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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Vinicius da Motta de Mello

Ao longo dos anos vem se observando um declinio do numero de casos de infeccao pelo
virus da hepatite A (HAV) em criangas, relacionado ao investimento nos programas de
vacinacao e a melhorias sanitarias. Porém, nota se a mudanca desse perfil de infecc¢éo,
onde individuos jovens/adultos vém sendo mais acometidos. Apesar do virus ser
transmitido principalmente pelo consumo de agua e alimentos contaminados, diversos
surtos tém ocorrido ao redor do mundo em adultos e sendo relacionados a praticas
sexuais. Em nosso pais, um aumento no nimero de casos nos ultimos trés anos foi
observado apés um periodo de declinio de notificacdes. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar os comportamentos de risco e 0s aspectos moleculares associados a
transmissao do HAV em individuos atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais do
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, entre os anos de 2017 e 2019. Para
tal, foram coletadas amostras de soro e informacBes socioepidemioldgicas de 52
pacientes com anti-HAV IgM reagente, que chegaram ao ambulatério. Posteriormente,
essas amostras tiveram o genoma viral extraido e analisado através da técnica de RT-
PCR. Apés deteccao, o RNA foi sequenciado e analisado filogeneticamente. Em seguida,
foram realizadas andlises filogeogréaficas para obter a rota de dispersédo e periodo de
introducdo das estipes virais no pais. Com a analise dos dados dos prontuarios,
observou-se que 78,9% (41/52) pacientes eram do sexo masculino, nas faixas etarias 20
a 29 anos (n=24/52) e de 30 a 39 anos (n=20/52) com media 32,1 anos, sendo 63,5%
(n=33) dele(a)s homens/mulheres que fazem sexo com homens/mulheres (HSH/MSM),
e 89,9% eram residentes na regido norte da cidade do Rio de Janeiro. Observou-se uma
baixa frequéncia de exposicédo a fatores hidricos, alimentares e parenterais na populacdo
estudada, sendo 42,3%, 42,3%, 34,7%, respectivamente. J4 algumas praticas sexuais
apresentaram elevada frequéncia, destacando o sexo oral (75%) e sexo anal (65,3%).
Através das analises filogenéticas, foi identificado um Gnico subgenétipo IA da populacéo
estudada. Quatro clados deste subgendtipo foram formados, dos quais, trés agruparam-
se as sequéncias dos estirpes virais provenientes de surtos Europeus/Asiaticos, e um
clado, formado por estirpes virais previamente circulantes no Brasil. Através da
filogeografia, foi possivel inferir o ano e pais de introdugéo, além da data de origem das
estirpes virais no Brasil. A estirpe VRD_ 521 2016 foi possivelmente introduzida entre
2016-2017 pela Espanha com provavel origem em 2013, a RIVM-HAV16-090
europeia/asiatica e V16-25801, possivelmente introduzida pela Alemanha, entre 2014-
2015 e 2015-2016 respectivamente, com provavel origem em 2000 e 2011. Nossos
achados reforcam a necessidade de ampliagdo do acesso a vacina contra o HAV a
grupos adultos de risco e do monitoramento da entrada de novos patégenos no Brasil.
Além disso, medidas educativas sdo Uteis para impedir a disseminacdo do HAV em
populacdes-chave como os HSH.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Vinicius da Motta de Mello

Over the years, it has been observed that the number of infection cases in children
have declined, related to investment in vaccination programs and sanitary
improvements. However, there is a change in this infection profile, where young/adults
individuals have been more affected. Despite the fact that the virus is transmitted
mainly through the consumption of contaminated food and water, several outbreaks
have occurred around the world and have been related to sexual practices in adults.
In our country, has been observed an increase in the number of cases in the past three
years after a period of declining notifications. Thus, the study’s aim was to evaluate
risk behaviors and molecular aspects associated with the transmission of HAV in
individuals attended between 2017 and 2019, at the Viral Hepatitis Ambulatory at
Oswaldo Institute/Fiocruz, Rio de Janeiro. For This, serum samples and socio-
epidemiological information from 52 patients with anti-HAV IgM reagent who arrived at
the clinic were collected. Subsequently, these samples had the viral genome extracted
and were analysed through RT-PCR. After detection, the RNA was sequenced and
analysed phylogenetically. After, phylogeographic analysis were realized to obtain the
route of dispersal and the period of introduction of viral strains in the country. With
medical records data analysis, was observed that 78.9% (41/52) patients were male,
in the age groups 20 to 29 years (n = 24/52) and 30 to 39 years (n = 20/52) with an
average of 32.1 years, being 63,5% (n=33) their man/woman who have sex with
man/woman (MSM/WSW), 89.9% residing in the northern region of the Rio de Janeiro
city. It was observed a low frequency of exposure to water, food and parental factors
in the studied population, being 42.3%, 42.3%, 34.7%, respectively. Some sexual
practices had high frequency, with emphasis on oral sex (75%) and anal sex (65.3%).
A low frequency of exposure to water, food and parenteral factors was observed in the
studied population, being 42.3%, 42.3%, 34.7%, respectively. Some sexual practices,
on the other hand, showed high frequency, highlighting oral sex (75%) and anal sex
(65.3%). Through phylogenetic analyzes, a single genotype was identified, the IA
subgenotype of the studied population. Four clades of this subgenotype were formed,
of which, three clustered the sequences of viral strains from European/Asian
outbreaks, and one clade, formed by viral strains previously circulating in Brazil.
Through phylogeography, it was possible to infer the year and country of introduction,
in addition to the date of origin of viral strains in Brazil. VRD_521 2016 was introduced
possibly by Spain between 2016-2017, with probable origin in 2013, RIVM-HAV16-090
European/Asian and V16-25801 strains, possibly by Germany, between 2014-2015
and 2015-2016 respectively, with probable origin in 2000 and 2011. Our findings
reinforce the need to expand access to the HAV vaccine to adult groups at risk and to
monitor the entry of new pathogens in Brazil. Moreover, education measures are useful
to prevent the spread of HAV to key populations like MSM.
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cDNA do Ingles, complementary deoxyribonucleic acid
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elF4G ou 4G do Ingles, eukaryotic translation initiation factor

EUA Estados Unidos da America

GTR do Ingles, General Time Reversible

HAV do Ingles, Hepatitis A virus
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HBV do Ingles, Hepatitis B virus

HBVa Hepatite B aguda
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IST infeccdes sexualmente transmissiveis
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KDa Kilodalton
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n numero
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OMS Organizagao Mundial da Saude
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VP2 Proteina do capsideo viral do Ingles, viral protein 2
VP3 Proteina do capsideo viral do Ingles, viral protein 3
VP4 Proteina do capsideo viral do Ingles, viral protein 4
VPg do Ingles, virion protein, genome linked

XX



1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao Histoérica

As hepatites virais sdo um grupo de doencas infecciosas que afetam centenas
de milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Essas infec¢gbes sdo consideradas graves
problemas de saude publica mundial. A infeccdo por alguns desses patdégenos, pode
causar doencas graves como cancer e/ou cirrose do figado, além disso, pode levar
um individuo a 6bito, ainda no inicio do quadro infeccioso, denominada a fase aguda
(1), Dentro deste grupo de doencgas infecciosas que acometem o figado, estéo cinco
tipos principais de hepatites (A, B, C, D e E) @9, tendo eles, caracteristicas

morfoldgicas distintas e classificacdes taxondmicas diferentes .

Embora a doenca seja um atual problema de saude publica, ela possui uma
histéria muito antiga e remota. Informacdes encontradas em literaturas chinesas, ja
relatavam a ocorréncia de ictericia ha mais de cinco mil anos. Outros surtos
epidémicos de ictericia foram evidenciados também na Babilénia ha mais de 2.500

anos 6,

Hipdcrates por sua vez, associou em seus relatos (datados possivelmente de
300 a 400 a.C.) que a ictericia causada nesses individuos doentes, provavelmente
seria de origem infecciosa e o problema poderia estar no figado. Algumas
manifestaces como acumulo de liquido abdominal, que por sua vez, causava uma
doenca crbnica nesse 0rgao, fez com que Hipdcrates fizesse esta associacdo. Apesar
da doenca possuir uma histéria antiga, o termo hepatite para descrever inflamacéo do
figado, foi introduzido apenas no século XVIII, em um estudo realizado por Bianchi em
1725 ©),

7z

Nas Américas, a historia das hepatites virais é considerada um pouco mais
recente. Os seus primeiros relatos deram-se durante a guerra da Secessao Norte
Americana (1861-1865), onde mais de 40.000 soldados dos exércitos da Uniao foram
atingidos © 6. Ja no Brasil, antes do inicio do século XIX, os relatos sobre a histéria
das hepatites sdo escassos. Entretanto, uma urna funeréria, pertencente ao antigo
museu Porto Velho — Rondonia, confeccionada pelos indios Aruak que habitaram a

regido ha mais de 500 anos, revelou do ponto de vista médico alguns sinais e estigmas



de cirrose hepatica. Esse seria o primeiro provavel registro antropoldgico sobre uma

doenca hepatica de provavel etiologia viral no pais 6.

A doenca teve grandes proporgdes, principalmente durante as Guerras
Mundiais, onde ocorreram diversas pandemias. Devido a superpopulacdo, as mas
condicbes de higiene e de destruicdo de redes de esgoto nesse periodo, foram
estimados que aproximadamente 15 milhdes de pessoas foram infectadas. Dentre
estes infectados, encontravam-se soldados e civis. Todavia, ainda se desconhecia o
agente causador da doenca (sendo mais provavel o virus da hepatite A [HAV, do
inglés Hepatitis A virus]), sendo a transmisséao fecal-oral associada como principal via

de infecgdo © 7).

Contudo, o primeiro relato escrito de uma doenca de provavel via de transmissao
fecal-oral foi realizado por Cockayne em 1912 em uma revisdo. Esse relato foi descrito
durante uma epidemia na llha de Minorca — Espanha ®. Depois disso, muitos outros
relatos de epidemias foram feitos e durante muito tempo, a doenca foi denominada de
“ictericia catarral” por Virchow, por causar obstrugdes biliares © 10, Apenas logo apos
a Segunda Guerra Mundial, foi demonstrado que a doenca possuia transmisséo de
pessoa a pessoa através da via feco-oral. Essa descoberta se deu em pesquisas
realizadas em voluntarios humanos 1 apud 19, Somente em 1931, admitiu-se que o

agente causador da doenca era um virus 12,

Anos depois, apenas em 1973, pesquisadores americanos (Feinstone, Kapikian
e Purcell) conseguiram visualizar através de microscopia eletrdnica, particulas virais
esféricas em fezes de pacientes portadores de “hepatite infecciosa” ou “hepatite A”.
Particulas que foram depois utilizadas para aferir a produgcdo de anticorpos no soro
de 12 individuos infectados pelo HAV experimentalmente ou naturalmente, cujo
resultados foram todos positivos. Esses resultados, puderam finalmente sugerir a

etiologia do patégeno do virus da hepatite A 613,

Dois anos mais tarde, em 1975, Feinstone, Gravelle e colaboradores inocularam
um concentrado de fezes de pacientes infectados com o virus em chimpanzés ¢ 14,
Depois de um periodo de tempo, foram observadas (microscopia eletrbnica) nas fezes
dos chimpanzés, particulas esféricas similares ao tamanho e morfologia encontrados
nas fezes dos individuos infectados pelo HAV, reportando assim o sucesso da

infeccédo 9 apud ©).



Ainda no mesmo ano, Krugman e colaboradores, através de técnicas de
imunoaderéncia e fixagdo de complemento, pesquisaram anticorpos contra o virus da
hepatite A em amostras de soro pertencentes a 20 pacientes com diagnostico de
hepatite aguda © 16, Logo depois, em 1979, os pesquisadores Provost e Hilleman
obtiveram sucesso na propagacdo do virus em cultura celular ©). Apenas 10 anos
depois da descoberta do virus, em 1983, foi realizada a primeira clonagem molecular
e o sequenciamento ¢ 17, Tanto a propagacéo do virus em cultura celular, quanto o
conhecimento do genoma viral, foram de grande contribuicdo e importancia para o

desenvolvimento de testes de diagnostico da infeccdo e desenvolvimento da vacina
(6,17, 18)

Alguns anos mais tarde, em 1991, a vacina com o virus inativado contra a
hepatite A foi produzida, ja em 1992 tornaram-se disponiveis no mercado. A partir
deste, foi implementada no calendario de vacinacao infantil em muitos paises em
desenvolvimento. Nos Estados Unidos essas vacinas foram licenciadas apenas em
1995 (8), Atualmente, muitos paises utilizam o esquema de duas doses de vacinacio,
como recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para garantir
protecdo a longo prazo 19, A Argentina em 2005 introduziu a vacina em seu calendario
infantil em esquema de dose Unica. Os argentinos observaram, com base de uma
dose Unica, que houve uma elevada resposta imunologica em 4-6 semanas nos
individuos vacinados. Além disso, eles conseguiram observar uma protecao de longa
duracédo induzida pela resposta de memoéria imunoldgica. A expectativa era de que
esta estratégia interromperia a transmissao, ndo s6 em criangas, mas em outras faixas
etarias, devido a protecdo de rebanho (1° 20, Esses resultados foram considerados
excelentes segundo a OMS (9, No Brasil, a vacina contra o HAV foi inserida no
calendario de vacinacgao infantil em 2014, seguindo o esquema vacinal e de dose

Unica, adotada a partir do sucesso obtido pela Argentina (1921,

1.2 Ovirus da Hepatite A

1.2.1 Classificacdo Taxondmica

Comumente conhecido como virus da hepatite A (Figura 1.1), a espécie
Hepatovirus A 224 ¢ classificado na familia Picornaviridae @3 25, Até 1991, era

incluido no género Enterovirus. Contudo, devido a diferencas com 0s outros



representantes deste género, fez com que o HAV fosse reclassificado em um novo, o

género o Hepatovirus @ 4 24.26,27)

Figura 1.1. A) Imunomicroscopia eletrénica do virus da hepatite A. Fonte: Centro de
Controle e Prevencao de Doencas (CDC, do inglés: Center of Disease Control), 1998)
(28), B) Imagem da estrutura da particula do HAV obtida por criomicroscopia eletronica.
O triangulo define um eixo de simetria delimitado por um pentamero (topo) e dois
pequenos triangulos (vértices inferiores esquerdo e direito). Fonte: Martin e Lemon,
2006) @9,

Anteriormente, o HAV era o Unico representante do seu género 22, Todavia,
com o avanco da engenharia genética, que possibilitou a identificacao e diferenciacao
de novas espécies virais, atualmente mais oito espécies (nomeadas de B a |) foram
classificadas nesse género, sendo o HAV o Unico membro a infectar humanos até o

presente momento (22 24, 30-32),



1.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas das particulas virais

O HAV possui uma resisténcia ambiental relativamente alta, tendo uma
termoestabilidade maior que os demais representantes da familia Picornaviridae. A
estabilidade do virion (particula viral completa) em diferentes temperaturas pode variar
de 25°C a 60°C, podendo permanecer viavel no ambiente por meses - 26.27.33) QO
virus também possui resisténcia aos desinfetantes de superficie mais comuns, como
0 éter e os detergentes néo idnicos, sendo resistente e estavel também a pHs baixos
entre 6,0 - 1,0 ?26:27) Além disso, o HAV possui capacidade de resisténcia a drogas

que séo utilizadas contra outros picornavirus ? 34,

Outras caracteristicas que fazem com que o HAV pertenca ao género em que
é classificado sdo: um longo periodo de adaptacao para crescer em cultura de células;
possuir replicacao lenta; raramente produz efeito citopatico; e a falta de reatividade a
anticorpos monoclonais especificos contra viroses pertencentes ao género

Enterovirus (2 26.27,34),

As maneiras de inativacédo total do virus sao: exposicdo a formaldeido a 0,25%
por 72 horas, ao cloro na concentracdo de 1 miligrama por mililitro (mg/ml) por 30

minutos, a radiagao ultravioleta e também a tampé&o-fosfato a 70°C por 30 minutos ©5).

