírus podem ser agrupados em diferentes famílias, como representado pela Figura 1-4.
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Fig. 1-4. Classificação viral de Baltimore. A classificação de Baltimore é baseada na natureza do ácido nucleico constituinte do genoma e na estratégia de replicação viral. O dogma central desta classificação é o fato de que, independentemente da estratégia de replicação utilizada, todos os vírus, obrigatoriamente, convertem seus genomas em RNAm (RNA mensageiro) com polaridade positiva que será utilizado pela maquinaria celular de tradução para a produção das proteínas virais. Nesta imagem representamos o RNAm com polaridade positiva no centro de todas as classes virais. Os RNAs com polaridade positiva (+) são representados pela cor preta e seus complementares negativos pela cor cinza (-). Já as moléculas de DNA com polaridade positiva (+) são representados pela cor azul-escuro e seus complementares negativos pela cor azul-claro (-). As moléculas dupla-fita de RNA ou DNA são representadas pela junção das duas fitas. Os quadrados vermelhos denotam as classes enumeradas por Baltimore segundo a natureza do genoma classe I (vírus DNA dupla-fita); classe II (vírus DNA fita simples); classe III (vírus RNA dupla-fita); classe IV (vírus RNA fita simples positiva); classe V (vírus RNA fita simples negativa); classe VI (retrovírus, vírus genoma RNA fita positiva com intermediário de DNA dupla-fita) e classe VII (vírus genoma dupla-fita de DNA com intermediário de RNA).

Desde o último relatório do Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), em 2009, aproximadamente 30.000-40.000 diferentes vírus foram identificados em bactérias, plantas ou animais. Estes vírus foram catalogados em 6 ordens, 87 famílias, 19 subfamílias, 348 gêneros e 2.285 espécies. Esta lista é atualizada anualmente e informações mais recentes podem ser obtidas on-line (www.ictvonline.org).

Os relatórios do ICTV ainda descrevem agentes subvirais como vírus satélites, viroides e príons, além de uma lista de outros agentes virais os quais as informações disponíveis são insuficientes para uma classificação correta.

Satélites são compostos de ácidos nucleicos que necessitam ser complementados por outros vírus (helper) para se multiplicarem em uma célula. Em geral são pequenos, constituídos de uma única molécula de RNA como genoma, mas que perdeu importantes genes para completarem o ciclo replicativo. Sendo assim, dependem da presença de outro vírus coinfectando a mesma célula para gerarem partículas virais viáveis. Quando um agente satélite codifica suas próprias proteínas de capa que recobrem seu próprio genoma estes são chamados de vírus satélites. Um exemplo de vírus satélite é o vírus da hepatite delta, que necessita de uma coinfecção com o vírus da hepatite B para sua multiplicação.

Já os viroides são os menores agente virais descritos, sem capsídeo, contendo moléculas de RNA fita simples como genoma e que replicam de maneira autônoma quando introduzidos em células vegetais. Um exemplo de viroide é o agente infeccioso que infecta, de maneira letal, palmeiras de coco. Este viroide possui importância econômica visto que pode dizimar largas plantações de coco. As moléculas de RNA dos viroides são ribozimas funcionais e esta atividade é necessária à sua replicação. Ribozimas são moléculas de RNA com atividade catalítica.

Já os príons são agentes infecciosos compostos apenas por proteínas sem ácidos nucleicos como genoma. Estes agentes infecciosos são responsáveis pelas encefalopatias espongiformes transmissíveis (TSE, do inglês, transmisible spongiform encephalopathies) que são doenças raras, porém fatais, que podem gerar sintomas neurodegenerativos tanto em homens como em outros mamíferos. Esta doença é também conhecida como “mal da vaca louca”, doença em que o indivíduo pode-se tornar infectado pela ingestão de carne bovina infectada. A infecção envolve mudanças conformacionais da glicoproteína do príon PrP, que pode se depositar nos neurônios e causar encefalopatia. Além disso, a proteína PrP que apresenta conformação alterada (PrPsc), além de ser resistente à protease celular, pode direcionar a mudança conformacional das demais proteínas nativas PrP em um ciclo de infecção. Os príons são os menores agentes infecciosos descritos e seu isolamento e a elucidação dos mecanismos patogênicos desta doença rendeu ao pesquisador Stanley B. Prusiner o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1997.

Segundo a nomenclatura proposta pelo ICTV, as diferentes famílias virais recebem nomes em latim que são reconhecidos pela inicial em maiúscula e termina com o sufixo –viridae. Podemos citar, por exemplo, a família de vírus Parvoviridae, sendo que os vírus pertencentes a esta família podem ser chamados de parvovírus. As subfamílias são reconhecidas pelo sufixo -virinae. O conceito de espécie nos vírus é difícil de definir. Depois de muita controvérsia, em 1991, os membros do ICTV definiram a seguinte proposta para espécie viral como proposto por Regenmortel: “espécie viral deve ser definida como uma classe constituída de uma estirpe ou variantes virais com a mesma estratégia de replicação e ocupando um nicho ecológico particular”.

SISTEMA DE BALTIMORE PARA CLASSIFICAÇÃO DOS VÍRUS

A partir dos avanços da biologia molecular, genética e cultura de células, vários genomas virais têm sido elucidados nas últimas décadas. Hoje sabemos que, geralmente, células procarióticas e eucarióticas possuem, no seu genoma de DNA, genes que são responsáveis pela produção de RNA pelo processo de transcrição que serão posteriormente utilizados como mensageiros para a tradução das proteínas (tradução). Este fluxo de informação (DNA→RNA→proteína) compõe o dogma central da informação proposto por Francis Crick após a descoberta da estrutura de DNA em 1953. No entanto, os vírus burlam este dogma central da biologia utilizando, muitas vezes, moléculas de RNA como genoma incorporado na partícula. O conceito de genoma em virologia é atribuído à natureza química (DNA ou RNA) da molécula do ácido nucleico incorporada na partícula durante o brotamento das células.

Apesar desta contradição, todos os vírus necessitam de moléculas de RNA para direcionar a síntese de proteínas virais utilizando o mesmo sistema de ribossomos, RNAs transportadores e aminoácidos envolvidos no processo de tradução das células infectadas. Sendo assim, David Baltimore, em 1971, propôs um novo sistema de classificação de vírus com base na natureza química do seu genoma e no seu mecanismo de replicação. Basicamente, os vírus podem ser classificados, segundo Baltimore, como vírus de genoma de DNA ou RNA. No entanto, existem variações destes conceitos; uma delas é o genoma poder ser uma fita de RNA positiva ou negativa. Por convenção, uma fita de RNA é considerada como polaridade positiva se esta contém todas as informações necessárias à tradução e pode ser utilizada diretamente pela maquinaria de tradução para gerar as proteínas. As fitas de RNA complementares à fita de RNA positiva são chamadas de negativas e necessitam ser antes replicadas em fitas de RNA positivas antes de serem utilizadas como molde para a tradução de proteínas. Os mesmos conceitos são utilizados para as fitas de DNA positivas e seus complementares negativos.

Segundo a classificação de Baltimore, os vírus de genoma contendo dupla-fita de DNA (DNA±) são agrupados na Classe I. O DNA genômico desta classe de vírus é internalizado no núcleo das células e é imediatamente transcrito em RNAm por enzimas celulares para a posterior tradução das proteínas virais. Posteriormente, durante a replicação viral, as proteínas estruturais são sintetizadas e reunidas para a montagem e brotamento das partículas virais. Exemplos: adenovírus, herpes-vírus e poxvírus.

Os vírus com genoma de DNA fita simples são agrupados na Classe II segundo classificação de Baltimore. Estes vírus necessitam sintetizar uma fita complementar de DNA antes de sintetizar as fitas de RNA utilizadas durante a tradução das proteínas virais. Exemplo: parvovírus.

Os vírus com genoma de dupla-fita de RNA são agrupados na Classe III. Neste caso os vírus possuem como genoma moléculas de RNA com polaridade positiva e negativa. Sendo assim, a fitas de RNA negativa necessitam ser antes replicadas em fitas positivas antes de serem utilizadas durante a tradução das proteínas virais. De fato, estes vírus codificam uma RNA polimerase dependente de RNA, utilizada durante a fita de RNA de polaridade positiva. Exemplo: reovírus.

Já os vírus contendo genoma de fita simples de RNA com polaridade positiva (RNA+) são agrupados na Classe IV, segundo a classificação de Baltimore. Neste caso, o genoma destes vírus pode ser utilizado diretamente para a tradução das proteínas virais. De fato, assim que o genoma destes vírus é internalizado nas células, este é utilizado na tradução para gerar proteínas virais como a RNA polimerase viral dependente de RNA (replicase) capaz de sintetizar moléculas de RNA fita negativa complementares ao genoma de RNA fita positiva. As moléculas de RNA de polaridade negativa são posteriormente utilizadas como molde para a geração de mais moléculas de RNA genômico de fita positiva que, por sua vez, serão incorporadas nas partículas virais durante o brotamento. Exemplos: picornavírus e togavírus.

Os vírus com genoma de RNA de fita simples com polaridade negativa (RNA-) são agrupados na Classe V. Estes vírus carregam suas próprias RNA polimerases dependentes de RNA associadas ao RNA genômico viral dentro das partículas virais. Desta forma, quando são internalizados nas células, primariamente, são sintetizadas moléculas de RNA fita positiva complementar ao genoma que poderão ser utilizadas na produção de proteínas virais. Exemplo: ortomixovírus.

Os retrovírus são agrupados na Classe VI. Estes possuem genoma de fita de RNA com polaridade positiva e carregam em suas partículas virais uma enzima viral chamada transcriptase reversa (TR) capaz de sintetizar fitas de DNA negativa e positiva complementares ao genoma de RNA. O genoma de RNA incorporado nas partículas virais é diploide (duas moléculas de RNA fita simples com polaridade positiva). A dupla-fita de DNA gerada pela atividade da TR é posteriormente direcionada ao núcleo da célula hospedeira, onde será integrada no genoma celular por meio da atividade da integrase viral. A geração de novas moléculas de RNA genômico viral e RNAs virais com polaridade positiva utilizadas durante a tradução das proteínas virais é realizada pela própria RNA polimerase celular por processo de transcrição. Exemplo: retrovírus.

Por fim, a Classe VII engloba os vírus que possuem como genoma uma dupla-fita de DNA, no entanto, passam por um intermediário de RNA durante seu ciclo replicativo, portanto, também codificam uma transcriptase reversa para gerarem o genoma de DNA dupla-fita que será incorporado nas partículas virais nas fases finais do ciclo replicativo. Exemplo: hepadnavírus.

ESTRUTURAS VIRAIS

Como citado anteriormente, outras características como morfologia, estrutura e tamanhos também são consideradas na classificação dos vírus. Com a introdução da microscopia eletrônica, muitos vírus tiveram suas morfologias e estruturas resolvidas com maior poder de resolução.

SIMETRIA DO CAPSÍDEO

Os genomas virais são encapados por uma cobertura de proteínas envoltórias chamada de capsídeo. Capsídeos virais são constituídos de unidades proteicas simétricas e montadas de forma que maximizem o contato entre estas unidades e envolvam todo o material genômico viral. A simetria e a forma final do capsídeo viral dependem da estrutura de suas unidades formadoras. Três tipos básicos de estrutura de capsídeos virais já foram descritos: com simetrias helicoidal, icosaédrica ou complexa. De fato, desde 1956, Francis Crick já havia relatado que as partículas virais observadas com o microscópio eletrônico apresentavam formas esféricas ou alongadas.

As unidades proteicas em um capsídeo viral são mantidas por ligações não covalentes a fim de permitir a liberação do ácido nucleico viral ao mesmo tempo que consegue manter a estabilidade e rigidez dos vírus fora das células. O conjunto de capsídeo e genoma viral é chamado de nucleocapsídeo.

A simetria icosaédrica é caracterizada pela presença de unidades proteicas com conformação triangulares. De fato, a maneira mais econômica de construir uma capa protetora esférica com o menor consumo de energia é a montagem de 20 triângulos equiláteros formando 12 vértices na estrutura final, semelhante a um icoságono.

Na simetria helicoidal as unidades proteicas constituintes do capsídeo se organizam de maneira planar que, posteriormente, se enrolam na forma de um cilindro ou tubo ao redor do genoma viral. Capsídeos helicoidais podem ser rígidos ou flexíveis, dependendo do arranjo que as unidades proteicas adquirem no espaço. Em geral, todos os vírus animais com simetria de capsídeo helicoidal também são envelopados.

