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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite A (VHA) constitui um problema de satde publica em
todo 0 mundo. O presente estudo teve como objetivos determinar a prevaléncia da infecgédo
aguda pelo VHA, em 703 pacientes com suspeita clinica na cidade de Goiania — Goias, bem
como identificar os genotipos e subgenotipos do virus circulantes na regido. Neste sentido,
amostras de soro desses individuos foram analisadas pelo ensaio imunoenzimatico para a
deteccédo do anti-VHA-IgM, observando-se indice de positividade de 46,4% (326/703). Das
703 amostras de soro, 588 e adicionalmente 22 amostras de fezes foram analisadas por RT-
PCR, para deteccdo do RNA-VHA, sendo observados indices de positividade de 13,1%
(77/588) e 54,5% (12/22), respectivamente. Como um todo, foi detectado um alto indice de
positividade da infeccdo pelo VHA na regido (51,9%), muito embora com declinio
significativo deste indice durante o periodo de estudo. Para genotipagem, o produto de
amplificagcdo génica de 18 amostras de soro foi submetido a reacdo de seqiienciamento da
regido relativa a juncdo VP1/2A do genoma do VHA. Seqiiéncias de 168 nucleotideos
foram obtidas, e apds anélise, os 18 isolados foram classificados como gendtipo I, sendo
dez deles subgendtipo 1A e oito subgenotipo IB. Este estudo confirma a ampla circulagdo
do VHA em Goiania, sendo ainda o primeiro a relatar a ocorréncia de ambos subgendtipos
(IA e IB) no Estado de Goias e, neste sentido, demonstra a necessidade de informagdes
adicionais a respeito da epidemiologia molecular de amostras circulantes do VHA na

Regido Centro-Oeste e nas demais regides brasileiras.

Palavras-chave: Virus da hepatite A; Prevaléncia; Genotipos
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ABSTRACT

Hepatitis A virus (HAV) infection is a public health problem worldwide. The present study
aimed to determine the acute HAV infection prevalence in 703 patients with clinical signs
from Goiania-Goias, as well as to identify the HAV genotypes and subgenotypes
circulating in the region. In this way, serum samples were tested for anti-HAV-IgM by
enzyme immunoassay and 46.4% (326/703) were positive. Of the 703 serum samples, 588
and in addition, 22 fecal samples were analyzed by RT-PCR, for HAV RNA detection, with
positivity indices of 13.1% (77/588) and 54.5% (12/22), respectively. It was observed a
high index of HAV infection positivity in the region (51.9%), although with a significant
decline during the period of study. For the genotyping, the amplification product of 18
serum samples was submitted to genomic sequencing reaction of the VP1/2A junction
region of the HAV genome. Sequences of 168 nucleotides were obtained and analyzes
showed that the 18 isolates were genotype |, with ten subgenotype IA and eight
subgenotype IB. This study underscores the extent of HAV circulation in Goiania and, this
is the first report of the occurrence of both subgenotypes (1A e IB) in Goias state and, in
this way, shows the necessity of additional information about the molecular epidemiology

of HAV samples circulation in West-Central Region and in the other Brazilian regions.

Key-Words: Hepatitis A virus; Prevalence; Genotypes



PREVALENCIA DA INFECCAO F s D4 HEPATITE A MA CIDADE DE GOIANIA, GO

AD DOS GENOTIPOS E SUBGENOTIPOS VIRAIS

1. INTRODUCAO

1.1. HEPATITES VIRAIS

As hepatites virais podem ser causadas por diferentes tipos de virus, embora o termo
seja comumente reservado para aqueles agentes que tém o figado como 6rgédo alvo. A
importancia dessa doenca ndo se limita apenas ao grande numero de pessoas infectadas,
mas também ao que se refere a evolucdo da infeccdo, que pode passar da forma aguda para
a crbnica, podendo evoluir para cirrose e/ou carcinoma hepatocelular (Ferreira & da
Silveira 2004).

Nos ultimos 50 anos ocorreram significativos progressos em termos da identificacéo
e caracterizacdo dos virus causadores de hepatites. Neste sentido, as hepatites virais podem
ser classificadas em termos das vias principais de transmisséo dos agentes, incluindo a via
fecal-oral, que tem os virus das hepatites A e E (VHA e VHE) como causadores, e a
parenteral, cujos representantes sdo os virus das hepatites B (VHB), C (VHC) e D (VHD).
Adicionalmente, outros virus vém sendo tentativamente relacionados a sindrome, os quais
foram denominados virus GB-C (GBV-C), virus TT (TTV) e virus SEN (SENV), tendo
também como principal via de transmissdo, a parenteral (Koike 2001, Menon 2002,

Ferreira & da Silveira 2004).



1.2. VIRUS DA HEPATITE A

1.2.1. HISTORICO

As evidéncias de uma doenga com caracteristica de ictericia remontam séculos,
existindo relatos de ictericia epidémica desde o tempo de Hipdcrates, ha mais de 2000 anos
(Zuckerman 1970 apud Ross et al. 1991, Zuckerman 1983 apud Hollinger & Ticehurst
1996, Menon 2002). O termo ‘“hepatite infecciosa” foi inicialmente designado por
Cockayne (1912), sendo posteriormente denominada de hepatite A. Os primeiros relatos de
surtos da hepatite infecciosa foram provenientes da Europa, nos séculos XVII e XVIII,
sendo o primeiro em Minorca, em 1745 (Cockayne 1912).

No século XX, foram realizados estudos objetivando a identificacdo do agente
causador da infecgdo, bem como a sua caracterizacdo. Em 1923, Blumer sugeriu que a
infeccdo era transmitida pelo contato pessoa a pessoa e, apds a Segunda Guerra Mundial,
evidéncias apontaram uma etiologia viral para a doenga. No entanto, suspeitava-se tambem
de uma segunda forma de hepatite infecciosa, a qual diferia da primeira por apresentar um
periodo maior de incubacdo (Voegt 1942 apud Hollinger & Ticehurst 1996). Finalmente,
com base principalmente em diferencas epidemiolégicas observadas entre essas duas
formas de hepatites, MacCallum (1947) introduziu os termos hepatite A e hepatite B para
designar a hepatite infecciosa e hepatite sérica ou por soro homdlogo, respectivamente.
Estudos realizados por Krugman et al. (1967) permitiram diferenciar as duas formas de

hepatite, a partir de diferengas clinicas, epidemioldgicas e imunoldgicas. Denominou-se



entdo de MS-1, o agente causador da hepatite infecciosa que tinha como via principal de
transmissdo a fecal-oral e com curto periodo de incubacéo. Esse agente (MS-1) foi utilizado
para inoculacdo em voluntarios humanos (Krugman et al. 1967), possibilitando a
identificagdo, por imunomicroscopia eletronica, de uma particula viral nas fezes dos
individuos infectados, que foi entdo admitida como o virus da hepatite A (VHA) (Feinstone
etal. 1973).

A identificacdo do VHA foi um passo fundamental para o desenvolvimento de
testes soroldgicos especificos para a deteccdo de antigeno viral e de anticorpos produzidos
especificamente contra o virus, permitindo o diagndstico da infeccdo pelo agente (Bradley
et al. 1977). Em 1979, Provost & Hilleman estabeleceram um sistema de cultivo celular

para 0 VHA, o que contribuiu enormemente para o desenvolvimento da vacina.

1.2.2. CLASSIFICACAO E MORFOLOGIA

O VHA pertence a familia Picornaviridae, género Hepatovirus. A particula viral
possui didmetro de aproximadamente 27 nandmetros (nm) e, estruturalmente, € desnuda,
com capsideo de simetria icosaédrica (Figura 1), constituido principalmente por trés
proteinas estruturais, VP1, VP2 e VP3, e tracos de uma quarta proteina, a VP4. O VHA
apresenta um coeficiente de sedimentacdo de 156S a 160S, e densidade de flutuacdo em
cloreto de césio (CsCl) de 1,32 a 1,34 g/lcm®. Este virus é estavel em pH &cido,
permanecendo viavel por cinco horas em pH 1,0, a temperatura ambiente. A antigenicidade
e integridade do virus permanecem estaveis quando o0 mesmo ¢é submetido a acdo de éter ou

cloroférmio, quando incubado por 60 minutos a 60° C, e ainda por varios anos se estocado



a -20°C ou em temperaturas mais baixas (Provost et al. 1975, Coulepis et al. 1980,
Tratschin et al. 1981, McCaustland et al. 1982, Scholz et al. 1989, Minor 1991, ICTVdB

2006).

[
= Figura 1. Micrografia eletrénica de particulas do VHA (CDC 2003).