1.2.3 Particula viral: organizacdo genémica e protedmica

A particula viral do HAV néo é envelopada, possui aproximadamente 27 a 32
nanémetros (nm) de didmetro e simetria icosaédrica (Figura 1.2) @ 36, Seu material
genético € composto por uma fita simples de acido ribonucleico (RNA, do inglés:
ribonucleic acid) com polaridade positiva, com 7,5-kilobases (Kb), pronta para a

traducdo, servindo assim, como molde para producdo das proteinas virais 2 37),



Figura 1.2. Estrutura geral do HAV (VP1, azul; VP2, verde; VP3, vermelho). Adaptado
de: Wang et al., 2015 ©8),

Por sua vez, seu genoma ¢€ lido através de uma Unica fase de leitura aberta
(ORF, do inglés: Open Reading Frame), que possui tamanho de 6681 nucleotideos.
O genoma viral se divide em trés regides no genoma, contendo duas regiées néo
traduzidas (UTRs, do inglés: untranslated region), com o flanqueamento de regides 5'
e 3' e uma codificante da poliproteina viral (7-37:39), Tendo aproximadamente 735 pares
de bases (pb), a regido 5 corresponde a cerca de 10% do genoma viral, a qual
apresenta um sitio de entrada interna do ribossomo (IRES, do inglés: Internal
ribosome entry site) e possui uma proteina covalentemente ligada (VPg, do Inglés:
Virion Protein, genome linked). Ja a regido 3’, possui aproximadamente 60
nucleotideos, na qual se encontra uma cauda de poliadenina (poli-A), sendo esta
regido provavelmente responsavel por interacdes entre as proteinas virais e celulares
(Figura 1.3) (7:37.39),
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Figura 1.3. Organizacdo do genoma do HAV e processamento da poliproteina.
Demarcada com setas pretas estdo as regides precursoras das proteinas estruturais
e nao estruturais (P1, P2 e P3). O RNA genbmico contém uma unica fase de leitura
aberta (ORF) que codifica uma poliproteina, a qual é clivada pela protease 3C
(triangulos vermelhos). Adaptado de Viral Zone, 2008 (40,

A regido codificante por sua vez, apés ser lida pelo ribossomo codificara a
poliproteina viral (2227 aminoacidos). Apés sua traducdo, ela sera clivada pela
protease viral e sera dividida em trés regides: P1, P2 e P3 (36.39.41) A partir da clivagem
da regido P1, sédo formadas as quatro proteinas estruturais do virus: 1) Proteina Viral
(VP, do inglés: viral protein) 1 (VP1) (33 Kilodalton [KDa], do; 300 aminoacidos), que
€ a proteina mais abundante no capsideo viral e a mais imunogénica. Esta é a proteina
formadora dos sitios conformacionais dominantes do virus 6 42); 2) VP2 (30 KDa; 222
aminoacidos) € uma proteina que pode auxiliar na estabilidade viral “9; 3) VP3 (28
KDa; 246 aminoacidos), tem um papel importante na viruléncia do HAV, sendo
responsavel também pela formacéo de sitios antigénicos que podem induzir respostas
imunes do hospedeiro “3; e 4) VP4 (2,5 KDa; 23 aminoacidos) é uma proteina que
nao é observada no capsideo viral maduro, mas auxilia na permeabilidade da
membrana, através de poros dinamicos, sendo também auxiliadora da transferéncia

do genoma viral para a célula hospedeira (Figura 1.4) “9,



Figura 1.4. Esquema do capsideo viral maduro, em destaque as proteinas estruturais,
material genético e VPg. Fonte: Viral Zone, 2008 “0),

J& as proteinas ndo estruturais, tém sua origem apos a clivagem das regides
P2 e P3. A P2, apéds clivagem, dara origem as proteinas: 2A, 2B e 2C. A proteina 2A
(189 aminoacidos) tem como papel principal o componente estrutural e esta envolvido
na morfogénese viral e juntamente com a proteina VP1 como precursor, € responsavel
pela viruléncia do HAV ©7.44.45) " A proteina 2B atua na remodelagem de membranas
intracelulares para criar estruturas funcionais para a replicacdo do genoma viral
(viroporina-like). J&4 a 2C, possui papel de de helicase, proporcionando a abertura da
hélice do genoma, atuando também como NTPase, clivando o trifosfato de
nucleosideo (NTP, do Inglés: Nucleosideo-Trifosfate), liberando NTPs e

posteriormente usando-0s em uma nova fita sintetizada de RNA 7. 45),

O ultimo produto da clivagem da poliproteina, a regido P3, também passara por
um processo de clivagem e dara origem as proteinas nao estruturais 3A, 3B, 3C e 3D.
A proteina 3A (74 aminoé&cidos) é considerada a pré-VPg, com capacidade de ancorar
a proteina VPg ao RNA viral 3% 46)_ A proteina 3B (23 aminoacidos) dara origem a VPg
propriamente dita. Ela, por sua vez, funciona como um primer proteico, sendo
responsavel pela iniciacdo da sintese do RNA viral ¥6), A proteina 3C tem atividade
de protease, realizando a clivagem proteolitica da poliproteina do HAV. J& a proteina
3D (489 aminoacidos), tem atividade de polimerase, ou seja, ela utiliza o molde de
RNA para polimerizar novas fitas de RNA, portanto, esta € uma RNA polimerase RNA-

dependente (2247,



1.2.4 Variabilidade genética viral: seus geno6tipos e distribuicdo mundial

O virus da Hepatite A possui um genoma geneticamente conservado. Contudo,
ha um grau de diversidade genética suficiente para a diferenciacdo em genotipos
(identidade de sequéncia nucleotidica >85%) e subgenotipos (=7,5% de variabilidade
genética) ©% 42, Tendo apenas um sorotipo, o HAV é classificado em seis (I a VI)
gendtipos, a partir do sequenciamento da regido VP1 completa (Figura 1.5) € 42, Até
o presente momento, foram identificados em humanos os gendétipos | (subgendtipos
IA e IB), Il (subgenatipos 1A e 1IB) e 11l (subgendtipos IlIA e 11IB), sendo os demais (IV,

V e VI) identificados apenas em primatas ndo humanos (36 39),

B
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Figura 1.5. Classificacdo do genotipo HAV. A andlise filogenética dos seis genotipos
do HAV atualmente reconhecidos. Adaptado de Vaughan et al, 2014 (36),

O gendtipo | é o mais prevalente em todo mundo, sendo ele dividido em dois
subgendtipos IA e IB (36.39.42.48) Contudo, um terceiro subgendtipo (IC) foi proposto

em um estudo de Pérez-Sautu e colaboradores em 2011, onde foi sugerido que esse



este novo subgendtipo candidato tenha se derivado do subgendtipo IA pela dinamica

de quasispécies “9),

Alguns estudos de epidemiologia molecular mostram que o gendétipo IA tem
circulacdo majoritaria nas Américas do Norte e Sul, Europa, Asia e Africa ¢4 39, sendo
predominantemente encontrado em paises como Estados Unidos, norte do México,
China e Tunisia 65052 Na América Latina foi isolado quase que exclusivamente o
subgendtipo IA, o que sugere uma circulagdo endémica destes isolados virais nesses
paises 2. O gendtipo IB é predominantemente encontrado no Oriente Médio e Africa
do Sul 5359, Entretanto, ja houve a identificacdo de isolados IB na Jordania, Africa

do Norte, Australia, Europa e Jap&o ©6),

Apesar dessa predominancia do genotipo 1B no Oriente Médio e Africa do Sul,
estudos mostraram que no Brasil e Espanha ha co-circulacdo dos subgenatipos IA e
IB “°.56) Além disso, o gendtipo IB, ja foi identificado em amostras ambientais na

regido oeste e sul do México 7).

O gendtipo Il foi originalmente isolado na Franca e Serra Leoa, ho entanto sua
deteccéo é raramente reportada nesses paises 6, Todavia, um estudo realizado em
2010 por Desbois e colaboradores, sugeriu que o subtipo IIA fosse originario da Africa
Ocidental e fosse endémico de Benin ©8). Contudo, ndo esta claro por que o genotipo

Il tem uma circulagao tdo limitada em todo o mundo ©6),

Comparado ao genotipo I, o gendtipo Il possui uma distribuicdo mais global
(42) Estirpes virais pertencentes ao subtipo IlIA, foram identificadas em paises da Asia
e Europa, bem como em Madagascar e Estados Unidos da América (EUA) 6 59, Foi
relatado recentemente o aumento do nimero de casos de infec¢cdes pelo subgendtipo
IIIA em paises como Coréia, Russia e Estonia (%62, Todos os surtos de hepatite A
relatados na india até o momento foram causados pelo subgenétipo I11A 38, No Jap&o,

os subtipos A e IlIB co-circulam amplamente com as cepas IA e IB (36:59),

1.2.5 Biossintese Viral

Ainda ndo é muito claro o que ocorre com o HAV no aparelho digestivo do
hospedeiro apds sua entrada no organismo. Mas 0 que se sabe é que o virus pode
ser absorvido por células epiteliais da mucosa digestiva, caindo posteriormente na

corrente sanguinea e chegando aos hepatdcitos pela circulacdo portal e pela

10



circulagdo sistémica ¢ 63, Ao chegar as células hepaticas, inicia-se o processo de
internalizacdo da particula viral. Essa internalizacdo ocorre através de endocitose
mediada por receptores de glicoproteinas de classe | que estdo presentes na
superficie da célula, denominados HAVcr-1/TIM-1 6 64 Essa ligacdo resulta na
mudanca conformacional do capsideo viral, 0 que promove a entrada do material

genético no citoplasma do hepatdcito @6 64),

Ao penetrar a célula hospedeira, e através de mudancas desencadeadas pelo
ambiente citoplasmatico, o HAV perde o capsideo viral (desnudamento), promovendo
a liberacdo do RNA viral (polaridade positiva) no interior do citoplasma. Este RNA de
polaridade positiva, agird diretamente como &cido ribonucleico mensageiro (RNAm,
do inglés: messenger ribonucleic acid) . Essa fita de RNAm sera responsavel pela
sintese da poliproteina viral. Essa traducéo € iniciada a partir do direcionamento do

RNA viral ao ribossomo pelos IRES encontrado na regiao 5° NC do genoma do virus
(36, 39, 65)_

Para que ocorra a traducdo proteica propriamente dita, inicialmente sera
formado o complexo de traducdo, que € composto do complexo ribossomal com a
ligacdo do fator de inibicdo eucaridtico ndo clivado, conhecido como elF4G (fator
eucariotico de inicializacdo de traducdo, do Inglés: eukaryotic translation initiation
factor) ou 4G. Esse fator eucaridtico é caracteristico dos membros da familia
Picornaviridae (5 6, Ao ser clivado, possui papel importante na génese viral, uma vez
gue reduz a producado de proteinas e RNAm das células do hospedeiro promovendo
uma traducéo mais eficiente do RNAm viral 6%, Ao contrario dos demais picornavirus,
o HAV néo realiza a clivagem desse fator de inibicéo celular, fazendo com que o virus
tenha que competir com a célula hospedeira pelo uso do maquinario celular. Essa nédo
clivagem pode explicar a replicacado lenta e a auséncia de efeito citopatico do virus em

cultura celular ©8. 65.67),

Paralelamente a traducéo proteica, esse RNA gendmico servira também como
um intermediario para sintese de RNA de polaridade negativa, que por sua vez, serve
de molde para a producdo de novas moléculas de RNA de polaridade positiva,

catalisada principalmente pela RNA polimerase RNA dependente ©9),

Ao inicio da leitura do RNAm, quando o complexo ribossomal atinge o primeiro
cédon AUG, ocorre também simultaneamente a clivagem proteolitica realizada pela

protease 3C, gerando as proteinas estruturais e ndo-estruturais maduras. Uma vez
11



gue as proteinas estruturais ja foram formadas no citoplasma da célula, inicia-se a
producdo do pré-capsideo que permite a encapsulacdo ou nado (particula defectiva)
do RNA gendmico, para a montagem dos virus 9 36),

Depois de formada as particulas virais, inicia-se o processo de saida da célula,
geralmente sem causar a lise celular (Figura 1.6). Esse mecanismo de liberacdo e
secrecdo viral é desconhecido, mas claramente ndo € dependente da destruicdo das
células. Esse fato é notado, uma vez que sdo observados altos titulos virais presentes

nas fezes antes de haver qualquer evidéncia de necrose dos hepatdcitos (2% 36),

Canaliculos
Biliares

Figura 1.6. Representacdo esquematica replicacdo do HAV no interior da célula
hepatica. 1) adsorcdo do virus ao receptor celular. 2) Desnudamento e liberagdo do
RNA gendmico. 3) Traducdo da poliproteina viral. 4) Processamento proteolitico. 5)
Sintese da fita de RNA de polaridade negativa. 6) Sintese de novas cépias de RNA
gendmico de polaridade positiva. 7) Tradugdo das novas fitas de RNA de polaridade
positiva para sintese de proteinas virais. 8) Empacotamento do RNA e montagem de
novas particulas virais. 9) Liberagdo das novas particulas virais, para os canaliculos
biliares. Adaptado de MARTIN & LEMON, 2006 (29,
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Apos a saida das particulas virais das células, elas aparecem na bile e sangue,
sendo possivelmente liberadas, através da membrana apical do hepatdcito para o
canaliculo biliar e através da membrana basolateral para a circulacdo sanguinea.
Contudo, os mecanismos de eliminacdo do virus na bile e no sangue ainda nao séo
bem claros e conhecidos ? 36, O virus é liberado no intestino pelos canaliculos
biliares, juntamente com a bile, sendo eliminado com as fezes em altos titulos virais,

é nesta fase que ocorre o pico da infectividade viral € 36),

1.3 Formas de Transmissao

A transmissdo do HAV ocorre principalmente por veiculacdo fecal-oral,
podendo ocorrer por via alimentar, hidrica ou de pessoa-a-pessoa, sendo o contato
pessoa-a-pessoa subdividido em contato intradomiciliar (contato com pacientes e
criancas infectadas) e contato sexual (sexo anal, oral e oroanal). Todos esses fatores
podem ser responsaveis pela disseminacdo da infeccdo de um individuo a outro,

principalmente entre criancas e adultos jovens (6. 68-70),

O HAV é estavel a temperatura ambiente e a pH baixo, e estas caracteristicas
explicam a sua capacidade de sobreviver no ambiente e ser transmitida por alimentos
contaminados e gua potavel %6, Além disso, sua resisténcia a pH acido e detergentes
podem explicar a sua capacidade de transitar através do trato gastrointestinal @9,
Outro fator que auxilia sua persisténcia no ambiente e na 4gua por mais tempo
possivelmente pode estar relacionado a conformacédo do capsideo do HAV que é

altamente coesa e mediada através de uma dobra muito precisa ©6 71,

A transmisséo através do contato pessoa-a-pessoa foi descrita pela primeira
vez em voluntarios na Alemanha na década de 1940 3, Esse contato esta
diretamente relacionado ao ambiente intradomiciliar e escolares, através do contato
com superficies contaminadas por residuos fecais ou manipuladores de alimentos

infectados (36.69),

Aléem das formas de transmissfes supracitadas, existem outras vias para

transmissao feco-oral. A transmissao por praticas sexuais é uma delas, sendo descrita
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e observada desde a década de 1980, principalmente em homens que fazem sexo
com outros homens (HSH) (74, Contudo, tem sido evidenciada mais recentemente
e associadas com o sexo oral-anal, por intermédio de recentes surtos (2016-2017)
entre HSH em paises do continente Europeu, Israel, EUA e Chile (/>78), Nesses surtos,
vem sendo reportadas a circulacdo de estirpes virais filogeneticamente relacionadas
entre si, bem como coinfec¢bes com outros patdgenos responsaveis por infeccoes
sexualmente transmissiveis (ISTs) como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do
Inglés: human immunodeficiency virus) e/ou sifilis (">80), Porém altas taxas de infeccdo
pelo HAV séo associadas com o contato oroanal independente da orientacdo sexual
(8.63) Mas é importante destacar que uma vez que variantes virais sdo introduzidas na
populacdo de HSH, elas se espalham rapidamente e persistem por muito tempo entre

esse grupo ©8),

Em raras ocasifes, a infeccdo também pode ser transmitida através da
transfusdo de sangue ou hemoderivados provenientes de doadores infectados
durante a fase virémica ®1. Além disso, ha um grande risco de transmiss&o parenteral

entre usuarios de drogas injetaveis (©9),

1.4 Patogénese Viral e Manifestacfes Clinicas

O virus da hepatite A, pode causar uma doenca infecciosa aguda,
apresentando manifestacdes clinicas ou por muitas vezes a auséncia delas. O quadro
clinico do paciente esta diretamente relacionado a idade. Em criancas menores de 5
anos, apenas 3% apresentam ictericia, ja em criangcas com idades entre 5 a 15 anos,
27% em média, apresentaram ictericia e em adultos, 70 a 90%, podem apresentar
ictericia 3. O HAV é uma doenca autolimitada, ou seja, tem um periodo limitado e
determinado, no qual o individuo infectado pode ter resolucéo espontanea do quadro
clinico e infeccdo em alguns meses. Em casos raros pode ocorrer faléncia hepatica

aguda com evolucgédo para o 6bito (6. 68),

A elevada viremia durante a infeccdo e fatores moleculares relacionados a
gravidade da doenca, ainda n&do estdo definidos. Todavia, 0 que se sabe por
consenso, é que esses fatores de viruléncia estdo principalmente associados a
algumas linhagens virais, e a fatores do hospedeiro, como sexo, idade e raga. Esses

sdo os fatores principais que determinaram os desfechos clinicos da doenca (82 83),