Alguns vírus possuem características distintas dos capsídeos helicoidais ou icosaédricos e são chamados de vírus complexos. Estes possuem estrutura de capsídeo complexa como o exemplo apresentado por poxvírus que apresentam uma estrutura de membrana lipoproteica circundando um core ou cerne na forma de haltere. O core ou cerne é formado pelo ácido nucleico e as proteínas virais envolvidas na replicação. Na Figura 1-5 apresentamos os diferentes tipos de simetria de capsídeo descritos acima.
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Fig. 1-5. Tipos de estruturas virais e suas características. Nesta imagem mostramos diferentes estruturas virais e capsídeos. Os vírus com simetria icosaédrica possuem capsídeos constituídos de unidades proteicas virais que se arranjam de maneira a formar triângulos equiláteros que, posteriormente, se organizam em 20 faces, caracterizando 12 vértices na forma final de um icoságono. Vírus com estrutura helicoidal possuem genoma envolvido por subunidades do capsídeo viral organizados na forma de hélice. Por consequência, estes vírus possuem formas mais alongadas. Os vírus com estrutura complexa possuem um core ou cerne envolvendo o genoma, além de proteínas virais envolvidas na replicação. Estes vírus são envelopados e possuem duas membranas oriundas do processo de brotamento intracelular destes vírus. Na imagem ainda citamos exemplos de gêneros virais envolvidos em cada simetria apresentada.

ENVELOPE VIRAL

Muitos vírus animais são envoltos por um envelope, constituído de membrana lipídica oriunda da célula. A aquisição deste envelope viral se dá através do brotamento das partículas virais a partir das membranas celulares. Neste momento, o envelope viral é adquirido. Em geral, os vírus envelopados possuem proteínas inseridas no seu envelope geradas a partir do direcionamento das proteínas virais para sítios celulares de membrana.

Como dito anteriormente, o envelope viral é formado pela bicamada lipídica celular obtida pelo processo de brotamento viral. Esta membrana é composta por fosfolipídeos, que são moléculas que possuem uma longa cadeia de ácidos graxos unidas a uma cabeça composta por moléculas negativamente carregadas, conferindo a estas moléculas um caráter anfipático (moléculas com caráter tanto polar quanto apolar ou, ainda, hidrofílicas e hidrofóbicas). A composição dos lipídeos constituintes do envelope viral é variada, dependendo da origem da membrana obtida durante o brotamento viral. Desta forma, diversos vírus podem brotar diretamente na membrana plasmática quando ou no interior de vesículas lipídicas internas nas células. Outro constituinte do envelope viral inclui proteínas embebidas na camada bilipídica, na sua maioria glicoproteínas.

PROTEÍNAS VIRAIS

Na sua jornada celular, os vírus codificam várias proteínas necessárias a seu ciclo replicativo. Em geral, os vírus não codificam ou carregam ribossomos em suas partículas virais, sendo, portanto, necessário utilizar toda a maquinaria celular para a tradução de suas proteínas. Como dito anteriormente, este fato obriga aos diversos vírus a capacidade de produzir RNAs mensageiros (RNAm) que possam ser utilizados como molde pela maquinaria de tradução celular para síntese de proteínas virais. De fato, muito destes RNAs virais possuem os mesmos sinais e sequências de ligação a fatores celulares envolvidos na tradução celular.

Em geral, as proteínas virais podem ser classificadas em quatro grupos:

■ Proteínas estruturais.

■ Proteínas do envelope viral.

■ Enzimas virais.

■ Proteínas acessórias ou regulatórias.

As proteínas estruturais são produzidas pelos vírus durante a fase tardia do ciclo replicativo viral e são envolvidos na formação do capsídeo, core (cerne) ou matriz viral que envolvem os ácidos nucleicos virais e garantem a estabilidade da partícula no meio extracelular.

As proteínas do envelope viral são codificadas pelo genoma viral, sintetizadas pela maquinaria celular e direcionadas a membranas de vesículas ou membrana plasmática via retículo endoplasmático e complexo de Golgi. Em sua maioria são glicoproteínas que recebem moléculas de oligossacarídeos (açúcar) no interior destes compartimentos celulares. Tais proteínas são utilizadas no processo de reconhecimento de novas células e governam a fusão e entrada do vírus nas infecções subsequentes.

Glicoproteínas virais são proteínas integrais de membrana embebidas na bicamada lipídica por domínios transmembranares. Em geral, são oligoméricas, variando em sua composição. As subunidades geralmente são mantidas unidas por meio de interações não covalentes. No exterior das partículas virais estas proteínas formam espículas (Spikes) responsáveis pela interação com receptores celulares. A hemaglutinina A (HA) de vírus influenza foi a primeira glicoproteína viral a ser descrita.

O envelope de vírus complexos como: ortomixovírus, herpes-vírus e poxvírus possuem proteínas de envelope com vários domínios intramembranares que não se estendem para a parte externa da partícula viral.

As enzimas virais são as diversas proteínas virais com atividade enzimática. Estas enzimas catalisam atividades frequentemente necessárias à replicação viral, como: síntese do genoma viral (RNA ou DNA), clivagem de precursores proteicos (protease), remodelamento de moléculas de RNA (RNA helicases) e integração do genoma viral no genoma da célula hospedeira (integrase). Dentre as enzimas virais envolvidas na replicação do genoma viral podemos citar a RNA polimerase dependente de RNA (replicases), capaz de sintetizar moléculas de RNA utilizando como moldes moléculas de RNA viral, necessárias aos vírus de genoma de RNA. Além disso, podemos citar a transcriptase reversa, capaz de sintetizar moléculas de DNA a partir do RNA genômico viral dos retrovírus. Alguns vírus, como vaccínia, codificam, ainda, uma RNA polimerase dependente de DNA muito semelhante às RNA polimerases celulares. Neste último caso, existe a necessidade de uma RNA polimerase dependente de DNA em razão da replicação destes vírus ser citoplasmática, enquanto as RNA polimerases celulares se encontram confinadas no núcleo.

Alguns vírus podem, ainda, possuir proteínas adicionais que são consideradas acessórias ou regulatórias importantes para que estes mantenham seu ciclo replicativo. Dentre estes, incluem ativadores transcricionais como Tat de HIV-1, responsável pela ativação da RNA polimerase II e elongação do RNA viral. Diversas outras proteínas virais podem intervir no ciclo celular preparando as células para a infecção, além de inibir a apoptose ou inibir a tradução de RNAs mensageiros celulares (shut off) promovendo a tradução específica de RNAs virais. Outro exemplo é a presença das proteínas tegumentares de herpes-vírus representado pela proteína VP16. Esta proteína atua como ativador transcricional regulando as fases iniciais do ciclo replicativo do vírus. Esta proteína é encontrada em altas concentrações no tegumento viral, visto que é utilizada nas fases iniciais da infecção de uma nova célula, sendo necessário que o vírus a transporte dentro da partícula viral.

ETAPAS DO CICLO REPLICATIVO VIRAL

De maneira geral, o ciclo replicativo viral pode ser dividido em três etapas: entrada, montagem e brotamento. Alguns vírus possuem ciclos replicativos mais complexos, como é o caso dos retrovírus, que ainda possuem a etapa de integração do genoma viral no genoma da célula hospedeira, além do processo de maturação da partícula viral.

LIGAÇÃO E ENTRADA

As etapas iniciais são caracterizadas pelo processo de entrada da partícula viral no interior da célula. Para iniciar a replicação o vírus precisa, inicialmente, aderir à membrana plasmática da célula hospedeira. Neste processo, proteínas virais podem reconhecer e interagir com proteínas da membrana plasmática celular, que atuam como receptores. Para alguns vírus a interação das partículas virais aos receptores celulares é suficiente para promover o processo de entrada na célula hospedeira. Em outros vírus a interação com os receptores celulares não é suficiente, sendo necessária a interação com moléculas da superfície celular que atuam como correceptores, promovendo a fusão da partícula viral com a membrana celular.

A interação de proteínas virais aos receptores celulares caracteriza o processo de tropismo celular. Este processo é caracterizado pela habilidade de um determinado vírus infectar uma célula ou tecido em particular. Por exemplo, poliovírus é capaz de infectar primatas e células de primata em cultura, mas não é capaz de infectar células de rato ou camundongo, determinando que estes vírus são espécie-específicos. Diversos receptores celulares já foram identificados e sua interação com as partículas virais caracterizada, como por exemplo: a ligação de hantavírus a receptores celulares β-integrinas; a interação de herpes simples vírus tipo 1 à molécula de superfície celular heparano sulfato; a interação de influenza A, B e C a moléculas de ácido siálico e, por último, a interação de HIV-1 com os receptores CD4 e correceptores CXCR4 e CCR5, responsáveis por determinar o tropismo deste vírus por linfócitos T-CD4 positivos.

Após a ligação da partícula viral à superfície da célula, esta pode ser internalizada por diferentes processos: endocitose mediada por receptor; fusão direta do envelope viral com a membrana plasmática celular liberando o capsídeo viral; ou ainda, através de abertura de poros na membrana plasmática celular por proteínas virais conhecidas como porinas ou perfurinas.

Uma vez no interior das células, os vírus sofrem um processo chamado de desnudamento ou uncoating. Neste processo, o genoma viral do vírus perde o envelope ou capsídeo viral apesar de, em muitos dos casos, o genoma viral manter-se associado a proteínas virais. O processo de desnudamento pode ser realizado diretamente na membrana plasmática celular, ou ao longo do citoplasma, no caso de viroses que possuem ciclo replicativo nuclear. Neste caso, existe a necessidade da interação do genoma viral e proteínas virais com proteínas do citoesqueleto celular e motores moleculares para direcionar tais complexos virais para seu destino final. Os vírus internalizados por endocitose utilizam o sistema de membranas e vesículas celulares durante o tráfego celular. No entanto, muitos destes vírus escapam de tais vesículas antes da acidificação destas e transformação em lisossomos, que podem degradar as proteínas e genoma viral.

REPLICAÇÃO E MONTAGEM

Após a etapa de entrada, os RNAs virais devem ser gerados para a tradução e produção das proteínas virais. Muitas destas proteínas virais, inclusive, são envolvidas na replicação do genoma viral. Em geral, os RNAs virais, assim como os RNAs mensageiros celulares podem ser processados pela adição de cap na sua extremidade 5’, poliadenilados na sua extremidade 3’ e sofrerem splicing. Tais RNAs virais podem ser gerados por RNAs polimerases virais RNA dependentes, ou mesmo RNA polimerases celulares. Uma vez sintetizados, os RNAs virais são direcionados para a tradução de proteínas virais no citoplasma ou em nível de retículo endoplasmático, para o caso específico de glicoproteínas que constituirão o envelope viral.

Durante o processo de montagem as proteínas estruturais dos vírus envolvidas na formação do capsídeo são sintetizadas, agrupadas e direcionadas aos sítios de brotamento. O processo de montagem é extremamente complexo e requer a interação e agregação das proteínas que constituem os capsídeos ou núcleo-capsídeos, além da incorporação do genoma viral e aquisição do envelope viral contendo as glicoproteínas, no caso dos vírus envelopados. Em geral, este é um processo altamente específico e coordenado, além de direcionado aos diferentes compartimentos celulares.

Muitas proteínas virais (estruturais ou enzimas) podem ser inicialmente sintetizadas como precursores polipeptídicos que serão posteriormente clivados por proteases virais ou celulares em suas subunidades funcionais. Diversos vírus possuem seus processos de montagem associados à rede de membranas celulares ou vesículas. Em alguns casos, o próprio genoma viral pode promover a agregação das proteínas estruturais propiciando a geração do capsídeo ao redor do genoma viral. Um exemplo é o RNA genômico de HIV, que promove a agregação das proteínas estruturais Gag durante a formação do capsídeo imaturo. As proteínas virais podem, ainda, receber modificações celulares que a direcionam a sítios específicos dentro da célula, como é o caso da adição de ácido mirístico (meristilação) em proteínas estruturais que as direcionam para a membrana plasmática, promovendo o brotamento. A incorporação do genoma viral é uma das etapas do processo de montagem e garante que as partículas virais não brotem vazias. Esta incorporação é garantida por sinais no genoma viral que são reconhecidos por proteínas virais e direcionam sua incorporação. Um exemplo interessante é o processo de montagem das partículas dos vírus com genoma de RNA segmentado, como é o caso de influenza. Estes vírus possuem 8 fitas de RNA genômicos que precisam ser incorporadas dentro da partícula viral para garantir o sucesso de novas infecções.