1.2.3. ESTRUTURA GENOMICA E PROTEICA

O genoma do VHA é constituido de uma Unica molécula linear de RNA fita
simples, de polaridade positiva e com 7,5 kilobases (kb) (Bradley et al. 1978, Siegl &
Frosner 1978, ICTVdB 2006), apresentando um quadro de leitura aberta (Open Reading
Frame — ORF) flanqueado por duas regides ndo codificantes, 5’ e 3’. A extremidade 3’ é
poliadenilada, composta por cerca de 63 nucleotideos e a extremidade 5', por cerca de 735
nucleotideos. Essa Ultima, considerada a regido mais conservada do genoma, ndo apresenta
a estrutura cap (GGC*"IyUuA* M y...) - guanosina metilada necessaria para a ligacdo
do mRNA ao ribossomo quando da traducdo (Zaha 2006), no entanto, se liga

covalentemente a uma pequena proteina denominada VPg. O ORF viral codifica para uma



poliproteina precursora de aproximadamente 2.225 a 2.227 aminoacidos (Figura 2) (Siegl et
al. 1981, Najarian et al. 1985, Weitz et al. 1986, Cohen et al. 1987).

A poliproteina é dividida em trés dominios funcionais denominados P1, P2 e P3,
que, por clivagens sucessivas, resultam nas diferentes proteinas virais. O dominio P1 é
precursor dos dominios 1A-D, dos quais resultam as proteinas estruturais constituintes do
capsideo viral VP4 (1A), VP2 (1B), VP3 (1C) e VP1 (1D). Os dominios P2 e P3 sdo
precursores dos dominios 2A-C e 3A-D, respectivamente, dos quais resultam as proteinas
ndo-estruturais, necessarias para o processo de replicacéo viral. Funcionalmente, o dominio
3B resulta na proteina VPg que, ligada a extremidade 5’ do genoma, tem a funcdo de
iniciador de transcricdo. O produto do dominio 3C tem atividade de protease, enquanto que
0 produto do dominio 3D constitui a RNA polimerase do virus (Palmenberg 1990, Totsuka

& Moritsugu 1999, Yokosuka 2000).

Quadro de leitura aberta - ORF

r
=Figura 2. Esquema representando o genoma do VHA e suas proteinas estruturais e

ndo-estruturais (Liberto et al. 2002, com modificacdes).



1.2.4. VARIABILIDADE GENOMICA DO VHA

O VHA apresenta um Unico sorotipo, o que impede a diferenciacdo de isolados do
virus por meétodos soroldgicos (Rakela et al. 1976, Lemon & Binn 1983, Melnick 1992).
N&o obstante essa estabilidade antigénica, o0 VHA apresenta variabilidade genémica, tendo
sido definidos seis gendtipos virais (Lu et al. 2004). Essas variantes virais tém sido
identificadas por sequénciamento de diferentes regides do genoma, incluindo as
codificantes das regides carboxi-terminal da proteina VP3 (Jansen et al. 1990), amino-
terminal da proteina VP1 (Robertson et al. 1991, 2000, Apaire-Marchais et al. 1995, De
Serres et al. 1999, Arauz-Ruiz et al. 2001, Costa-Mattioli et al. 2001a, 2001b) e da juncéo
das proteinas VP1/2A (Robertson et al. 1992, 2000, Normann et al. 1995, Taylor 1997,
Bruisten et al. 2001, Byun et al. 2001, Costa-Mattioli et al. 2001a, Diaz et al. 2001).

A regido carboxi-terminal da VP3 é considerada a mais conservada, a da jungdo
VP1/2A a mais varidvel e a regido amino-terminal VP1 de variabilidade intermediaria. O
estudo original de analise genotipica do VHA teve como base a comparacdo de uma
sequéncia de 168 nucleotideos da juncdo VP1/2A de 152 amostras isoladas de diferentes
partes do mundo (Robertson et al. 1992). Essa andlise permitiu a definicdo de sete
gendtipos distintos do VHA (I — VII), os quais diferiam uns dos outros em 15 a 25% na
posi¢do das bases e ainda, quatro subgendtipos (1A, 1B, II1A, 111B) que diferiam entre si em
torno de 7,5%. Os gendtipos I, 11, 111 e VII encontravam-se associados a infeccbes em
humanos, e os outros, a infec¢es em espécies simias (1V, V, VI). Nesse mesmo estudo, foi
observado que as amostras humanas pertenciam, em sua maioria, aos gendtipos | e IlI,

sendo identificada apenas uma amostra como gendtipo Il (CF53/Berne), e outra, como



gendtipo VII (SLF88). Estudo posterior, analisando a regido total codificante da proteina
VP1, mostrou que entre as seqliéncias das amostras representativas dos gendtipos Il
(CF53/Berne) e VII (SLF88), havia uma variacdo minima, sendo entdo sugerido que essas
amostras representariam subgendétipos de um mesmo genotipo (Costa-Mattioli et al. 2002a).
Outro estudo reforgou essa sugestdo a partir da andlise do genoma total dessas amostras.
Assim, foi proposta a classificacdo de ambas como diferentes subgen6tipos do genoétipo I,
sendo o isolado CF53/Berne definido como subgendtipo 1A e o isolado SLF88 como
subgendtipo 1IB. Dessa forma, na atualidade, o VHA é classificado em seis genotipos (I —
VI) sendo que os genotipos I, 11 e 111 apresentam-se divididos em subgenotipos A e B (Lu et

al. 2004).

1.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATITE A

Do ponto de vista clinico, a infeccdo pelo VHA é de carater benigno. Em criangas, a
maioria das infec¢des ocorre de forma assintomética ou anictérica e, nessas circunstancias,
0 quadro clinico pode passar despercebido, sendo confundido freqlientemente com quadros
gripais ou com perturbacfes digestivas transitorias. Quando sintomaética, as manifestaces
clinicas da infeccdo sdo indistinguiveis das hepatites agudas por outros agentes, e dessa
forma, o diagnostico laboratorial se torna necessario (Ferraz et al. 1991, Pereira &
Goncalves 2003). Nesse sentido, o diagndstico da infec¢do pelo VHA pode ser realizado a
partir da deteccdo da particula ou do RNA viral, ou a partir de anticorpos de fase aguda

produzidos pelo hospedeiro (Hollinger & Ticehurst 1996).



O VHA pode ser detectado por imunomicroscopia eletronica (IME) a partir de fezes
de pacientes infectados, em funcéo, principalmente, da alta concentracdo do virus nesse
espécime clinico (10° particulas/g) (Feinstone et al. 1973, Dienstag et al. 1975, Hollinger &
Ticehurst 1996). O periodo de excrecdo do virus inicia-se desde uma a duas semanas antes
do inicio dos sintomas e se estende por no minimo duas semanas ap6s (Skinhoj et al. 1981,
Tassapoulos et al. 1986), muito embora, excrecdo fecal prolongada tenha sido relatada
(Yotsuyanagi et al. 1996, Chitambar et al. 2001).

A presenca do RNA viral pode ser detectada utilizando-se a reacdo em cadeia pela
polimerase (Polimerase Chain Reaction — PCR). Em funcdo de sua sensibilidade,
especificidade e rapidez, essa metodologia tem sido extensivamente utilizada para o
diagnostico viral. Considerando ser o genoma viral constituido de RNA, uma etapa
adicional, denominada transcrigdo reversa (Reverse Transcription - RT), se faz necesséria.
Essa utiliza a enzima transcriptase reversa para sintetizar uma molécula de DNA
complementar (cDNA), tendo como molde a fita de RNA do virus (Normann et al. 1994).
Dessa forma, a reacdo em cadeia pela polimerase pés-transcricdo reversa (RT-PCR) tem
sido utilizada para a deteccdo do RNA-VHA a partir dos espécimes clinicos fezes e soro
(Tedeschi et al. 1989, Seelig et al. 1992, Yotsuyanagi et al. 1996). Por essa metodologia,
pode ser observado que o periodo de viremia, quando da infeccdo pelo VHA, pode chegar
até 490 dias ap6s o inicio dos sintomas, com carga viral de até 10° copias/mL durante a fase
aguda, a qual diminui gradualmente (Fujiwara et al. 1997, Kwon et al. 2000, Buti et al.
2001, Costa-Mattioli et al. 2002b, Normann et al. 2004). Adicionalmente, estudos

utilizando a PCR também demonstraram a presenca do VHA em soro coletado em fase



anterior ao surgimento dos sintomas, bem como em amostras negativas para o anti-VHA-
IgM, dentro do periodo de janela imunolégica (Bower et al. 2000, de Paula et al. 2004b).

Ainda, como referido, o diagnostico da infeccdo pelo VHA é rotineiramente
realizado a partir da deteccdo de anticorpos especificos da classe IgM (anti-VHA-IgM), o
que tem sido feito principalmente utilizando o ensaio imunoenzimatico (EIE) (Koff 1998).
Esses anticorpos sdo detectados desde duas semanas da fase aguda da infeccéao e persistem,
na maioria dos casos, por cerca de trés a seis meses apds, e raramente até 12 meses,
definindo, assim, infec¢do aguda ou recente pelo VHA (Bradley et al. 1977, Locarnini et al.
1977, Kao et al. 1984). Adiconalmente, dentro de uma ou duas semanas apos o inicio dos
sintomas surgem, simultaneamente ao anti-VHA-IgM, os anticorpos da classe 1gG (anti-
VHA-IgG). Apds esse periodo, negativa-se o0 marcador IgM e o anti-VHA-IgG persiste por
toda a vida do individuo conferindo imunidade, e sua deteccdo evidencia um contato
pregresso com o virus indicando infecgdo passada (Ferraz et al. 1991, Koff 1998).

