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RESUMO 

 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

  Pós–Graduação em Biologia Parasitária 

 
TOURINHO, R.S. ESTUDO DO POLIMORFISMO GENÉTICO DO VÍRUS E 
DO HOSPEDEIRO NA HEPATITE A AGUDA E FULMINANTE. 134 fls.Tese 
de Doutorado – Pós–graduação strictu sensu em Biologia Parasitária. 2015. 
 
Na infecção pelo vírus da hepatite A, a maioria dos pacientes desenvolvem 

uma doença branda ou assintomática. No entanto, alguns pacientes podem 

progredir para uma doença mais grave que é caracterizada pela rápida 

degradação do fígado, coagulopatia e encefalopatia hepática, conhecida como 

falência hepática aguda (ALF). A infecção pelo HAV se apresenta como uma 

interação dinâmica entre fatores do vírus e do hospedeiro que em conjunto é 

responsável pela diversidade no desfecho clínico da doença.  Apresentações 

incomuns de infecções prevalentes foram muitas vezes atribuídas a fatores 

específicos do hospedeiro. Estudos de associações genômicas (GWAS) 

provaram ser uma ótima abordagem na identificação de alelos de risco que 

estão relacionados a tais síndromes. Neste estudo, 31 variações nucleotídicas 

humanas, incluindo variações de um único nucleotídeo (SNP) e inserções, 

associadas à infecção pelo HAV foram caracterizadas numa coorte com casos 

clássicos e de ALF. Todos os casos de hepatite A foram identificados pelo PCR 

em tempo real otimizado para a região 5' não codificante do HAV. A população 

amostral dos GWAS consistiu em indivíduos expostos a surtos intradomiciliares 

e casos esporádicos de hepatite A no Brasil. Ao todo 321 amostras foram 

coletadas das quais 164 foram utilizadas nos estudos de variabilidade genética 

do hospedeiro. As análises de “odds ratio”e “data mining” sugeriram que os 

SNPs INFL3 rs rs8099917, TGFbeta1 rs1800469, ABCB1 rs1045642,  IL10 

rs1800871 (IL10b),  TNF–alpha rs1799964 (TNF–alpha a), TNF–alpha 

rs1800630 (TNF–alpha b) foram significantemente associados à gravidade da 

doença. Muitas das variantes identificadas neste estudo estão relacionadas a 

genes importantes na patofisiologia da infecção pelo HAV. Entender como os 

fatores do hospedeiro influenciam a resposta imune à infecção viral fornece 

novas oportunidades para controlar esta doença e o desenvolvimento de 

terapêuticas eficientes. 
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TOURINHO, R.S. COMPARATIVE STUDY OF VIRUS AND HOST GENETIC 
POLYMORPHISMS AMONG CLINICAL OUTCOMES OF HEPATITIS A. 134 
pages. PhD Thesis– Pós–graduação strictu sensu em Biologia Parasitária. 
2015. 
 

During hepatitis A virus infection, most patients develop mild or asymptomatic 

disease. However, some patients can progress to a serious, life–threatening 

disease characterized by rapid deterioration of the liver, hepatic 

encephalopathy, and coagulopathy known as acute liver failure (ALF). HAV 

infection features a dynamic interplay of viral and host factors that in 

conjunction are responsible for the range of disease outcomes. Unusual 

presentations of prevalent infections have often been attributed to host–specific 

factors. Genome–wide association study (GWAS) has proven to be a powerful 

approach for identifying risk alleles that underlie such syndromes. In this study, 

thirty one human nucleotide variations, including single nucleotide 

polymorphisms (SNP) and insertions, associated with HAV infection were 

characterized in a cohort of ALF and classical HAV cases. All hepatitis A cases 

were identified by optimized real–time PCR for HAV 5' non–coding region. 

GWAS sample population consisted in individuals exposed to an 

intradomiciliary outbreak and sporadic cases of hepatitis A in Brazil. Altogether 

321 samples were collected of which 164 were placed into host genetic 

variability study. Odds ratio and data mining analysis suggested that INFL3 rs 

rs8099917, TGFbeta1 rs1800469, ABCB1 rs1045642,  IL10 rs1800871 (IL10b),  

TNF–alpha rs1799964 (TNF–alpha a), TNF–alpha rs1800630 (TNF–alpha b) 

SNPs were significant associated with severe hepatitis A outcome. Several of 

the variants identified in this genome–wide study lie within genes important to 

hepatic pathophysiology for hepatitis A virus infection. Understanding how the 

host factor influences the immune response to viral infection provides new 

opportunities to control this disease and for the development of effective 

therapeutics. 
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1–INTRODUÇÃO 

1.1 - O vírus da hepatite A (HAV) 

O vírus da hepatite A (HAV) é o único membro do gênero Hepatovirus, 

pertencente a família Picornaviridae (Melnick, 1982). Diferentemente de outros 

representantes dos Picornavírus, as partículas não envelopadas do HAV são 

bastante estáveis no ambiente, especialmente quando associados a matéria 

orgânica, exibindo um alto grau de resistência em baixas temperaturas e pH. 

Estas características facilitam a transmissão fecal-oral através da água e 

alimentos contaminados (Hollinger e Emerson, 2007).  

O vírion possui morfologia icosaédrica com 27 a 32nm de diâmetro 

(Feinstone et. al., 1973) (Figura 1.1) e é composto de 60 cópias de cada uma das 

três maiores proteínas estruturais, VP1, VP2, VP3  (Siegl et al., 1981). 

 

Figura 1.1: Imunomicroscopia eletrônica do HAV (Fonte: www.cdc.gov, 1998). 