BROTAMENTO E MATURAÇÃO

O brotamento viral é caracterizado pela estrutura do vírus, se este é envelopado ou não, ou, ainda, se seu ciclo replicativo é citoplasmático ou nuclear. No caso dos vírus envelopados o brotamento pode ocorrer na região da membrana plasmática ou em membranas intracelulares. Em geral, o brotamento e liberação de partículas virais envolvem a interação de proteínas virais com proteínas celulares envolvidas no processo de exocitose. Estas interações induzem a curvatura da membrana plasmática e posterior liberação das partículas virais no meio extracelular. O brotamento de vírus não envelopados geralmente é acompanhado de lise e morte celular. Em casos mais específicos, como o de herpes-vírus, o processo de montagem das partículas virais é realizado dentro do núcleo.

Após a liberação das partículas, muitos vírus passam por etapas adicionais de maturação. Nestes casos, as partículas virais são liberadas imaturas no meio extracelular e, para se tornarem infecciosas, precisam passar por processos de maturação, onde proteases virais incorporadas na partícula viral disparam uma cascata de reações de proteólise responsável pela formação do capsídeo viral. Este é um processo bem descrito para os retrovírus.

Desta forma, as novas partículas virais maduras no meio extracelular podem infectar novas células completando o ciclo replicativo.
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INTRODUÇÃO

Em laboratórios de virologia, a manipulação de agentes biológicos com potencial infeccioso pode representar risco de infecções inadvertidas ou a disseminação de importantes enfermidades, tanto para o homem quanto para os animais. As mudanças ocorridas no mundo em relação ao trabalho e, especialmente, envolvendo os processos desenvolvidos na área da saúde, com o incremento de pesquisas sobre novas tecnologias de diagnóstico e tratamento, bem como o uso de vários produtos químicos, os acúmulos de resíduos perigosos, além da exigência cada vez maior sobre os indivíduos que atuam nessas áreas, têm acarretado agravos ocupacionais. Esta temática traz a necessidade de estudos sobre a formação em biossegurança dos indivíduos que atuam nestes ambientes.

Neste contexto, os laboratórios de virologia são ambientes de trabalho com características bastante peculiares e onde convivem no mesmo espaço pessoas, equipamentos, reagentes, soluções, microrganismos, amostras, entre outros. Com isso pode haver a exposição das pessoas que neles trabalham e transitam aos diferentes riscos, principalmente aqueles relacionados com as enfermidades infecciosas virais. A biologia molecular aplicada à virologia surge ampliando as áreas de pesquisa, diagnóstico e tecnologia, como, por exemplo, a engenharia genética, com a criação de novos vírus a partir de segmentos de ácidos nucleicos virais já conhecidos. Este fato vem conduzindo à ampla responsabilidade social, ética e moral sobre a questão da biossegurança e do risco que novos processos podem implicar sobre os seres vivos e o meio ambiente.

O termo biossegurança, etimologicamente, provém do radical grego bio, que significa vida, e da palavra segurança, que indica vida livre de perigo e dano. De maneira geral, pode ser considerada como um conjunto de ações que contribui para a segurança das pessoas.

No Brasil existem duas vertentes da biossegurança: a legal e a praticada (Fig. 2-1). A primeira está voltada à manipulação de organismos geneticamente modificados e de células-tronco, regulamentada pela Lei nº 11.105/05.1 A segunda está associada aos riscos físicos, químicos, biológicos, ergonômicos e de acidentes encontrados nos ambientes laborais, amparada principalmente pelas leis que abrangem a segurança e saúde ocupacional (Lei nº 6514/1977),2 as normas regulamentadoras do Ministério do Trabalho e Emprego (Portaria nº 3214/1978),3 Lei Orgânica de Saúde (Lei nº 8080/1990),4 Lei de Crimes Ambientais (Lei nº 9605/1998),5 Resoluções da Agência Nacional de Vigilância em Saúde (ANVISA) e do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), entre outras publicações envolvendo o tema.6-10
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Fig. 2-1. Vertentes da biossegurança no Brasil. (Fonte: Modificada de Costa.)7

O conceito de biossegurança tem sido cada vez mais difundido, valorizado e aplicado nos diferentes ambientes de trabalho, à medida que os diversos profissionais envolvidos nas distintas atividades conhecem os riscos e os métodos de prevenção. No Quadro 2-1 apresenta-se alguns dos conceitos de biossegurança referenciados em diferentes publicações.

Quadro 2-1. Definições de Biossegurança








	É o conjunto de ações voltadas à prevenção, minimização ou eliminação de riscos inerentes às atividades de pesquisa, produção, ensino, desenvolvimento tecnológico e prestação de serviços, visando à saúde do homem, dos animais, a preservação do meio ambiente e a qualidade dos resultados
	Teixeira e Valle8




	Conjunto de medidas técnicas, administrativas, educacionais, médicas e psicológicas, empregadas para prevenir acidentes em ambientes biotecnológicos
	Costa11




	É uma doutrina de comportamento que visa o alcance de atitudes e condutas que diminuam os riscos do trabalhador de locais de saúde (hospitais, clínicas, hemocentros etc.), de adquirir infecções ocupacionais
	Moreira (1997) apud Costa7




	Ciência voltada para o controle e minimização de riscos advindos da prática de diferentes tecnologias em laboratório ou aplicadas ao meio ambiente, assegurando o avanço dos processos tecnológicos e protegendo a saúde humana, animal e o meio ambiente
	Neves12






Fonte: Adaptado de Costa.7

HISTÓRICO

Relatos de infecções adquiridas em laboratórios têm sido observados durante a história da ciência, aos quais destacamos alguns episódios relevantes.

No século 19, surgiram vários relatos notificando os casos de tifo, cólera, brucelose e tétano, entre outras enfermidades infecciosas, contraídas no ambiente de trabalho.

Em 1941, Meyer & Eddie13 constataram 74 casos de brucelose ocupacional em laboratórios de pesquisa atribuídos, basicamente, à utilização de técnicas incorretas para a manipulação dos agentes infecciosos.

De 1930 a 1976 Sukin & Pike14 divulgaram pesquisas abordando o tema sobre as infecções adquiridas no ambiente laboratorial, incluindo enfermidades como: brucelose, tuberculose, hepatite, tifo, tularemia e encefalites virais. A exposição aos aerossóis durante a manipulação das amostras contendo agentes infecciosos foi considerada a principal via de contaminação laboral, seguida pelo uso indevido de materiais da rotina laboratorial, tais como: pipetas, seringas e agulhas.

Em 1967, Hanson et al.15 constataram mais de 400 casos de infecção por arbovírus em laboratório. Posteriormente, na década de 70, surgiram as primeiras regulamentações laboratoriais voltadas para a saúde ocupacional, realizadas nos EUA pelo National Institute of Health (NIH) e pelo Center for Diseases Control (CDC), que em 1974 estabeleceu uma classificação dos riscos para os agentes etiológicos. A obra continua sendo referência para estudos de biossegurança.16

Em 1974, Skinhoj17 e, em 1976, Harrington & Shannon18 demonstraram que os profissionais de laboratórios clínicos obtiveram maiores índices de doenças infecciosas como: tuberculose, hepatite B e shigelose do que a população em geral. Em 1975, foi realizada a conferência de Asilomar (Califórnia/EUA) sendo discutidos pela primeira vez, os riscos e os benefícios da ciência envolvendo a engenharia genética, visando a proteção dos pesquisadores. Neste mesmo ano, no Brasil, houve a formalização de uma vertente da biossegurança, envolvendo as pesquisas com os organismos geneticamente modificados (OGM) e as células-tronco, sendo considerada uma área mais específica do conhecimento científico, denominada de biossegurança legal. Nos EUA, em 1976, surgiram as primeiras normatizações sobre biossegurança elaboradas pelo NIH.

Na década de 1980 surgiram os primeiros manuais de biossegurança, sendo publicado em 1983 o primeiro manual elaborado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em nível internacional. O manual de segurança biológica em laboratório visava estimular os países a aceitar e introduzir os conceitos básicos de segurança biológica bem como elaborar códigos nacionais de procedimentos para o manuseio seguro dos microrganismos patogênicos nos laboratórios. No Brasil, em 1984, a Fiocruz e outras instituições de saúde iniciaram a disseminação dos fundamentos de biossegurança por meio de diversas publicações científicas e da realização de cursos e treinamentos na área. Em 05 de janeiro de 1995 houve a regulamentação da biossegurança com a publicação da Lei nº 8.974,19 que instituía a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio), o Certificado de Qualidade em Biossegurança (CQB) e as Comissões Internas de Biossegurança (CIBio). Com a CTNBio houve o estabelecimento de instruções para o gerenciamento e normatização do trabalho com a engenharia genética, incluindo pesquisa, produção e comercialização de OGM de modo a proteger a saúde do homem, animais e meio ambiente no território brasileiro.

Em 1999 foi fundada, por um grupo de cientistas, a Associação Nacional de Biossegurança (ANBio) tendo por objetivos a difusão das informações sobre os avanços da biotecnologia moderna e de seus mecanismos de controle. Em 2003, foi criado o Conselho Nacional de Biossegurança (CNBS), para formular e implementar a Política Nacional de Biossegurança (PNB) e incluir informações adicionais à Lei 8.974/95 referentes aos OGM. Em março de 2005 foi sancionada a Lei nº 11.105/051 (Lei de Biossegurança) que trata da manipulação de DNA e das pesquisas com as células-tronco.

A Portaria nº 178,20 de 4 de fevereiro de 2009, instituiu, no âmbito da Comissão de Biossegurança em Saúde do Ministério da Saúde (CBS/MS), um grupo de trabalho para revisar e atualizar a classificação de risco dos agentes biológicos, aprovada pela Portaria nº 1.608,21 de 5 de julho de 2007.

A partir de então, várias publicações nacionais e internacionais contemporâneas vêm consolidando a biossegurança como uma nova área do conhecimento científico.

PRINCÍPIOS DE BIOSSEGURANÇA

A biossegurança e a segurança biológica aplicadas à virologia básica e molecular referem-se ao emprego do conhecimento, das técnicas e dos equipamentos com a finalidade de prevenir a exposição do profissional, do laboratório, da comunidade e do meio ambiente, aos agentes virais potencialmente patogênicos. Para isso estabelecem as condições seguras para a manipulação e a contenção de agentes infecciosos virais, que devem envolver: os equipamentos de segurança, as técnicas e práticas de laboratório, o projeto e a construção do laboratório, além da gestão administrativa. Todos são integrantes fundamentais de um programa de biossegurança (Fig. 2-2).
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Fig. 2-2. Princípios de biossegurança em laboratórios de virologia básica e molecular.

Equipamentos de Segurança (Barreiras Primárias)

Os equipamentos de segurança são considerados como barreiras primárias de contenção e, juntamente, com as boas práticas em laboratório, visam a proteção do trabalhador e do ambiente laboratorial.9,10 Estão classificados como equipamentos de proteção individual (EPI) e coletiva (EPC). Dentre os EPI mais utilizados em laboratórios de virologia destacam-se: jalecos, luvas, óculos de proteção, calçados fechados com solas antiderrapantes, entre outros e EPC: cabines de segurança biológica, lava-olhos, chuveiros de descontaminação, extintores de incêndio, entre outros.10 Cada profissional deve receber as informações necessárias sobre o manuseio e a conservação adequados destes equipamentos, obedecendo sempre os prazos de validades determinados pelos fabricantes.

Técnicas e Práticas de Laboratório

Os trabalhadores que manipulam agentes infecciosos virais devem ser qualificados para realizar as atividades, para tanto necessitam receber treinamento e atualizações, constantemente, em relação às técnicas de biossegurança.22,23 Cada unidade deve desenvolver seu próprio manual de biossegurança, identificando os riscos e os procedimentos, com o objetivo a prevenção de garantir a segurança dos profissionais, dos recintos do laboratório, dos procedimentos técnicos, além de preservar a saúde da comunidade e o meio ambiente. As normas operacionais de trabalho nas áreas de risco devem estar escritas no manual de biossegurança, ficando à disposição de todos os que trabalham no local. Essas normas devem ser apresentadas claramente a todos os novos profissionais do laboratório, antes de iniciarem as suas atividades.