Por outro lado, a caracterizagdo de amostras do VHA tem sido realizada, o que tem
importancia, principalmente, em epidemiologia e pode, no futuro, ter também reflexos na
eficcia da vacina em uso, numa possibilidade, pelo menos teorica, do surgimento de
isolados resistentes & mesma (Costa-Mattioli et al. 2003). Essa caracterizacéo e realizada
por genotipagem, sendo que o principal procedimento utilizado é o sequénciamento
gendbmico. Muitas regibes do genoma tém sido seqiienciadas e analisadas quanto a sua
variabilidade, tendo sido observado que uma regido de 168pb (3024 — 3191), localizada na
juncéo das proteinas VP1/2A, aparece como a mais variavel (Robertson et al. 1992). Nesse
sentido, o sequénciamento genémico da juncdo VP1/2A tem sido utilizado para a

identificagdo dos genotipos do VHA circulantes.
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1.4. ASPECTOS CLINICOS DA INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE A

A hepatite aguda pelo VHA ¢é uma infeccdo autolimitada, geralmente benigna, que
néo evolui para a cronicidade. Entretanto, o0 VHA permanece como um importante agente
de doenca hepatica em todo o mundo, sendo causa significativa de morbidade tanto nos
paises em desenvolvimento, como nos desenvolvidos. A manifestacdo clinica pelo VHA é
diretamente relacionada & idade do paciente. Em criangcas menores de seis anos de idade, a
maioria das infeccdes é assintomatica ou subclinica, enquanto que dentre criancas mais
velhas e adultos, € mais freqliente a infeccdo sintomatica, com quadro de ictericia
ocorrendo na maioria dos casos. Em qualquer caso, o individuo € potencial transmissor do
virus, disseminando a infeccdo (Hadler et al. 1980, Lednar et al. 1985, Koff 1992).

Em casos sintomaticos, a infeccdo aguda pelo VHA geralmente apresenta um
periodo prodrémico, caracterizado por sintomas inespecificos, como anorexia, febre,
fadiga, mal estar, mialgia, nausea, vomito, dentre outros, variando de alguns dias a mais de
uma semana. Apos esse periodo, pode-se seguir a fase de ictericia, acompanhada de urina
escura (coluria) e fezes claras (acolia fecal). O paciente, em geral, se recupera
completamente dentro de dois meses. Ndo obstante, embora raramente, pode ocorrer
hepatite fulminante, onde necrose mais extensiva do figado leva a faléncia aguda com
possibilidade de morte, principalmente em individuos mais velhos (Akriviadis & Redeker
1989, Koff 1992, 1998, Melnick et al. 1994, Hollinger & Ticehurst 1996, Pereira &

Gongcalves 2003).
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1.5. EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELO VHA

1.5.1. TRANSMISSAO

A principal via de transmissdo do VHA é a fecal-oral, utilizando como veiculo, a
agua e alimentos contaminados por fezes contendo o virus. Por essa razdo, a transmissao €
facilitada por condi¢des de saneamento e habitos de higiene pessoal deficientes, bem como
por situacbes de aglomeragdo, como creches, escolas, prisdes e acampamentos. Nessas
condicBes, a ocorréncia de surto é frequente, onde pode se iniciar por fonte comum (agua,
alimentos), com a continuidade da transmissao feita de pessoa a pessoa (Hadler et al. 1980,
Ferreira et al. 1996, Villar et al. 2002, Fiore 2004).

O VHA produz viremia e a transmissdo parenteral tem sido relatada em casos de
transfusdo sanguinea e entre usuarios de drogas injetaveis ilicitas (UDI) (Azimi et al. 1986,
Schade & Komorwska 1988, Stene-Johansen et al. 1998, Diwan et al. 2003, Gowland et al.
2004, Spada et al. 2005). Por outro lado, para os UDIs, a transmissdo do VHA tem sido
relatada em funcdo do contato direto sob condi¢cdes de higiene precarias ou ainda, pela
ingestdo oral de drogas contaminadas por fezes (Akriviadis & Redeker 1989, Villano et al.
1997, O’Donovan et al. 2001, Spada et al. 2005).

O risco de adquirir hepatite A também tem sido relacionado a atividade sexual, em
funcgdo principalmente de contato oroanal, orogenital e digito-retal (Christenson et al. 1982,

Henning et al. 1995, Ochnio et al. 2001, Diamond et al. 2003).
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1.5.2. SOROPREVALENCIA

A hepatite A é uma infeccdo de distribuicdo universal, muito embora sua
prevaléncia seja variavel e diretamente relacionada as condi¢fes de saneamento, higiénicas
e socioecondmicas. Nesse sentido, diferentes padrdes de endemicidade da infecgdo tém
sido descritos em todo 0 mundo (Gust 1992, Jacobsen & Koopman 2004). Em éareas de alta
endemicidade, cerca de 90% das criangas se tornam infectadas até os 10 anos de idade e o
padrdo de transmissdo € o contato direto pessoa a pessoa, nao sendo frequente a ocorréncia
de surtos. A alta endemicidade é observada em regides de baixo nivel socioecondmico da
Africa, Asia, e América Latina (Vitral et al. 2006, Tufenkeji 2000). Areas com
endemicidade moderada incluem outras regides da América Latina e Asia, e se
caracterizam como regides que apresentam surtos freqiientes, com transmissdo ocorrendo
por contato pessoa a pessoa e pelo consumo de dgua e alimentos contaminados, com
incidéncia alta em criancas mais velhas, adolescentes e adultos jovens (Tanaka 2000,
Cianciara 2000). Nos paises desenvolvidos, o padrdo de endemicidade do VHA é baixo,
com indices maiores da infeccdo em adultos, uma vez que, sob condi¢des de saneamento e
higiene satisfatorias, a exposicdo durante a infancia é minimizada permitindo que
individuos alcancem a idade adulta susceptiveis a infeccdo (Cilla et al. 2006). Finalmente,
tem sido admitida a condicdo de endemicidade muito baixa, na qual a infec¢do ocorre
principalmente em adultos mais velhos, de forma esporadica e geralmente relacionada a
viagens para areas endémicas. Esse padrdo tem sido visto na Escandinavia (Gust 1992,

Jacobsen & Koopman 2004, Vitral et al. 2006).
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A América Latina apresenta regides de alta e moderada endemicidade para a
infeccdo pelo VHA, com a mudanca do padréo de alta para moderada, vista no México,
Republica Dominicana, Chile, Venezuela, Argentina e Brasil (Tapia-Conyer et al. 1999,
Clemens et al. 2000, Tanaka 2000). Essa mudanca tem sido atribuida a melhoria econdmica
dos paises com reflexo no padrdo de saneamento basico. Alteracdo dos padrfes de
endemicidade da infeccdo de outras regides do mundo também foi observada (Barzaga
2000, Cianciara 2000, Polz-Dacewicz et al. 2000, Sohn et al. 2000, Tufenkeji 2000, Sacy et
al. 2005, Almuneef et al. 2006, Cilla et al. 2006).

No Brasil, observa-se diversidade na prevaléncia da infeccdo pelo VHA. Nesse
sentido, estudos tém demonstrado uma correlacdo inversa entre a exposi¢do ao VHA e o
nivel socioecondmico, considerando que este reflete melhorias nas condigdes bésicas de
saneamento. Assim, quanto mais baixo o nivel com déficit no saneamento, maior é o indice
de infeccéo, principalmente na infancia (Vitral et al. 1998, Almeida et al. 2001, de Paula et
al. 2001, Assis et al. 2002, Santos et al. 2002, Zago-Gomes et al. 2005, Dinelli et al. 2006).

Em Goids, os estudos realizados mostraram indices de soroprevaléncia para
infeccdo pelo VHA variavel. Assim, foram observados indices de 77,6% e 44,8% em
criancas/adolescentes de escolas publicas e particulares da cidade de Goiénia,
respectivamente (Hidalgo 1999), 87,5% em “meninos de/na rua” na faixa etaria de sete a 10
anos de idade (Queirdz et al. 1995a) e 69,7% em criancas de creches publicas (Queirdz et
al. 1995b). Também, estudo desenvolvido por Cardoso et al. (2000), considerando 466
individuos com suspeita clinica de hepatite, identificou um indice de positividade para o
marcador de infeccdo recente pelo VHA (anti-VHA-IgM) de 32,6%. Estes dados

demonstram a alta disseminacgdo do VHA na regi&o.
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1.5.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS GENOTIPOS E SUBGENOTIPOS DO

VHA

No que se refere a circulagdo dos genotipos do VHA, tem sido observado um padréo
de transmissdo endémico em regides como China e paises da América do Sul, com a
predominancia de um Unico genétipo. Por outro lado, em alguns paises da Europa, observa-
se circulacdo simultanea de diferentes genotipos, o que indica que essas amostras sejam
importadas de areas altamente endémicas (Robertson et al. 1992).