14



Existe uma elevada replicacdo do virus na célula hepatica, a qual € eliminada
nas fezes através da bile. Este ciclo, chamado de enterohepatico, se mantém até que

anticorpos neutralizantes do sistema imunolégico o interrompam (©3),

Na infeccao pelo HAV, o periodo virémico dura em média 42 dias ap0s o inicio
das manifestacdes clinicas 4 8%, Pode ter um periodo de deteccédo de 81 a 90 dias
apos o periodo de incubacdo, com grandes quantidades de particulas virais
eliminadas nas fezes (10° particulas virais por grama) % 8)_Normann e colaboradores
em um estudo realizado em 2004, demonstrou uma meédia de 70 dias de viremia no
plasma de 11 individuos infectados pelo HAV, apéds inicio de sintomas, onde dois
apresentaram viremias superiores a 3 log1o por 408 e 490 dias 4. Contudo, um estudo
realizado em um paciente infectado com HIV-1 e coinfectado com HAV, mostrou uma
deteccdo prolongada do virus nas fezes (256 dias apos o inicio da doenca) com

elevada viremia (&4,

O RNA viral pode ser detectado também em: amostras de soro/plasma, sendo
detectados por até 490 dias ap0s o inicio da ictericia, com cargas virais variando de
102 a 10° cépias/ml (84); amostras de sangue total, com periodos de deteccdo de 42
a 70 dias 4 84 8%; e amostras saliva de pacientes com hepatite A, sendo sua carga
viral de 1 a 3 unidades/UI de log!® menores do que aqueles encontrados no soro @7,
Apenas um estudo até o momento, mostrou a deteccdo do HAV RNA em amostras de
urina, através de reacdo da cadeia da polimerase qualitativa (PCR, do Inglés:

polimerase reaction chain) ©8),

O curso da infec¢éo pelo virus da Hepatite A pode ser dividido em quatro fases
clinicas em individuos sintomaticos. A primeira delas é o periodo de incubacao viral,
qgue varia de 15 a 50 dias, com média de 30 dias. Durante este periodo, o individuo
ndo apresenta manifestacdes clinicas, apesar de uma intensa replicacéo viral ©3. O
segundo periodo é conhecido como prodrdmico ou fase pré-ictérica, onde ocorre o
aparecimento das primeiras manifestacdes clinicas inespecificas, como: febre,
nausea, vomito, dor abdominal, anorexia e fadiga, que geralmente ocorrem entre 5 a
7 dias antes do inicio da ictericia. Essas manifestacdes, ndo podem ser distinguidas
daquelas que ocorrem em outras infec¢des virais, e se ndo houver desenvolvimento
de ictericia, a indicacao de investigacao sorologica sera feita através da constatacao

dos niveis elevados das enzimas séricas ®,
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Ja afaseictérica € considerada o terceiro estagio da doenca. Nesta fase, ocorre
a mudanca da coloragao normal da pele, para uma coloragcdo amarelada, decorrente
a deposicado de bilirrubina. Por sua vez, também ocorre coldria (urina com coloracéo
escura) e hipocolia (fezes esbranquicadas devido a diminuicdo da secrecéo biliar).
Sua duracédo pode ser bastante variavel podendo ser de 4 a 29 dias. Neste periodo,
também podem ocorrer manifestagdes extra-hepaticas como colecistite acalculosa,
hemolise e faléncia renal aguda ©®3. Outras complicacdes também ja foram
evidenciadas, tais como: manifestagcdes neurolégicas como Sindrome de Guillian
Barré, meningite asséptica, meningoencefalite e manifestacées hematologicas como

anemia aplasica e hemolitica (@ 89 90),

Em sua ultima fase, chamada de convalescéncia, em geral o paciente se
recupera completamente das manifestacbes clinicas. Essas manifestacfes
desaparecem gradativamente ao longo do tempo, sendo encontradas apenas
algumas alteracdes enzimaticas. A resolucdo da doenca € lenta, porém a recuperacao
do paciente é completa dentro de dois meses ©3). Na literatura, ndo existem registros
de formas cronicas da doenca (4 36.63) Existem relatos de que pacientes podem ter a
doenca prolongada ou reincidente com a duracédo acima de 6 meses. Nesses casos,
0 HAV pode ser detectado no soro desses individuos durante o tempo de 6 a 12 meses
apos a infecgéo @b,

Em raras ocasides, a infeccdo pelo HAV pode resultar em hepatite fulminante
(menos de 1,5% dos casos hospitalizados), isto €, insuficiéncia hepatica aguda com
encefalopatia e coagulopatia 34 36. 92 A mortalidade é rara e mais frequente em
pacientes com mais de 50 anos, tendo sido reportada também em criangas 6. 92.93),

1.5 Respostalmune e marcadores sorologicos

A resposta imune induzida pelo HAV é essencial para o mecanismo de defesa
e eliminacdo da infeccdo. Primeiramente, ao que diz respeito a manifestacdo da
doenca, com o surgimento das manifestacdes clinicas, que em contrapartida, esta
fortemente associada com a resposta imune celular. Em segundo ponto, é de grande
importancia para o desenvolvimento de testes diagndsticos que confirmam a infecgédo
pelo HAV, uma vez que depende da producéo de anticorpos neutralizantes gerados

pela resposta humoral ©3).
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A resposta imune humoral contra o HAV, caracterizada pela producdo de
anticorpos contra as proteinas estruturais do capsideo viral, ocorre antes do inicio das
manifestacdes clinicas da doenca. Os primeiros anticorpos a aparecerem séo os da
classe Imunoglobulina M (IgM) (anti-HAV IgM) tanto nas infec¢des naturais como nas
experimentais. Eles podem ser detectados junto com as primeiras manifestacdes
clinicas ou em alguns casos, s6 aparecendo no fim da primeira semana da doenca.
Os anticorpos anti-HAV IgM, persistem na maioria dos pacientes por até 4 meses,
porem em raros casos podem persistir por até um ano. Na maioria das vezes, 0
desaparecimento do IgM pode ocorrer antes mesmo do fim das manifestacbes
clinicas. Os anticorpos da classe Imunoglobulina G (IgG) (anti-HAV IgG) aparecem
apos a primeira semana de doenca e persistem provavelmente por toda a vida, ainda

que em titulos mais baixos, gerando memaria soroldgica (@ 68),

Também €& observado o aparecimento precoce de anticorpos da classe
Imunoglobulina A (IgA) (anti-HAV IgA), que desaparecem em alguns meses. Contudo,
sua participacao na resolucao da infeccao viral ndo é muito conhecida. O que se sabe
€ que o HAV parece nao provocar uma resposta imune intestinal eficaz, ao contrario

de outros membros da familia Picornaviridae (36 94),

Os anticorpos neutralizantes reconhecem um nimero pequeno de epitopos nos
fragmentos altamente conservados das proteinas do capsideo viral VP1 e VP3 e
possivelmente VP2 @36 Anticorpos contra proteinas ndo-estruturais do HAV também
sdo produzidos. Embora o seu papel na manutencdo da imunidade seja
provavelmente menos importante do que o de anticorpos para os antigenos do

capsideo, devido a sua baixa concentracio e falta de capacidade de neutralizagdo 34
36)

A resposta imune celular contra o virus, € guiada principalmente pelos linfécitos
T CD8+ citotéxicos, que possuem atividade citolitica contra as células infectadas. A
auséncia de casos de doenca cronica em humanos, indica que esse tipo de resposta
é eficiente no reconhecimento e combate ao virus. Apesar da sua importancia na
eliminacédo do virus, a resposta imune mediada por célula é relatada como a causa do

dano hepatocelular na doenca aguda e consequentemente dos sintomas relacionados
(36, 63)
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1.6 Epidemiologia

1.6.1 Prevaléncia do HAV no Mundo

O HAV é um dos principais patdogenos responsaveis por infec¢des através de
alimentos contaminadas. Em 1988, aproximadamente 300 mil individuos foram
infectados em Shangai, apds ingesta de moluscos crus, onde 32 evoluiram para o
6bito %, Em 20186, o virus da hepatite A foi responsavel por aproximadamente 7.134
mortes em todo o mundo segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (96, 97),

As areas de prevaléncia para o HAV podem ser caracterizadas como altas,
intermediérias, baixas ou muito baixas ©®). Esses quatro padrdes de endemicidade,
sao definidos com base em evidencias soroldgicas, que por sua vez se da a partir da
prevaléncia de anticorpos anti-HAV IgG por idade. Esse € o principal fator que ressalta
as caracteristicas epidemiologicas de cada regido. Além da evidencia soroldgica, séo
incluidas nessa avaliagdo as taxas de doenca e de transmissao predominantes
nessas populacdes e faixas etarias @6 9 99) No entanto, infecgdo ndo significa
doenca, uma vez que as criancas infectadas quando muito jovens podem n&o

apresentar sintomas ).

As areas com elevada prevaléncia de infeccdo, conhecidas como regides de
alta endemicidade, ocorrem em paises de baixa e média renda com mas condi¢cbes
sanitarias e praticas de higiene. Nessas localidades, a infeccdo € comum e a maioria
das criancas (90%) séo infectadas pelo HAV antes dos 10 anos, grande parte das
vezes sem sintomas. As epidemias sdo incomuns porgue criancas e adultos mais
velhos geralmente n&o sdo suscetiveis por apresentarem exposicao prévia. As taxas

de doencas sintomaticas nessas areas séo baixas e 0s surtos sdo raros (96 98, 100),

Em areas com baixas prevaléncias de infeccdo, consideradas areas de
endemicidade baixa ou muito baixa, encontram-se paises que possuem alta renda
com boas condi¢fes sanitarias e higiénicas. Pode ocorrer doencga entre adolescentes
e adultos em grupos de alto risco, como pessoas que injetam drogas, HSH, pessoas

que viajam para areas de alta endemicidade e em populacbes em vulnerabilidade,
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como os sem-teto, além de grupos religiosos fechados (que possuem condi¢des
sanitarias precarias ou com habitos religies com baixa higiene) ©6. 9. 100)  Syrtos
nessas populagdes, principalmente em HSH, foram recentemente observados em 22
paises da Unido Europeia, o que levou a um aumento expressivo do nimero de casos
nessa regiao entre 2016 e 2018, sendo acometidos pela infeccdo 20.067 individuos

adultos (101,

J& quanto aos paises de renda média e regiées onde as condi¢cfes sanitérias
sao variaveis, sao consideradas areas com prevaléncias intermediarios de infeccéao,
ou endemicidade intermediaria. Por sua vez, as criancas frequentemente escapam da
infeccdo na primeira infancia e atingem a idade adulta sem imunidade.
Paradoxalmente, essas melhores condigcdes econdmicas e sanitarias podem levar ao
acumulo de adultos que nunca foram infectados e que nao tém imunidade. Essa maior
suscetibilidade em faixas etarias mais velhas pode levar a taxas mais altas de doenca

sintomatica em adultos e grandes surtos podem ocorrer nessas comunidades (©6. %.
100)

Um estudo de reviséo sistematica realizado por Jacobsen e Wiersma em 2010,
destaca as regides do mundo segundo sua endemicidade analisando estudos de
soroprevaléncia do virus da hepatite A por idade e regido mundial entre 1990 e 2005
(100) (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1. Estimativas de prevaléncia por regides no mundo, 2005. Adaptado de
Jacobsen e Wiersma, 2010 (100,

Regides (Regides GDB)’

Regiées da OMS concordantes

Paises mais populosos em 20052

Nivel estimado
de endemicidade

—
CWOUNO UL WN -~

13
14
15

Asia-Pacifico de alta renda

Asia Central
Leste Asiatico

Sul Asiatico
Sudest Asiatico
Australasia
Regido Caribenha
Europa Central
Europa Oriental
Europa Ocidental

América Latina Andina
Ameérica Latina Central
Ameérica Latina do Sul
Ameérica Latina Tropical

Norte da Africa/Oriente Médio
16 Ameérica do Norte de alta renda

17 Oceania

18 Africa Subsaariana Central
19 Africa Subsaariana Oriental
20 Africa Subsaariana do Sul

21 Africa Subsaariana Ocidental

Pacifico Ocidental
Europa
Pacifico Ocidental

Sudeste Asiatico/Mediterraneo Oriental
Sudeste Asiatico/Pacifico Ocidental

Pacifico Ocidental
Americas

Europa

Europa

Europa

Americas
Americas
Americas
Americas

Mediterraneo Oriental

Americas

Pacifico Ocidental
Africa

Africa

Africa

Africa

Japao, Republica da Coréia, Cingapura
Usbequistdo, Cazaquistdo, Azerbaijdo

China

india, Paquistdo, Bangladesh
Indonésia, Filipinas, Vietna
Australia, Nova Zelandia

Cuba, Republica Dominicana, Haiti

Poldnia, Roménia

Russia, Ucrania, Bielorrissia
Alemanha, Franca, Reino Unido
Peru, Equador, Bolivia

México, Coldmbia, Venezuela
Argentina, Chile, Uruguai

Brasil, Paraguai
Egito, Ird, Turquia

Estados Unidos, Canada

Papua Nova Guing, Fiji, Ilhas Salomao
Republica Democratica do Congo, Angola
Etiopia, Tanzania, Sudao

Africa do Sul, Zimbabue, Namibia
Nigéria, Gana, Costa do Marfim

Muito baixo
Intermediaria
Baixa

Alta

Baixa

Muito baixo
Baixa

Baixa

Baixa

Muito baixo
Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria
Intermediaria
Muito baixo
Intermediaria
Alta

Alta

Alta

Alta

* GBD = Estudo sobre Carga Global de Doencas, Lesbes e Fatores de risco;
@ Dados populacionais da Situacéo da Populagdo Mundial do UNFPA em 2005;

b Alto: 290% tém imunidade aos 10 anos de idade; intermediario: 250% tém imunidade aos 15 anos; baixo: 250% tém imunidade aos 30
anos; muito baixo: <50% tém imunidade aos 30 anos.

Em outra revisdo sistematica realizada por Aggarwal e Goel publicado em

2015, no qual extrapolaram dados sobre taxas de soroprevaléncia relacionadas a

idade de estudo encontrados na literatura até 2015, mostram mudancas mais
marcantes de endemicidade nas Américas do Sul e Central, Asia e em alguns paises

do continente Europeu, quando comparados aos estudos realizados por Jacobsen e

Wiersma em 2010 (98 100) (

Figura 1.7).
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Figura 1.7. Mapa de distribuicdo geografica mundial da infeccdo pelo HAV. A) Mapa
baseado em dados do levantamento de 1990 a 2005 do estudo de Jacobsen e
Wiersma, 2010 %), B) Mapa baseado nos dados das extrapolacdes para o ano de
2015, levando em conta a taxa anual de variacdo de soroprevaléncia especificas por
idade. As cores representam diferentes padrdes de endemicidade com base na idade
em anos em que 50% da populacdo tem positividade para o virus anti-HAV total
[vermelho escuro - endemicidade muito alta (<5 anos); laranja - alta endemicidade (5-
14 anos); azul claro - endemicidade intermediéria (15 a 34 anos); azul escuro - baixa
endemicidade (> 50 anos)]. Adaptado de Aggarwal e Goel, 2015 ©8),

1.6.2 Prevaléncia do HAV no Brasil

No Brasil, foram notificados de 1999 a 2018 no Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (Sinan), cerca de 167.108 casos de infeccdo pelo virus da
Hepatite A. Dentro deste periodo, entre 2000 e 2017, foram identificados 1.142 6bitos
associados a hepatite A, sendo 71,4% (815 casos) como causa basica (192,
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Segundo a OMS, o Brasil € considerado como uma area de endemicidade
intermediaria para hepatite A. Isso se da, principalmente devido ao risco de epidemias
ser considerado baixo em criangcas e maior suscetibilidade em faixas etarias mais
velhas (199, Contudo, um inquérito de soroprevaléncia de base populacional, realizado
em todas as 27 capitais brasileiras mais o distrito federal, em individuos de 5 a 69
anos, mostrou que o pais tem passado por uma fase de transicdo quanto ao padrao
epidemiolégico da hepatite A 104, Por sua vez, esse fato foi demostrado no Boletim
do Ministério da Saude, onde vem sendo observada uma reducéo nos ultimos 10 anos
no numero de casos na faixa etéaria infantil e escolar (<10 a 19 anos) e um aumento
de casos notificados em individuos adultos (20 a 39 anos) (Grafico 1.1) 192, Esse
fato, pode ser possivelmente explicado pela inclusdo da vacinag¢édo no calendario de

imunizac&o infantil em 2014 (21, 105),
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Grafico 1.1. Taxa de incidéncia de casos notificados de hepatite A segundo faixa
etaria e ano, 2008 a 2018. Fonte Ministério da Saude, 2019 (102),

Além disso, esse mesmo inquérito mostrou uma soroprevaléncia heterogénea
em todo o pais, onde as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Distrito Federal
apresentaram uma endemicidade intermedidria, enquanto as regides, sudeste e Sul,

foram classificadas como areas de baixa endemicidade (Figura 1.8) (1049,
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Figura 1.8. Padrao epidemiolégico da hepatite A no Brasil de acordo com seus niveis

de endemicidade nas macro-regides brasileiras (Adaptado de Ximenes et al., 2014)
(104)

No entanto, tem sido observada uma reducdo do nimero de casos notificados
nas regides de endemicidade intermediaria segundo o Ministério da Salide (192, Esse
fato, pode estar relacionado a melhoria das condic6es socioecondémicas e sanitaria
dessas regides %) e também pela introducéo da vacina no calendario infantil apartir
de 2014 @1, Porém, nas regides de baixa endemicidade (Sul e Sudeste) observou-se

um aumento no numero de casos notificados (

Gréfico 1.2), entre os anos de 2016 e 2018, principalmente em jovens adultos
(20 a 39 anos) do sexo masculinos, tendo um incremento de 14 vezes na taxa de
incidéncia, que passou de 0,4 casos por 100 mil habitantes em 2016 a 5,7 casos por
100 mil habitantes em 2017 192) (Gréfico 1.3).
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Grafico 1.2. Taxa de incidéncia de casos notificados de hepatite A segundo regido de
residéncia e ano de notificacdo, 2008 a 2018. Fonte Ministério da Saude, 2019 (102),
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Grafico 1.3. Taxa de incidéncia de casos notificados de hepatite A em homens de 20
a 39 anos, segundo regido e ano de notificacdo, 2016 a 2018. Fonte Ministério da
Salde, 2019 (102),
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Esse aumento notificado em ambas as regides, Sudeste e Sul, concentraram-
se principalmente nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul
(Gréfico 1.4) 197, sendo relacionadas a faixa de 20 a 39 anos e acometendo em sua
grande maioria individuos do sexo masculino (Grafico 1.5) 192, Importante destacar,
que praticas sexuais possivelmente favoreceram a transmisséo feco-oral no periodo
de 2016 a 2018 no Brasil, como relatado pelo Boletim do Ministério da Saude. Esse
fato, difere-se de registros de anos anteriores a esse periodo, onde notou-se que a
contaminag@o por vias alimentares e/ou hidricas foram as principais formas de
transmissdo do HAV no pais (192108 Neste mesmo periodo, varios paises registraram
inUmeros surtos de hepatite A entre homens nesta faixa etaria principalmente entre
HSH, a qual também poderia ter influenciado o0 aumento do nimero de casos nas trés

principais cidades brasileiras (199 110),
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Gréfico 1.4. Taxas de incidéncia de hepatite A (por 100.000 habitantes) segundo local
e ano da notificagdo, 2006-2018. A) S&o Paulo; B) Rio de Janeiro e; C) Rio Grande
do Sul. Adaptada Sinan, 2019 (107,
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Gréfico 1.5. Taxa de incidéncia de casos notificados de hepatite A em homens de 20
a 39 anos, segundo UF e ano de notificacdo. Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande
de Sul. 2016 a 2018. Fonte Ministério da Saude, 2019 (92,