Seu genoma é constituído por uma molécula de RNA linear de fita simples, 

de polaridade positiva, com 7.5 Kb, seguido por uma cauda poli (A) de 40 a 80 

nucleotídeos (Provost et al., 1975; Bradley et al., 1978; Koff, 1998). A cadeia de 

RNA consiste de três regiões: uma região não-codificante na extremidade 5’, de 

732 a 740 nucleotídeos, que corresponde a 10% do genoma; uma região 

intermediária, codificante de proteínas virais estruturais e não-estruturais, com 

2.225 a 2.227 nucleotídeos; e uma região não-codificante na extremidade 3’ com 



Estudo Comparativo Do Polimorfismo Genético…                 __             Tourinho, RS 

 2 

40 a 80 nucleotídeos. O RNA genômico está associado covalentemente à proteína 

VPg (ou 3B) na extremidade 5’ não-codificante, tendo esta um papel importante na 

iniciação da transcrição, pois forma o sítio de entrada do ribossomo  (Redondo et 

al., 2012; Yang et al., 2011; Pereira e Gonçalves, 2003) (Figura 1.2). 

As proteínas VP1, VP2, VP3 e VP4, formam o conjunto das principais 

proteínas estruturais do HAV. Essas proteínas são originadas por clivagem da 

proteína primária pela protease 3C, codificada a partir região P3, que também 

codifica a VPg (Siegl et al., 1981). As proteínas não-estruturais têm funções 

diferenciadas: a proteína 2A atua como precursora do capsídio e na morfogênese 

viral (Cohen et al., 2002); as proteínas 2B e 2C induzem rearranjos na estrutura 

das membranas intracelulares para a formação do complexo de replicação, além 

disso, a proteína 2C possui ainda atividades de helicase e NTPase  (Weilandt et 

al., 2014); a proteína 3A (ou pré-VPg) ancora a proteína 3B no RNA, enquanto que 

a proteína 3C tem atividade de protease viral, sendo a maior responsável pelo 

processamento proteolítico do vírus (Gauss-Muller et al., 1991); já a proteína 3D é 

considerada uma RNA polimerase RNA-dependente (Martin e Lemon, 2006) 

(Figura 1.2). 

      

Figura 1.2: Esquema do RNA do HAV, mostrando as principais proteínas 

codificadas (Fonte: Pereira e Gonçalves, 2003). 
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 O HAV possui um único sítio conservado de neutralização antigênica 

(Stapleton e Lemon, 1987) e, devido a este fato, todos os isolados de diferentes 

partes do mundo pertencem a um único sorotipo. Apesar desta uniformidade 

antigênica, o HAV demonstra um modesto grau de diversidade genética que é 

suficiente para definir alguns genótipos e subgenótipos. Algumas regiões 

genômicas são comumente usadas para tal fim. Variações na sequência 

nucleotídica ocorridas na região VP1 ou na junção VP1/2A são usadas para defini-

los: os genótipos têm 15% de variação nucleotídica entre os isolados e os 

subgenótipos têm de 7 a 7,5% de variações nucleotídicas. Existem seis genótipos 

do HAV já identificados: três genótipos (I, II, III) são de origem humana, sendo I e 

III classificados em subgenótipos A e B; e três (IV, V, VI) são originados de símios 

(Robertson et. al., 1992). Anteriormente, foram relatados sete genótipos, porém, 

alguns estudos reclassificaram o genótipo VII como um subgenótipo do genótipo II 

(Lu et. al., 2004). Os genótipos mais frequentes nas infecções humanas são os 

genótipos I e III (Costa-Mattioli et. al., 2002a).  

 Estudos de epidemiologia molecular permitiram determinar a distribuição 

dos genótipos do HAV no mundo. O genótipo I é o mais prevalente, sendo o 

subgenótipo IA mais comum do que o IB. O subgenótipo IA é mais frequentemente 

encontrado na América do Norte, China, Japão, Tailândia e Nigéria (Robertson et 

al., 1992; Costa-Mattioli et al., 2002a; Nainan et al., 2006; Forbi et al., 2013).  

 Estudos de caracterização molecular conduzidos em países da América 

Latina (Argentina, Venezuela e Uruguai) demonstraram apenas a circulação do 

subgenótipo IA (Mbayed et al., 2002; Munné et al., 2007; García-Aguirre et al., 

2008; Sulbaran et al., 2010; Aguirre et al., 2011). No entanto, no Brasil, além do 

subgenótipo IA, o subgenótipo IB também vem sendo associado com surtos 

(Costa-Mattioli et al., 2001a; de Paula et al., 2002; Amado et al., 2011) e casos 

esporádicos de hepatite A (de Paula et al., 2002; Fiaccadori et al., 2006; Villar 

2006b). A circulação concomitante dos subgenótipos IA e IB em surtos de hepatite 

A já foi descrita no Brasil (Costa-Mattioli et al., 2001b; De Paula et al., 2002; 

Santos et al., 2008; Amado et al., 2011) e na África do Sul, Europa e EUA (Cristina 
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e Costa-Mattiolli, 2007). Artigos recentes relataram a existência de cepas 

recombinantes IA/IB na Argentina (Aguirre et al., 2011) e Uruguai (Liu et al., 2010), 

apesar de nunca ter sido isolado o genótipo IB nestes países, sugerindo o 

aumento da cocirculação ou introdução de cepas recombinantes do Brasil para os 

países vizinhos. 

 O subgenótipo IB tem sido descrito principalmente na Europa, região 

Mediterrânea, e EUA (Nainan et al., 2006; Pintó et al., 2007; Normann et al., 2008; 

Klevens et al., 2010). O subgenótipo IB também vem sendo isolado em amostras 

ambientais de águas marinhas de Hong Kong, sendo o principal genótipo de HAV 

humano encontrado em águas marinhas desta região (Yang et al., 2011). Na 

Espanha, um estudo realizado com cepas isoladas de surtos e casos esporádicos 

identificou duas novas cepas obtidas de marisco que provavelmente pertencem a 

um novo subgenótipo (IC) dentro do genótipo I (Peréz-Sautu, 2011b). Na 

Argentina, também já foi encontrada uma cepa do novo subgenótipo IC 

proveniente de uma amostra ambiental (Blanco Fernández et al., 2012). No Brasil, 

ainda não existem relatos da ocorrência subgenótipo IC. 