Mundialmente, o genotipo | é prevalente, compreendendo cerca de 80% das
amostras circulantes (Robertson et al. 1992), em especial o subgenoétipo 1A, na lItalia
(Normann et al. 1995, Chironna et al. 2003), Africa do Sul (Taylor 1997), Holanda
(Bruisten et al. 2001, Tjon et al. 2005), Koréia (Byun et al. 2001), Uruguai, Argentina e
Chile (Costa-Mattioli et al. 2001a), Franca (Costa-Mattioli et al. 2001b), Cuba (Diaz et al.
2001), Espanha (Pina et al. 2001), Tailandia (Theamboonlers et al. 2002, Poovorawan et al.
2005), Japdo (Fujiwara et al. 2003), Albania (Gabrieli et al. 2004) e India (Hussain et al.
2005). O subgendtipo IB tem sido identificado principalmente na Jordania, Austrélia, Norte
e Sul da Africa, Japdo, China (Robertson et al. 1992, Taylor 1997, Chen et al. 2001,
Fujiwara et al. 2003) e paises da Europa (Robertson et al. 1992, Apaire-Marchais et al.
1995, Costa-Mattioli et al. 2001b, Sénchez et al. 2002, Chironna et al. 2003, 2004, Tjon et
al. 2005).

Na América do Sul, o gendtipo | tem sido, até o0 momento, o Unico identificado,

sendo que em paises como Argentina (Costa-Mattioli et al. 2001a, Mbayed et al. 2002),
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Costa-Rica, El Salvador (Arauz-Ruiz et al. 2001), Uruguai, Chile (Costa-Mattioli et al.
2001a) e Cuba (Diaz et al. 2001), 100% dos isolados séo subgenotipo IA.

Também no Brasil, a infeccdo pelo gendtipo | se apresenta como sendo de caréater
endémico. Por outro lado, esse é o Unico pais da América do Sul onde tem sido observada a
circulagdo concomitante de ambos os subgendtipos, 1A e IB em mais de um estado da
federacdo, como Rio de Janeiro, Pernambuco e regido Amazonica (de Paula et al. 2002,
2006, Devalle et al. 2003, Villar et al. 2004, 2006). Nao obstante, estudo utilizando
amostras provenientes dos Estados do Rio de Janeiro, Pard, Maranhdo, Goids e Minas

Gerais mostrou a ocorréncia apenas do subgenotipo IA (de Paula et al. 2004a).

1.6. PREVENCAO E CONTROLE DA HEPATITE A

A transmissdo do VHA é prevenida, de maneira priméria, pela adocdo de medidas
inespecificas que evitem a exposi¢do ao agente, tais como higiene pessoal com a lavagem
das mdos apds o uso de sanitarios e antes do preparo de alimentos, higienizacdo de
utensilios e roupas e tratamento de alimentos crus. Paralelamente, se torna necessario um
aprimoramento nas condi¢cdes de saneamento basico, visando redugdo na contaminagéo de
agua. Adicionalmente, medidas de controle especificas contra a hepatite A também se
fazem necessarias, as quais incluem a imunizacgao passiva com o uso de imunoglobulinas e
a imunizacgdo ativa através da vacina (Ferreira & da Silveira 2004).

A administracdo de imunoglobulina contra 0 VHA é feita via injecéo intramuscular,
sendo eficiente para a indugao de protecdo por um curto periodo de tempo. E recomendada

para criancas menores de dois anos de idade, bem como para a protecdo de individuos com
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elevado risco de exposicao a infeccdo como, viajantes para areas endémicas, trabalhadores
de creches e contactantes domiciliares (Koff 1995, 1998, Ferreira & da Silveira 2004).

Imunizacdo ativa requer a administracdo de vacina capaz de induzir producdo de
anticorpos neutralizantes para 0 VHA (Koff 1995). Atualmente, existem duas vacinas para
a hepatite A licenciadas e comercialmente disponiveis: HAVRIX (GlaxoSmithKline
Biologicals, Rixensart, Bélgica) e VAQTA (Merck & Company, Inc., Whitehouse Station,
New Jersey). Ambas sdo preparadas a partir de virus inativado por formaldeido, sendo
equivalentes em termos de imunogenicidade e eficacia, podendo ser administradas em
individuos a partir de 12 meses de idade, em duas doses (Koff 1998, Ferreira & da Silveira
2004, Fiore et al. 2006, Wasley et al. 2006).

O fato do VHA apresentar apenas um sorotipo, facilita o controle da hepatite A
através da vacinagdo. Entretanto, como ja referido, o virus tem apresentado variacao
genbmica e, caso ocorram maiores alteracdes que reflitam na producdo das proteinas do
virus, variantes antigénicas que escapem a protecdo vacinal podem emergir. Esse fato
aponta para a necessidade do conhecimento das variantes gendmicas dos virus circulantes

em cada regido.
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PREVALENCIA D& INFECCAQ PELO VIRUS DA HEPATITE A NA CIDADE DE GOIANIA, GO
DETERMINACAO DOS GENOTIPOS E SUBGENOTIPOS VIRAIS

2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo VHA é de distribuicdo mundial, sendo endémica em muitas regides
e com prevaléncia variando amplamente em funcdo do nivel socioecondmico e das
condicdes de saneamento. Por outro lado, variacdo no padrdo de endemicidade da infeccdo
pelo VHA em diferentes regides do mundo, como em alguns paises da América Latina e em
particular em alguns estados do Brasil, tem sido observada (Cianciara 2000, Tanaka 2000,
Vitral et al. 2006). Além disso, tem sido observado um aumento do nUmero de
adolescentes e adultos jovens susceptiveis a infecgdo, com possivel aumento do nimero de
casos da doenca nesse grupo etario. Dessa maneira, estudos de soroprevaléncia periddicos
sdo importantes para monitoramento da infeccdo na populacdo, com o possivel subsidio a
politica de saude publica especifica.

O diagndstico laboratorial da infeccdo pelo VHA é tradicionalmente feito por
deteccdo dos anticorpos especificos de classe IgM (anti-VHA-IgM) (Koff 1998). Nao
obstante, o periodo de viremia do VHA pode ocorrer mesmo antes do aparecimento dos
sintomas e com auséncia dos anticorpos de infec¢do aguda (anti-VHA-IgM), periodo de
janela imunoldgica (Bower et al. 2000, de Paula et al. 2004b). Nesse sentido, a detecgdo do
RNA do virus no soro é ferramenta importante para o diagndstico de casos de hepatite
aguda pelo VHA, principalmente, quando negativos para anti-VHA-IgM.

No Brasil, ndo existe ainda consenso sobre os gendtipos do VHA circulantes.
Estudo realizado com amostras VHA provenientes das cinco regides brasileiras mostrou

que essas eram subgenotipo IA (de Paula et al. 2004a). Por outro lado, outros estudos
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realizados com amostras do Rio de Janeiro, Pernambuco e regido Amazonica apontaram
para a circulacdo também do subgenoétipo 1B (de Paula et al. 2002, 2006, Devalle et al.
2003, Villar et al. 2004, 2006). Considerando que, no Unico estudo realizado com amostras
da regido Centro-Oeste, o subgenotipo do VHA foi definido para nove amostras, a
proposicdo é de que outras amostras devam ser analisadas, ainda com objetivo do aumento

do conhecimento a partir de estudos epidemioldgicos.
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PREVALENCIA DA INFECCAO F s D4 HEPATITE A MA CIDADE DE GOIANIA, GO

WCAD DOS GENOTIPOS E SUBGENOTIPOS VIRAIS

3. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Estudar o perfil sorolégico e molecular da infeccdo pelo virus da hepatite A em
individuos com suspeita de hepatite na cidade de Goiania, GO, no periodo de 1995 a

2002.

Objetivos especificos:

1. Determinar o indice de infecgdo aguda pelo virus da hepatite A nesses pacientes,
utilizando método soroldgico e molecular;

2. Buscar associar a positividade para 0 RNA viral a presenca do anticorpo de infeccao
aguda (anti-VHA-IgM);

3. Relacionar a positividade para 0 RNA viral com o espécime clinico utilizado, fezes
Ou SOro;

4. Associar a positividade para o VHA as variaveis, idade, sazonalidade e ano de
deteccéo;

5. ldentificar os gendtipos / subgendtipos do VHA circulantes em Goiania — GO, no
periodo do estudo;

6. Identificar, por seqlienciamento gendmico e analises filogenéticas, os valores de
identidade entre as seqliéncias de nucleotideos e de aminoacidos entre as amostras

do VHA.
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Prevalence of hepatitis A virus infection in Goiania, Goias, Brazil,
by molecular and serological procedures, 1995-2002

Fabiola Souza Fiaccadori, Célia Maria de Almeida Soares*, Ana Maria Tavares Borges,
Divina das Déres de Paula Cardoso/*

Laboratorio de Virologia, Instituto de Patolegia Tropical e Saide Publica *Laboratorio de Biologia Molecular, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Goias, Rua 235, esquina com 12 avenida s/n°, Setor Universitario,
T74605-050 Goidma, GO, Brasil

In this study, a total of 865 serum samples were collected between 1993 and 2002 from individuals living in
Goidnia, Central Brazil, and clinically suspected of hepatitis. After exclusion of 102 samples which were pasitive for
hepatitis B virus or hepatitis C virus, 703 samples were tested for anti-hepatitis A virus (anti-HAV) IeM antibodies
by enzyme immunoassay. In addition, 388 of these samples and 22 fecal samples were analvzed by reverse transcrip-
tion-nested PCR for HAV RNA detection, with positivity indices of 13.1% (77/588) and 54.5% (12/22), respectively.
A similar index af viral RNA detection in anti-HAV-IgM positive or negative samples was observed in serum samples.
HAV infection is a public health problem worldwide and this studv underscores the extent of HAV cireculation in our

region.