Segundo o Boletim do Ministério da Saude, foi observada uma mudanca na
categoria de exposicdo ao HAV. Notou-se um aumento de 97,7% de relatos através
da via sexual, quando comparados os anos de 2016 e 2017. Em contrapartida foi
observada também uma reducéo de infec¢des atraves do fator hidrico (52,4%) para o
mesmo periodo. Esses dados correspondem principalmente ao sexo masculino, com
faixas etérias de 20 a 30 anos, indicando que as praticas sexuais possivelmente foram

responsaveis pelo aumento do nimero de infec¢des nesses individuos (Grafico 1.6)
(102, 111).
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Gréfico 1.6. Percentual de categoria de exposicdo dos casos notificados de hepatite

A em homens de 20 a 39 anos. Brasil, 2016 a 2017. Fonte Ministério da Saude 2018
(111)

1.7 Diagnaostico

1.7.1 Diagndstico soroldgico

Nos testes soroldgicos, a presenca de anticorpos da classe IgM anti-HAV é
fundamental para confirmar o diagnéstico da infeccéo aguda ©3). Diversos ensaios tém
sido utilizados para detectar as classes de anticorpos virus-especificos, incluindo
radioimunoensaio 12, imunoquimica 13, ensaio imunoenzimatico (ELISA) (14,

quimiluminescéncia @19, imunoblotting 16 e imunocromatograficos (testes rapidos)
(117).

Os ensaios imunoenzimaticos, por exemplo, possuem alta especificidade e
sensibilidade. Eles sdo baseados em placas adsorvidas com anticorpos anti-lgM
humano. Por sua vez, esses anticorpos irdo se ligar ao IgM anti-HAV, caso esse esteja
presente na amostra de soro ou plasma. Logo apos isso, é adicionada a particula viral
conjugada a peroxidase, que posteriormente apos a adicdo do cromogeno,
possibilitara a visualizacdo de cor no ensaio 118, A deteccédo de anticorpos da fase

aguda da doenca, anti-HAV IgM, normalmente coincide com o pico de elevacao de
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transaminases e com o inicio da sintomatologia, cerca de 4 a 6 semanas ap0s a

infeccéo e declinam a niveis indetectaveis dentro de 4 meses (34 68),

O anti-HAV IgG pode ser detectavel simultaneamente a doenca aguda (queda
de IgM anti-HAV). De maneira gradual, o titulo de IgG se eleva, chega a altos niveis
na fase de convalescéncia e permanece durante toda a sua vida, conferindo
imunidade contra reinfeccdo @° 68 (Figura 1.9). A associacdo da presenca de
anticorpos anti-HAV IgG e a auséncia de anticorpos IgM anti-HAV pode ser usada

para diferenciar uma infecgdo passada de uma infeccdo recente ¢+ 68),

HAV RNA nas fezes 10°— 10? cépias/mL

==
HAV RNA no soro 10?— 10° copias/mL

_
HAV RNA na saliva 10°— 10° copias/mL
ey
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-
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Figura 1.9. Cinética viroldgica, soroldgica e bioquimica durante a infeccdo causada
pelo HAV. Adaptado de De Paula, 2012 ©8),

Além dos testes soroldgicos supracitados, existem também os testes rapidos.
Eles também sdo conhecidos como testes imunocromatograficos, ensaios de fita ou
ensaios de fluxo lateral, e sdo utilizados para deteccdo de diferentes patégenos (17
119,120) O método pode constituir também deteccdo de anticorpos em plasma, soro e

saliva de humanos expressos através de linhas coloridas de facil interpretacdo (121,
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Por sua vez esses testes rapidos apresentam uma metodologia de utilizacédo
bem simples, os quais utilizam antigenos virais fixados em um suporte solido
(membranas de celulose ou nylon, latex, microparticulas ou cartelas plasticas) e séo
separados em embalagens individuais, 0 que permite a testagem de amostras

separadamente (122),

1.7.2 Diagnéstico molecular

O diagnostico molecular é realizado através da deteccdo do RNA viral. Este
podendo ser qualitativo, onde se determina a presenca ou ndao do RNA viral, ou
guantitativo, onde se mensura a quantidade do RNA. O principio dos testes
moleculares é baseado na reacdo em cadeia da polimerase por transcricao reversa
(RT-PCR, do Inglés Reverse transcription polymerase chain reaction) onde ha uma
amplificacdo do material genético por transcricdo reversa para obtencdo do DNA
complementar (cDNA, do inglés complementary deoxyribonucleic acid). Apos isso, €
realizada a reacao em cadeia da polimerase aninhada, conhecido como Nested PCR.
A Nested PCR é uma modificacdo da PCR, sendo destinada a reduzir a ligagdo néo

especifica dos iniciadores (primers) em produtos ou sitios de ligacao aos inesperados
(36, 68)

A deteccao do RNA viral pode ser realizada através da extracdo do RNA do
HAV extraido de diferentes espécimes clinicos. Podendo ser esses espécimes: soro,
plasma, fezes e amostras ambientais através dessas técnicas. Ainda que a carga viral
do HAV seja mais elevada em amostras de fezes, a detec¢ao, quantificacdo do RNA
viral sdo realizadas principalmente em amostras de soro, devido a presenca de

inibidores encontrados nas fezes (68).

Outra alternativa para detec¢cdo do genoma viral, € a utilizacdo da PCR em
tempo real. Ela vem sendo utilizada para deteccdo e quantificacdo do HAV em
amostras biologicas e ambientais. Por sua vez, este método melhora a preciséo e
sensibilidade da PCR tradicional. A PCR em tempo real permite o estudo da carga
viral e o conhecimento dos acontecimentos durante a infec¢do, especialmente sobre

a duracdo da viremia em diferentes espécimes clinicos 884,

O diagnéstico molecular pode basear-se na amplificacdo da regido 5' néo
codificante (5'NCR do Inglés: no codificante region), aplicada na PCR em tempo real.
Esta é a regido mais conservada do virus e é utilizada para detec¢cdo do genoma do
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HAV. Outras regides como, VP1, VP3 ou VP1/2A sdo comumente mais utilizadas em
técnicas qualitativas para deteccdo do RNA viral. Por serem regides consideradas
mais variaveis, sao altamente utilizadas para o estudo da variabilidade genética

através do sequenciamento do genoma viral 8. 123),

O sequenciamento de acidos nucléicos pode ser realizado para confirmar a
especificidade da PCR, para identificar e genotipar o virus. A técnica também tem sido
utilizada para determinar relacées genéticas entre os isolados, estudos filogenéticos,

filogeograficos, e caracterizacdo genética viral (50 63, 110, 124, 125).

1.8 Prevencéo e Controle

Por ser transmitido principalmente por 4gua e alimentos contaminados, as
principais medidas as serem adotadas quanto a prevencao da infeccéo pelo HAV sao
a de higiene pessoal e saneamento basico. Mas é importante destacar que medidas
de controle mais eficazes devem evitar a contaminacéo fecal das maos, alimentos,
agua ou outras fontes por individuos infectados, antes de sua doenca clinica tornar-
se evidente, sendo de suma importancia, a lavagem das maos apds as evacuacgoes,
a higienizacao de alimentos. Vale ser destacado também, que sejam evitadas praticas
de trabalho que facilitem a contaminacdo de outros individuos, principalmente
criancas, que por sua vez é muitas vezes dificil de controlar sua higiene pessoal

durante a fase aguda de infeccéo e presenca das manifestagées clinicas @ 9. 126),

Além disso, em qualquer suspeita de infeccdo por hepatite A, deve ser
considerada a restricdo de atividades estudantis e laborais do individuo que
apresentou as manifestacdes clinicas. Isso porque, a maior concentracdo dos virus
nas fezes ocorre na fase mais tardia do periodo de incubacéo e no periodo inicial da
fase prodrébmica, sendo um ponto crucial para infeccdo de novos individuos

suscetiveis 127,

A imunizacdo contra a hepatite A é altamente eficaz e ja € utilizada para
prevencéo da doenca desde 1991 *28), As vacinas atualmente existentes, sdo vacinas
inativadas e provaram estar entre as mais imunogénicas, seguras e bem toleradas.
Vacinas inativadas sdo imunogénicas, porém se tratando da infeccao pelo HAV, que
apresenta crescimento lento em cultura celular, a producdo dessa vacina se torna

dispendiosa e lenta. Desse modo, vacinas recombinantes baseadas em peptideos
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sintéticos do capsideo do HAV (proteinas VP1 e VP3) estdo sendo pesquisadas. Estes
antigenos recombinantes sdo de grande interesse, uma vez que podem tornar a

producdo vacinal menos onerosa (129 130),

Ambos os diferentes tipos de vacinas supracitadas (inativadas e
recombinantes) sdo semelhantes em termos de protecdo contra o virus e sem efeitos
colaterais. Aproximadamente 100% das pessoas, desenvolvem niveis protetores de
anticorpos contra o virus no prazo de um més apds uma Gnica dose da vacina (19 131),
A vacina é apresentada em cartuchos com 1 ou 10 frascos-ampolas contendo em
cada frasco ampola uma dose de 25 U/0,5 mL para uso em crian¢as. Atualmente,
estdo disponiveis no mercado duas vacinas eficazes contra a hepatite A compostas
por virus inativados por formalina que sdo a HAVRIX® (GlaxoSmithKline Biologicals,
Rixensart, Belgica) e a VAQTA® (Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, NJ, EUA) (132),
Sendo utilizado no Brasil, VAQTA® (Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, NJ, EUA)
(133) (Figura 1.10).

LABORATORIO APRESENTACAO COMPOSICAO IMUNOBIOLOGICO/
PRODUTOR ILUSTRACAO
Cada dose de 0,5 mL contém —
aproximadamente 25 U do antigeno
VAQTA - Frasco-ampola  do virus da hepatite A, 0,225 mg de

(Merck Sharp & Dohme) aluminio na forma de sulfato de

hidroxifosfato de aluminio amorfo
Suspensdo injetavel - frasco e 35 mcg de borato de sédio como
ampola - monodose de 0,5 mL estabilizador de pH, em cloreto de
/cada dose sodio a 0,9%.

MERCK SHARP
& DOHME

| Dose Vial 0.5 ml. {-250)

¥ MEPATITIS A VACOM,
INACTIVATED)

Figura 1.10. Forma farmacéutica, apresentacdo e composi¢cdo da vacina contra
hepatite A. Fonte: Ministério da Saude, 2014 (133),

Segundo CDC (2006), em seu Comité Consultivo sobre Praticas de Imunizacao
(ACIP do Inglés: Advisory Committee on Immunization Practices), para que ocorra a
prevencéao da hepatite A, recomenda-se a vacinagao de: criangas a partir de 12 meses
de idade que residem em comunidades de alta endemicidade; viajantes para regides
de alta endemicidade; usuarios de drogas ilicitas; homens homossexuais; pacientes
portadores de doencas crbnicas do figado; pessoas com risco de infeccao
ocupacional; além de membros de familia e pessoas com contato pessoal proximo de
criangas adotadas recém-chegadas de paises com alta endemicidade de hepatite A

(134). Mais recentemente, a vacinacéo contra o HAV foi reforcada pela OMS para
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individuos da comunidade HSH. Esse fato se deu mediante aos surtos que vem

acometendo essa populacdo em diversos paises ao redor do mundo ©9),

A Organizagdo Mundial da Saude recomenda a realizagdo de programas de
vacinacdo em massa contra a hepatite A nos paises com endemicidade baixa a
moderada ®), O Brasil, no ano de 2014, iniciou sua estratégia de imunizacdo contra
a hepatite A em criancas de um a dois anos incompletos em um periodo de 12 meses
segundo a PORTARIA N° 2, DE 18 DE JANEIRO DE 2013, isso equivale a cerca de
trés milhGes de criancas no pais. O esquema vacinal é de dose Unica @Y. Contudo,
atualmente vacinacao foi estendida para de 15 meses a 5 anos incompletos (4 anos,
11 meses e 29 dias) 139,

Além de serem oferecidas para criancas, as vacinas também sdo administradas
para pessoas de qualquer idade que tenham: hepatopatias cronicas de qualquer
etiologia incluindo os tipos B e C; coagulopatias; pessoas vivendo com HIV;
portadores de quaisquer doencas imunossupressoras; doencas de deposito; fibrose
cistica; trissomias; candidatos a transplante de 6rgaos; doadores de o0rgaos,

cadastrados em programas de transplantes; pessoas com hemoglobinopatias (135,

Apos a inclusdo da vacinacdo no pais em 2014, foi observado um declinio no
namero de casos principalmente em individuos de faixas etarias mais jovens
(criangas) (192109 No entanto, devido ao aumento do niimero de casos de hepatite A
no Brasil, principalmente individuos jovens adultos do sexo masculino, por surtos que
acometeram principalmente HSH na cidade de S&o Paulo, recentemente, o Ministério
da Saude ampliou a indicacao da vacina contra o0 HAV para individuos que praticam
sexo oral-anal, especialmente entre HSH (136),
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1.9 Justificativa

Apesar da infec¢éo por HAV ser mais comumente adquirida na infancia atraves
da ingestdo de 4gua e alimentos contaminados por material fecal, surtos atuais de
HAV reportados em homens que fazem sexo com homens apontam para uma possivel

transmiss&o por praticas sexuais, através do contato por sexo oral-anal (102 111),

Além dos surtos de HAV mundialmente reportados e do aumento de casos
observados no Brasil, foi notado também um aumento no nimero de casos de hepatite
A em individuos atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais (AHV) do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC) entre 2017 e 2018, quando comparados a 2016, sendo

acometidos pela infeccao, principalmente homens jovens.

Diante desses eventos ocorridos, a fim de encontrar respostas sobre quais
comportamentos de risco estdo envolvidos na aquisicdo dessa infeccdo, visamos
investigar através de métodos moleculares e analises de dados socioepidemiolégicos,
todos os pacientes com anticorpos IgM reagentes para hepatite A que deram entrada
no AHV entre 2013 e 2019. Além de melhor entender os fatores de risco e grupos
populacionais mais acometidos, faz-se necessario mapear também as estirpes virais
circulantes relacionadas a esses casos, a fim de identificar a entrada e circulacéo de
isolados virais importados. Para tanto, € importante também a andalise molecular de
isolados virais circulantes no Brasil em anos anteriores (2013-2015), a fim de verificar
a existéncia de possiveis diferencas gendmicas entre as estirpes virais endémicas e
epidémicas. Os resultados do presente estudo contribuirdo para o conhecimento dos
aspectos epidemiolégicos e viroldgicos associados ao aumento da incidéncia de uma
doenca até entdo em declinio.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os comportamentos de risco e 0s aspectos moleculares associados a
transmissdo do virus da hepatite A em individuos atendidos no Ambulatério de
Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro entre os anos de
2013 e 20109.

2.2. Objetivos Especificos

A. Investigar os fatores comportamentais de risco e grupos mais acometidos pela
infeccdo pelo virus da hepatite A;

B. Identificar os gendétipos do HAV circulantes na populacdo de estudo;
C. Analisar a variabilidade genética das estipes virais encontradas;

D. Estabelecer a distribuicdo espacgo-temporal das estirpes virais, comparando

com isolados circulantes em anos anteriores.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Consideracg6es Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o
CAAE N° 50230015.0.0000.5248 (Anexo 9.1). Todos o0s pacientes do estudo
estiveram cientes e de acordo com sua participacdo na pesquisa, apés terem assinado
o termo de consentimento livre e esclarecido, conforme resolugdo nimero 466, de 12

de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude.

3.2. Delineamento do Estudo

O presente estudo trata-se de uma pesquisa observacional, analitica e

transversal.