 Os subgenótipos IIA e IIB são raramente reportados e, até o presente 

momento, foram identificadas as cepas CF-53 (IIA) na França e SLF88 (IIB) de 

Serra Leoa (Lu et al., 2004). Porém, surpreendentemente, nos últimos anos têm 

se verificado casos autóctones de hepatite A causados pelo subgenótipo IIA na 

França ((Tjon et al., 2005; Desbois et al., 2010). 

 O subgenótipo IIIA é prevalente em países da Ásia Central e do Sudeste da 

Ásia (Costa-Matiolli et al., 2003b; Arankalle et al., 2006; Chadha et al., 2009). 

Cepas têm sido isoladas da Índia, Alemanha e Japão (Heitmann et al., 2005; 

Hussain et al., 2005; Kulkarni et al., 2009; Miyamura et al., 2012). Poucas 

informações foram obtidas até então sobre o subgenótipo IIIB; sabe-se apenas 

que este está associado com infecções em humanos na Dinamarca e no Japão 

(Robertson et al., 1992; Mitsui et al., 2006). 

1.2 - Epidemiologia 
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Mundialmente, a endemicidade da infecção pelo HAV varia de acordo com 

padrões de higiene, condição sanitária e fatores sócio-econômicos (WHO, 2000). 

Estima-se a ocorrência de, aproximadamente, 1,5 milhões de novos casos de 

hepatite A em todo o mundo a cada ano (Vaughan et al., 2014; Martin e Lemon, 

2006), representando a causa mais comum de hepatite viral aguda (Vitral et al., 

2008). A maior prevalência de infecções causadas pelo HAV ocorre em regiões 

com baixos níveis sócio-econômicos, como em países em desenvolvimento, onde 

o baixo padrão sanitário permite a transmissão do vírus (Hadler, 1991).  

Nas áreas de alta endemicidade, o HAV é transmitido primariamente pelo 

contato pessoa-a-pessoa. Apesar de 90% das crianças se tornarem infectadas 

antes de completar os 10 anos de idade, a hepatite A não representa um grave 

problema clínico, e os surtos são relativamente incomuns. Em áreas de 

endemicidade moderada, a infecção ocorre mais frequentemente em adolescentes 

ou jovens. Em tais áreas, os surtos são comuns, e a transmissão ocorre de 

pessoa-a-pessoa ou através do consumo de alimentos e água contaminados 

(Tanaka, 2000). Já nas áreas de baixa endemicidade, a taxa da doença é muito 

baixa, e a infecção ocorre tipicamente em adultos. Casos de infecção são 

esporádicos e os indivíduos são, geralmente, contaminados durante viagens a 

áreas endêmicas. Nestas áreas, os surtos são comuns (Pham et al., 2005) (Figura 

1.3). 
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O Ministério da Saúde (MS) Brasileiro estima que 70% da população do 

país entrou em contato com o vírus da hepatite A (MS 2011). A doença ainda 

apresenta índices elevados de transmissão devido às baixas condições de 

saneamento básico ou até mesmo pela inexistência das mesmas em algumas 

regiões do país (Santos et al., 2005). Porém, o país vive um momento de 

mudança do padrão de alta endemicidade para um padrão de endemicidade 

moderada (Pannuti et al., 1985; Jacobsen e Wiersma, 2010; Vitral et al., 2012) 

graças ao crescimento econômico do país e, consequentemente, à melhoria das 

condições de saneamento básico e planejamento ambiental. Em consequência a 

essas melhorias, foi observada uma diminuição da circulação do HAV (Clemens et 

al., 2000; Vitral et al., 2006; 2008; Jacobsen e Wiersma, 2010). Segundo dados do 

Ministério da Saúde, o Brasil vem apresentando uma diminuição da incidência. No 

ano de 2006, a taxa de incidência registrada foi de 9,1 casos por 100 mil 

habitantes enquanto em 2010 a taxa foi de 3,6 por 100 mil habitantes (MS 2012b).  

Segundo o inquérito nacional conduzido em 27 capitais das cinco 

macrorregiões do Brasil, o país apresenta regiões com diferentes padrões de 

endemicidade. A região com maior soroprevalência para o HAV em indivíduos 
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com menos de 20 anos é a do Norte com 58,3%, seguido do Centro Oeste com 

54,1%, Nordeste 53,1% e Distrito Federal com 41,6%. Todas essas regiões foram 

consideradas de endemicidade intermediária. Já a região Sul apresenta a menor 

soroprevalência com 30,8%, seguido da região Sudeste com 32,5%. Estas regiões 

são consideradas de baixa endemicidade (Ximenes et al., 2010). 

Nos últimos anos tem se observado uma correlação inversa entre a 

exposição ao HAV e nível socioeconômico da população (Pannuti et al., 1985; 

Abuzwaida, 1987; Ferreira et al., 1998; Pinho et al., 1998; Zago-Gomes et al., 

2005). Normalmente, as instalações sanitárias são fornecidas primeiramente para 

regiões metropolitanas, o que explica por que a exposição ao HAV é mais comum 

em regiões rurais e cidades periféricas. Porém, alterações na soroprevalência do 

HAV não podem ser sempre consideradas como indicativas de melhorias 

socioeconômicas. Melhorias em condições sanitárias foram implementadas em 

várias áreas urbanas onde o nível socioeconômico dos habitantes permaneceu o 

mesmo (Vitral et al., 2006). Um estudo recente conduzido no Rio de Janeiro, 

Cuiabá e Manaus, com crianças e adolescentes de baixa condição 

socioeconômica que vivem em regiões periféricas, também demonstrou declínio 

na soroprevalência do HAV (Vitral et al., 2012). Este estudo revelou que 10%, 

13,2% e 25,9% das crianças com menos de 5 anos foram soropositivas para o 

HAV no Rio de Janeiro, Cuiabá e Manaus, respectivamente. A prevalência de 

anticorpos anti-HAV encontrada foi menor do que tem sido reportado para 

população de baixa condição econômica (Ferreira et al., 1998; Assis et al., 2002; 

Almeida et al., 2006) e similar à população de maior renda mensal (Ferreira et al., 

1998; Dinelli et al., 2006; Krebs et al., 2011). 