Key words: hepatitis A virus - prevalence - anti-HAV-IgM - viral RNA - Goidnia - Brazil

Hepatitis A virus (HAV) infection 1s a public health
problem worldwide. HAV belongs to the Picornaviridae
family, Hepatovirus genus. The viral genome is a linear,
positive sense, single-stranded RINA (ssENA). of about
7.5 Kb in length (Buchen-Osmond 2003).

The endemicity of HAV infection varies between de-
veloping and developed countries. In Brazil, in recent
decades, a change has been observed from high to me-
dium endemicity for the infection (Tapia-Conyer et al. 1999,
Tanaka 2000). The prevalence of hepatitis A varies greatly
in different Brazilian regions. from 56% in the South and
Southeast to 93% 1n the North region (Carnilho et al. 2003)
and in the Central region, Cardoso et al. (2000) observed a
HAV infection rate of 32.6%.

The HAV concentration in feces is high, extending
from the incubation period until at least two weeks after
the acute phase of infection (Tassapoulos etal. 1986, Koff
1998). In developing countries, HAV is transmitted mainly
through the fecal-oral route, with the possibility of per-
son-to-person transmission (Lemon 1983, Villar et al.
2002b). Viral RINA can be also detected in the peripheral
blood, and 1n this way, parenteral transmission has been
observed (Costa-Mattioli etal. 2002, Diwan etal. 2003, de
Paula etal 2004b, Gowland et al. 2004).

HAV viremia occurs even during the immunological
window and thus, viral RNA detection 1s an important
condition for the correct diagnostic of acute hepatitis
cases of unknown eticlogy, as well as for patient monitor-
ing. For this reason, viral RNA detection in serum_ as well
as i feces, has been performed through the reverse tran-
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scription polymerase chain reaction (RT-PCR), using prim-
ers designed for different genome regions (Seelig et al.
1992 Butietal 2001, Costa-Mattioli etal 2002).

The present study presents data supported by mo-
lecular and serological procedures concerning the preva-
lence of HAV mfection in Gotania, Brazil.

MATERTALS AND METHODS

Samples - The samples m this study were collected
from 1995 to 2002 from individuals in Goidnia. The 865
individuals enrolled in this study were referred by the
Goias state public health system to the Virology Labora-
tory/Federal University of Goias, because thev presented
clinical signs of hepatitis such as jaundice, nausea, fever
or abdominal pain. The serum samples were tested for
viral hepatitis (HAV, HBV, HCV). Of these samples, 162
were positive for HBV or HCV and were excluded from
this study. The 703 remaming serum samples were in-
cluded, as were the 22 fecal samples collected from 22 of
the patients.

The study was approved by the Research Ethics Com-
muttee of the Federal University of Goias (COEP-UFG) -
22000000289.

Serolagical tests - All serum samples were tested for
anti-HAV-IgM antibodies with an enzvme immunoassay
test, using a commercial kit (Organon-Teknika, Boxtel/
Netherlands) according to manufacturer’s mstructions.

Viral ssRNA extraction - For viral RNA detection we
analyzed 588 serum samples that had sufficient material
for this procedure and 22 fecal samples. The viral ssRINA
was extracted according to the method described by Boom
etal. (1990) with modifications. Briefly, buffer L6 (guani-
dine isothiocyanate/0 1M Tris-HCI1 pH6.4/0.2M EDTA
pHB.0/Triton X-100), protemase K (10 mg/ml — Invitrogen/
Life Technologies, Carlsbad, CA_ US), ethanol and silica
(Sigma. 5t. Louis. MO, US) were added to 400 ul of the
sample. After the supernatant was discarded, the pellet
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was subjected to successive washings [buffer L2 (guani-
dine 1sothiocyanate/0. 1M Tris-HC1 pH6.4), 70% ethanol
and acetone]. Finally, the pellet was resuspended in DEPC
-treated water.

RT-PCR and nested PCR - RT. amplification reactions.
and primers followed the protocol described by de Paula
etal. (2002) with modifications. The random primer pd(N),
(Random Hexamer, GE Healthcare, Little Chalfont, UK) was
added to 8 nl of RNA. followed by incubation at 63°C for
10 min. The reaction mixture was added. in a final volume
of 20 pl [1X enzyme buffer (30 mM Trns-HClpH 83,75
mM KCl, 3 mM MgCL)/10mM DTT/1mM of each dNTP
(Invitrogen/Life Technologies)/20U Ribomuclease Inhibi-
tor (Invitrogen/Life)/200U of RT, MMLYV (Invitrogen/Tife)]
and the reaction proceeded at 37°C for 60 muin. The ampli-
fication reactions utilized primers designed for the VP1/
2A junction region of the HAV genome. The first amplifi-
cation reaction nuxture was added to 3 pul of the cDNA 1n
a final volume of 25 pl [1X enzyme buffer (20 mM Tns-HC1
pHE4, 50 mM KCI)/3 mM of MgCl,/1.6 mM of each dINTP
(Invitrogen/Life)/0.8 mM of each primer FO6 (CTATT
CAGATTGCAAATTAYAAT) and FO7 (AAYTTCAT
YATTTCATGCTCCT)/1.5U Taqg DNA polyvmerase
(Invitrogen/Life)]. After denaturation at 94°C for 4 min.
the DNA was amplified for 30 cycles: 94°C — 30 s; 40°C
—30s;72°C -1 min, and 72°C for 7 min. The nested PCR
was carried out with | pl of the first round PCR. product, in
a final volume of 25 pl with the internal primers F8
(TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG) and F9
(AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA). The reaction was
conducted 1n 40 cycles, under the same conditions as in
the first amplification. except for the annealing tempera-
ture (48°C). The PCR products were loaded on a 2% aga-
tose gel with ethidivm bromide staining. Sterile Milli-Q
water and HAV RNA positive serum sample, kindly pro-
vided by the Virology Department, Oswaldo Cruz Foun-
dation. Rio de Janeiro, Brazil, were used as negative and
positive controls, respectively.

Sratistical analysis - The statistical analysis was per-
formed using the Epi Info version 6 program, using the
chi-squared (xzj test, and Fisher's exact test for propor-
tion comparison, as well as % for a trend test to evaluate
possible tendencies. Differences were regarded as sig-
mificant when p=0.03.

RESULTS

Of 703 serum samples analyzed for the anti-HAV-IgM
antibody, 46.4% (326/703) were positive. Also, of 388 se-
rum samples analvzed for HAV RINA. 13.1% (77/588)
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showed positivity. In addition, of 22 fecal samples ana-
lyzed, 54.5% (12/22) were positive for viral RNA. Of posi-
trve patients, 279 were positive only to the anti-HAV-Tgh,
39 were positive to viral RNA only, and 47 were positive
to both markers (Table I).

The viral RNA detection rate was 14 and 12.3% for
anti-HAV-IgM positive and negative patients, respectively,
considering serum samples and 66.6 and 40%, respectively,
based on fecal samples.

As far as age is concerned, greater HAV positivity
was observed in individuals under ten vears old. and this
rate declined significantly as age increased (Table IT).

A greater occurrence of HAV infection was noted dur-
ing the summer (60.6% - ;(2 =10.93 p = 0.03), data not
shown. However, duning the period of this study, there
was a decline in virus occurrence from 1995 to 2002 (3 for
trend test=16.664, p<0.05) (Fig.).
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Hepatitis A virus positivity considering viral infection markers by
collection year.

DISCUSSION

Hepatitis A occurs worldwide and 1s endemic to sev-
eral regions. Prevalence of the disease varies widely, as a
consequence of basic sanitation conditions. In this study,
carried out over eight vears with patients suspected of
having hepatitis, the rate of HAV acute infection positiv-
1ty (anti-HAV-IgM positive) was 46.4%. This result 1s simi-
lar to those of other studies carried out in Brazil (Cardoso
etal. 2000, de Paula et al. 2002, Villar et al. 2002a). even
when considering the viral RNA positivity in the analyzed
serum samples (51.9%).