3.3. Populacéo de Estudo, Critérios de Incluséo e Excluséo de Pacientes e

Selecédo de Amostras de Soro

O estudo foi composto por trés grupos, 0s grupos 1 e 2 compostos por
pacientes atendidos e que chegaram por demanda espontanea ao Ambulatério de
Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (AHV/IOC/FIOCRUZ), sendo: 1)
pacientes de casos esporadicos atendidos entre 2013 e 2015, dos quais foram
utilizadas amostras (soro) de conveniéncia apenas para analises comparativas da
variabilidade genética e distribuicdo temporal do HAV e 2) pacientes de casos
esporadicos atendidos entre 2017 e 2019, dos quais foram utilizadas amostras (soro)
de conveniéncia de para investigar a variabilidade viral, distribuicdo temporal e dados
socioepidemioldgicos, a fim de entender quais fatores poderiam estar relacionados ao
aumento do numero de casos de HAV no AHV durante esse periodo. O grupo 3, foi
composto por seis amostras de conveniéncia (soro) de casos esporadicos cedidas
pelo Laboratério Central de Amostras do Estado do Rio de Janeiro Noel Nutels
(LACEN-RJ) dos anos de 2018 e 2019, sendo todas positivas para o anti-HAV IgM.
Foram avaliados nessas amostras a variabilidade genética e distribuicdo temporal do
HAV.
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Como critérios de inclusdo no estudo: os individuos deveriam possuir
diagnostico soroldgico reagente para hepatite A aguda (Anti-HAV IgM reagente), ter
idade igual ou superior a 18 anos, aceitar participar da pesquisa e assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram excluidos do estudo todos os
individuos que eram incapazes de consentir voluntariamente, como pessoas sob

embriaguez ou portadores de doencas cognitivas e neuroldgicas.

Para isso, as amostras provenientes dos anos 2013 a 2015 foram selecionadas
de maneira randémica utilizando o programa Excel® versdo 1802 Build 9029.2167
(Microsoft Office©, Las Vegas, Estados Unidos da América), com selecdo maxima de
sete amostras para cada ano, seguindo 0s principais critérios de inclusdo
supracitados. Além disso, para selecao dessas amostras, foi levado em consideracao
a distribuicdo mensal de casos que apresentavam o anti-HAV IgM, de modo a
contemplar os dois semestres de cada ano. Ja para os pacientes identificados entre

2017 e 2019, foi selecionada a primeira amostra, apds o primeiro atendimento no AHV.

3.4. Coletas dos dados Socioepidemiolégicos

Com o objetivo de coletar os dados socioepidemiolégicos dos pacientes, todos
os prontuarios de individuos atendidos entre os anos de 2017 e 2019 no AHV. Foram
incluidos neste estudo aqueles individuos encaixavam-se nos critérios de inclusdo e

excluséo, citados no topico 3.3.

Para a realizacéo das analises descritivas dos dados, foram coletados através
dos prontuarios dos pacientes atendidos no AHV entre 2017 e 2019: estado civil,
orientacdo sexual, sexo, idade e fatores de exposicao a infec¢ao pelo HAV (exposicéo
a fatores hidricos e alimentares, praticas sexuais, exposi¢cao parenteral, contato
interpessoal [contato com pessoas sabidamente infectadas com HAV] e viagens para
regides endémicas e/ou em que ocorreram surtos recentes de HAV). Além disso, foi
verificada a presenca de outras infec¢cdes sexualmente transmissiveis como 0 virus
da hepatite B (HBV do Inglés: Hepatitis B virus), com o virus da hepatite C (HCV do

Inglés: Hepatitis C virus), virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e/ou Sifilis.
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3.5. Variaveis analisadas no estudo

3.5.1. Variaveis sociodemogréficas

Para o presente estudo foram utilizadas as seguintes variaveis categoricas

preditivas sociodemograficas, como descritas na Tabela 3.1

Tabela 3.1. Variaveis preditivas sociodemograficas

Variavel sociodemograficas

Categoria

Sexo Biolégico

Faixa Etaria

Orientacéo Sexual

Cidade

Zonas Geograficas

Ano de Infeccao

Semestre de Infecgéo

Masculino ou Feminino

20 a 29 anos; 30 a 39 anos; 40 a 59
anos; e 60 ou mais anos

Heterossexual ou HSH/MSM?

Municipios do Estado do Rio de
Janeiro.

Norte; Sul; Oeste; Central; Baixada e;
Metropolitana.

2017-2019

Primeiro ou segundo semestres

1 MSM = mulheres que fazem sexo com mulheres

3.5.2. Fatores de exposicéo ao virus da hepatite A

Diversos fatores de risco de exposicao a infeccdo pelo HAV foram explorados

neste estudo, sendo todas variaveis categoricas. Foram incluidos aqueles fatores

descritos pelo paciente de 15 a 30 dias antes do aparecimento das primeiras

manifestacdes clinicas, como descrito na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Fatores de exposicéo a infeccdo pelo virus da hepatite A

Fatores de Exposicao*

Fator Parenteral
Remédios injetaveis
Drogas Injetaveis
Tatuagens

Piercing

Tratamento dentario
Transfusdo de Sangue

Fatores Alimentares

Ingestéo de carne crua ou mal passada
Vegetais e legumes crus ou mal lavados
Ingestdo de agua de poco ou cisterna

Fatores Hidricos

Contato com Enchente

Banho de Praia

Banho de Rio e/ou Lago
Abastecimento por 4gua de poco
Abastecimento por 4gua de cisterna
Abastecimento por 4gua encanada
Possui esgoto tratado

Fatores Sexuais

Sexo oral

Sexo oroanal (contato boca anus)
Sexo anal

> de 3 parceiros sexuais

Sexo desprotegido

Contato com pessoas sabidamente infectadas com HAV

Viagens para regides endémicas e/ou que ocorreram surtos recentes de
HAV

Outras infec¢cdes e/ou co-deteccoes

HBV agudo (HBVa) (presenca de HBsAg + anti-HBc IgM)
HBV passado (HBVp) (presenca de anti-HBc IgG)

HCV

Sifilis

HIV

* Todas as categorias foram avaliadas através de respostas SIM ou NAO
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3.6. Analises de dados

Foi realizada uma andlise descritiva para os dados do estudo, sendo utilizado
a média para a categoria de idade e analises de frequéncias para as demais
categorias. Por sua vez, esses dados foram coletados e categorizados (como
descritos nos itens 3.5.1 e 3.5.2) em uma planilha utilizando o programa Excel®
versdo 1802 Build 9029.2167 (Microsoft Office©, Las Vegas, Estados Unidos da
América). Posteriormente, a planilha obtida foi processada através do programa
estatistico R studio

3.7. Extracdo de Acidos Nucléicos Virais

Para extracdo do material genético viral, foram utilizados dois kits comerciais
disponiveis no Laboratorio de Hepatites Virais: o Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche
Diagnostics, Suica) e o QlAamp® Viral RNA Minikit (Quiagen, Alemanha), o

procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes.

As técnicas baseiam-se na afinidade do material genético viral a uma
membrana de silica. Primeiramente, o espécime clinico de interesse (neste estudo
foram utilizadas amostras de soro) passa por um processo de lise, utilizando um
tampéao disponivel no kit. Apés lise, essa solugcdo é adicionada a coluna de silica e
centrifugada. Logo apds, séo realizadas diversas etapas de lavagem para a remocao
de inibidores e ao final deste processo, o material genético viral aderido a membrana
de silica é eluido utilizando tampé&o de dissociacdo apropriado. Ao final do processo,

o produto recuperado € armazenado a -80° C.

3.8. Deteccédo do Genoma Viral

Para a deteccdo do material genético do HAV, foi utilizada a técnica de One-
Step RT-PCR, seguido por semi-nested PCR. A amplificacao foi realizada a partir da
regiao VP1/2A do genoma do virus, utilizando oligonucleotideos previamente
descritos por de Paula e colaboradores em 2002 “8), sendo amplificada uma regido
de aproximadamente 340 pb (Anexo 9.2.).
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Primeiro, foi realizada uma reacdo de transcricdo reversa seguida de uma
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), sendo utilizado o kit comercial
SuperScript Il Reverse One-step RT-PCR (Invitrogen, Estados Unidos da América),
seguindo as informacgbes do fabricante. Junto a isso, foi adicionada uma etapa de
variacdo e reducdo de temperatura a cada ciclo (touchdown), afim de aumentar a
sensibilidade e especificidade de detecc¢do viral. Apés a RT-PCR, foi realizada uma
etapa de semi-nested PCR utilizando a enzima Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen, Califérnia, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante, afim de aumentar

ainda mais a sensibilidade de deteccéo.

Ao final dos ciclos de PCR, os resultados foram visualizados através de uma
corrida de eletroforese (~80 a ~90 volts por 1h) em gel de agarose 1,5%, tampao Tris-
borate-EDTA (TBE). As bandas foram coradas com brometo de etidio, visualizadas

em camara com luz ultravioleta UVP Transilluminator (ClinX, Shanghai, China)

3.9. Purificagdo dos Produtos da PCR

Apés a identificacdo de caracterizacdo das amostras em gel de agarose, foi
realizado a purificacdo dos produtos da PCR, para as amostras que tiveram a
deteccdo do genoma do HAV. Para tal possesso de purificacdo, utilizamos o kit
comercial High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics, Suica),

seguindo as recomendacdes do fabricante.

Esse processo é realizado para remocdo de residuos da PCR e possiveis
interferentes, permitindo uma maior qualidade na reacdo de sequenciamento. A
metodologia é baseada na afinidade do cDNA amplificado a uma membrana de silica,
posteriormente passando por sucessivas lavagens com tampdes disponiveis no kit e

ao final uma eluicdo com tampao especifico.

3.10. Quantificagdo dos Produtos Purificados

Os produtos de PCR purificados foram quantificados, a fim de saber quanto de
DNA havia em cada produto amplificado. Essa etapa foi realizada para garantir o
minimo de DNA aceitavel para o sequenciamento. Para isso, foi utilizado o kit
comercial Quant-iT™ Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, EUA), seguindo as
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recomendacdes do fabricante. A técnica baseia-se em quantificacdo por fluorimetria.
As amostras de interesse sdo inseridas no tampado disponivel pelo fabricante e
comparado com dois padrdes oferecidos pelo kit, que por sua vez possuem diferentes
concentracfes. Esses padrfes e as amostras inseridas ao tampao, sao lidas em um
aparelho que mede a densidade 6tica de cada amostra, dando ao final o resultado de

cada um em microgramas (ug).

3.11. Sequenciamento Nucleotidico

Os produtos de PCR purificados e quantificados foram sequenciados utilizando
o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Estados Unidos
da América). Para tal, esse procedimento foi realizado no Laboratério de Hepatites
virais seguindo o protocolo adaptado de Sanger e colaboradores 137, Em uma placa
de sequenciamento de 96 pocos, foram adicionados 6uL de solugdo de
sequenciamento contendo BigDye, tampao de reacdo na concentracdo de 5x, 0s
respectivos iniciadores (primers) senso ou anti-senso e agua destilada ultrapura. Apés
a solucdo ser distribuida homogeneamente em cada poco, foram adicionadas 4
microlitros (uL) dos produtos de PCR purificados em seus respectivos pocos. Logo
apos as amostras purificadas serem adicionadas a placa, a mesma foi colocada em
um termociclador para realizacdo da reacdo de sequenciamento e hibridizacdo dos

iniciadores (primers) 37,

Ao final do ciclo, foi iniciado o processo de precipitacdo. Inicialmente, a placa
foi retirada do termociclador e com auxilio de uma pipeta multicanal foi adicionado 80
pl de isopropanol a 75% em cada poco, sendo incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos o periodo de incubacéo, foi centrifugada por 45 minutos a 4000xg em
temperatura ambiente. Logo apés, a placa foi vertida em papel absorvente, a fim de
retirar todo o excesso de isopropanol. Depois de vertida, foi realizada uma
centrifugacéo da placa invertida em papel absorvente por 1 minuto a 900xg, afim de

retirar todo o resquicio de isopropanol que possa ter permanecido.

Posteriormente a centrifugacédo, a placa foi inserida em um termociclador por 5
minutos a 70°C para secagem. Depois do processo de secagem, foi adicionado a
placa 10 pl de formamida HiDi em temperatura ambiente e apés esta etapa, colocada

novamente no termociclador por trés minutos a 95°C para reagdo de desnaturacao.
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Imediatamente, apds o processo de desnaturacéo, a placa foi colocada em gelo por
dois minutos para a realizagdo de choque térmico para finalizar o processo de
desnaturagao.

Por fim, apds o processo de precipitacdo, a leitura foi realizada utilizando um
sequenciador automatico de 48 capilares, modelo 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Estados Unidos da América), disponivel no Laboratério de Hepatites

Virais.

3.12. Analises de Variabilidade, Genotipagem, Filogenia e Filogeografia

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas, alinhadas e analisadas
com o software Mega versédo 7 (The Pennsylvania State University, Estados Unidos
da América) para a determinagdo dos genotipos. A analise filogenética foi realizada
usando o método de Maxima Verossimilhanga, utilizando o modelo de substituicdo
General Time Reversible (GTR + G (gamma) +l) (definido a partir da ferramenta Model
Selection), com bootstrap de 3000 replicatas (13- A fim de classificar em subgenatipos,
investigar os padrbes migratérios e pontos de diversificacdo entre as amostras
brasileiras e de outros continentes, um banco de sequencias composto por 75
sequencias de VP1-2A de referéncia disponiveis nas bases de dados internacionais
foi montado, contendo tamanhos iguais ou maiores a 345 bp, das quais: 1) 65
sequencias pertenciam ao subgendtipo IA, sendo: A) sete de diferentes estados
brasileiros; B) cinco de diferentes paises do continente africano; C) 19 de paises
asiaticos; D) sete de diferentes paises dos continentes americanos; E) 26 de paises
do continente europeu; e F) uma sequéncia da Oceania. 2) Para os demais
subgendtipos do HAV, foram selecionadas dez sequencias, sendo: A) duas do
subgenotipo IB; B) quatro do subgendtipo 1A e uma do I1B; C) uma do subgendétipo 1A
e duas do IlIB. Os respectivos numeros de acesso do GenBank, anos, paises e

subgenotipos das sequéncias utilizadas neste estudo encontram-se no Anexo 9.3.

As analises filogeograficas foram realizadas através da Inferéncia Bayesiana.
Os calculos do tempo do ancestral comum mais recente (tMRCA) dos nés internos,
foram estimados avaliando diversos parametros segundo o Quadro 3.1, o melhor
modelo escolhido foi determinado a partir do maior valor de estimativa de maxima

verossimilhanca (MLE) (do Inglés maximum likelihood estimation).
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Quadro 3.1. Paramentos utilizados para analises nos nos internos

Modelo de Reldgio Distribuicao : e
g . g Modelo de Arvore Filogeografica
Molecular Logaritmica
Relaxado Lognormal Bayesiana Horizontal Coalescente
Relaxado Lognormal Crescimento Exponencial Coalescente
Relaxado Exponencial Bayesiana Horizontal Coalescente
Relaxado Exponencial Crescimento Exponencial Coalescente

A andlise de Cadeia Markov Monte Carlo (MCMC), foi executado por 100x10°

geracBes usando heterogeneidade da taxa distribuida pelo modelo de substituicdo

GTR + G + |, implementada no programa BEAST v1.8.10 139, A convergéncia da

corrida MCMC (avaliada pelos valores de ESS> 200) foi realizada usando o programa

Tracer versao 1.7.

Incertezas nos parametros foram avaliadas em 95% Alta densidade posterior

(HPD do Inglés: High posterior density). A arvore de consenso foi estimada pelo

programa TreeAnnotator versdo 1.6.1 139, sendo editada e analisada utilizando o

programa FigTree versao 1.4.4.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricao dos pacientes

Um total de 264 pacientes com sintomas de hepatite aguda foram
encaminhados ao AHV entre o periodo de 2017 a maio de 2019, dos quais 57 deles
possuiam diagnostico reagente para anti-HAV IgM, representando um total de 21,6%
dos casos de hepatite aguda atendidos nesse periodo. Destes 57 pacientes, 52
possuiam idade igual ou superior a 18 anos e se enquadravam nos demais critérios

de inclusao do estudo.

4.1.1 Distribuicdo Caso/ano

A distribuicdo por ano dos 52 pacientes com anti-HAV IgM atendidos no AHV
entre 2017 a 2019, se deu da seguinte maneira: 13 individuos atendidos em 2017, 33
em 2018 e seis pacientes até maio de 2019. O maior niumero de casos de hepatite A
concentrou-se no ano de 2018, como demonstrado pelo.

4.1.2 Distribuicdo caso/semestre

Quanto a distribuicdo dos 52 casos por semestre, eles se distribuiram da
seguinte forma: em 2017 os casos concentraram-se em sua maioria no segundo
semestre do ano (n=12/13); em 2018, um maior numero de casos no primeiro
semestre (n=22/33); e. Em 2019, todos os casos (n=6) foram recrutados no primeiro

semestre do ano. A distribuicdo de casos/semestres esta representada no grafico 4.1.
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Gréfico 4.1. Distribuicdo dos casos agudos de HAV atendidos no AHV segundo distribuicdo mensal.
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4.2 Analises das variaveis do estudo

4.2.1 Resultados das variaveis sociodemograficas

A descricdo das caracteristicas sociodemograficas e epidemiologicas da

populacao estudada (n=52) de 2017 a 2019 estédo resumidas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Andlise de frequéncia das caracteristicas sociodemogréficas e
epidemioldgicas dos pacientes com hepatite A aguda (anti-HAV IgM reagente).