Embora venha ocorrendo uma redução da exposição ao HAV durante a 

infância (Jacobsen e Koopman, 2004), a persistência do vírus circulando no 

ambiente potencializa as chances de ocorrência de surtos epidêmicos (Vitral et. 

al., 2006). Por tal razão, os dados sobre a proporção da população que é imune 

ou tem sido infectada com um vírus específico têm muitas aplicações 

epidemiológicas. Estes incluem a identificação de grupos susceptíveis em uma 
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determinada população (Tourinho et al., 2011), a avaliação de programas de 

saúde (vacinação) e o uso destes dados em modelos matemáticos para prever 

surtos (Gayotto et. al., 1991). 

1.3 – Diagnóstico da hepatite A 

Testes bioquímicos das funções hepáticas podem ser utilizados com  

diagnóstico auxiliar para hepatites virais (De Paula, 2012). Tal infecção pode ser 

evidenciada pelo aumento dos níveis séricos de bilirrubina e enzimas hepáticas: 

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), que podem 

preceder as manifestações clínicas e diminuição do tempo de protrombina 

(Hussain et al., 2005). A principal alteração bioquímica sérica, durante a infecção 

sintomática pelos vírus hepatotrópicos, é a elevação de ALT maior que da AST. A 

ALT se localiza exclusivamente no citosol, enquanto AST é encontrado na 

mitocôndria (80%) e no citosol (20%). Sabe-se que as alterações histológicas no 

fígado nas hepatites virais agudas induzem lesão da membrana plasmática do 

hepatócito e liberação das enzimas do citoplasma (Hollinger e Emerson, 2007). As 

enzimas AST e ALT podem atingir taxas maiores que 1.000 UI/L (Hussain et al., 

2005), no entanto, como tal situação pode ocorrer por outros agentes que causam 

hepatite, a detecção destas alterações não é utilizada como diagnóstico final 

(Cuthbert, 2001). 

O diagnóstico clínico da hepatite A aguda não permite diferenciá-la de 

outras formas de hepatites virais. Portanto, é necessário um diagnóstico 

sorológico específico que é confirmado por meio da detecção de anticorpos anti-

HAV IgM, geralmente feito por ensaio imunoenzimático (ELISA) (De Paula, 2012;  

Hollinger e Emerson, 2007; Poddar et. al., 2002). A presença de anti-HAV IgG e a 

ausência do anti-HAV IgM pode ser usada para diferenciar a infecção passada da 

infecção recente. Como mencionado, embora existam seis genótipos do HAV, 

estes constituem apenas um sorotipo, não interferindo, portanto, no diagnóstico 

sorológico. Os testes para detecção de anticorpos anti-HAV totais (IgM e IgG) são 
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utilizados fundamentalmente para determinar o estado imune de indivíduos após 

vacinação ou infecção (Oba et. al., 2000; Hess et. al.,1995).  

Testes utilizando amostras de fluidos orais têm sido apresentados como 

uma forma alternativa aos testes convencionais para a detecção de anticorpos 

anti-HAV total no soro devido a sua simplicidade e facilidade na coleta das 

amostras. Apesar da sensibilidade da detecção do anti-HAV em fluidos orais ser 

de 1 a 3 unidades de log menor do que no soro, muitos estudos têm demonstrado 

os benefícios da implementação de testes utilizando tal espécime como uma 

ferramenta de triagem em investigações de surtos e estudos epidemiológicos 

(Tourinho et al., 2011; Amado et al., 2006; Oba et al., 2000; Ochnio et al., 1997; 

Jacobson et al., 1995). 

O uso da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) tem importante 

papel no diagnóstico precoce em casos agudos de etiologia desconhecida e em 

surtos epidêmicos ou em pacientes com sintomas e sem marcadores sorológicos 

para hepatites A, B e C. Tal método é a técnica mais sensível para a triagem de 

diversas espécimes clínicas como: suspensão fecal, soro, fluído oral e amostras 

ambientais (De Paula, 2012). Estudos que utilizaram o PCR de transcrição reversa 

(RT-PCR) demonstraram que o HAV RNA pode ser detectado previamente no 

sangue do que os anticorpos e que a viremia pode estar presente por um período 

muito mais longo durante a fase convalescente da hepatite A do que se 

imaginava. O diagnóstico molecular pode ser baseado na detecção de diferentes 

regiões genômicas virais: 5' não codificante, região mais conservada e utilizada 

para detecção e quantificação do HAV (Fujiwara et al., 2002); e VP1 (Costa-

Mattioli et al., 2002a), VP3 (Munné et al., 2007) e VP1/2A (De Paula et al., 2007; 

De Paula et al., 2002), regiões utilizadas na detecção do HAV RNA e em estudos 

de variabilidade genética através do sequenciamento gênico. É recomendado que, 

para confirmação do diagnóstico, mais de uma dessas regiões sejam detectadas. 

Dentre as variações na técnica de PCR, o PCR em tempo real é o mais 

recentemente utilizado para detecção e quantificação do HAV devido a alta 
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sensibilidade e a rapidez na análise das amostras (De Paula., 2012; Costa-Mattioli 

et al., 2002a).  

1.4 – Prevenção e controle da Hepatite A 

A medida de prevenção mais simples contra a infecção pelo HAV é a 

utilização de métodos que previnem a contaminação das mãos, comida, água, ou 

outras fontes por fezes contaminadas de indivíduos infectados antes da doença 

clínica se tornar aparente. Lavar bem as mãos, assim como evitar práticas de 

trabalho que facilitam a contaminação das mesmas ao entrar em contato com 

crianças menores de dois anos também são medidas importantes para o controle 

da hepatite A (Hollinger, 1992). 