A similar viral RNA detection rate was observed tak-
ing into account samples with or without IgM antibody

TABLEI
Hepatitis A virus (HAV) positivity considening the viral infection markers in relation to the samples
Samples
Markers Serum Serum and feces Feces Total
anti-HAV-IgM (+) 279 279
anti-HAV-IgM (=) and RNA (+) 39 1 47
anti-HAV-IgM (-) and RNA (+) 35 2 2 39
Total 353 3 9 365
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TABLEII
Hepatitis A virus positivity considering serological and molecular markers in relation to age, stratified by vear
Age 0-10 11-20 21-30 =31 Total
(years)  Positive/Total Positive/Total Positive/ Total Positive/Total Positive/Total
Years (%) (%) (%) (%) (%)
1995 03/03 -/~ 01/03 -~ 04/06
(100) - (33.3) . (66.6)
1996 26/31 1011 04/09 02/11 42/62
(83.9) (90) (44.4) (182 (67.7)
1997 20/22 07/14 02/07 04/12 33/55
(90.9) (50) (28.6) (33.3) (60)
1998 16/21 03/05 -03 -106 19/35
(76.2) (60) - - (54.3)
1999 75/96 21/38 08/27 02/28 106/189
(78.1) (55.2) (29.6) (7.1) (56.1)
2000 5176 30/46 11/37 02/43 94/202
(67.1) (65.2 (29.7) (4.6) (46.5)
2001 12/16 03/09 01/05 -07 16/37
(75) (33.3) (20) - 1)
2002 04/06 (02 -/02 02 04/12
(66.6) - - - (33.3)
Total? 207/271 T4/125 27/93 10/109 318/598P
(76.4) (59.2) (29) (9.1) (53.2)

a2 for trend test = 165.239: p < 0.001; b: it was not possible obtain the age of 105 patients and of these, 47 were positive.

positrvity. This result differs from those of other studies,
which show greater molecular marker positivity from anti-
HAV-TgM positive samples (Fujiwara etal. 1997, Kwon et
al. 2000, de Paula et al. 2002, 2004a, b, Villar et al. 2004,
Poovorawan et al. 2003). This difference could be explained
by the fact that the serum samples were stored for a long
time and for this reason. the viral RNA could have been
degraded. Also. the primers utilized were different from
those used in some studies (Fujiwara etal. 1997, Kwon et
al. 2000, Poovorawan et al. 2003). In any case, these re-
sults confirm the HAV circulation in Gotdnia, underscore
the importance of HAV RNA detection in the elucidation
of acute hepatitis cases of unknown etiology. and sug-
gest the need to adopt this methodology in blood banks.

HAV RINA was detected 1n 54.5% of the fecal samples,
which 1s consistent with the results of other studies
(Skinhoj et al. 1981, Yotsuyanagi et al. 1996, Villar et al.
2004). On the other hand. 1t was observed that this rate
was significantly greater considering serum samples. It
was suggested that this condition, also described in other
studies, could be related to a greater viral concentration
in the feces (10° virions/g) in relation to serum (10° viri-
ons/ml) (Daemer et al. 1981, Rosenblum et al. 1991,
Normann etal. 1993, Yotsuvanagi et al. 1996, Fujiwara et
al 1997).

Previous studies have shown that HAV infection in
regions with a high endemicity pattern occur mainly in
children under five years old (Ferreira et al. 1996, Vitral et
al. 1998 Cardoso etal. 2000). Studies carried out in Latin
America, including Brazil, as well as in other regions of
the world have described a variation in the endemicity
pattern of HAV infection, which has demonstrated a re-

duction of this infection in children under five and a
gradual increase among adolescents and adults (Tapia-
Converetal 1999, Barzaga 2000, Cianciara 2000, Tanalka
2000, Tufenkej: 2000, Villar et al. 2002b). The present study
corroborates this endemicity pattern vanation, demonstrat-
ing a decline in HAV infection from 1995 to 2002, On the
other hand. in the present study, a greater percentage of
HAV infection positivity was observed up to ten years of
age (76.4%). with a significant decline of the infection
with the age increase, which characterizes a high ende-
micity pattern. Although the study population 1s not ho-
mogenous, these data were observed 1n every yvear of the
study. This led to the suggestion that the Central region
of Brazil 1s actually a high endemicity region. Thus, the
data presented in this study underscore the extensive HAV
circulation in our region, as well as suggesting the possi-
bility of transmission of this virus by blood.
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A infeccdo pelo virus da hepatite A (VHA) é problema de saude publica em todo o0 mundo.
O presente estudo teve como objetivo a identificacdo dos gendtipos do VHA circulantes em
Goiania, Goias, Brasil, no periodo de 1996 a 2001. O RNA viral de 18 amostras de soro foi
extraido e amplificado (RT-PCR / nested-PCR), seguindo-se de sequenciamento gendmico
da regido juncdo VP1/2A do genoma do VHA. Sequéncias de 168 nucleotideos foram
comparadas e analisadas utilizando os programas BLAST N, Clustal X e Paup v.4.10b. Foi
observado que todas as amostras eram genotipo |, sendo dez delas subgenétipo IA e oito
subgendtipo IB. Os isolados subgenotipo IA mostraram maior diversidade do que 0s
isolados IB a nivel de nucleotideos. No entanto, como um todo, foram observados altos
valores de identidade entre os isolados obtidos neste estudo e isolados obtidos de outras
regides do mundo, incluindo o Brasil, destacando-se a grande conservacao entre diferentes
isolados deste virus. Este é o primeiro estudo que relata a ocorréncia de ambos
subgenoétipos do VHA (1A e IB) no Estado de Goiés e, neste sentido, demonstra a
necessidade de informagdes adicionais a respeito da epidemiologia molecular de amostras

do VHA na Regido e no Brasil.

Palavras-chave: virus da hepatite A; subgenotipo IA; subgenotipo IB; seqiiénciamento

gendmico; Goiénia; Brasil
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A infeccdo pelo virus da hepatite A (VHA) constitui um problema de salde publica
em todo o mundo, incluindo o Brasil. O VHA, classificado na familia Picornaviridae,
género Hepatovirus (ICTVdB 2006), possui genoma de RNA fita simples linear com
sentido positivo e 7,5 Kb de tamanho, o qual apresenta um unico quadro de leitura aberta
(Open Reading Frame — ORF), flanqueado por duas regides ndo codificantes, 5’ e 3°. A
extremidade 5’ liga-se covalentemente a proteina VPg e a 3’ é poliadenilada. O ORF viral
codifica para uma poliproteina precursora de 2.225 a 2.227 aminoacidos que, por clivagens
sucessivas, origina as proteinas estruturais (VP1-4), constituintes do capsideo viral, e as ndo
estruturais (2A-C e 3A-D) (Siegl & Frosner 1978, Najarian et al. 1985, Weitz et al. 1986,
Cohen et al. 1987, Totsuka & Moritsugu 1999).

O VHA é sorotipo unico (Lemon & Binn 1983, Lemon et al. 1992, Melnick 1992,
Lemon & Robertson 1993), muito embora apresente heterogeneidade baseada em diferentes
regides do genoma, que incluem a codificante da regido C-terminal da VP3 (Jansen et al.
1990), da N-terminal da VVP1 (Robertson et al. 1991, 2000, Apaire-Marchais et al. 1995, De
Serres et al. 1999, Arauz-Ruiz et al. 2001, Costa-Mattioli et al. 2001b) e da juncdo VP1/2A
(Robertson et al. 1992, 2000, Bruisten et al. 2001, Byun et al. 2001, Costa-Mattioli et al.
2001a, Diaz et al. 2001), sendo esta Gltima considerada a mais variavel (Robertson et al.
1992).

A definicdo dessas variantes vem sendo feita por andlises filogenéticas, que
identificaram seis gendtipos (I — V1), que diferem entre si entre 15 a 25%. Os gendtipos I, 1
e 111 sdo subdivididos em subgendtipos A e B, os quais diferem em aproximadamente 7,5%
na composicao de bases (Robertson et al. 1992, Costa-Mattioli et al. 2002, Lu et al. 2004).

O gendtipo | é predominante em todo o mundo, particularmente o subgendétipo 1A
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(Robertson et al. 1992, Normann et al. 1995, Taylor 1997, Bruisten et al. 2001, Byun et al.
2001, Costa-Mattioli et al. 2001a, 2001b, Pina et al. 2001, Theamboonlers et al. 2002,
Gabrieli et al. 2004, Hussain et al. 2005, Poovorawan et al. 2005). No Brasil, observa-se
um padrdo genotipico endémico de transmissdo, com ocorréncia apenas do genotipo | nas
cinco regides do Pais, com predominancia do subgenétipo IA (de Paula et al. 2004). Nao
obstante, a circulagdo também do subgendtipo IB foi observada nos Estados do Rio de
Janeiro e Pernambuco e na regido Amazonica (de Paula et al. 2002, 2006, Devalle et al.
2003, Villar et al. 2004, 2006).