Variaveis N Frequéncia (%)
Sexo Biolégico
Feminino 11 (21,1)
Masculino 41 (78,9)
Faixa etéria
20 a 29 anos 24 (46)
30 a 39 anos 20 (38)
40 a 59 anos 7 (13)
60 ou mais anos 1 (2)
Média de Idade 32,1+£10,5

(20 a 73 anos)

Orientacdo Sexual

Heterossexual 19 (36,5)

HSHYMSM? 33 (63,5)
Cidade

Rio de Janeiro 47 (89,9)

Duque de Caxias 3 (5,7)

Nova lguacu 1 (2,2)

Séo Gongalo 1 (2,2)

Zona Geografica

Norte 31 (59,6)

Sul 1 (1,9)
Oeste 8 (15,3)
Central 7 (13,4)
Baixada 4 (7,6)
Metropolitana 1 (1,9)
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A analise dos dados mostrou que 41/52 (78,9%) dos agudos de HAV
pertenciam ao sexo masculino e apenas 11/52 (21,1%) eram do sexo feminino.
A razdo de sexo/ano variou ao longo dos trés anos de estudo com razdes de
12:1, 25:8 e 4:2, respectivamente para os anos de 2017, 2018 e 2019.

Para os resultados de idade da populacédo, foi observada uma média de
32,1+10,5 (20 a 73 anos). A maioria dos individuos (84,61%; 44/52) do estudo
concentrou-se na faixa etaria entre 20 a 39 anos. Por sua vez, as idades foram
categorizadas de acordo com 0s grupos etarios seguindo a classificacdo do
Boletim Epidemiol6gico do Ministério da Saude 192, onde: individuos de 20 a 29
anos foram considerados jovens; individuos de 30 a 39 anos, adultos jovens; de
40 a 59 anos, adultos; e individuos com idade de 60 ou mais anos, foram
classificados como idosos A partir dessa divisdo, as analises dos dados mostram
gue os pacientes infectados por HAV em nossa populacdo encontravam-se em
sua maioria nas faixas etarias de jovens (46%; 24/52) e adultos jovens (38%;
20/52) (Grafico 4.2). As analises mostraram também, que esses grupos etarios
(jovens e adultos jovens) concentraram-se principalmente em 2018, comparados
a 2017 e 2019 (Gréfico 4.3).
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Gréfico 4.2. Total de numero de casos segundo de HAV segundo divisédo de
faixa etérias entre 2017 e 2019.
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Gréfico 4.3. Distribuicdo do nimero de casos de HAV segundo ano/faixa
etaria

Quanto a orientacdo sexual, os individuos HSH ou MSM representaram a
maioria dos casos, ja que 63,5% (33/52) pertenciam a este grupo. Entre os 41
individuos do sexo masculino, 30 (73%) relataram ser HSH e, entre as 11

mulheres, 3 relataram (27%) ter préaticas sexuais com outras mulheres.

A distribuicdo geogréfica desses casos deteve-se principalmente na cidade do
Rio de Janeiro, representando 89,9% (47/52) dos casos. Por sua vez, esses
casos concentraram-se, majoritariamente, na regidao norte da cidade, com 31/52
(59,6%), as outras regides detiveram 15,3% (Zona Oeste), 13,4% (Zona Central)
e 1,9% (Zona Sul), respectivamente. A figura 4.1. apresenta a distribuicdo de

casos de HAV (anti-HAV IgM reagente) por bairro/zona geogréfica.
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4.2.2 Fatores de exposicédo ao virus da hepatite A

Para o fator parenteral, 65,3% (34/52) dos individuos do estudo n&o
apresentou esse fator de exposi¢cédo. Quando observada de maneira estratificada
os resultados desta categoria, nota-se uma menor ocorréncia nos diversos tipos
de exposicao dentro fator parenteral, sendo possivel observar todos esses

resultados na Tabela 4.2

Tabela 4.2. Frequéncias de fatores de exposicdo parenteral na populacéo
estudada

Fator de Exposicéo N Frequéncia (%)
Parenteral
Remédios Injetaveis
N&o 34 (82,6)
Sim 18 (34,7)
Sem Info?! 0

Drogas Inalaveis

N&o 47 (89,9)
Sim 5 (10,1)
Sem Info 0

Drogas Injetaveis

Nao 52 (100)
Sim 0

Sem Info 0

Tatuagens

Nao 46 (88,4)
Sim 6 (11,6)
Sem Info 0

Piercings

Nao 47 (89,9)
Sim 5 (10,1)
Sem Info 0

Tratamento dentario

Nao 43 (82,6)
Sim 9 (17,4)
Sem Info 0

Transfuséo de Sangue
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N&o 50 (96,1)

Sim 2 (3,9
Sem Info 0

Total geral

Nao 34 (65,3)
Sim 18 (34,7)
Sem Info 0

N= numero total de casos; ! Sem Info = Sem informacdes

J& quanto ao fator de exposi¢cao alimentar, 53,8% (28/52) dos individuos
do estudo ndo apresentou nenhum dos fatores dentro desta categoria. Quando
analisados de maneira estratificada, o0s resultados dessa categoria
apresentaram uma baixa frequéncia nos diversos tipos de exposi¢ao dentro fator
alimentar, sendo 15/52 (28,8%) para ingestao de carne crua e/ou mal passada;
8/52 (15,4%) para ingestdo de vegetais crus; e 4/52 (7,7%) para ingestao de

agua e poco e/ou cisterna (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Frequéncias de fatores de exposicdo alimentar na populagéo
estudada
Fator de Exposicéao N Frequéncia (%)
Alimentar
Ingestdo de carne crua
e/ou mal passada

Nao 34 (65,4)
Sim 15 (28,8)
Sem Info 3 (5,7)
Ingestao de vegetais crus

Nao 38 (73,0)
Sim 8 (15,4)
Sem Info 6 (11,5)

Ingestao de dgua de poco
elou cisterna

N&o 31 (59,6)
Sem Info 17 (32,7)
Total geral

N&o 28 (53,8)
Sim 22 (42,3)
Sem Info 2 (3,9

N= ndmero total de casos; ! Sem Info = Sem informacdes
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Quanto ao fator de exposicdo hidrica, 57,6% (30/52) dos pacientes
relataram n&o possuir nenhum fator desta categoria. Os dados de maneira
estratificada mostram uma baixa frequéncia dos diversos tipos de exposicao,
como ocorrido nos fatores parenterais e alimentar. A maioria dos individuos do
estudo declaram também possuir abastecimento por agua encanada (88,4%;
46/52) e esgoto tratado (88,4%; 46/52) (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Frequéncias de fatores de exposicdo hidricos na populacéo
estudada

Fator de Exposicao Hidrico N Frequéncia (%)
Contato com Enchentes
Nao 44 (84,6)
Sim 7 (13,4)
Sem Info 1 (2)
Banho de Praia
Nao 42 (80,7)
Sim 10 (29,3)
Sem Info 0

Banho de Rio e/ou Lago

Nao 48 (92,3)
Sim 4 (7,7)
Sem Info 0

Abastecimento por agua de

po¢o

N&o 48 (92,3)
Sim 3 (5,7)
Sem Info 1 (2)
Abastecimento por dgua de

cisterna

N&ao 47 (89,9)
Sim 2 (3,9)
Sem Info 3 (6,2)
Abastecimento por agua

encanada

N&o 4 7,7)
Sim 46 (88,4)
Sem Info 2 (3,9)
Possui esgoto tratado

N&o 4 7,7)
Sim 46 (88,4)
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Sem Info 2 (3,9)

Total geral

N&o 30 (57,7)
Sim 22 (42,3)
Sem Info 0

N= nimero total de casos; ! Sem Info = Sem informacdes

Enquanto que para os resultados do fator de exposicdo sexual, 92,3%
(48/52) dos pacientes relataram ter tido pelo menos um tipo de pratica sexual de
risco, antes do inicio das manifestacGes clinicas e quadro ictérico. Pode ser
observado na Tabela 4.5, os resultados das anélises de maneira estratificada
por tipo de pratica sexual, onde para a maioria delas, os individuos estudados

declararam ter algum dos tipos de exposicao.

Tabela 4.5. Frequéncias de fatores de exposicao parenteral na populacéo
estudada

Fator de Exposicéao N Frequéncia (%)
Sexual

Sexo Oral
N&o 5 (9,6)
Sim 39 (75,0)
Sem Info 8 (15,4)
Sexo Oroanal
N&o 24 (46,1)
Sim 19 (36,5)
Sem Info 9 (17,3)
Sexo anal
N&o 12 (23,1)
Sim 34 (65,4)
Sem Info 6 (11,5)
> de 3 parceiros sexuais
N&o 32 (61,5)
Sim 11 (21,1)
Sem Info 9 (17,4)
Sexo desprotegido
N&o 10 (19,3)
Sim 36 (69,2)
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Sem Info 6 (11,5)
Sexual

N&o 2 (3,8)
Sim 48 (92,3)
Sem Info 2 (3,8)

N= nimero total de casos; ! Sem Info = Sem informacdes

Por fim, a maioria os pacientes estudados, informaram nao ter realizado

viagens para regibes endémicas e/ou areas de surtos (55,7%) ou contato

interpessoal com pessoas infectadas por HAV (57,6%) (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Frequéncias a outros fatores de exposi¢cdo na populacéo estudada

Fator de Exposicéao N Frequéncia (%)
Viagens p/ regioes
endémicas elou areas de
surtos
Nao 29 (55,7)
Sim 15 (28,8)
Sem Info 8 (15,5)
Contato com pessoas
infectadas por HAV
Nao 30 (57,7)
Sim 15 (28,8)
Sem Info 7 (13,5)

N= nGmero total de casos; ! Sem Info = Sem informacdes

4.3 Resultados das coinfec¢fdes e/ou co-deteccdes

As andlises dos dados mostram que 36,5% (19/52) dos individuos

apresentavam coinfeccdes e/ou co-detec¢gbes de HAV com HIV; HBV passada

(HBVp) [infeccdo passada com a presenga de anticorpo anti-core do virus da

hepatite B de classe IgG (anti-HBc IgG reagente)]; HCV (com pelo menos um

dos marcadores, anti-HCV reagente ou HCV RNA, ou ambos presentes); e Sifilis

(presenca do anticorpo anti-Treponema pallidum) (Diagrama 4.1 e Tabela 4.7).
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Diagrama 4.1. Diagrama de Venn com os resultados de coinfec¢cdes e/ou co-detecc¢des de HAV e outros
patégenos (HBVp, HCV, HIV e/ou Sifilis).
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Tabela 4.7. Frequéncia de coinfec¢des e/ou co-deteccdes de HAV e outros
patégenos.

Coinfeccdes e/ou co- N Frequéncia (%)
deteccbes

HBVp
N&o 36 (69,2)
Sim 11 (21,1)
Sem Info?! 5 (9,6)
HBVa
Nao 49 (94,3)
Sim 0
Sem Info 3 (5,7)
HCV
N&o 46 (88,4)
Sim 3 (5,7)
Sem Info 3 (5,7)
HIV
Nao 35 (67,3)
Sim 10 (29,3)
Sem Info 7 (13,4)
Sifilis
N&o 31 (59,6)
Sim 10 (19,3)
Sem Info 9 (21,1)

1 Sem info = Sem informacdes

As coinfeccbes ocorreram principalmente em individuos do sexo
masculino, nos quais foram detectados todos os casos de HIV e/ou Sifilis.
Apenas 27,2% (3/11) dos pacientes do sexo feminino apresentaram alguma
coinfeccdo e/ou co-deteccdo. O Grafico 4.4 apresenta os individuos que tiverem
pelo menos uma coinfec¢cdo e/ou co-deteccdo com HAV, segundo o sexo

bioldgico.
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Grafico 4.4. Numero de individuos que apresentaram somente uma coinfeccéo
e/ou co-deteccdo de HAV e outros patégenos segundo sexo.

4.4 Resultados das analises moleculares

4.4.1 NUimero amostral do estudo

Para as andlises moleculares, o estudo foi composto de 77 amostras
reagentes para o anticorpo anti-HAV IgM entre 2013-2015 e 2017-2019, sendo
possivel detectar o RNA do HAV em apenas 62/77 (80,5%). Entre as amostras
com RNA detectavel, foi possivel obter 52/62 (83,8%) sequéncias através do
sequenciamento nucleotidico. O Fluxograma 4.1 apresenta as amostras

utilizadas para as analises moleculares.
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Fluxograma 4.1. Esquematizacdo do N amostral do estudo, de acordo com a detecc¢éo de anti-HAV IgM, HAV RNA
e sequéncias obtidas nos periodos de 2013-2015 e 2017-2019.
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4.4.2 Detecgédo do RNA viral

Um total de 19 amostras foram selecionadas entre 2013 e 2015 para
analises comparativas, sendo 6 do ano de 2013, 6 de 2014 e sete referentes ao
ano de 2015. N&o foi possivel obter amostras HAV IgM+ do ano de 2016. Todas
foram submetidas a amplificacdo do genoma viral pela técnica de RT-PCR, com
RNA do HAV sendo detectado com sucesso em cinco amostras de 2013, cinco
amostras do ano de 2014. Ja para o ano de 2015, todas as amostras testadas
tiveram o genoma viral detectado, totalizando 17 amostras com HAV RNA
reagente entre 2013-2015.

Entre as 52 amostras obtidas dos pacientes dos anos 2017-2019, foi
possivel detectar RNA do HAV em 75% (39/52). Todas as seis amostras cedidas
pelo LACEN-RJ tiveram o RNA do HAV detectados, totalizando assim 45
amostras detectadas entre 2017 e 2019. Assim, considerando o total de
amostras obtidas de pacientes do Rio de Janeiro no periodo do surto (entre
2017-2019; n=45), somado as amostras de anos anteriores (2013-2015; n=17),
0 presente estudo conta com um N amostral de 62 amostras para as analises

moleculares, onde o HAV RNA foi detectado com sucesso.

4.4.3 Sequenciamento nucleotidico e andlise filogenética

Com a deteccdo do RNA do HAV nas 62 amostras de soro (cinco de 2013,
cinco 2014, sete de 2015 e 45 de 2017 a 2019) foi possivel realizar o
sequenciamento nucleotidico de 83,8% (52/62) delas. A analise filogenética do
fragmento gendmico amplificado mostrou que todas as amostras pertencem ao
gendtipo IA (Figura 4.2). Isso pode ser melhor observado através da arvore
filogenética, que foi composta por sequéncias obtidas neste e estudo e por
sequencias representativas do genotipo IA de diversos surtos de hepatite A
ocorridos ao redor do mundo (Figura 4.3), além de amostras circulantes
endemicamente no Brasil. Todas as amostras de 2015 e duas amostras de 2017
ja se encontram publicadas em um estudo prévio realizado por nosso grupo (199
e disponiveis no Genbank (niumero de acesso sequéncias 2015: MK170460 a
MK170466; sequéncias 2017: MK170458 e MK170459).
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Figura 4.2. Arvore filogenética comparativa composta por sequéncias dos diversos
subgendtipos do HAV (1A, IB, lIA, 11B, llIA e IlIB). Em destaque com tridngulos vermelhos
as sequéncias do estudo, as demais (sem marcac¢ao) sequencias de referencia
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As analises mostram que as amostras sequenciadas (2013 a 2015 e 2017
a 2019) se agrupam em quatro grandes clados distintos (nomeados de ‘Clado |
a IV’). Para melhor analise e compreensao desses dados, classificamos estes
clados em: A) clados epidémicos (todas as amostras que agruparam-se com
estirpes virais de surtos recentes que acometeram principalmente os continentes
Europeu e Asiatico), os quais contemplam os clados |, Il e Ill; B) e clado
endémico (todas as amostras que agruparam-se com estirpes virais nao
relacionadas aos recentes surtos e com relacao filogenéticas com estipes virais
previamente circulantes no Brasil), sendo incluido nessa ultima classificagdo o
clado IV. O Quadro 4.1 representa as distancias genéticas intra-clado, onde se
pode observar a identidade genética entre as estirpes virais circulantes (estirpes
relacionadas aos surtos Europeu/Asiatico e/ou estipes ja circulante no Brasil) e
as sequencias analisadas no estudo. J4 o Quadro 4.2, apresenta a comparagao
de variabilidade genética entre os quatro clados (endémico e epidémicos).

Quadro 4.1. Distancias genéticas intra-clado.

Clados Distancia Genética entre as Desvio Padréao
sequencias do clado
Clado | 0,001 +0,001
Clado Il 0,001 +0,001
Clado Ill 0,004 +0,002
Clado IV 0,002 +0,002
Quadro 4.2. Distancias genéticas entre os clados endémicos (I, II, 1lI) e
epidémicos (IV).
Clados Comparados Distancia Genética entre os Desvio Padréao
Clados
Clado | x Clado Il 0,036 +0,012
Clado I x Clado llI 0,041 10,012
Clado I x Clado IV 0,036 10,012
Clado Il x Clado IV 0,052 +0,014
Clado Il x Clado Il 0,038 10,011
Clado IV x Clado 1l 0,039 10,012
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Os clados I, Il e Ill representam os clados epidémicos. As andlises
filogenéticas mostraram que 53,8% (28/52) das sequéncias dos anos 2017 a

2019 do nosso estudo distribuiram-se entre esses trés clados.

Nos clados | e Il houve o0 agrupamento de amostras sequenciadas neste
presente estudo. No Clado I, ocorreu presenca predominante de sequéncias do
ano de 2019 (n=5) e uma de 2018. Nossas sequéncias se agruparam
principalmente com estipes virais de surtos que acometeram 0s continentes
Europeu (RIVM-HAV16-090 Sept.EUE) e asiatico (RIVM-HAV16-090.JPN),
tendo 100% de identidade de nossas amostras com amostras desses surtos.
Quanto ao clado Il, apenas uma sequéncia de 2017 agrupou-se a ele. Este clado
contém uma estirpe viral encontrada com menor frequéncia nos surtos europeus,
a V16-25801. Entre si, essas estipes tiveram uma identidade genética de
99,99%.