A administração de imunoglobulinas, utilizada até 1995 como único método 

de imunização, ainda é recomendada na prevenção contra a doença em casos de 

viajantes que frequentarão áreas de alta endemicidade (CDC, 2009). No entanto, 

seu uso como profilaxia pré-exposição tem sido substituído pelas vacinas 

inativadas contra o HAV (Martin e Lemon, 2006).  

Estão disponíveis no mercado, diversas vacinas consideradas seguras e 

eficazes contra a infecção pelo HAV. As duas mais comumente usadas são 

compostas por vírus inativados por formalina: a HAVRIX (Smith – Kline Beecham) 

e a VAQTA (Merck Sharpe e Dohme). Ambas possuem taxa de soroconversão de 

91-100% após a administração da primeira dose vacinal em indivíduos 

anteriormente soronegativos.  

Em 1988, foram avaliadas algumas cepas mutantes de HAV que foram 

diretamente isoladas da cultura celular de fezes humanas e propagadas em 

células certificadas para produção de vacinas (Provost et al., 1988). Ao utilizar 

uma dessas vacinas experimentais atenuadas, anticorpos neutralizantes foram 

detectados a partir do terceiro até o sexto mês após a vacinação em todos os  

voluntários soronegativos (Midthun et al., 1991). A vacina foi bem tolerada e o 

HAV não foi recuperado das fezes ou sangue dos indivíduos. No entanto, vacinas 
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com vírus vivos e atenuados têm sido utilizadas somente em países asiáticos, 

principalmente China e Índia (Faridi et al, 2009; Zhuang et al., 2005)  

Vacinas seguras e eficazes contra o HAV têm sido licenciadas desde 1992, 

mas são significativamente subutilizadas. As vacinas são altamente imunogênicas, 

induzindo a produção de anticorpos anti-HAV que persistem por pelo menos 15 

anos. Há, ainda, indicações de que tais vacinas conferem proteção a longo prazo. 

Baseado em evidências científicas atuais, a proteção vacinal é considerada de 

longo prazo após a aplicação de duas doses da vacina (Conference report, 2010; 

Mongillo et al., 2010) (Quadro 1.1). 

Quadro 1.1: Dosagem recomendada da vacina contra hepatite A e esquema de 

vacinação por faixa etária (Fonte: Fiore et al., 2006). 

Vacina Idade 

(anos) 

Concentração 

por dose 

Volume 

(mL) 

Doses Reforço 

(meses) 

1-18 720 EL.U.* 0.5  2 6 a 12 HAVRIX 

> 18 1440 EL.U.* 1.0  2 6 a 12  

1-18 25 U** 0.5  2 6 a 18   

VAQTA > 18 50 U** 1.0  2 6 a 18  

* Unidades do ensaio imunoenzimático (ELISA) ** Unidades 

As políticas de vacinação são variadas em todo o mundo, e vão desde a 

inclusão da vacina contra hepatite A em programa nacional universal de 

imunização para crianças a imunizações dirigidas a grupos de risco. Programas 

nacionais de imunização têm sido bem sucedidos, com boas taxas de cobertura e 

diminuição da incidência em até 90% (CDC, 1999). Países ou regiões que 

implementaram a imunização universal, como Israel (Mor et al., 2010), Itália 

(Romanò et al., 2009), Espanha (Dominguéz et al., 2008) e os Estados Unidos das 
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América (EUA) (Wasley et al., 2005), Argentina (Vizzotti et al., 2014) 

demonstraram um impacto positivo sobre a incidência da hepatite A. 

Em países altamente endêmicos, programas de vacinação em larga escala 

contra a hepatite A não são recomendados. Já em países de endemicidade 

intermediária, onde uma proporção relativamente grande da população adulta é 

suscetível ao HAV e onde a hepatite A representa um ônus significativo para a 

saúde pública, a OMS recomenda que a vacinação infantil em grande escala 

possa ser considerada como um complemento à educação em saúde e 

saneamento básico. Em regiões de baixa endemicidade, a vacinação é indicada 

para indivíduos com maior risco de infecção, como os viajantes para áreas de 

endemicidade alta ou intermediária (WHO, 2000).  

A vacinação contra hepatite A, antes de 2013, era indicada pelo Ministério 

da Saúde Brasileiro, em casos especiais, para indivíduos portadores de: 

hepatopatias crônicas de qualquer etiologia, inclusive portadores dos vírus da 

hepatite B e C; portadores do HIV, fibrose cística, trissomias; e portadores de 

hemoglobinopatias e coagulopatias; e indivíduos com imunodepressão 

terapêutica, candidatos a transplante, transplantados ou doadores de órgão sólido; 

(Ministério da Saúde, 2011). No entanto, o Senado Federal aprovou recentemente 

a inclusão da vacina contra hepatite A no calendário infantil. A vacina foi 

incorporada na rotina do Programa Nacional de Imunização (PNI) brasileiro 

através da portaria MS n0. 2, de 18 de Janeiro de 2013. O Ministério da Saúde 

aprovou a administração inicial de uma dose da vacina inativada para crianças a 

partir de 12 meses até 2 anos. A administração de uma dose da vacina foi 

justificada pelo MS uma vez que, entre os indivíduos inicialmente soronegativos, 

observou-se a soroconversão em mais de 99% dos indivíduos 4 semanas após a 

vacinação. O início da soroconversão após uma dose foi verificado ocorrendo 

paralelamente ao início da proteção contra a doença clínica da hepatite A. O PNI 

está monitorando a situação epidemiológica da hepatite A, visando a definição da 

inclusão ou não de uma segunda dose desta vacina no calendário de vacinação 

infantil brasileiro.  
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1.5 – Imunopatologia da hepatite A 