Em Goias, um estudo de caracterizacdo gendmica de nove isolados do VHA
realizado por de Paula et al. 2004, identificou apenas o subgenotipo 1A. O presente estudo,
realizado em amostras obtidas no periodo de 1996 a 2001, é o primeiro a relatar a

ocorréncia de ambos subgenétipos do VHA (IA e IB) em Goiania, Goias, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Material de Estudo — Este estudo foi realizado com 18 amostras positivas para o
RNA do VHA, as quais foram detectadas a partir de amostras de soro provenientes de
individuos que apresentavam suspeita clinica de hepatite viral, das quais, treze eram anti-
VHA-IgM positivas. Destas amostras, 12 eram provenientes de individuos do sexo
masculino e seis do sexo feminino, com faixa etéria variando de trés a 40 anos de idade.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Goiés (COEP-UFG) sob o nimero 22000000289.



30

Deteccdo do RNA do VHA — O ssRNA viral foi extraido a partir de 400 uL da
amostra de soro, segundo o metodo descrito por Boom et al. (1990), com modificacbes
(Fiaccadori et al. 2006). Para a obtencdo do cDNA, foi utilizado o oligonucleotideo
randémico pd(N)s (Random Hexamer, GE Healthcare, Little Chalfont, UK) conforme o
protocolo descrito por de Paula et al. (2002), com modifica¢des (Fiaccadori et al. 2006).

Adicionalmente, as reacGes de amplificacdo, bem como os oligonucleotideos
desenhados para a regido da juncao VP1/2A, seguiram protocolo descrito por de Paula et al.
(2002). A primeira reacdo de amplificagéo foi realizada utilizando-se 5 uL do cDNA, ao
qual era adicionada a mistura de reagdo para um volume final de 25 uL, contendo 0,8 mM
de cada oligonucleotideo F06 (CTATTCAGATTGCAAATTAYAAT) e FO7
(AAYTTCATYATTTCATGCTCCT). A reacdo de nested PCR foi realizada utilizando-se
1 pL do produto da primeira amplificacdo e os oligonucleotideos internos F8
(TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG) e F9
(AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA). O produto de amplificagdo obtido foi
visualizado em transluminador UV a partir de gel de agarose 2% corado com brometo de
etideo (0,5 ng/mL), para observacdo do fragmento de DNA com tamanho esperado de 244
pb. Como controles das reacfes, foram utilizados agua milli-Q estéril e amostra de soro
RNA-VHA Dpositiva, gentilmente cedida pelo Departamento de Virologia/Fundagédo
Instituto Oswaldo Cruz/Rio de Janeiro/RJ/Brasil.

Sequenciamento do DNA - O produto da nested PCR obtido foi purificado
utilizando-se o sistema comercial Qiaquick® PCR Purification (Qiagen, Uniscience, SP,

Brasil), segundo instrucdes do fabricante. A partir da visualizagdo do fragmento de DNA
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em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL), procedeu-se a
quantificacdo do DNA, a qual foi realizada por estimativa, comparando-se visualmente com
produtos de concentragdo de DNA previamente conhecidos, sendo considerado satisfatorio
para o procedimento de sequienciamento do DNA, produto com no minimo 50 a 100 ng de
DNA/uL de reagéo.

A reacdo de sequienciamento do DNA foi realizada diretamente, a partir do produto
de nested PCR, em ambas as direcOes, utilizando-se seqlienciador automatico (MegaBACE
1000 — Amersham Biosciences), segundo procedimento descrito por Sanger et al. (1977). O
sistema de reagdo consistiu dos oligonucleotideos FO8 e F09, a enzima Thermo Sequenase
(32 U/uL) (Amersham Biosciences) e o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems (Amersham Biosciences).

Analises das seqliéncias e relagdes filogenéticas — As seqliéncias obtidas foram

analisadas inicialmente utilizando-se o programa BLAST N (www.ncbi.nlm.nih.gov)

(Altschul et al. 1990). Para analises comparativas entre as seqliéncias obtidas e com outras

disponiveis em banco de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/index.html), seqiiéncias

de 168 nucleotideos (posicdo 3024 a 3191) da regido da juncdo VP1/2A do genoma do
VHA foram alinhadas usando o programa Clustal X (Thompson et al. 1997). As analises
filogenéticas foram realizadas utilizando-se os métodos Neighbor-Joining (Saitou & Nei
1987), méaxima parsiménia (Edwards & Cavalli-Sforza 1963) e maxima verossimilhanca
(Felsenstein 1981), através do programa Paup v.4.10b (Swofford 1998). A consisténcia dos

nos obtidos foi avaliada pelo procedimento de “bootstrap” (Felsenstein 1985). As arvores
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filogenéticas obtidas foram enraizadas com as seqliéncias representativas dos genétipos 1A

(CF 53), 1B (SLF88), I11A (GA76), IlIB (KPH), IV (Cy145), V (AGM27), VI (JM55).

RESULTADOS

As analises comparativas entre as 18 sequéncias de nucleotideos obtidas
considerando-se 168pb da regido da juncdo VP1/2A, mostraram identidades com valores
entre 88 e 100%. Ainda, a comparagdo dos 18 isolados com a amostra protétipo HM-175

mostrou valores de identidade entre 88 e 100% (dados ndo mostrados).

Ainda, a comparacdo dessas seqliéncias com outras amostras do VHA disponiveis

no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) mostrou alto grau de identidade (entre 96 e 100%)

com amostras classificadas como genotipo I, em particular, com aquelas isoladas no Brasil

(Quadro 1). Esses valores foram sustentados por valores abaixo de e,

A Figura 1 mostra as arvores filogenéticas construidas a partir dos isolados do

estudo, acrescidos de seqliéncias publicadas previamente (www.ncbi.nlm.nih.gov),

representativas de todos os gendtipos do virus. As arvores foram enraizadas com as
seqliéncias representativas dos genotipos IIA, 11B, 1A, 1B, 1V, V, VI. Verifica-se que
todos os isolados se agruparam com o genotipo I, dos quais, 8 (44,5%) foram definidos
como subgenodtipo IB e os outros 10 (55,5%) como subgendtipo 1A, confirmando os
resultados observados a partir da anélise realizada utilizando-se o programa BLAST N

(dados ndo mostrados).
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Isolados subgenétipo 1A apresentaram maior diversidade entre si, tendo sido
observados valores de identidade variando de 94 a 100%. Os isolados BrGO 47,
BrGO_126 e BrGO_227 se mostraram idénticos, sendo identificados pela denominagéo

BrGO_HP 3 (haplotipos 3).

Os isolados subgendtipo IB apresentaram, entre si, valores de identidade variando
de 98 a 100%, sugerindo a existéncia de um menor nivel de diversidade dentro do grupo.
Trés isolados, identificados pela denominacdo BrGO_HP 1 (haplétipos 1) (BrGO_11,
BrGO 571 e BrGO_583), foram idénticos entre si e a amostra protétipo HM-175
(M14707). Também, outros dois isolados identificados por BrGO_HP 2 (hapl6tipos 2)

(BrGO_12 e BrGO_572) se mostraram idénticos entre si.

Foi observado alternancia de circulacdo dos subgendtipos, com a substituicdo do
subgendtipo 1B no final do ano 1996 e o reaparecimento do mesmo no final do ano 2000

(Quadro I1).

A comparagdo da seqliéncia predita de aminoacidos, para a regido de juncgdo
VP1/2A dos isolados, é mostrada na figura 2. Utilizou-se, nessa anélise, a seqléncia
deduzida de aminodcidos dos 18 isolados. A identidade entre essas seqliéncias deduzidas
variou de 98 a 100% entre os isolados IA bem como entre os isolados IB. Entre isolados de
diferentes gendtipos, a identidade variou de 96 a 98% (dados ndo mostrados). Verifica-se
que entre o grupo de amostras IA e IB, no vigésimo quinto aminoacido, as amostras 1A

apresentam uma Arginina (R-Arg) e as amostras IB uma Lisina (K-Lys).
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DISCUSSAO

A identificacdo dos subgenotipos IA e IB neste estudo, corrobora estudos prévios
realizados em outras regides do Pais, que demonstraram que a infeccdo pelo genotipo | se
apresenta como de carater endémico no Brasil, muito embora seja 0 Unico pais da América
do Sul com circulagdo de ambos subgenoétipos, 1A e IB (de Paula et al. 2002, 2006, Devalle
et al. 2003, Villar et al. 2004, 2006). No entanto, discorda do estudo realizado por de Paula
et al. (2004), o qual, também por analises de sequéncias de nucleotideos da jungdo VP1/2A,
mostrou a ocorréncia apenas do subgendtipo IA, em isolados do Estado de Goiéas. Este fato
aponta para a necessidade da anélise de um maior nimero de amostras quando entdo, outras
informacfes podem ser obtidas, refletindo em um maior conhecimento a respeito das

amostras do VHA na Regiéo.