Projeto e Construção do Laboratório (Barreiras Secundárias)

Os laboratórios de virologia apresentam características diferenciadas, devido à grande variabilidade de atividades pertinentes a cada unidade. O projeto da infraestrutura e a construção das instalações do laboratório devem ser elaborados mediante a participação conjunta de especialistas, incluindo: os pesquisadores, técnicos do laboratório, arquitetos e engenheiros, de modo a estabelecer padrões e normas que assegurem as condições específicas de segurança de cada ambiente laboral.

Gestão Administrativa

No laboratório de virologia as práticas gerenciais e a organização do trabalho também são importantes aspectos de análise no estabelecimento de um programa de biossegurança.

Segundo Pereira et al.24 a gestão de biossegurança é o conjunto de princípios, estratégias, diretrizes e procedimentos que visam a minimizar os riscos que possam comprometer a saúde do homem, dos animais, do meio ambiente e a qualidade dos trabalhos desenvolvidos. Em cada laboratório é necessário realizar um levantamento detalhado dos agentes virais manipulados, das rotinas e das tecnologias empregadas, da infraestrutura disponível, identificar os principais riscos, e assim avaliar o nível de contenção que definirá as ações de biossegurança específicas a serem adotadas e que devem estar aliadas a um plano de educação continuada em biossegurança. Ressalta-se que para manipular os organismos potencialmente infecciosos, devem-se conhecer as leis federais, estaduais e municipais relativas à biossegurança.

A estrutura do sistema organizacional do laboratório de virologia (Fig. 2-3) também é considerada como um importante aspecto dos princípios da biossegurança. Este sistema é constituído pelos seguintes elementos:
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Fig. 2-3. Estrutura do sistema organizacional do laboratório de virologia básica e molecular. (Fonte: Adaptada de Pereira et al.)24

A) Entradas: composta pelos indivíduos (pessoas que participam das atividades laboratoriais rotineiras ou eventuais), equipamentos, reagentes e/ou soluções e informações.

B) Processos: o processo produtivo compreende todos os procedimentos operacionais, administrativos e de apoio.

C) Produtos: todos os resultados, bens e serviços gerados no laboratório.

As relações entre todos os integrantes deste sistema são influenciadas por vários aspectos, incluindo: a motivação dos indivíduos, a qualificação da equipe de trabalho, fatores ambientais e sociais, as normas e padrões preestabelecidos no laboratório, entre outros. Todos estes fatores irão refletir direta ou indiretamente sobre a qualidade dos produtos e serviços desenvolvidos.

Dentro deste contexto, o laboratório de virologia, para oferecer serviços de diagnóstico, necessita de profissionais qualificados e treinados, equipamentos científicos especializados, EPI e EPC, reagentes e soluções e informações técnico-científicas. Para a emissão do laudo, com os resultados das análises, são necessários procedimentos predefinidos pelas normas e padrões de qualidade. Os fatores ambientais e sociais, além da motivação e qualificação dos profissionais envolvidos nas atividades laboratoriais irão garantir a confiabilidade dos serviços prestados.

Quando se avalia a dinâmica existente no laboratório de virologia pode-se perceber a interconexão da biossegurança com todas as áreas envolvidas.

A evolução dos processos tecnológicos tem levado os profissionais do laboratório de virologia à exposição de diversos riscos ao exercer suas atividades rotineiras, especialmente os biológicos e químicos. A avaliação e o manejo dos riscos são imprescindíveis à demarcação de critérios e ações visando minimizar os riscos que podem afetar a saúde do homem, dos animais, do meio ambiente e a qualidade dos trabalhos desenvolvidos no laboratório.

RISCOS NO AMBIENTE LABORATORIAL

O risco denota incerteza em relação a um evento futuro, sendo definido como a probabilidade de ocorrer um acidente causando algum tipo de dano, lesão ou enfermidade ou a probabilidade de concretização de um perigo. Esta probabilidade confere o caráter dinâmico ao risco, sendo classificada como: alta: o dano ocorrerá sempre ou quase sempre; média: o dano ocorrerá em algumas ocasiões; ou, baixa: o dano ocorrerá raras vezes.

É importante ressaltar que a simples presença de um agente de risco em um laboratório não significa que, necessariamente, ocorrerá uma doença ou um acidente com os profissionais que ali trabalham. O risco que qualquer agente possa vir a apresentar vai depender da natureza do agente, maneira com que vai ser manipulado, armazenado, transportado, as condições do ambiente laboral, entre outros. Em diferentes recintos laboratoriais sempre há situações de perigo e risco; portanto é necessário sempre agir baseado no princípio básico da biossegurança, isto é, no princípio da precaução. A prevenção de acidentes demanda entre outras medidas principalmente o uso dos EPI e EPC adequados, treinamentos dos recursos humanos, bem como a adoção das normas e procedimentos de biossegurança.25,26

As medidas de prevenção de acidentes nos laboratórios de virologia estão focadas principalmente em preservar a saúde dos profissionais que atuam no laboratório. Alguns dos desafios para a realização de um trabalho seguro incluem a gestão de vários tipos de riscos, associados com a presença de múltiplos agentes infecciosos virais, a dificuldade de desenvolver ensaios para medir o potencial de amplificação de agentes patogênicos, o desenvolvimento de agentes recombinantes genéticos, dentre outros. Quando se trata de atividades de laboratório envolvendo a manipulação de materiais infecciosos ou potencialmente infecciosos, a determinação dos riscos e as condições para que ocorra algum acidente auxiliarão a detectar os níveis de biossegurança com a finalidade de reduzir e/ou minimizar o risco de exposição do trabalhador ou do ambiente a um agente.

De acordo com Hirata & Mancini Filho25 os riscos estão classificados em cinco modalidades, incluindo: físico, químico, biológico, ergonômico e de acidente (Fig. 2-4).
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Fig. 2-4. Classificação dos riscos encontrados no laboratório de virologia básica e molecular.

Risco Físico

As diversas formas de energia que os trabalhadores possam estar expostos, tais como: ruído, vibrações, pressões anormais de temperaturas extremas, radiações ionizantes, radiações não ionizantes, ultrassom, materiais cortantes e pontiagudos. Na atividade de rotina dos laboratórios de virologia existem diversos equipamentos, tais como: centrífugas, ultracentrífugas, ultrassom, freezers e ultrafreezers, bombas de vácuo, condicionadores de ar, capelas de fluxo de ar laminar, entre outros, que podem expor o laboratorista ao risco físico. O emprego da luz ultravioleta (UV) contidas nas lâmpadas germicidas, utilizada para a esterilização de materiais e na visualização de ácidos nucleicos em equipamentos de transiluminação, pode ocasionar graves danos oculares e epiteliais, como por exemplo, queimaduras e predispor o câncer de pele. No emprego de equipamentos que atinjam temperaturas muito baixas (como no caso dos ultrafreezers a -80ºC e botijões contendo nitrogênio líquido, os quais são amplamente empregados para conservar materiais biológicos e reagentes) também podem ocasionar queimaduras na pele. Em laboratórios que possuem vários equipamentos com emissão de ruídos acima dos 60 decibéis, as pessoas que ali trabalham devem utilizar os protetores auriculares a fim de evitar desconforto e uma possível lesão auditiva.

Alguns laboratórios de virologia são licenciados para manipular elementos radioativos (exemplo: 32P, 35S, 14C, 125I, 3H, entre outros), devendo haver maior controle na contenção do risco físico envolvendo os radioisótopos. O laboratorista deve realizar cursos de treinamento para manipulação, proteção radiológica e, periodicamente, realizar exames hematológicos para monitorar os níveis de radiação.

Risco Químico

Durante a realização de atividade laboral constituem exemplos de risco químico todas as substâncias, compostos ou produtos nas formas: de gases, vapores, poeiras, fumaças, fumos, névoas ou neblinas, as quais possam penetrar no organismo pela via respiratória, por contato pela pele e mucosas ou ser absorvidos por ingestão.

No laboratório de virologia existem diversos agentes químicos usados nas atividades de rotina, incluindo desde os compostos para preparar reagentes e soluções dos cultivos celulares até os diferentes tipos de testes de diagnóstico virológico. Além disso, cada vez mais as técnicas de biologia molecular têm sido aplicadas para diagnóstico, pesquisa e ensino da virologia e, também, utilizam diversos produtos químicos com potencial tóxico tais como os compostos utilizados para o processamento das amostras, para a extração dos ácidos nucleicos, nas técnicas de PCR e purificação de proteínas, nas eletroforeses etc. Os produtos utilizados na limpeza e desinfecção dos materiais, equipamentos e ambientes, além dos produtos de descarte dos resíduos gerados nestas atividades também fazem parte da rotina do laboratório. Em face disso, salienta-se que o ambiente de trabalho no laboratório de virologia é particularmente propício à existência de múltiplos riscos químicos aos profissionais.

Os riscos químicos podem ser agrupados conforme sua composição, propriedades físicas, efeitos nocivos para a saúde do manipulador e desta forma pode-se obter:

■ Contaminantes do ar: constituídos especialmente por poeiras, fumaça de diferentes origens, aerossóis, neblinas, gases asfixiantes, gases irritantes e vapores.

■ Líquidos voláteis: devido a capacidade de evaporação, estes produtos devem ser sempre manipulados na capela de exaustão e manuseá-los com proteção adequada.

■ Substâncias corrosivas líquidas e sólidas: essas substâncias em contato com o corpo humano podem provocar efeitos nocivos, causando desde queimaduras a sequelas mais graves, pois algumas possuem efeito teratogênico e/ou cancerígeno.

■ Substâncias explosivas: muitos produtos químicos são explosivos, como por exemplo, as nitroglicerinas. Assim como outros compostos químicos produzem substâncias explosivas.

■ Substâncias inflamáveis: em razão da característica de serem combustíveis, estas substâncias devem ser mantidas longe de chamas ou fontes emissoras de calor.

■ Substâncias irritantes e nocivas: os agentes químicos com estas propriedades são possíveis causadores de agravos à saúde em caso de uso e manipulação inadequados.

■ Substâncias tóxicas: o contato de substâncias tóxicas com o corpo humano pode causar graves danos à saúde e consequências fatais. Cuidado especial deve ser prestado ao manipular as substâncias que possuem atividade cancerígena e ações teratogênicas.

As substâncias químicas usualmente empregadas no laboratório de virologia e seus potenciais efeitos nocivos à saúde do laboratorista estão descritos no Quadro 2-2.

Quadro 2-2. Substâncias Químicas usualmente Empregadas no Laboratório de Virologia e seus Potenciais Efeitos Nocivos à Saúde do Laboratorista








	Substância
	Potencial efeito nocivo



	Acetona
	É irritante para os olhos, nariz e garganta, também produz ressecamento da pele e, em intoxicações graves, podem levar à perda da consciência



	Ácido acético glacial
	É bastante irritante quando inalado e também pode ser muito corrosivo



	Ácido bórico
	Perigoso se inalado ou em contato com a pele, pois é irritante dos olhos, sistema respiratório e pele. Existe o risco de possuir efeito irreversível, teratogênico, além da capacidade de produzir danos ao sistema nervoso central



	Ácido clorídrico
	Cáustico, sendo extremamente tóxico e perigoso. Em contato com a pele e mucosas, causa severas queimaduras e pode levar à morte se for ingerido ou inalado



	Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA)
	Nocivo e irritante aos tecidos. Exposições orais podem ocasionar agravos reprodutivos e efeitos no desenvolvimento. Em animais de laboratório demonstrou efeito citotóxico e genotóxico



	Ácido sulfídrico ou sulfeto de hidrogênio
	Perigoso e pode ser fatal. Causa: queimaduras, coceira e dor na pele e olhos; náuseas e vômitos ao ser ingerido



	Acrilamida
	Efeito neurotóxico, cancerígeno, ainda pode causar dano genético irreversível



	Agarose
	Não se reporta toxicidade até o presente momento, mas não é descartado o potencial de acarretar algum dano ao organismo do manipulador



	Azul de bromofenol
	Pode ocasionar asfixia por inalação



	Azul de Evan
	É tóxico, principalmente, para o fígado e irritante para os olhos, trato respiratório e pele, também pode causar câncer



	Azul de metileno
	Pode causar desde dificuldade respiratória, queimação na boca, náusea, vômito, diarreia, e gastrite, se inalado e/ou ingerido. Contato com altas doses podem causar dores abdominais e no peito, dor de cabeça, suor abundante, confusão mental e dor