A hepatite A é caracterizada como uma doença hepática aguda inflamatória 

autolimitada, na qual os sintomas podem variar desde a forma assintomática a 

doença leve, e até mesmo a hepatite fulminante (De Paula, 2012). A transmissão 

do HAV ocorre, usualmente, por via fecal-oral, por meio da ingestão de água ou 

alimentos contaminados com o vírus, ou via contato pessoa-pessoa. A 

aglomeração de indivíduos susceptíveis associada aos maus hábitos higiênicos 

favorece, neste caso, a disseminação da doença (Morais et al., 2006; De Paula et 

al., 2002; Villar et al., 2002). A transmissão sanguínea é rara e, quando ocorre, 

está mais frequentemente associada a transfusões de sangue (Cástková e Benes, 

2009). Já o risco de transmissão parenteral é mais alto entre os usuários de 

drogas injetáveis (Diel e Schneider, 2001) e vem aumentando em indivíduos com 

este fator de risco (Cástková et al., 2009). No quadro 1.2 estão demonstrados os 

grupos com risco de infecção para a hepatite A. 
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Quadro 1.2: Grupos expostos ao risco de infecção pelo HAV (Adaptado de 

Nguyen e Tran, 2009). 

Grupo de risco Fator de exposição ao risco 

Viajantes 
Viajantes de países desenvolvidos que se deslocam para países 

subdesenvolvidos e podem ser infectados pelo HAV 

Homossexuais Sexo anal-oral 

Usuários de drogas injetáveis e 

não injetáveis 
Utilização de drogas e seringas contaminadas com HAV 

Indivíduos com distúrbio da 

coagulação sanguínea 
Fator VII do plasma de doadores com Hepatite A  

Indivíduos que trabalham 

manuseando alimentos 
Contaminação com HAV na comida e bebida durante sua preparação 

Indivíduos que trabalham com 

crianças (creche, escola) 

Esses indivíduos são infectados ao entrar em contato com crianças com 

infecção assintomática ou branda 

Trabalhadores da área de saúde Transmissão do paciente para o profissional de saúde 

Tratadores de primatas não-

humanos 
Transmissão de primatas suscetíveis ao HAV para o trabalhador 

 

Em indivíduos infectados com HAV, as partículas virais viáveis são 

ingeridas e adsorvidas no intestino delgado, antes de atingir a circulação portal e 

serem trasnportadas para o fígado. O período de incubação varia entre 10 e 50 

dias, dependendo do número de partículas virais infecciosas ingeridas; a infecção 

com poucas partículas resulta em um maior período de incubação (Koff, 1992).  

Durante a infecção, o vírus ultrapassa a barreira do trato digestório e adere 

aos hepatócitos pelo receptor HAVCR1 onde inicia sua replicação (Tami et al., 

2007). Em seguida, ocorre a liberação de partículas virais para o sangue (viremia) 
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que pode estar presente por um longo período durante a fase convalescente da 

hepatite A (Yotsuyanagi et al., 1993). A detecção do vírus nas tonsilas e saliva, 

logo após o aparecimento do vírus no sangue, sugere que um evento anterior de 

replicação pode ocorrer na orofaringe ou nas glândulas salivares (Amado et al., 

2010; Cohen et al., 1989). Ainda existem dúvidas se existem sítios extrahepáticos 

de replicação primária. Acredita-se que, após a ingestão, o HAV alcance o fígado 

através do sistema porta hepático e seja capturado pelos hepatócitos através de 

receptores específicos (Cuthbert, 2001), replique-se e, a seguir, seja excretado no 

intestino pela bile (Asher et al., 1995; Pinto et al., 2002a).  

Primatas não-humanos desenvolvem, pela inoculação experimental do 

HAV, lesões histológicas no fígado que incluem a) infiltração inflamatória portal, 

principalmente com linfócitos e macrófagos; b) aumento e ativação das células de 

Kupffer; e c) difuso dano hepatocelular. As alterações histológicas verificadas nos 

animais experimentalmente inoculados são semelhantes, porém menos intensas 

que em humanos com hepatite A (Amado et al., 2010; LeDuc et al., 1983).  

 Os mecanismos responsáveis pela injúria hepatocelular na hepatite A ainda 

não estão totalmente esclarecidos. Considera-se que o dano hepatocelular ocorra 

pela resposta imunomediada contra hepatócitos infectados e não pela direta ação 

citopática do vírus. Durante a fase aguda da doença observou-se a presença de 

células T citotóxicas CD8+ (Vallbracht et al., 1989; Fleischer et al., 1990) e CD4+ 

(Pinto et al., 2002b) que secretam interferon-γ, com capacidade de estimular 

células inflamatórias para os locais de replicação viral no fígado, aumentando 

desta maneira a injúria hepatocelular (Maier et al., 1988; Fleischer et al., 1990; 

Pinto et al., 2002b). Outras citocinas pró-inflamatórias (interleucina-1, interleucina–

6 e fator de necrose tumoral–α), liberadas nos locais da injúria hepática 

relacionada ao HAV, podem recrutar células inflamatórias que são potencialmente 

desencadeadoras de dano e regeneração hepatocelulares (Pinto et al., 2002b).  

 A detecção da enzima óxido nítrico sintetase, em macrófagos esplênicos e 

células de Kupffer, de primatas não-humanos com hepatite A, sugere a 
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contribuição do óxido nítrico, produto desta enzima, para os mecanismos 

citotóxicos hepáticos e de eliminação do vírus (Pinto et al., 2000). As células NK 

(natural killer) do sistema imune inespecífico parecem ter também papel 

importante no dano hepatocelular antecedendo a ativação das células T 

citotóxicas (dos Santos et al., 2009; Baba et al., 1993).  