Conforme mostrado na arvore filogenética, nossas sequéncias se
agruparam principalmente com a estirpe relacionada aos surtos Europeus, a
VDR_521 2016. Neste clado, denominado Clado lll, agruparam-se 44,2% das
nossas sequéncias (23/52), sendo elas principalmente de 2018 (n=20) e trés de
2017 (duas previamente publicadas por Mello et al 2019). Além disso, agrupou-
se ao Clado Ill uma sequéncia representativa do surto que ocorreu na cidade de
Séo Paulo em 2017. Por meio das andlises, foi estimada uma identidade

genética de 99,99% entre nossas sequéncias e a sequéncia do surto.

Quanto ao clado endémico, ou Clado IV, notou-se a predominancia de
sequéncias de 2013 (n=4), 2014 (n=4) e 2015 (n=5) (estas ultimas, amostras
previamente publicadas por Mello et al, 2019). Além das sequéncias de 2013 a
2015, houve agrupamento de algumas sequéncias de 2018 (n=5). Ja quanto a
identidade genética desse clado, a analise mostrou que as sequéncias possuem
99,99% de semelhanca entre si. O Clado IV aproximou-se a um clado composto
de amostras brasileiras pertencentes a 2002. A arvore filogenética mostrou
também, que ambos os clados (Clado IV e sequéncias do Brasil 2002) possuem
ancestral comum, tendo sua origem em um mesmo noé. As analises de identidade

genética mostraram que esses clados possuem 99,97% de similaridade.
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O mapa representa a distribuicdo das estipes virais por bairro e zona
geogréfica da Cidade do Rio de Janeiro, afim de mostrar a disperséo e deteccao

dessas estirpes (Figura 4.4)
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Figura 4.4. Mapa da Cidade do Rio de Janeiro com distribuicdo das estirpes virais encontradas no estudo segundo bairro/zona geografica da
Cidade do Rio de Janeiro. Em destaque a Zona Norte (no lado inferior direito), regido onde foram encontrados a maiorias das estirpes detectadas.
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4.4.4 Analise Filogeografica por Inferéncia Bayesiana

A partir de um banco composto por 90 sequéncias do genotipo IA, foi
possivel estimar que o melhor modelo utilizado para calcular os nés internos, foi
o modelo de relégio molecular relaxado lognormal ndo correlacionado (com
maior valor de estimativa de maxima verossimilhanga (MLE). A partir disso, foi
possivel estimar a taxa média de substituicAo de nucleotideos, que foi de
1,05x10° substituicdes/sitio/ano (95% HPD, 4,88x10* a 1,55x10%). Mesmo com
0 pouco tempo desde o inicio dos surtos europeus/asiatico, foi possivel inferir o
tempo de introducéo das estirpes relacionadas a esses surtos (VDR_521 2016;
RIVM-HAV16-090 Sept.EUE e RIVM-HAV16-090.JPN; V16-25801) no Brasil e

sua possivel rota de dispersao.

De acordo com a analise Bayesiana a rota mais plausivel do
VRD_521 2016 para o Brasil foi através da Europa ocidental, tendo uma
probabilidade posterior (pp do Inglés ‘posterior probability”) de 0,99. Apesar da
incerteza sobre o pais de origem de introducédo das sequéncias brasileiras (pp:
0,52), nossa anadlise sugere que os isolados dessa estirpe viral podem ter sido
introduzidos no Brasil através da Espanha entre o final de 2016 e o inicio de
2017. Além disso, conseguimos estimar a raiz do clado, com possivel origem no
ano de 2013 na lItélia (pp: 0,99).

Quanto as demais estipes RIVM-HAV16-090 Europeia e a Asiatica e V16-
25801, nossas analises sugerem que ambas possam ter sido introduzidas no
Brasil por meio da Alemanha com pp: 1,00 e pp: 0,88, respectivamente. Para as
estirpes RIVM-HAV16-090 Europeia e a Asiatica, 0s provaveis anos de
introducd@o no pais foram o segundo semestre de 2014 e inicio de 2015, com
provavel origem em 2011. Ja a estirpe V16-25801, foi possivelmente introduzida
em nosso pais no segundo semestre de 2015 e inicio de 2016, com sua provavel
origem no ano de 2000 (pp: 0,97). Pelas nossas andlises, nao foi possivel

elucidar a origem dos estipes endemicamente circulantes no Brasil (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Arvore Bayesiana espaco-temporal do virus da hepatite A. Os ramos s&o coloridos de acordo
com a localizacdo mais provavel de seus nos descendentes (paises). As estirpes virais relacionadas aos
Europeus/Asiéticos estdo marcadas com (A). As sequéncias do estudo (e). O cddigo de cor € indicado na
legenda superior esquerda. ARG=Argentina; AUS=Australia;, BGR=Bulgéaria; BRA=Brasil; CHN=China,
ECU=Equador; ESP=Espanha; EUA= Unido Europeia; FRA=Franga; GER=Alemanha; IDN=india;
ISR=lIsrael; ITA=Italia; JPN=Japao; KOR=Coréia do Sul; MAR=Marrocos; MEX=México; PHL= Filipinas;
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URY=Uruguai; USA=Estados Unidos da América.
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5 DISCUSSAO

Ao longo dos anos, diversos estudos tém mostrado a mudanca do perfil,
epidemioldgico da infeccéo pelo HAV, de modo que, atualmente, vemos em diversos
paises individuos jovens/adultos como o grupo mais acometido pela doenca (104 140-
143), Essa mudanca pode estar diretamente relacionada ao aumento do investimento
nos programas de vacinacdo infantil (104 141, 144,145 hem como a melhorias nas

condi¢cGes socioecondmicas e sanitarias em alguns desses paises, como no Brasil (19
106, 143, 145).

No Brasil, apesar do declinio observado na ultima década, foi observado nos
altimos trés anos um aumento do namero de casos notificados de infeccdo por HAV
(102,107)  onde a pratica sexual é apontada como possivel mecanismo de transmissao
e relacionada a esse aumento. Para isso, 0 presente estudo tenta elucidar esta via de
transmissdo que pode estar relacionada ao aumento no numero de casos de HAV na

cidade do Rio de Janeiro.

Por meio dos dados, foi possivel observar a distribuicdo geografica dos casos
segundo zona geografica e bairros e nota-se que tiveram casos de HAV nas quatro
principais regides da cidade do Rio (Norte, Sul, Oeste e Central), notando-se também
casos em Sao Gongalo (Metropolitana), Duque de Caxias e Nova Iguacu (Baixada).
Entretanto, destaca-se a Zona Norte da Cidade, que por sua vez, deteve a maioria
dos casos/pacientes infectados com HAV. Isso pode ser efeito desta zona geografica
ser area mais populosa da capital, tento a maior densidade demografica (10.189
habitantes/km?2) da cidade do Rio de Janeiro 146), Essa densidade populacional pode
ter sido um fator relevante para a disseminacgéao do HAV nessa regido da cidade. Sabe-
se segundo a literatura, que grandes aglomeracdes podem facilitar a disseminacéo de
patdégenos (6. 143.147) Entretanto, o fato da Fiocruz estar localizada na mesma regido

pode ter contribuido para o maior numero de casos atendidos da Zona Norte.

Os resultados obtidos mostraram que a maioria dos individuos da populagéo
estudada que apresentaram infeccdo pelo HAV foram do sexo masculino (78,9%;
41/52), onde os anos de 2017 e 2018 apresentaram a maior proporgéo de homens. A
proporcao dos casos de HAV reportados nos boletins de notificacdo do Ministério da
Saulde entre o sexo masculino e sexo feminino até 2016 nao ultrapassou de 1.3

homens. Porém, em 2017 e 2018 esta proporcdo aumentou chegando a 2,7 (102),
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Entretanto, as razdes para este aumento ainda nao estdo muito claras. Todavia, pode
estar associada a praticas sexuais eventualmente mais comuns entre homens, entre

outros fatores.

Quanto a faixa etaria de infeccéo, foi possivel observar uma concentracao
maior de numero de casos nas faixas etarias de 20 a 29 anos (46%; 24/52) e 30 a 39
anos (38%; 20/52). Esse resultado é semelhante ao observado nos dois ultimos
boletins epidemioldgicos do Ministério da Salde (192, Essa faixa etaria de exposicdo
também vem sido mostrada nos surtos em HSH que acometeram a Europa e Estados
Unidos (7> 78, 101)  Ortega e colaboradores em um estudo epidemiolégico realizado
entre 2007 e 2017 em Andaluzia, Espanha, também mostram dados semelhantes ao
encontrado em nosso estudo. Ortega observou que as faixas etarias acometidas pelo
HAV foram principalmente adultos jovens de 20 a 49 anos 48, E possivel que as
faixas etarias mais acometidas em nosso estudo (adultos jovens de 20 a 39 anos),
estejam relacionadas a suscetibilidade desses individuos, uma vez que os mesmos
nao apresentam imunidade natural ou vacinal, tanto por ndo terem sido contemplados
pela vacinacéao, incluida somente em 2014 no calendario infantil, quanto por ndo terem
tido contato com o virus durante a infancia, principalmente pela melhoria das

condicdes sanitarias do Brasil.

Sabe-se que a transmissdo por meios hidricos e alimentares sdo fatores
principais para a aquisicdo da infeccdo pelo HAV ©8). Entretanto, quando se observa
os dados obtidos, a maioria dos individuos declarou néo ter nenhum tipo de exposi¢cao
a fatores hidricos (57,6% dos casos) e alimentares (53,8% dos casos), reforcando a
presenca de outros mecanismos de transmisséo. Outros trabalhos ja mostram que o
contato interpessoal (pessoa-a-pessoa) pode ser um fator determinante em ambientes
intradomiciliares em alguns surtos ©° 78 do que relacionados a fatores hidricos.
Nossos achados sugerem que o fator hidrico nédo foi determinante para infec¢do dos
individuos do nosso estudo, sendo, possivelmente, o contato interpessoal mais

relevante na aquisi¢cao nesta populacao estudada.

Quanto ao fator parenteral, podemos observar uma frequéncia maior de
individuos que ndo se expuseram a esse fator em nossa populacéo (65,3%). Estudos
relatam que a transmissédo de HAV pode ocorrer pela via parenteral, principalmente

pela transfusdo de sangue e uso de drogas injetaveis, contudo ocorre de forma mais
rara (36 68,81)
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Em contrapartida, € importante destacar que 92,3% declararam possuir algum
tipo de exposi¢cdo sexual de risco. Quando observamos de maneira estratificada,
verificamos que as categorias dentro do fator sexual, representaram uma elevada
frequéncia de declaracdes positivas principalmente para o sexo oral (75%) e 0 sexo
anal (65,3%). Um estudo realizado por Rodriguez-Tajes e colaboradores em 2017,
mostrou que o sexo oral foi um fator importante na aquisi¢éo da infecgéo por hepatite
A em individuos em Barcelona 49, Em outro estudo realizado em 1995 por Henning
e colaboradores em Nova lorque, foi demonstrado também que além do sexo oral, 0
sexo anal foi um fator para infeccdo dos individuos estudados (139, Possivelmente, os
individuos tiveram contato direto com regiées com fezes infectadas no momento do
ato sexual, levando ao contato direto com o virus. Esse fato sugere que essas duas
praticas possam ter tido um papel relevante na aquisicdo da infeccdo nos individuos
estudados, mostrando que os fatores sexuais podem ser importantes vias de

transmissao.

Por meio da coleta de dados dos prontuarios, observou-se que a grande
maioria (63,5%) desses individuos eram HSH/MSM. E importante destacar que 73%
(30/41) dos individuos do sexo masculino relataram ser HSH, esse mesmo perfil foi
observado nos surtos que ocorreram na cidade de Sao Paulo e em surtos em paises
europeus (/> 109 Apesar da orientagdo sexual ser um fator relevante no aumento de
casos de hepatite A na populacéo estudada, € importante enfatizar que a transmissao
por praticas sexuais esta mais relacionada com contato oral-anal (sexo oroanal) do
que com a orientacdo sexual propriamente dita, uma vez que essas praticas sdo
também realizadas por individuos heterossexuais ®. Apesar de ambos os sexos e
orientacdes sexuais relatarem as mesmas praticas sexuais, estudos realizados Breyer
e colaborados em 2010 e por Goethe e colaboradores em 2018, mostram que algumas
praticas sexuais (como sexo oral e anal receptivas e insercionais) sao mais comuns
em individuos HSH do que em heterossexuais e MSM (151. 152) |sso reforca que a
orientacdo sexual pode ter sido um fator importante na aquisicdo da infecgcdo nos

individuos do nosso estudo.

Existem algumas limitagdes deste trabalho, uma delas é a auséncia de dados
sociodemograficos de um grupo controle para avaliar a associacdo dos fatores de
risco de infecgdo ao HAV, impossibilitando a realizacdo de andlises estatisticas mais
acuradas. Outra limitacdo foi decorrente da falta de preenchimento ou omisséo de
informacé&o por parte do paciente, uma vez que vemos uma proporcao muito maior de
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dados nado informados na categoria de exposicdo sexual quando comparadas as
demais categorias. Contudo, vale destacar que apesar destas limitacdes, as
informacdes aqui obtidas, através de descricdo de frequéncias, podem contribuir para
um melhor entendimento dos fatores relacionados aos recentes surtos de HAV em

adultos no Brasil e no mundo.

Outro dado relevante a ser levado em consideracao foram as co-detec¢des/
coinfecgBes com outras ISTs como HBV, HCV, HIV e/ou Sifilis. Destaca-se que a
36,5% dos individuos possuiam pelo menos um co-deteccdo/ coinfecgcdo com outros
patdogenos sexualmente transmissiveis. Esse fato pode estar relacionado a alta taxa
de sexo desprotegido em nossa populagédo (69,2%), reforcando ainda mais que as
praticas sexuais podem estar relacionadas a transmissdo do HAV em nossa
populacado. Diversos estudos, como feito por Rivas e colaboradores em 2017 e por
Rodriguez-Tajes e colaboradores em 2017, relataram em seus resultados a
coinfeccdo de HAV com HBV, HCV, HIV e ou Sifilis 77-149)_ A detecc&o de coinfeccbes
com outras ISTs, sugere alta incidéncia de sexo desprotegido, evidenciando a
exposicao dos participantes por esta via. Além disso, sabe-se que, a coinfeccao por
HIV pode exacerbar a lesdo hepatica associada ao HAV e prolongar seu periodo de
excrecao fecal (153 154) aumentando o periodo de infecciosidade e consequentemente

0 risco de transmissao (75 141),

O RNA do HAV foi detectado com sucesso em 75% das amostras. A analise
filogenética, realizada para as 43/62 amostras sequenciadas, mostrou que todas
pertencem ao genotipo IA. Esse dado corrobora com estudos ja realizados em nosso
pais, que mostra que o principal gendtipo circulante no territério brasileiro e nas

Américas sdo de estirpes virais do genotipo IA (8. 124, 155),

Foi demostrado também trés clados monofiléticos onde nossas sequéncias se
agruparam com as dos surtos de HSH na Europa/Asia, demonstrando a circulagao
dessas estipes epidémicas (VRD_521 2016; RIMV-HAV16-090_Sept-2016 Europeia
e RIMV-HAV16-090 Japonesa; e V16-25801) no Rio de Janeiro. As analises também
mostraram que a estirpe viral mais encontrada em nossas amostras foi a
VRD_521 2016 (44,2%), seguida da RIMV-HAV16-090_ Sept-2016 Europeia e RIMV-
HAV16-090 (11,5%) Japonesa e com menor frequéncia, o aparecimento da V16-
25801 (1,9%). Isso também foi observado durante os surtos no continente europeu,

onde as sequéncias predominantemente encontradas foram VRD_521 2016 (56,2%
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dos casos sequenciados), seguida da RIMV-HAV16-090_Sept-2016_Europeia (35,4%
dos casos sequenciados) e em menos frequéncia a V16-25801 (8,2% dos casos
sequenciados) (/> 191 |sso nos indica uma elevada circulacdo dessas estirpes virais
em nossa populacio, principalmente VRD_521 2016. E importante destacar aqui, que
foi observado também a co-circulacéo de estipes ja identificadas (endémicas) antes
no Brasil por de Paula et al, 2006, que entretanto, em menor nimero. Isso refor¢a inda
mais que a introducdo e disseminagdo de estipes virais importadas possam estar
relacionadas com o aumento do numero de casos na cidade do Rio de Janeiro e no

Brasil como um todo.

Apesar de estarem classificadas no subgenoétipo IA, as estirpes virais
encontradas possuem divergéncias genéticas e histérias evolutivas distintas. Nossas
analises evidenciaram essas diferencas de maneira clara, uma vez que nossas
amostras se agruparam com essas estipes virais em clados distintos, amparados por
altos valores de bootstrap (Clado | = 98; Clado Il = 94; Clado Il =51 e 42; Clado IV =
88). Apesar disso, para se estudar a histéria evolutiva viral, obtendo-se padrdes de
divergéncia mais acurados, seria ideal o sequenciamento do genoma viral completo

dessas variantes.