	Bisacrilamida
	Potencial tóxico, sendo considerada neurotóxica, nociva e inflamável



	Brometo de etídio
	Ocasiona dano genético hereditário, irritante dos olhos, do sistema respiratório e da pele



	Clorofórmio
	Solvente clorado cuja principal via de absorção é pelos pulmões, determinando lesões renais e hepáticas



	DAB (Diaminobenzidine tetrahydrochloride)
	Tóxico e irritante da pele, olhos e sistema respiratório. Potencial carcinogênico



	Dimetilsulfóxido (DMSO)
	Efeito tóxico pode estar associado à concentração, via de administração e dosagem do produto. Eritema, prurido, ardor, ressecamento, descamação e pápulas foram relatadas quando em contato com a pele. Combinação com outras substâncias pode ocasionar o aumento na absorção e/ou potencialização das drogas. Mais estudos são necessários para elucidar os efeitos colaterais em humanos



	Dodecil sulfato de sódio (SDS)
	Bastante tóxico, podendo causar severa irritação às vias respiratórias, pele e olhos



	Etanol e Isopropranol
	Ambos são produtos tóxicos, irritantes para os olhos. O contato frequente com a pele produz irritação e dessecação



	Etanolamina
	Tóxico, se ingerido, inalado ou em contato com a pele. Irritante dos olhos, pele e trato respiratório, ocasionando queimaduras e causador de depressão do SNC



	Fenol
	É corrosivo e tóxico; em contato com a pele é absorvido e produz queimaduras graves



	Formol (Formaldeído 37%)
	Irritante em contatos com a pele, couro cabeludo, olhos, sistema respiratório e digestório. Pode produzir queimaduras



	Glicerol
	É irritante para os olhos e a pele



	Hidróxido de sódio (soda cáustica)
	Altamente tóxico. É cáustico e corrosivo. Produz calor quando dissolvido em água



	
Mercaptoetanol
	É tóxico por inalação ou em contato com a pele, gerando grave irritação



	
Metanol
	Substância tóxica e inflamável



	
Peróxido de hidrogênio
	Normalmente vendido em solução aquosa. Toxicidade diretamente proporcional à concentração do produto. Nocivo se for ingerido ou inalado, podendo causar queimaduras em contato com a pele



	
Persulfato de amônio (APS)
	É corrosivo, inflamável, nocivo por inalação e produz queimaduras na pele



	
TEMED (Tetramethylethylenediamine)
	É corrosivo, inflamável, nocivo por inalação e produz queimaduras na pele



	
Tripsina
	Pode causar irritação ocular, respiratória e da pele



	
Tris
	Possível cancerígeno, também produz irritação no sistema respiratório e na pele



	
TWEEN 20 (Monolaurato de Sorbitan, Etoxilado 20 EO, Polisorbato 20)
	Em contato prolongado com a pele, pode causar irritações, fissuras, queimaduras (produto a quente) e dermatites. Também irritação na mucosa ocular



	
Xilenocianol
	Irritativo para os olhos, pele e sistema respiratório





Fonte: As informações referentes às substâncias químicas listadas foram pesquisadas no: International Programme on Chemical Safety (IPCS) (http://www.inchem.org/pages/about.html), Institut fur Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung - Information system on hazardous substances of the German Social Accident Insurance (IFA GESTIS) (www.dguv.de/ifa/gestis-database), The Physical and Theoretical Chemistry Laboratory - Oxford University - Chemical and Other Safety Information (http://msds.chem.ox.ac.uk/#Commons).

Risco Biológico

Os materiais biológicos abrangem os microrganismos tais como: vírus, bactérias, fungos, parasitas intracelulares (protozoários), príons, os organismos geneticamente modificados (OGM); além dos parasitas extracelulares; das amostras biológicas provenientes das plantas, dos animais e dos seres humanos, como por exemplo: os tecidos, as secreções e as excreções (urina, fezes, escarros, derrames cavitários, sangue, células, matérias de biópsias e peças cirúrgicas, entre outros).

Ao trabalhar com materiais biológicos no laboratório de virologia primeiramente deve-se avaliar a natureza do material biológico a ser trabalhado. Ao receber uma amostra verificar a origem (humana ou animal), a procedência (região geográfica), classificar conforme o tipo de amostra (soro, urina, fezes, sangue, secreções etc.), observar a integridade do material (se ainda está viável ou deteriorado, puro ou misturado com outros materiais); examinar a quantidade de material (abundante ou escasso); verificar se está devidamente identificado e acondicionado; protocolar nos registros do laboratório e destinar para análise. Também é imprescindível tomar os respectivos cuidados na manipulação e no descarte dos agentes biológicos, por isso são necessários conhecer e seguir as recomendações das boas práticas laboratoriais, os procedimentos de operação padronizadas no laboratório e as regulamentações para os descartes dos resíduos.

Os agentes virais e os laboratórios de virologia recebem uma classificação em níveis de biossegurança de acordo com os critérios de avaliação dos riscos biológicos.

Critérios de Avaliação dos Riscos Biológicos

Diante da complexidade no processo de avaliação de risco para o trabalho com agentes virais, devem-se considerar vários aspectos:10,23

  1. Virulência do agente viral. Uma das formas de mensurá-la é a taxa de fatalidade do agravo causado pelo agente patogênico para o homem e para os animais, o qual pode vir a causar morte ou incapacidade em longo prazo. Segundo esse critério, as encefalites virais e a coriomeningite linfocítica viral (LCM) causadas por cepas neurotrópicas são exemplos de doenças cujos agentes biológicos causadores possuem alta virulência e, portanto, de alto risco; enquanto os coronavírus bovinos, da peritonite infecciosa felina, da bronquite infecciosa aviária bem como os coronavírus de caninos, ratos e coelhos possuem menor virulência e representam menor risco para os indivíduos.

  2. Modo de transmissão do agente viral. Para a aplicação de medidas visando conter a disseminação de doenças é imprescindível conhecer o modo de transmissão do agente etiológico, pois cada uma terá uma forma diferente de controle. Desta forma, os vírus respiratórios (p. ex., influenza A, H1N1) são transmitidos principalmente por aerossóis e a forma de controle inclui a proteção das vias respiratórias, evitar os ambientes fechados e com aglomerações, ao tossir ou espirrar proteger a boca e o nariz, lavar frequentemente as mãos com água e sabão ou higienizá-las com álcool a 70%, e evitar contato com outras pessoas durante o período de transmissibilidade da doença. No caso do vírus da imunodeficiência humana adquirida (HIV) transmitido por contato sexual e transfusões sanguíneas, o modo de controle é baseado, sobretudo no uso de preservativos na relação sexual e na realização de testes sorológicos do sangue armazenados nos bancos de sangue.

  3. Resistência do agente viral. Está relacionada com a capacidade de sobrevivência do agente biológico viral no meio ambiente. Vários agentes físicos e químicos podem afetar a integridade funcional e infectividade dos vírions, incluindo a temperatura e o pH. A temperatura atua sobre a viabilidade dos vírus principalmente durante a manipulação e remessa de material clínico para o diagnóstico, como também para a preservação de estoques virais na rotina laboratorial. Além disso, pode ser um fator limitante para a sua disseminação entre os hospedeiros. Temperaturas de 55 a 60°C desnaturam as proteínas de superfície, sobretudo as do envelope viral, em poucos minutos, tornando os vírions incapazes de interagir produtivamente com os receptores celulares e iniciar a infecção. Temperaturas ambientais elevadas e a presença de luz ultravioleta afetam negativamente a infectividade dos vírus. Os vírus envelopados são geralmente muito mais sensíveis às altas temperaturas quando comparados aos vírus não envelopados. A resistência viral às diferentes condições de pH é variável; alguns vírus sem envelope mantêm a infectividade mesmo em pH ácido e são denominados de acidorresistentes; entretanto, a maioria dos vírus envelopados é acidolábil, pois na faixa de pH 5 a 6 são inativados.

  4. Concentração e volume. Considera o número de partículas virais com potencial patogênico contida numa unidade de volume. Desta forma quanto maior a concentração das partículas virais presente no material biológico, maior será o risco de contaminação. O volume do agente a ser manipulado também é importante para avaliação dos riscos. Em laboratórios de produção de vacinas virais que manipulam grandes volumes de culturas in vitro apresentam maiores fatores de risco, quando comparados a laboratórios de diagnóstico virológico.

  5. Dose infectante. É a quantidade do agente viral necessária para iniciar uma infecção. Quanto maior o número de partículas víricas inoculadas no hospedeiro suscetível, maior será a probabilidade de infectá-lo. É um fator que deve ser levado em consideração, pois aponta o risco do agente viral patogênico a ser manipulado.

  6. Origem do agente viral. Está relacionada com as diversas origens do agente viral, incluindo: a natureza do hospedeiro e sua localização geográfica. Como por exemplo, o vírus da febre amarela que pode acometer tanto os seres humanos como algumas espécies de animais em regiões tropicais, consideradas endêmicas.

  7. Disponibilidade de medidas profiláticas eficazes. Na avaliação dos riscos deve-se, também, incluir a disponibilidade de produtos imunoprofiláticos eficazes, tais como as vacinas, para prevenir as infecções pelos agentes virais específicos. Como por exemplo, os laboratórios de virologia que realizam manipulação do vírus da raiva, os profissionais necessitam monitorar periodicamente os títulos de anticorpos e receber a vacina antirrábica profilática quando for necessário.

  8. Disponibilidade de tratamento eficaz. A utilização de medicamentos capazes de promover a cura ou evitar o agravamento da doença causada pela exposição ao agente viral também é um fator que determina a redução do risco. É importante ressaltar que durante a avaliação de risco, tanto a disponibilidade de imunização, quanto de tratamento, são medidas adicionais de proteção individual não dispensando os princípios gerais de biossegurança no laboratório.

  9. Procedimentos realizados no laboratório. Dependendo das atividades desempenhadas no laboratório de virologia os riscos são variáveis. Nos laboratórios de pesquisa envolvendo vírus produtores de doenças vesiculares (como o vírus da estomatite vesicular que é uma zoonose) onde há manipulação para isolamento e amplificação de partículas virais, procedimentos de centrifugação, inoculação em cultivos celulares, entre outras atividades, podem levar à potencialização do risco. Além disso, a inoculação experimental em animais pode aumentar os riscos, que irão variar de acordo com as espécies envolvidas e com a natureza da pesquisa desenvolvida. Os animais utilizados como modelos experimentais podem introduzir novos agentes biológicos. A eliminação de agentes virais em altos títulos, especialmente os transmitidos pela via respiratória, nas excreções ou secreções dos animais, pode exigir um nível de contenção acima do indicado na classificação do agente. As pessoas que manipulam animais infectados experimentalmente por vírus patogênicos apresentam um maior risco de exposição, devido às mordidas, arranhões e aerossóis ocasionados pelos animais.

10. Fatores inerentes ao trabalhador. Devem ser considerados na avaliação de risco para o trabalho e estão diretamente ligados a cada indivíduo que atua no laboratório de virologia. Entre eles enfatizam-se: habilidade e qualificação para o trabalho, idade, sexo, fatores genéticos, o estado imunológico e o estado fisiológico (gestante, lactante), consumo de medicamentos e de álcool, hábitos de higiene pessoal e emprego correto dos EPI e EPC.

11. Outros fatores a serem considerados. Na avaliação dos riscos relacionados com os agentes virais outros fatores também devem ser considerados: a) aspectos econômicos – implantação de programas de controle e erradicação de doenças causadas por vírus que podem determinar prejuízos à economia do país; b) capacidade de propagação do agente viral – possibilidade de disseminação do vírus para novas áreas; c) composição multiprofissional da equipe de avaliação do risco – nas análises de risco deve haver uma abordagem interdisciplinar. Devido a essas considerações, as classificações de risco existentes em vários países, ainda que concordem em relação à maioria dos agentes biológicos, apresentam algumas variações em função de fatores regionais específicos.

Classificação dos Riscos Biológicos

Níveis de Biossegurança do Agente Viral

Os agentes virais são classificados em classes de risco de 1 a 4 considerando os seguintes aspectos: a) risco individual para a saúde dos profissionais é a probabilidade de o profissional adquirir a infecção vírica no laboratório e manifestar a enfermidade em maior ou menor a gravidade; b) risco de propagação à coletividade e c) existência ou não de profilaxia e/ou tratamento (Fig. 2-5).27-30
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Fig. 2-5. Principais aspectos para caracterização das classes de risco dos agentes virais. (Fonte: Adaptada do Guia Técnico: os riscos biológicos no âmbito da NR-32, MTE.) 27-30

Em função desses e outros fatores específicos, as classificações existentes em diversos países podem apresentar algumas modificações, embora coincidam em relação à grande maioria dos agentes virais.