Os isolados deste estudo mostraram alto grau de identidade com outras amostras
brasileiras, o que também foi observado em estudo realizado a partir de isolados do Estado
do Rio de Janeiro (Villar et al. 2004). Este fato sugere uma circulacdo endémica de isolados
do Pais, sem importacdo de amostras de outras regides do mundo. No entanto, com vistas a
uma melhor compreensdo do caréater evolutivo de isolados do VHA obtidos em diferentes

regides do mundo, estamos realizando estudos adicionais.

Embora tenha sido analisado um pequeno numero de amostras, foi observada
alternancia na circulagdo dos subgendtipos. O subgenotipo IB circulou até a metade do ano
1996 sendo substituido pelo IA, o qual circulou até o inicio do ano 2000, quando

novamente emerge o IB, que circula até 2001. Ao nosso conhecimento ndo existem dados
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na literatura sobre a alternancia de cepas do VHA que permitam uma comparacdo. Esta
condicdo de substituicdo de amostras virais em termos temporais tem sido observada no
Estado de Goias para Rotavirus A (Cardoso et al. 2000). Estudos adicionais sdo necessarios

para um melhor entendimento deste fato.

Conforme esperado, a diversidade observada entre os isolados dos diferentes
genotipos (I, HI, 1V, V e VI), inferida pelo comprimento dos ramos das arvores
filogenéticas obtidas, foi superior aquela observada entre os isolados genotipo I. Os
isolados subgenotipo 1A, por sua vez, foram mais variaveis entre si do que aqueles
pertencentes ao subgendétipo 1B, em termos de sequéncias nucleotidicas. Do ponto de vista
filogenético, observou-se uma boa concordancia dos resultados obtidos pela aplicacdo das
trés metodologias (Neighbor-Joining, méxima parsimdnia e méxima verossimilhanca),
embora os resultados obtidos pelo critério de maxima verossimilhanga sugeriram que o
subgenotipo 1B possa ter sido originario a partir de muta¢fes em isolados do subgendétipo
IA. Tal hip6tese é corroborada pela menor diversidade encontrada entre os isolados do
grupo 1B, em comparacdo com aquela observada entre os isolados do grupo IA. Uma

analise mais abrangente esta sendo realizada para averiguar esta hipotese.

No que se refere as seqliéncias preditas de aminoacidos, estas mostraram valores de
identidade variando de 98 a 100%, em ambos subgenotipos (dados ndo mostrados).
Considerando as substituicGes ocorridas nestas sequéncias, destaca-se a presenca de
Arginina (R-Arg) nos isolados IA e de Lisina (K-Lys) nos isolados IB, na posic¢do 25 da
sequéncia deduzida de aminodcidos. Esses aminodcidos pertencem a um mesmo grupo,

contendo radicais positivamente carregados. Possivelmente, essa substituicdo ndo acarreta
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em uma alteracdo funcional. Esta substituicdo também foi observada entre isolados do
Estado de Pernambuco (Villar et al., 2006), 0 que pode sugerir adaptacdo deste subgenotipo

no Brasil.

Como um todo, os altos valores de identidade observados em relacdo as sequiéncias
de nucleotideos e sequéncias preditas de aminoacidos, entre os isolados obtidos neste
estudo e isolados obtidos de outras regides do mundo, em especial o Brasil, destacam a
conservacgdo entre diferentes isolados deste virus. Uma vez que se dispde de uma vacina
extremamente eficaz contra 0 VHA, e a permanéncia de um sorotipo Unico até 0 momento,
ha possibilidade de erradicagdo do virus em todo o mundo, a partir da elaboragdo de um

programa com base na ado¢do do processo de vacinagao.

O presente estudo apresentou informacgfes a respeito do VHA a nivel molecular
tendo sido o primeiro a relatar a circulagdo dos subgendtipos 1A e IB na regido. Os
resultados pretendem contribuir para um melhor conhecimento a respeito da epidemiologia

desse virus no Brasil e no mundo.
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Dados referentes a comparacdo das sequiéncias de nucleotideos dos isolados analisados neste

estudo, com sequiéncias depositadas em banco de dados, utilizando o programa BLAST N

Isolado | Amostra Referéncia/N°Acesso | ldentidade | e-value | Genétipo
BrGO_11 HAP343 / DQ198363 100% 9e™® IB
BrGO_12 HAP343 / DQ198363 98% 2% IB
BrGO_24 HAP343 / DQ198363 99% 2e%° IB
BrGO_47 MG_350/ AY 323002 99% 5e%* 1A
BrGO_86 BA 256 / AY322842 98% 1e®t IA
BrGO_90 RJ_182 / AY322995 99% 2e%° 1A
BrGO_100 MG_350 / AY323002 98% 5e % IA
BrGO_109 MG_14 / AY 323004 97% 8e"’ 1A
BrGO_126 MG_350 / AY323002 100% 9e™® IA

BrGO_162 PR_208 / AY323010 96% 4e-% IA
BrGO_227 MG_350 / AY323002 100% 9e™® 1A
BrGO_302 MA 365/ AY322993 100% 9e¥ IA
BrGO_386 MA_365 / AY322993 98% 1e™t 1A
BrGO_568 HAP343 / DQ198363 99% 2¢% IB
BrGO 571 HAP343 / DQ198363 100% 9e™® IB
BrGO_572 HAP343 / DQ198363 99% 2e%° IB
BrGO_573 HAP343 / DQ198363 99% 2e%° IB
BrGO_583 HAP343 / DQ198363 100% 9e™® IB
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Figura 1. Arvores filogenéticas utilizando seqiiéncias provenientes de isolados VHA. 11
sequéncias foram obtidas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) as quais foram
comparadas a 18 amostras seqiienciadas do estudo (em negrito) tendo sido considerado
para analise 168 nucleotideos. As denominacgdes BrGO_HP 1, BrGO_HP 2 e BrGO_HP
3 representam os respectivos grupos de isolados idénticos: (BrGO_11, BrGO_571 e
BrGO_583); (BrGO_12 e BrGO_572); (BrGO_47, BrGO_126 e BrGO_227). NUmeros
romanos designam 0s agrupamentos em gendtipos, enquanto A e B designam o0s
subgendtipos. Sequéncias referéncias do GenBank SLF88 (L07729), CF53 (L07693),
AGM27 (D00924), JM55 (L07731), Cy145 (L07732), KPH (L07691), GA76 (L07668),
HM175 (M14707), MBB (M20273), GBM (X75215), RDJ (L07681): 1A. Método de
Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987); 1B. Método de maxima parsimonia (Edwards &
Cavalli-Sforza 1963); 1C. Método de méaxima verossimilhanca (Felsenstein 1981).




QUADRO I

Gendtipos dos isolados de VHA em relacdo a data de coleta

Isolado Data Coleta Genotipo
(Més/Ano)
BrGO_11 05/1996 IB
BrGO_12 05/1996 IB
BrGO_24 07/1996 1B
BrGO_47 10/1996 1A
BrGO_86 08/1997 1A
BrGO_90 09/1997 1A
BrGO_100 10/1997 1A
BrGO_109 12/1997 1A
BrGO_126 08/1998 1A
BrGO_162 02/1999 1A
BrGO_227 06/1999 1A
BrGO_302 10/1999 1A
BrGO_386 02/2000 1A
BrGO_568 09/2000 IB
BrGO_571 10/2000 1B
BrGO_572 10/2000 1B
BrGO_573 10/2000 IB
BrGO_583 02/2001 IB
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Figura 2. Comparacdo entre as sequéncias preditas de aminoécidos relativa a juncdo
VP1/2A dos isolados do VHA do Estado de Goiads. Os aminoacidos que apresentaram
alteracdes estdo indicados em negrito. Os subgendétipos 1A e IB estdo indicados a

direita.
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PREVALENCIA DA INFECCAQ PELO VIRUS DA HEPATITE A NA CIDADE DE GOIANIA, GO
DETERMINACAD DOS GENOTIPOS E SUBGENOTIPOS VIRAIS

6. CONCLUSOES

1. Foi demonstrado alto indice de infeccdo aguda pelo VHA em pacientes com
suspeita clinica de hepatite na cidade de Goiania — GO, no periodo de 1995-2002;

2. Foram observados indices similares de deteccdo do RNA viral, considerando-se
amostras positivas e negativas para o anticorpo de infeccéo aguda (anti-VHA-IgM);

3. Verificou-se um indice significativamente maior de deteccdo do RNA viral em
amostras fecais;

4. A positividade para o VHA foi maior em criancas até os 10 anos de idade,
ocorrendo significativo declinio em relacdo ao aumento da idade;

5. A infeccdo pelo VHA esteve presente em todos os meses do ano, com maior
frequéncia durante o verao;

6. Foi demonstrado um declinio significativo da infeccéo pelo VHA de 1995 a 2002;

7. Verificou-se a circulacdo apenas do genotipo I, com frequéncia similar dos
subgenodtipos IA e 1B, ocorrendo, no entanto, alternancia de circulacdo dos
subgenétipos durante o periodo do estudo;

8. Foram observados altos valores de identidade entre as seqliéncias de nucleotideos e

de aminodcidos obtidas, variando de 88 a 100% e 96 a 100%, respectivamente.
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