A infecção pelo HAV não induz à síntese de interferon-α (IFN- α) e 

interferon-β (IFN- β) basicamente pelo fato de que a introdução desses interferons 

exógenos é capaz de eliminar infecções pelo HAV persistentes em fibroblastos 

humanos (Vallbracht et al., 1984, 1985). Em cultura de células, o HAV inibe a 

transcrição do RNA mensageiro do interferon-β, induzido pela dupla fita de RNA 

(dsRNA) formada durante a replicação, e a apoptose induzida pelo acúmulo de 

RNA. Esta dupla capacidade preserva o local de replicação do vírus por um longo 

período, permitindo a propagação para as células vizinhas, facilitando ao vírus 

estabelecer a infecção (Brack et al., 2002).  

Na figura 1.4, podemos observar a cinética de infecção pelo HAV. Os 

marcadores bioquímicos (por exemplo, níveis séricos de ALT) e os sintomas 

clínicos estão correlacionados com a detecção do HAV RNA por PCR em tempo 

real em amostras de fezes, soro e saliva, e a resposta imune é medida como 

anticorpos anti-HAV IgM e IgG detectados por ensaio imunoenzimático em 

amostras de soro. Depois de 4 semanas de exposição ao HAV, há um aumento da 

ALT e o aparecimento da icterícia. As barras representam o tempo que é possível 

detectar o HAV RNA por PCR em tempo real. Antes do início dos sintomas 

clínicos, o HAV RNA pode ser detectado no soro durante cerca de 1-10 semanas 

(Fujiwara et al., 2011; Normann et al., 2004), no fluido oral durante cerca de 1-8 

semanas (Amado et al., 2010) e é excretado nas fezes durante aproximadamente 

1-12 semanas (Tjon et al., 2006). Os títulos de anti-HAV IgM têm seu pico durante 

a fase sintomática e diminuem para valores basais dentro de 3-6 meses dentro da 

fase sintomática. Títulos de anti-HAV IgG aumentam gradualmente, atingindo altos 

níveis durante a fase convalescente e permanecem por toda vida, conferindo 

imunidade contra reinfecção. 
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Figura 1.4:  Curso temporal da infecção pelo HAV (Adaptado de De Paula, 2012). 

O curso da infecção pelo HAV é dividido em quatro fases: período de 

incubação, fase pré-ictérica, fase de icterícia e fase convalescente. O período de 

incubação do vírus varia de 15 a 50 dias (Nainan et. al., 2006; Paul et. al., 1945). 

Durante esta fase, o indivíduo infectado permanece assintomático, apesar da 

replicação viral estar ocorrendo. Por este motivo, este é o período de maior risco 

de transmissão, já que resulta em grande quantidade de vírus eliminado nas 

fezes. Na fase pré-ictérica ocorre o aparecimento dos primeiros sintomas. Em 

seguida, ocorre uma deposição de pigmentos na pele e mucosas que assumem 

uma coloração amarelada, o que caracteriza a fase ictérica. As manifestações 

clínicas da hepatite A em adultos começam abruptamente, com os sinais clínicos e 

sintomas mais comuns sendo: urina escura, fadiga, febre, problemas 

gastrointestinais (tais como anorexia, náuseas, vômitos e dor abdominal), 

hepatomegalia e icterícia observada nas mucosas, pele e conjuntiva. Em crianças, 

a infecção pelo HAV pode levar a sintomas inespecíficos embora, na maioria dos 

casos a infecção seja assintomática, mostrando que a manifestação clínica e 

gravidade da doença está intimamente relacionada com a idade (De Paula, 2012). 
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A fase convalescente representa a fase de recuperação do indivíduo (O’grady, 

1992; Nainan et. al., 2006). 

Clinicamente, a hepatite A segue um curso anictérico e assintomático em 

90% das pessoas quando infectadas até cinco anos de idade (Ross et al.,1991). 

Em áreas de alta endemicidade, a maioria dos indivíduos se torna infectado no 

início da infância. Nos adultos, a doença é mais grave e prolongada (Lednar et. al., 

1985), mas não leva a um estado crônico (Battegay et al., 1995). A hepatite 

fulminante é uma rara complicação da hepatite A. O risco de falência aguda do 

fígado é de 0,5-1% (Akriviadis e Redeker, 1989). Em 15 a 20% dos pacientes 

pode ocorrer reincidência ou prolongamento da doença por até seis meses 

(Sjogren et. al., 1987), sendo o HAV detectado por seis a doze meses após a 

infecção (Bower et al., 2000). Anticorpos IgA específicos para o HAV (anti-HAV 

IgA) também são produzidos, por um tempo limitado, durante a infecção. O papel 

dos anticorpos IgA na resposta contra o HAV não é bem estabelecido. No entanto, 

a IgA foi postulada como carreadora auxiliando o transporte hepatotrópico do 

HAV, sendo especulado que esse mecanismo de carreamento contribui para os 

desfechos clínicos da doença (Dotzauer et al., 2012). 

Anticorpos contra as proteínas estruturais do HAV são produzidos também 

após imunização com a vacina contra hepatite A. Uma pequena proporção de 

pessoas vacinadas (8 a 20%) tem uma resposta transitória de anti-HAV IgM. 

Anticorpos anti-HAV IgG são produzidos por pessoas imunizadas com sucesso 

(91-100% após a primeira dose da vacina) (Sjogren et. al., 1987). Anticorpos anti-

HAV IgM e IgG são neutralizantes, pois reconhecem epítopos conformacionais 

formados pelas proteínas estruturais do capsídeo viral.  

1.6- Interação HAV-Hospedeiro 

 O progresso em tecnologias genômicas tornou possível avaliar a 

contribuição dos fatores genéticos do hospedeiro para as doenças infecciosas 

(Manry e Quintana-Murci, 2013). A variabilidade nos resultados clínicos entre 

indivíduos e populações foi inicialmente atribuído à variabilidade genética dos 
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patógenos, mas estudos recentes têm demonstrado que o mesmo agente 

infeccioso poderia causar diferentes tipos de infecções (Casanova e Abel, 2005; 

Quintana-Murci et al., 2007). Os resultados da variabilidade individual de uma 

infecção é uma complexa interação entre fatores ambientais, fatores microbianos 

e fatores genéticos e não genéticos do hospedeiro (Casanova e Abel, 2004). 