Conforme o grau de patogenicidade, os agentes virais são classificados em:

■ Classe de risco 1: vírus que apresentam baixo risco individual para o trabalhador e para a coletividade, com baixa probabilidade de causar doença ao ser humano. Exemplos: vírus da cinomose canina, da parvovirose suína, da diarreia viral bovina, dentre outros.

■ Classe de risco 2: vírus que apresentam risco individual moderado para o trabalhador e com baixa probabilidade de disseminação para a coletividade. Podem causar doenças ao ser humano, entretanto existem meios eficazes de profilaxia ou tratamento. Exemplos: vírus da influenza A, B e C, vírus da hepatite A e E, entre outros.

■ Classe de risco 3: vírus que apresentam risco individual elevado para o trabalhador e com probabilidade moderada de disseminação para a coletividade. Podem causar doenças e infecções graves ao ser humano, porém nem sempre existem meios eficazes de profilaxia ou tratamento. Exemplos: vírus da estomatite vesicular, da febre amarela, da encefalite equina venezuelana, dentre outros.

■ Classe de risco 4: vírus que apresentam risco individual elevado para o trabalhador e com probabilidade elevada de disseminação para a coletividade. Apresenta grande poder de transmissibilidade de um indivíduo a outro. Podem causar doenças graves ao ser humano, ainda não existem meios eficazes para a sua profilaxia ou seu tratamento. Exemplo: vírus causadores de febres hemorrágicas (Ebola, Marburg, Crimeia-Congo etc.).

No Quadro 2-3 estão apresentados os agentes virais pertencentes às classes de risco 2, 3 e 4, conforme a NR-32 do Ministério do Trabalho e Emprego (MTE).30

Quadro 2-3. Níveis de Biossegurança do Agente Viral conforme as Classes de Risco 2, 3 e 4









	Vírus
	Classe de risco
	Observação



	Herpes-vírus de cobaias
	2
	O



	Shope fibroma vírus
	2
	O



	Vírus da doença hemorrágica de coelhos
	4
	



	Vírus da enterite viral de patos, gansos e cisnes
	4
	



	Vírus da febre catarral maligna de bovinos e cervos
	4
	



	Vírus da hepatite viral do pato tipos 1, 2 e 3
	4
	



	Vírus da leucemia de hamsters
	2
	O



	Vírus da leucose bovina enzoótica
	2
	O



	Vírus da Lumpyskin
	4
	



	Vírus do sarcoma canino
	2
	O



	Vírus do tumor mamário de camundongos
	2
	O



	Vírus Lucke (vírus de rãs)
	2
	O



	
Adenoviridae




	Adenovírus 1 aviário – Vírus CELO
	2
	O



	Adenovírus 2 – Vírus Símio 40 (Ad2-SV40)
	2
	O+



	Adenovírus 7 – Vírus Símio 40 (Ad7-SV40)
	2
	O



	
Arenaviridae




	Complexos virais LCM-Lassa (arenavírus do Velho Continente)
	
	



	
■ Vírus Lassa
	4
	



	
■ Vírus da coriomeningitelinfocítica (cepas neurotrópicas)
	3
	



	
■ Vírus da coriomeningitelinfocítica (outras cepas)
	2
	



	Complexos virais Tacaribe (arenavírus do Novo Mundo)



	
■ Vírus Amapari
	2
	



	
■ Vírus Flechal
	2
	



	
■ Vírus Guanarito
	4
	



	
■ Vírus Junin
	4
	



	
■ Vírus Latino
	2
	



	
■ Vírus Machupo
	4
	



	
■ Vírus Paraná
	2
	



	
■ Vírus Pichinde
	2
	



	
■ Vírus Sabiá
	4
	



	Astroviridae
	2



	Birnavírus: incluindo Picobirnavírus, Picotrinavírus
	2
	



	
Bunyaviridae




	Vírus Belém
	2
	



	Vírus Mojuí dos Campos
	2
	



	Vírus Pará
	2
	



	Vírus Santarém
	2
	



	Vírus Turlock
	2
	



	Grupo Anopheles A



	
■ Vírus Arumateua
	2
	



	
■ Vírus Caraipé
	2
	



	
■ Vírus Lukuni
	2
	



	
■ Vírus Tacaiuma
	2
	



	
■ Vírus Trombetas
	2
	



	
■ Vírus Tucurui
	2
	



	Grupo Bunyamwera
	
	



	
■ Vírus Iaco
	2
	



	
■ Vírus Kairi
	2
	



	
■ Vírus Macauã
	2
	



	
■ Vírus Maguari
	2
	



	
■ Vírus Sororoca
	2
	



	
■ Vírus Taiassuí
	2
	



	
■ Vírus Tucunduba
	2
	



	
■ Vírus Xingu
	2
	



	Grupo da encefalite da Califórnia
	



	
■ Vírus Inkoo
	2
	



	
■ Vírus La Crosse
	2
	



	
■ Vírus Lumbo
	2
	



	
■ Vírus San Angelo
	2
	



	
■ Vírus Snow hare
	2
	



	
■ Vírus Tahyna
	2
	



	Grupo Melão



	
■ Vírus Guaroa
	2
	



	
■ Vírus Jamestown Canyon
	2
	



	
■ Vírus Keystone
	2
	



	
■ Vírus Serra do Navio
	2
	



	
■ Vírus South River
	2
	



	
■ Vírus Trivittatus
	2
	



	Grupo C



	
■ Vírus Apeu
	2
	



	
■ Vírus Caraparu
	2
	



	
■ Vírus Itaqui
	2
	



	
■ Vírus Marituba
	2
	



	
■ Vírus Murutucu
	2
	



	
■ Vírus Nepuyo
	2
	



	
■ Vírus Oriboca
	2
	



	Grupo Capim



	
■ Vírus Acara
	2
	



	
■ Vírus Benevides
	2
	



	
■ Vírus Benfica
	2
	



	
■ Vírus Capim
	2
	



	
■ Vírus Guajará
	2
	



	
■ Vírus Moriche
	2
	



	Grupo Guamá
	2
	



	
■ Vírus Ananindeua
	2
	



	
■ Vírus Bimiti
	2
	



	
■ Vírus Catú
	2
	



	
■ Vírus Guamá
	2
	



	
■ Vírus Mirim
	2
	



	
■ Vírus Moju
	2
	



	
■ Vírus Timboteua
	2
	



	Grupo Simbu



	
■ Vírus Jatobal
	2
	



	
■ Vírus Oropouche
	2
	



	
■ Vírus Utinga
	2
	



	
Caliciviridae




	
■ Vírus da Hepatite E
	2
	(*)



	
■ Vírus Norwalk
	2
	



	
■ Outros Caliciviridae

	2
	



	
Coronaviridae




	Vírus humanos, gastroenterite de suínos, hepatite murina, Coronavírus bovinos, peritonite infecciosa felina, bronquite infecciosa aviária, Coronavírus de caninos, ratos e coelhos
	2
	



	
Filoviridae




	Vírus Ebola
	4
	



	Vírus de Marburg
	4
	



	
Flaviviridae




	Vírus Bussuquara
	2
	



	Vírus Cacipacoré
	2
	



	Vírus da dengue tipos 1-4
	2
	



	Vírus da encefalite B japonesa
	3
	V



	Vírus da encefalite da Austrália (Encefalite do Vale Murray)
	3
	



	Vírus da encefalite da primavera-verão russa
	4
	V, (a)



	Vírus da encefalite de São Luís
	2
	



	Vírus da encefalite da Europa Central
	4
	(*), V, (a)



	Vírus da febre amarela
	3
	V



	Vírus da febre hemorrágica de Omsk
	4
	(a)



	Vírus da floresta de Kyasanur
	4
	V, (a)



	Vírus da hepatite C
	2
	(*)



	Vírus do Nilo Ocidental
	2
	



	Vírus Ilhéus
	2
	



	Vírus Kunjin
	2
	



	Vírus Powassan
	3
	



	Vírus Rocio
	3
	



	Vírus Sal Vieja
	3
	



	Vírus San Perlita
	3
	



	Vírus Spondweni
	3
	



	
Hantavírus




	Vírus Andes
	3
	



	Vírus Dobrava (Belgrado)
	3
	



	Vírus Hantaan (Febre hemorrágica da Coreia)
	3
	



	Vírus Juquitiba
	3
	



	Vírus Prospect Hill
	2
	



	Vírus Puumala
	2
	



	Vírus Seoul
	3
	



	Vírus Sin Nombre
	3
	



	
Hepadnaviridae




	Vírus da hepatite B
	2
	(*), V



	Vírus da hepatite D (Delta)
	2
	(*), V, (b)



	
Herpesviridae




	Citomegalovírus
	2
	



	Herpes simplex vírus tipos 1 e 2
	2
	



	Herpes-vírus de Ateles (Rhadinovirus)
	3
	



	Herpes-vírus de Saimiri (Rhadinovirus)
	3
	



	Herpes-vírus humano 7 (HHV7)
	2
	



	Herpes-vírus humano 8 (HHV8)
	2
	



	Herpes-vírus simio (vírus B)
	4
	



	Herpes-vírus varicela-zóster
	2
	



	Vírus da doença de Marek
	2
	O



	Vírus Epstein-Barr
	2
	O



	Vírus linfotrópico humano B (HBLV- HHV6)
	2
	



	
Nairovírus




	Vírus da febre hemorrágica da Criméia/Congo
	4
	



	Vírus Hazara
	2
	



	Oncornavírus: Vírus C e D
	3
	



	
Orthomyxoviridae




	Vírus da influenza tipos A, B e C
	2
	V (c)



	Ortomixovírus transmitidos por carrapatos: Vírus Dhori e Thogoto
	2
	



	
Papilomaviridae




	Shope papilomavírus
	2
	O



	Vírus do papiloma bovino
	2
	O



	Vírus do papiloma humano
	2
	



	
Paramyxoviridae




	Pneumovírus
	2
	



	Vírus da Cachumba
	2
	V



	Vírus da doença de Newcastle (amostras não asiáticas)
	2
	



	Vírus da parainfluenza tipos 1 a 4
	2
	



	Vírus do sarampo
	2
	V



	
Polyomaviridae




	Vírus Símio 40 (SV40)
	2
	



	Poliomavírus
	2
	O



	Vírus BK e JC
	2
	



	
Paramyxoviridae




	Vírus Nipah
	2
	



	Vírus respiratório sincicial
	2
	



	
Parvoviridae




	Parvovírus humano (B 19)
	2
	



	
Phlebovirus




	Uukuvirus
	2
	



	Vírus Alenquer
	2
	



	Vírus Ambé
	2
	



	Vírus Anhangá
	2
	



	Vírus Ariquemes
	2
	



	Vírus Belterra
	2
	



	Vírus Bujarú
	2
	



	Vírus Candirú
	2
	



	Vírus de Toscana
	2
	



	Vírus Icoarací
	2
	



	Vírus Itaituba
	2
	



	Vírus Itaporanga
	2
	



	Vírus Jacundá
	2
	



	Vírus Joa
	2
	



	Vírus Morumbi
	2
	



	Vírus Munguba
	2
	



	Vírus Nápoles
	2
	



	Vírus Oriximina
	2
	



	Vírus Pacuí
	2
	



	Vírus Serra Norte
	2
	



	Vírus Tapará
	2
	



	Vírus Toscana
	2
	



	Vírus Turuna
	2
	



	Vírus Uriurana
	2
	



	Vírus Urucuri
	2
	



	
Picornaviridae




	Poliovírus
	2
	V



	Rinovírus
	2
	



	Vírus Coxsackie
	2
	



	Vírus da aftosa com seus diversos tipos e variantes
	4
	



	Vírus da conjuntivite hemorrágica aguda (AHC)
	2
	



	Vírus da Hepatite A (enterovírus humano tipo 72)
	2
	V



	Vírus ECHO
	2
	



	
Poxviridae




	Parapoxvírus
	2
	



	Poxvírus de caprinos, suínos e aves
	2
	



	Vírus Buffalopox
	2
	(d)