Quando observa-se cada clado de forma individualizada, foi possivel observar
que, dentro dos Clado | e Il, as sequéncias sdo 99,99% similares, podendo ser
consideradas expansfes clonais de um Unico ancestral. Para o clado Il essa
identidade permeia 99,96%, onde pode-se observar que quatro sequéncias formam
um sutil sub-clado, indicando o inicio de uma possivel diferenciacdo das atuais
estirpes epidémicas. Esse fato, se verdadeiro, possivelmente podera ser observado

em uma diferenciacdo a longo prazo.

Estudos descrevem que as estirpes virais endémicas, que ja circulam
comumente em uma determinada regido/local estéo relacionadas principalmente a
casos esporadicos e infec¢gdes comunitarias. Esses mesmos estudos também
ressaltam que novas variantes virais introduzidas nesses locais, podem ser
responsaveis por novos surtos em populagbes especificas e associadas a
determinados modos de transmissédo @6 125 156) |sso pode ter ocorrido em nossa

cidade, ap0s a introducéo novas estirpes na comunidade HSH.

A taxa média de substituicdo de nucleotideos foi estimada em 1,05x10°

substituicGes/sitio/ano (95% HPD, 4,88x10* a 1,55x10°%). Essa taxa é consistente com
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outros estudos sobre o genotipo 1A do HAV, para a regidao VP1-2A, com taxas de
substituicdo de 1,21 x 10 substituicdes/sitio/ano 125 e 1.56 x 10- respectivamente
(110) ' sendo consistente também com um estudo realizado por Wang e colaboradores
em 2015 para a regido VP3-VP1-2A (5,56 x 10 substituicdes/sitio/ano) do gendtipo
IA (38),

Com a Inferéncia Bayesiana, foi possivel inferir o ancestral comum mais
recente das estirpes virais relacionadas aos surtos europeus/asiaticos, além
determinar os possiveis anos de surgimento e suas possiveis datas de introducéo no
Brasil. A VRD_521 2016, foi identificada pela primeira vez em julho de 2016 em um
HSH do Reino Unido que retornou de uma viagem da Espanha @57, em seguida, foi
detectada em varios surtos entre HSH em paises europeus 0V, A Inferéncia
Bayesiana mostrou que essa estirpe viral provavelmente teve sua origem no ano de
2013 na Italia. Quanto a sua introducdo no Brasil, ela possivelmente ocorreu entre o
segundo semestre de 2016 e inicio de 2017, tendo sido importada para 0 Nosso pais
através da Espanha, mesmo local onde foi identificada pela primeira vez. Essa

introducéo também foi evidenciada no presente estudo previamente publicado 19,

Quanto as estirpes RIVM-HAV16-090 Europeia e a Asiatica, sabe-se que a
RIVM-HAV16-090.EUE foi detectada no Reino Unido em um viajante que retornava
de Hong Kong, China em 2017 3. A RIVM-HAV16-090.JPN foi identificada em
pacientes japoneses em 2016, que por sua vez teve 100% de identidade com estirpes
relacionadas a surtos em HSH em Taiwan (58), Nossas analises mostraram que essas
estirpes tiveram provavel origem em 2011 na Europa, sem um pais de origem definido,
tendo provavel introducdo em nosso pais durante o segundo semestre de 2014 e inicio

de 2015 através da Alemanha.

Ja a V16-25801, foi identificada pela primeira vez na Italia, em duas pacientes
equatorianas que haviam voltado recentemente de uma viagem ao Equador em 2014
(75),  Sua origem foi estimada por meio das analises, no ano de 2000 com provavel
surgimento na Europa, também sem definicdo clara de qual pais de origem. Sua
introdugcé@o no Brasil se deu possivelmente durante o segundo semestre de 2015 e
inicio de 2016. De que tenhamos conhecimento, essas trés ultimas estirpes virais

tiveram suas datas e origens estimadas pela primeira vez no presente estudo.
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Conforme esperado para isolados circulantes endemicamente em uma
localidade, ndo foi possivel através das analises inferir a data e local de origem das
estipes ja circulantes no Brasil (endémicas).

Com relacao a entrada das estirpes virais importadas no Brasil, nossas analises
sugerem que as datas de introducdo se relacionam a datas de grandes eventos
mundiais que ocorreram em nosso pais, como a Copa das Confederagfes (2013), a
Copa do Mundo (2014) e Jogos Olimpicos e Paralimpicos (2016). Esses eventos
levaram a um fluxo intenso de pessoas de varios continentes no pais. Um reporte do
Governo Federal mostrou que aproximadamente 500.000 turistas visitaram o Brasil
devido aos Jogos Olimpicos e Paralimpicos que ocorreram entre agosto e outubro de
2016 no Rio de Janeiro 159, Assim, é possivel que a essas estirpes tenham sido
introduzidas no Brasil durante esses eventos, sendo possivelmente responsaveis pelo

aumento no nimero de casos de HAV em homens adultos em 2017.

De acordo com a nota “Saude publica para reunides de massa: consideracdes
importantes” da Organizacdo Mundial da Saude de 2015, eventos esportivos
envolvem um grande fluxo de pessoas de diferentes continentes, com diversos
antecedentes imunologicos. Esses eventos sdo frequentemente associados ao
aumento do risco da disseminacdo de doencas transmissiveis e a introducdo de
patégenos (147, Estudos vém demonstrando de maneira precisa, que alteracGes
demograficas sdo frequentemente associadas a introducdo de novos patdgenos,

como evidenciado pela introduc&o do virus ZIKA em 2014/2015 no Brasil (160,

Nosso estudo reforca a necessidade do esforgco de autoridades locais das
saude para melhorar o acesso a vacina contra o HAV a grupos adultos de alto risco e
reforca a necessidade do monitoramento da entrada de novos patégenos no Brasil.
Além disso, a implementacdo de medidas educativas sdo Uteis para impedir a

disseminacao do HAV em popula¢des-chave como os HSH.
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6 PERSPECTIVAS

O estudo tem como perspectivas futuras a realizacdo do sequenciamento do
genoma viral completo ou na impossibilidade deste, o sequenciamento de um
fragmento maior da regido VP1-2A do HAV. Esse sequenciamento mais amplo, nos
possibilitaré entender as diferencas e similaridades das estipes introduzidas no pais e
as estipes endémicas no Brasil. Aléem disso, realizar também colaboracdes, afim de
obter amostras do ano de 2016, que foi 0 ano no qual ndo realizamos sequenciamento
e andlises por ndo possuirmos amostras deste periodo. As analises de amostras deste
ano seriam importantes, uma vez que foi o provavel periodo de entrada das novas
estirpes virais no pais. Adicionalmente, também realizar analises filogenéticas e
filogeograficas em amostras de periodos anteriores ao do estudo, para compreender
melhor o perfil migratério e surgimento das estirpes virais do HAV j& circulantes no
Brasil.

Temos também como outras perspectivas, a elaboracdo de um gquestionario
epidemioldgico para ser aplicado a todos os futuros pacientes que derem entrada no
ambulatério de hepatites virais. Por meio deste, sera possivel investigar e associar
quais fatores de risco estdo relacionados a aquisicdo da infeccdo pelo virus da
hepatite A. Também, visamos a realizacdo do diagnostico molecular do virus da
Hepatite E nessas amostras, para avaliar possiveis coinfeccées HAV/HEV como

observado em outros estudos.
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7 CONCLUSOES

A. Os fatores comportamentais de risco encontrados foram os hidricos,
alimentares, parenterais e sexuais, tendo o fator sexual uma maior
frequéncia nos casos estudados. Os individuos mais acometidos pela
infeccdo, foram do sexo masculino, nas faixas etarias 20 a 39, sendo a
maioria deles HSH/MSM, dos quais majoritariamente residentes da regido

norte da Cidade do Rio de Janeiro;

B. Foi identificado através das andlises filogenéticas que todas as sequéncias
de 2013 a 2019 sédo do subgendtipo IA do HAV;,

C. Foi possivel observar também, que foram formados quadro grandes clados,
sendo trés deles denominados epidémicos, com o0s estipes virais
provenientes dos surtos Europeus/Asiaticos (VDR_521 2016; RIVM-
HAV16-090_Sept.EUE e RIVM-HAV16-090.JPN; V16-25801) e um clado

denominado endémico.

D. Foi possivel também estabelecer a origem e introducdo de novas estipes
virais no Brasil, sendo introduzidas possivelmente através da Europa, sendo
a VRD_521 2016 pela Espanha, a RIVM-HAV16-090_Sept.EUE, RIVM-
HAV16-090.JPN e a V16-25801 possivelmente pela Alemanha, com ano de
introducdes no segundo semestre de 2016 inicio de 2017, segundo semestre
de 2014 inicio de 2015 e segundo semestre de 2015 e inicio de 2016,
respectivamente. Essas estirpes tiveram provavel origem em 2013, 2011 e

2000, respectivamente.
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1.Estabelecer a prevaléncia das diferentes etiologias das hepatites agudas.

2.ldentificar fatores clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos associados as hepatites virais agudas nos
pacientes atendidos no AHV.

3.Comparar o perfil destas infecgdes agudas com o perfil de outros paises, descritos na literatura cientifica.
4. Comparar as hepatites agudas graves e nado graves sob os aspectos clinicos, laboratoriais e
epidemioldgicos.

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os riscos para os participantes da pesquisa sdo minimos, uma vez que serdo utilizados apenas dados
secundarios dos prontuarios médicos e livro de registros de resultados de exames laboratoriais, mantendo

sempre em sigilo a identidade dos pacientes.

Beneficios:

Este projeto auxilia na avaliagdo da eficacia das agdes publicas de controle das hepatites virais no Rio de
Janeiro ao longo das ultimas duas décadas, amplia a disponibilidade de informagdes sobre as hepatites
agudas graves aplicadas a realidade do estado (informacado escassa em publicagdes sobre o tema), possui

baixo custo de realizagdo e poucos riscos aos participantes do estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta muito bem fundamentado, claro em seus propdsitos e a equipe é altamente qualificada.

A pesquisadora principal argumenta que: “os dados dos pacientes atendidos no AHV nos ultimos 18 anos
podem demonstrar alteragdes no perfil das hepatites agudas no Rio de Janeiro, especialmente as de
etiologia viral, devido a mudancas de comportamento da populagao, agcdées governamentais, avancgos

cientificos, entre outros fatores que ocorreram nas ultimas duas décadas.”

A pesquisadora principal solicita ao comité de ética a dispensa de termo de consentimento livre

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Pagina 03 de 05

Yo



IOC .~ FUNDACAO OSWALDO CRUZ - w«p

FIOCRUZ/IOC asi

Trweiopia Ovwalido Cras

Continuacéo do Parecer: 1.358.971

Projeto Detalhado / |CEP_Set_2015.doc 15/10/2015 |LIA LAURA LEWIS- Aceito
Brochura 12:38:32 | XIMENEZ
| Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_CEP.PDF 15/10/2015 |LIA LAURA LEWIS- Aceito
12:36:59 | XIMENEZ

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 09 de Dezembro de 2015

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expans&o)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
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9.2 Protocolo One-Step RT-PCR e Semi-nested PCR (REGIAO VP1/2A -

FIOCRUZ

EXTRACAO DE RNA VIRAL:

HAV)

Kit Qiagen( )

PROTOCOLO One-Step RT — semi-nested PCR (REGIAO VP1/2A — HAV)

Roche ( ) Abbott( )

Data:

Realizado por:

RT-PCR
Data: Realizado por:
= Distribuir 20 ul do mix em cada tubo +
Agua destilada DNAse RNAse free 4,5 uL X 5 ul do RNA.
2 uL do KNA.
Termociclador:
Reaction Mix 2x 125uL | X Programa:
RT-PCR 1
F6 10 pmol o5uL |x SOPC-a0
9a°c-2’
F7 10 pmol o5uL  |x s E::g} 5x
68°C—1’
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor 1.0uL X 94 °Cc 30"
40 U/pL oo 50 °C—30” (com drop de -0,3 °C por ciclo) 35x
68°C—1’
SuperScript III One-Step RT / Platinum® Taq Mix | 1,0 pL X 68°C-5’
4°C - pause
SEMI-NESTED PCR
Data: Realizado por:
A ) Distribuir 48 ul do mix em cada tubo +
Agua destilada DNAse RNAse free 37,8uL |X 2 1L do produto da RT-PCR.
Termociclador:
dNTPs 10 mM LopL  |x Piograima:
PCR 2
Buffer 10x 50pL | X e
94°C—30"
MgCl> 50 mM 20pL  |x se b0 w} 355
72°C-1
F8 10 pmol 1,0pL X 72°C-5
4°C- pause
F7 10 pmol 1,0puL X
Platinum® Taq DNA Polymerase 0,2 uL X
Gel agarose a 1,5%; Tamanho do fragmento: ~ 340 pares de base Foto

|N© amostra Resultado
1) 16)
2) 17)
3) 18)
4) 19)
5) 20)
6) 21)
7) 22)
18) 23)
9) 24)
10) 25)
11) 26)
12) 27)
13) 28)
14) 29)
15) 30)
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9.3 Sequéncias de referéncia utilizadas no estudo

N° DE ACESSO PAIS ANO |SUBGENOTIPOS
AY028976 Alemanha 2000 IA
AY046073 Alemanha 2001 IA
AH013918 Alemanha 2004 1A
EU825910 Alemanha 2007 1A
LT799836 Alemanha 2016 1A
LS991407 Alemanha 2017 1A
LS991408 Alemanha 2018 1A
HM769724 Argentina 2006 A
JX185637 Argentina 2006 A
JX185633 Argentina 2009 1A
AY322956 Brasil 2002 1A
AY322961 Brasil 2002 1A
AY322981 Brasil 2002 IA
AY323018 Brasil 2002 A
AY323034 Brasil 2002 1A
AY323045 Brasil 2002 1A
MG049743 Brasil 2017 1A
KX859028 Vulgaria 2013 A
AF485328 China 2002 IA
AF512536 China 2002 IA
HQ907928 China 2007 IA
LC373510 Coreia do Sul 2014 IA
KU570286 Equador 2013 A
AF386885 Espanha 2000 A
MF805869 Espanha 2017 IA
MF805905 Espanha 2017 IA
LT796556 Europa 2016 IA
AB793725 Filipinas 2012 A
LT745919 Franca 2015 A
LT745920 Franca 2015 IA
MG019071 Franca 2017 IA
MG019076 Franca 2017 IA
AB839669 india 2007 IA
AB839695 india 2007 IA
MF947171 Israel 2017 IA
MF947177 Israel 2017 IA
MF947185 Israel 2017 IA
AJ505560 Italia 2000 1A
AJ505569 Italia 2000 1A
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AJ505562 Italia 2002 1A
KF706400 Italia 2011 1A
KY292289 Italia 2016 A
KY292292 Italia 2016 A
MH271377 Italia 2018 A
AB300206 Japao 1997 1A
LC014789 Japao 2014 A
LC373510 Japao 2014 A
LC416595 Japao 2018 A
DK2018231 Marrocos 2018 1A
DK2018267 Marrocos 2018 1A
KC182588 México 2009 1A
AB909123 Papua-Nova Guiné | 2011 IA
JQ319865 Russia 2010 A
GQ925247 Singapura 2007 A
GQ925249 Singapura 2007 A
EF207320 Tailandia 2005 IA
KX151439 Taiwan 2015 A
KX151485 Taiwan 2915 A
DQ380523 Tunisia 2003 IA
AY875668 Tunisia 2004 A
AY875668 Tunisia 2004 A
EU526088 Uruguai 2008 A
MK829707 EUA 2013 IB
MF621614 Etiopia 2016 IB
AY644676 Franca 2004 A
DQ141214 Franca 2004 A
GU390576 Franca 2004 A
GU390576 Franca 2009 A
AY644670 Serra Leoa 1988 1B
AB279734 Japao 1995 A
AB300205 Japao 1977 B
AB425339 Japao 1970 B
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Abstract: Hepatitis A virus (HAV) outbreaks among men who have sex with men (MSM) have been
reported worldwide and associated primarily with sexual transmission through oral-anal sex. Here,
we provide the molecular and evolutionary description of a European strain, linked to HAV outbreaks
among MSM, detected in a Brazilian homosexual couple. Bayesian analysis provided evidence that
the viral isolates were introduced in Brazil from Spain between the end of 2016 and the beginning
of 2017.

Keywords: Hepatitis A virus (HAV); European strain; HAV in Brazilian MSM

1. Introduction

Hepatitis A virus (HAV) infection, transmitted by the fecal-oral route, occurs mainly through
person-to-person contact or ingestion of contaminated water or food [1]. Household members and
close contact with children were identified, for many years, as the most common risk factor, being the
latter responsible for several HAV outbreaks. However, in the early 1980s sexual transmission of
HAV was reported [2], showing an increase in incidence over time [3] among men who have sex
with men (MSM) and accounting for isolated outbreaks in different countries [4,5]. Risk factors
associated with HAV infection among MSM were oral-anal intercourse and group sex [5,6]. As of
2016, an increase in incidence of HAV infection among MSM was observed in many countries,
with many outbreaks occurring following social events such as gay festivals, where distinct strains
of genotype IA, as VRD_521_2016 and RIVM-HAV16-090 were identified in more than 3000 cases in
European Union [7-12]. In Brazil, an increase of 128% in the incidence of HAV infection among males,
20-39 years/old, reporting oral-anal sex was described by the Ministry of Health in their 2017 annual
Epidemiological Bulletin [13]. Despite these considerations, there are scarce studies in Brazil on HAV
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