	Vírus Cotia
	2
	



	Vírus Cowpox
(isolados de felinos domésticos e animais selvagens)
	2
	



	Vírus da varíola (major, minor)
	4
	V



	Vírus da varíola alastrim
	4
	



	Vírus da varíola do camelo
	4
	



	Vírus do nódulo dos ordenhadores
	2
	



	Vírus Molluscum contagiosum

	4
	V



	Vírus Monkeypox (varíola do macaco)
	3
	



	Vírus Orf
	2
	



	Vírus Vaccinia

	2
	



	Vírus Whitepox (“vírus da varíola”)
	4
	V



	Vírus Yatapox: Tana
	2
	



	Vírus Yatapox: Yaba
	2
	O+



	
Reoviridae




	Coltivírus
	2
	



	Orbivírus
	2
	



	Orthoreovirus tipos 1, 2 e 3
	2
	



	Reovírus isolados na Amazônia dos Grupos Changuinola e Corriparta
	2
	



	Rotavírus humanos
	2
	



	Vírus Ieri
	2
	



	Vírus Itupiranga
	2
	



	Vírus Tembé
	2
	



	
Retroviridae




	HIV – Vírus da Imunodeficiência Humana
	3
	(*)



	Rous sarcoma virus
	2
	O



	Vírus da leucemia de gibões (GaLV)
	2
	O+



	Vírus da leucemia de murinos
	2
	O



	Vírus da leucemia de ratos
	2
	O



	Vírus da leucemia felina (FeLV)
	2
	O+



	Vírus da leucose aviária
	2
	O



	Vírus do sarcoma de murinos
	2
	O



	Vírus do sarcoma de símios (SSV- 1)
	2
	O+



	Vírus do sarcoma felino (FeSV)
	2
	O+



	Vírus linfotrópicos das células T humana (HTLV-1 e HTLV-2)
	3
	(*)



	Vírus Símio Mason-Pfizer
	2
	O



	Vírus SlV
	3
	(*), (e)



	
Rhabdoviridae




	Vírus Aruac
	2
	



	Vírus da Raiva
	3
	V, (*)



	Vírus Duvenhage
	2
	



	Vírus Inhangapi
	2
	



	Vírus Xiburema
	2
	



	
Grupo da Estomatite Vesicular



	
■ Vírus Alagoas VSV-3
	2
	



	
■ Vírus Carajás
	2
	



	
■ Vírus Cocal VSV- 2
	2
	



	
■ Vírus Indiana VSV-1
	2
	



	
■ Vírus Juruna
	2
	



	
■ Vírus Marabá
	2
	



	
■ Vírus Marabá VSV-4
	2
	



	
■ Vírus Piry
	2
	



	Grupo Hart Park



	
■ Vírus Hart Park
	2
	



	
■ Vírus Mosqueiro
	2
	



	Grupo Mussuril



	
■ Vírus Cuiabá
	2
	



	
■ Vírus Marco
	2
	



	Grupo Timbó



	
■ Vírus Chaco
	2
	



	
■ Vírus Sena Madureira
	2
	



	
■ Vírus Timbó
	2
	



	
Togaviridae




	
■ Alfavírus



	
■ Vírus Aurá
	2
	



	
■ Vírus Bebaru
	2
	



	
■ Vírus Chikungunya
	2
	(*)



	
■ Vírus da encefalomielite equina americana ocidental
	2
	V



	
■ Vírus da encefalomielite equina americana oriental
	2
	V



	
■ Vírus da encefalomielite equina venezuelana
	3
	V



	
■ Vírus do Bosque Semliki
	2
	



	
■ Vírus do Rio Ross
	2
	



	
■ Vírus Mayaro
	2
	



	
■ Vírus Mucambo
	2
	(*)



	
■ Vírus Onyongnyong
	2
	



	
■ Vírus Pixuna
	2
	



	
■ Vírus Una
	2
	



	
■ Outros alfavírus conhecidos
	2
	



	Rubivirus: vírus da Rubéola
	2
	V



	Pestivírus: vírus da diarreia bovina (Fam. Flaviviridae)
	2
	





Legenda: O: agente com potencial oncogênico de baixo risco; O+: agente com potencial oncogênico de risco moderado; V: vacina eficaz disponível; (*): normalmente não é transmitido através do ar; (a): encefalites transmitidas por carrapatos; (b): vírus da hepatite D é patogênico apenas na presença de infecção simultânea ou secundária causada pelo vírus da hepatite B; assim, a vacinação de pessoas que não sejam portadoras do vírus da hepatite B também imuniza contra a hepatite D; (c): apenas para os tipos A e B. (d): dois vírus estão identificados: o buffalopox e uma variante do vírus vaccinia; (e): até o momento não existem evidências de doença em seres humanos causada por retrovírus de origem símia; porém, como precaução, recomenda-se nível de contenção 3 para manipular este agente. Fonte: adaptado da NR-32: Segurança e saúde no trabalho em serviços de saúde, MTE.30

Níveis de Biossegurança ou de Contenção dos Laboratórios de Virologia

Para manipulação dos microrganismos pertencentes a cada uma das quatro classes de risco devem ser atendidos alguns requisitos de segurança, conforme o nível de contenção necessário. Estes níveis de contenção são denominados níveis de biossegurança ou de biocontenção, sendo designados em ordem crescente (NB-1, NB-2, NB-3 e NB-4), pelo grau de proteção proporcionado ao pessoal do laboratório, meio ambiente e à comunidade (Fig. 2-6).9,10,27,28,30 No Quadro 2-4 estão resumidas as características dos laboratórios de virologia, de acordo com os níveis de biossegurança.
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Fig. 2-6. Níveis de biossegurança laboratorial (NB). A classificação dos níveis de contenção do laboratório aumenta da base em direção ao topo da pirâmide.
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NB-1

É o nível de contenção laboratorial que se aplica aos laboratórios de virologia básica, especialmente voltados ao ensino. Neste ambiente são manipulados os microrganismos pertencentes à classe de risco 1; isto é, os que não causam enfermidades em seres humanos adultos saudáveis e de risco potencial mínimo para o pessoal do laboratório e do ambiente. Não é requerida nenhuma característica especial no projeto de construção do laboratório, porém um bom planejamento espacial e funcional e a adoção de boas práticas laboratoriais são indicados. O pessoal do laboratório deve, também, possuir treinamento específico nos procedimentos realizados no laboratório e devem ser supervisionados por um profissional treinado em biossegurança e com conhecimentos específicos da área.

Algumas características pertinentes ao NB-1 são descritas abaixo:

A) Procedimentos padrões: são necessários o conhecimento e a adoção das Boas Práticas de Laboratório (BPL) padrões (ver a seção de Boas Práticas no Laboratório de Virologia).

B) Equipamentos de segurança (barreiras primárias): recomenda-se o uso de EPI e EPC de acordo com a atividade a ser desempenhada no laboratório (ver a seção: Equipamentos de Proteção). Como EPI cita-se como exemplo: jaleco, luvas e óculos; e como EPC: cabine de segurança biológica, extintor de incêndio.

C) Infraestrutura (barreiras secundárias): geralmente o laboratório não está separado das demais dependências da edificação, porém algumas recomendações para o NB-1 incluem:

■ Porta para controle de acesso ao laboratório e as janelas devem conter telas de proteção contra roedores e vetores.

■ Pia para lavagem das mãos, próxima à saída do laboratório.

■ Iluminação de boa qualidade e adequada às atividades laborais.

■ Laboratório projetado de modo que as paredes, o teto e os pisos devem ser lisos, não escorregadios, impermeáveis, resistentes, de fácil limpeza e arredondados nos cantos para evitar o acúmulo de sujeiras. As bancadas, também, devem ser impermeáveis; resistente ao calor moderado, aos solventes orgânicos e químicos. O espaçamento entre as bancadas e equipamentos devem ser suficientes para permitir o fácil acesso às pessoas.

■ Mobília capaz de suportar as cargas dos equipamentos e das atividades previstas.

NB-2

Estão incorporados neste nível de contenção os laboratórios de virologia onde se realizam diagnósticos e pesquisas envolvendo os agentes virais da classe de risco 2; isto é, aqueles que apresentam risco moderado para as pessoas e ao meio ambiente. Os OGMs também têm sido classificados como agente viral da classe de risco 2, mesmo aqueles que não representam uma ameaça direta aos seres humanos, sendo que esta designação é usada para limitar a liberação de OGM no meio ambiente.31

Além da adoção das boas práticas laboratoriais, é necessário o uso de equipamentos de segurança (EPI e EPC) que constituem as barreiras físicas primárias e também uma infraestrutura apropriada (barreiras secundárias). A equipe de trabalho deve receber treinamento específico na manipulação de agentes virais patogênicos e ser supervisionada por profissionais com conhecimento em virologia e biossegurança. O acesso ao laboratório deve ser limitado, sendo somente permitida a admissão dos profissionais habilitados aos recintos onde se realizam os procedimentos operacionais. Em relação a objetos perfurocortantes infectados, as precauções apropriadas precisam ser adotadas. Todos os procedimentos que resultem na formação de aerossóis infecciosos devem ser executados nas cabines de segurança biológica.

Os padrões e práticas especiais, equipamentos de segurança (EPI e EPC) e as instalações aplicáveis aos laboratórios NB-2 devem incluir:

A) Procedimentos padrões: além das BPL padrões em virologia (ver a seção de Boas Práticas Laboratoriais em Virologia) é necessário observar os seguintes itens:

■ Acesso ao laboratório restrito ou limitado somente às pessoas autorizadas pela chefia.

■ Lavagem das mãos é feita como indicado nas BPL e, além disso, a escovação das mãos e antebraços deve ser realizada cuidadosamente.

■ Equipe de trabalho deve usar roupas, aventais ou uniformes de uso exclusivos nos recintos onde são realizados os procedimentos operacionais. O vestuário para proteção dentro do laboratório não deve ser guardado no mesmo armário, junto com os trajes pessoais. A lavagem das roupas utilizadas no laboratório deve ser separada das demais vestimentas pessoais.

■ Procedimentos envolvendo amostras biológicas devem ser cuidadosamente realizados a fim de minimizar a produção de aerossóis.

■ Uso dos óculos de segurança e dos protetores de face, conforme a atividade realizada.

■ Cuidados especiais devem ser empregados em relação à descontaminação do ambiente laboratorial, conforme indicado nas BPL em virologia.

■ Utilização de luvas adequadas às atividades que possam resultar em contato acidental direto com amostras biológicas, como sangue, tecidos, fluidos ou animais infectados, entre outras. Após o uso, as luvas precisam ser autoclavadas e descartadas juntamente com o resíduo do laboratório.

■ Acesso ao laboratório deve ser limitado ou restrito, para as pessoas susceptíveis às infecções virais (imunodeprimidos, gestantes, idosos, pessoas com ferimentos, entre outros).

■ Estabelecimento de normas e procedimentos com ampla divulgação para todos os membros da equipe sobre o potencial de risco associado à atividade laboratorial, bem como instituir os requisitos específicos à admissão de pessoal no laboratório, a exemplo do emprego da vacinação prévia contra agentes biológicos, causadores de enfermidades ocupacionais, como hepatite B, tétano, rubéola, influenza, entre outras.

■ Símbolo de risco biológico, a partir do NB-2, deve estar afixado na entrada do laboratório onde agentes virais estiverem sendo manipulados (Fig. 2-7). Este sinal de alerta deve conter informações do nível de biossegurança (NB-2), o(s) nome(s) o(s) agente(s) viral(is) manipulado(s), o nome e número do telefone do pesquisador responsável pela unidade.
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Fig. 2-7. Símbolo de risco biológico.

■ Manual de biossegurança específico do laboratório contendo informações sobre os riscos e as instruções sobre as práticas e procedimentos requeridos deve ser elaborado e disponibilizado para toda equipe de trabalho. Cursos de atualização ou treinamentos adicionais no caso de mudanças de normas ou de procedimentos devem ser ofertados aos profissionais.

■ Objetos perfurocortantes devem ter uso restrito ao laboratório. Usar somente seringas com agulha fixa ou agulha e seringa em uma unidade única descartável empregada para injeção ou aspiração de materiais infecciosos. As agulhas descartáveis usadas devem ser cuidadosamente colocadas em recipiente resistente às perfurações, específicos para o recolhimento de objetos perfurocortantes. Os objetos perfurocortantes não descartáveis devem ser colocados em um recipiente resistente e autoclavados. Os recipientes que contêm agulhas, equipamentos cortantes e vidros quebrados contaminados devem passar por um processo de descontaminação antes de serem descartados.

■ Equipamentos laboratoriais com defeitos precisam ser descontaminados antes de serem enviados para conserto ou removidos do local.

■ Acidentes resultantes de uma exposição ao material infeccioso viral devem ser imediatamente notificados ao coordenador do laboratório. A avaliação médica, a vigilância e o tratamento necessitam ser prontamente providenciados, bem como os registros do acidente e as providências adotadas devem estar todos documentados.

B) Equipamentos de segurança (barreiras primárias): as barreiras primárias de contenção devem ser empregadas para conferir proteção pessoal, de toda a equipe, do ambiente e da amostra manipulada (ver a seção dos Equipamentos de Proteção). Usar cabines de segurança biológica, de preferência de classe II, associadas aos EPI adequados sempre que: realizar procedimentos com elevado potencial de produção de aerossóis infecciosos (centrifugação, trituração, homogeneização, agitação, sonificação ou abertura de recipientes contendo materiais infecciosos virais onde a pressão interna possa ser diferente da pressão ambiental) e ao manipular culturas com altas concentrações ou grandes volumes de agentes infecciosos virais. É indispensável o uso de EPI apropriados durante as atividades no laboratório de virologia, como: jalecos, gorros, uniformes de proteção, luvas, calçados (fechados, resistentes e impermeáveis), propés, entre outros. Quando houver um contato direto com materiais e superfícies potencialmente infecciosas ou equipamentos contaminados, recomenda-se o uso de dois pares de luvas. Sempre que houver perda da integridade e após o término dos procedimentos laboratoriais envolvendo os agentes virais ou produtos químicos, as luvas devem ser desprezadas e nunca reutilizadas. Os EPI para o rosto (p. ex., máscaras de proteção, protetor facial, óculos de proteção, entre outros) precisam ser usados na prevenção de respingos ou sprays provenientes de materiais infecciosos virais ou de outros materiais perigosos (ácidos e bases fortes) e quando for necessária a manipulação de microrganismos fora das cabines de segurança biológica.


O símbolo de risco biológico é uma representação visual que indica a existência de vírus e de outros materiais biológicos no local, bem como alerta para a possibilidade de uma exposição a um agente com potencial patogênico. Este símbolo deve estar presente a partir dos laboratórios NB-2, sendo afixado: nas portas de acesso aos recintos onde há presença do agente biológico, nos locais de armazenamento (freezers, geladeiras, botijões de nitrogênio líquido etc..), equipamentos onde se manipulam os agentes biológicos (centrífugas, agitadores, estufas, micro-ondas, cabines de segurança biológica etc.), contêineres e recipientes de descarte de material biológico (caixas de descarte de perfurocortantes, cestos de lixo, sacos branco de descarte).



C) Infraestrutura (barreiras secundárias): para este nível de biossegurança deve ser observado o que foi preconizado no NB-1em relação às instalações, além de conter os seguintes elementos:

■ A construção de novos laboratórios de virologia deve ser distante das áreas públicas.

■ O laboratório deve possuir uma pia para a lavagem das mãos, próximo à saída do mesmo, similar ao NB-1; porém é recomendada a utilização de torneiras com acionamento automático (células fotoelétricas) ou podal.

■ As cadeiras e outros móveis utilizados no trabalho laboratorial devem ser revestidos com um material impermeável e de fácil limpeza e descontaminação.

■ As cabines de segurança biológica devem ser instaladas, de forma que a variação da entrada e saída de ar da sala, não provoque alteração nos padrões de contenção de seu funcionamento. Devem estar localizadas longe de portas, janelas que possam ser abertas e fora de áreas laboratoriais com fluxo intenso de pessoas, de forma que sejam mantidos os parâmetros de fluxo de ar nestas cabines.

■ O lava-olhos e o chuveiro de emergência devem estar disponíveis.

■ As portas devem possuir um sistema de travamento.

■ O sistema mecânico de ventilação precisa proporcionar um fluxo interno de ar sem que haja uma recirculação para os espaços fora do laboratório.

■ O local de armazenamento de substâncias químicas deve estar situado fora da área do laboratório.

■ O sistema de segurança para combate a incêndios e saídas de emergência deve estar presente e devidamente sinalizado no laboratório de virologia.

■ A água empregada para as atividades laboratoriais deve ser de boa qualidade e sempre disponível. O sistema de esgoto deve estar protegido contendo um dispositivo de antirrefluxo.

■ O fornecimento de eletricidade precisa ser adequado. Recomenda-se a instalação de um sistema de gerador de energia, a fim de manter os equipamentos indispensáveis (cabines de segurança biológica, freezers etc.) funcionando caso haja queda no fornecimento de energia.

■ O laboratório de virologia necessita possuir uma autoclave dentro da área do laboratório ou nas imediações no mesmo prédio.

■ O descarte dos resíduos deve ser controlado e seguir as normas específicas para este procedimento (ver a seção: Plano de Gerenciamento de Resíduos).

NB-3

Destina-se a manipulação dos agentes virais da classe de risco 3, isto é, os agentes virais nativos ou exóticos, que possuem elevado risco individual e baixo risco para a comunidade e as medidas eficazes de tratamento e/ou profilaxia não estão prontamente disponíveis ou ainda não existem. Também pode ser designado para a manipulação de grandes volumes e altas concentrações de agentes virais da classe de risco 2. O NB-3 possui semelhanças ao NB-2 e ao NB-1, sendo acrescentado de características bastante peculiares. Esse nível de contenção exige a intensificação dos programas de biossegurança, sendo aplicável aos laboratórios virológicos de diagnóstico, pesquisa, ensino ou unidades de produção.

Para este nível de contenção são requeridos, além dos itens referidos no NB-2, uma infraestrutura especializada. Deve ser mantido um controle rígido em relação ao sistema operacional, inspeção e manutenção das instalações e equipamentos. O pessoal técnico precisa receber treinamento específico sobre os procedimentos de segurança para a manipulação destes agentes virais e/ou OGM (resultantes de agentes virais da classe de risco 3), que possam causar doenças graves e potencialmente letais, como resultado de exposição por inalação.

A equipe profissional precisa ser supervisionada por profissional altamente capacitado e que possua ampla experiência em trabalho com estes agentes. Todos os procedimentos envolvendo a manipulação de material biológico contendo os agentes infecciosos virais são realizados dentro da cabine de segurança biológica, ou por indivíduos vestindo roupas de proteção pessoal e utilizando os equipamentos especializados.

Reconhece-se, no entanto, que algumas edificações existentes podem não ter todos os recursos de instalação recomendado para NB-3. Nesta circunstância, um nível aceitável de segurança para a realização de procedimentos de rotina (p. ex., procedimentos diagnósticos que envolvem a propagação de um agente para identificação, caracterização, testes sorológicos e de biologia molecular, produção de vacinas, entre outros), pode ser alcançado em um NB-2, desde que:

■ O ar proveniente dos recintos do laboratório de virologia seja filtrado por um sistema de alta eficiência (HEPA) antes de ser eliminado para o meio ambiente.

■ A ventilação do laboratório possua um fluxo de ar direcionado para os recintos.

■ O acesso do pessoal ao laboratório seja restrito, quando o processo operacional estiver sendo executado.

■ As BPL padrões e especiais em virologia, bem como a utilização dos EPI e EPC para o NB-3, obrigatoriamente devem ser seguidas.

A) Procedimentos padrões: além das BPL padrões e as especiais estabelecidas para os laboratórios NB-1 e NB-2, devem ser adotadas as recomendações que se aplicam à manipulação de agentes virais classificados como sendo da classe de risco 3, como:

■ O acesso de pessoas ao laboratório é restrito, havendo o controle rigoroso da entrada e saída do pessoal nas dependências do laboratório NB-3. Não é permitido o ingresso de gestantes e indivíduos imunocomprometidos.

■ O chefe do laboratório deve assegurar que antes de iniciar as atividades em NB-3, toda a equipe do laboratório demonstre estar apto para as práticas e técnicas padrões de segurança e demonstre habilidade também nas práticas e operações específicas do laboratório, e que todos os indivíduos estejam imunizados. A realização de exames periódicos é recomendada para monitoramento da sanidade dos profissionais. Amostras sorológicas de toda a equipe e das pessoas expostas ao risco devem ser coletadas e armazenadas adequadamente para futura referência.

■ Os EPI devem ser autoclavados antes de serem lavados ou descartados.

■ As indumentárias usadas no laboratório jamais podem ser usadas fora da área de contenção biológica. Antes de ingressar aos recintos do laboratório, é obrigatório trocar toda a roupa de passeio pelas roupas de proteção específicas.
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Quadro 2-4. Resumo das Caracteristicas dos Laboratérios de Virologia de acordo com os Niveis de Biosseguranca (NB)

NB  Agente viral

NB-1 Virus com menor
potencial patogénico,
incluindo os nao
zoon6ticos

NB-2 Virus associados as
infecdes no homem,
existindo o risco de
ingestio e inoculagio
percuténea e mucosa
em laboratoristas

NB-3 Virus exéticos
ou selvagens
com potencial de
transmissio por
aerosséis e de provocar
enfermidade severa
efou letal

NB-4  Virus considerados
altamente perigosos
ou exéticos,
transmitidos.
por aerossés,
apresentando grande
risco de causar morte.
Agentes ainda ndo
completamente
caracterizados

Fon

Procedimentos

Boas préicas laboratoriais
(BPL) basicas s
requeridas

BPL bésicas, além disso,
0 acesso ao recinto deve
ser limitado; sinalizar as
dreas de risco biolégico;
descontaminar o lixo

e residuos; instituir
protocolos para primeiros
socorros

Todas as BPL adotas no
NB-2, e, mais: 0 acesso
ao recinto deve ser
controlado; descontaminar
olixo e residuos, bem
como as roupas usadas
nolaboratério antes

da lavagem; coletar
periodicamente o soro
dos profissionais e utilizar
os imunoprofiliticos
disponiveis

BPL empregadas no NB-3 &
também: trocar de roupas
antes de entrar nas dreas
de risco bioldgico; requer
banho antes da saida do
laboratdrio; todo material
deve ser descontaminado
antes da remogdo

daptado a partir da NR-32, BRASILZ*® e Flores®

Equipamentos de
sequranca
(barreira primaria)

Usar EPI conforme a
necessidade

Cabines de seguranca
bioldgica (CSB) de classe
I'e Il para manipular

os virus e tudo o que
produzir aerossdis e
derramamentos; usar
jalecos, luvas, protecdo
facial, dependendo da
atividade

CSB de classe Il e lll para
manipular os virus e tudo
0 que produzir aerossbis

e derramamentos; trajar
roupas especificas para uso
restrito no laboratério; EPI
de acordo com a atividade
a ser desempenhada,
assim como uso de
protego respiratéria

Todos os equipamentos do
NB-3, além de: CSBII
efou vestimentas
(macaco) com pressio
positiva em associagio
com CSBI

Infraestrutura
(barreira secundaria)

Bancada aberta

Assim como em NB-1 e
autoclave

NB-2 e ainda:
separagao fisica dos
corredores e das dreas
de circulagdo, portas
duplas com fechamento
automatizado, fluxo de
ar direcional e pressio
negativa nos recintos,
sistema para filtrar ar
HEPA (High Efficiency
Particulate Air)

NB-3 e, além disso:
prédio separado ou

em érea isolada com
entrada e saida de ar
controlada e sistema
de filtros HEPA, pressio
negativa, sistema de
descontaminagao
controlado, assim como
autoclaves com dupla
abertura e os residuos
devem ser depositados
em contéineres
especificos

Exemplares

Virus da cinomose e
0 da hepatite canina,
parvovirose suina,
diarreia viral bovina,
entre outros

Virus da influenza
A,Be C, rubéola,
sarampo, caxumba,
parainfluenza, rotavirus
humanos, entre outros

Herpes-virus dos
simios, virus de
encefalite japonesa,
hantavirus, virus da
febre amarela, virus
da encefalite equina
venezuelana, virus do
Nilo ocidental, entre
outros

Virus Ebola, virus

de Marburg, virus
sabi, virus da febre
hemorragica Crimeia-
Congo, entre outros
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Classe de
risco

Risco
individual

Risco de
propagagao a
coletividade

Profilaxia ou
tratamento
eficaz

Moderado

Baixo

Existem

Moderado

Nem sempre
existem

Ainda ndo
existem
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