 É geralmente aceito que fatores virais associados com diferentes fatores 

demográficos, tais como idade, sexo e etnia têm um importante papel no desfecho 

clínico da infecção pelo HAV (Fujiwara et al., 2002;. Sasbon et al., 2010). No 

entanto, variações genômicas do hospedeiro responsáveis pela gravidade dessa 

doença não são bem compreendidos. É importante ressaltar que um número 

limitado de estudos têm abordado em detalhes a associação entre a gravidade da 

hepatite A e variações no genoma do HAV; e mais reduzidos ainda são os estudos 

que avaliam essa mesma associação com polimorfismos genéticos do hospedeiro 

(Vaughan et al., 2014). 

 Em um estudo recente, os dados de genotipagem de 67 SNPs em 31 genes 

candidatos foram avaliados por associações estatísticas com a soropositividade 

de anticorpos anti-HAV usando amostras de DNA de 6.779 participantes, como 

parte da Pesquisa Nacional de Saúde e Nutrição nos Estados Unidos, (Zhang et 

al., 2012). Este estudo identificou associações genéticas significantes entre 

soropositividade de anti-HAV entre os americanos de descendência mexicana e 

variantes dos genes ABCB1, TGFB1, e XRCC1. Os autores mostraram que os 

indivíduos portadores do alelo funcional T no gene TGFB1, uma citocina 

reguladora multifuncional que desempenha um papel na patogênese da lesão do 

fígado durante a hepatite A (Flisiak et al., 2005), foram mais propensos a infecção 

pelo HAV. Além disso, os portadores do alelo funcional T do gene XRCC1 

apresentaram maior prevalência na infecção por este mesmo vírus, sugerindo que 

XRCC1 pode desempenhar um papel na susceptibilidade a esta infecção através 

de seus efeitos indiretos sobre a inflamação, o estresse oxidativo, e vias de 

apoptose (Vidal et al., 2001). A expressão supra regulada do gene ABCB1 em 

hepatócitos humanos e ductos biliares nas hepatites virais pode oferecer proteção 
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contra a acumulação de constituintes tóxicos biliares e torna estas células 

resistentes ao estresse oxidativo (Ros et al., 2003). Na população mexico-

americana, indivíduos com uma ou duas cópias do alelo T eram menos propensos 

a infecção pelo HAV, sugerindo que o gene ABCB1 pode afetar a susceptibilidade 

de um indivíduo a esta infecção através do seu efeito protetor no fígado (Zhang et 

al., 2012).  

 Em um estudo recente, mostrou-se que fatores genéticos afetam a resposta 

de anticorpos anti-HAV após a vacinação contra hepatite A. Certos alelos de HLA 

foram encontrados como sendo associados com a evolução da infecção em 

crianças. A tipagem de alta resolução do HLA-DRB1* mostrou um aumento na 

freqüência do alelo DRB1* 1301 nos controles saudáveis, em comparação com 

crianças com formas prolongadas da infecção pelo HAV. No entanto, esta 

predisposição para uma infecção prolongada não parece estar ligada a uma maior 

susceptibilidade à infecção em geral. O aumento da frequência deste alelo não foi 

observado entre crianças com infecção autolimitada pelo HAV (Fainboim et al., 

2001). 

 A infecção pelo HAV tem sido sugerida como uma predisposição para 

hepatite autoimune em indivíduos susceptíveis (Rahaman et ai, 1994; Vento et al., 

1988). No entanto, a relação entre a infecção pelo HAV, os genes de HLA e 

hepatite autoimune não é clara (Czaja et al, 2002; Fainboim et ai, 1994). O alelo 

HLA-DRB1* 1301, que foi associado com a infecção prolongada pelo HAV, não foi 

correlacionado com a hepatite autoimune, apesar deste alelo ser potencialmente 

ligado a persistência de danos no fígado (Fainboim et al., 2001). Curiosamente, 

em países onde a hepatite autoimune não é comumente relatada, como o Japão, 

a freqüência do gene, DRB1* 1301, é muito baixa (Saito et al., 2000). Além disso, 

o haplotipo DRB1* 1302, que difere do alelo HLA-DRB1* 1301 apenas por um 

aminoácido, parece ter um caráter protetor em relação ao desenvolvimento de   

hepatite autoimune pediátrica do tipo 1 (Pando et al., 1999). 
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 A associação significativa entre o polimorfismo 2E1 no gene do citocromo 

P450 (CYP2E1) e a hepatite em pacientes indianos também tem sido relatada 

(Deka et al., 2010). Este estudo analisou dados da genotipagem do gene CYP2E1 

e os genótipos do HAV como um marcador de prognóstico para predisposição de 

pacientes com doença hepática. Os pacientes foram acompanhados durante a 

fase aguda da infecção. A prevalência do alelo DraI mutante entre os pacientes 

com hepatite viral foi significativamente maior nos casos de infecção pelo HAV. 

Assim, a presença do alelo Dral pode desempenhar um papel na lesão do fígado 

causada pela infecção aguda deste vírus. 

 Embora os fatores genéticos que predispõem para a susceptibilidade a 

formas graves de hepatite induzida pelo HAV estão ainda em investigação, é 

possível que a variabilidade na gravidade da doença induzida por este vírus possa 

ser regulada, também, pelo polimorfismo no gene que codifica o receptor para o 

HAV nas células, o HAVCR1, também conhecido como TIM1 (Feigelstock et al., 

1998). Tem sido sugerido que o HAV pode modular o sistema imune do 

hospedeiro, uma vez que HAVCR1 é expresso por células T CD4+ ativadas 

durante o desenvolvimento de células T auxiliares (Th2) e regula a produção de 

citocinas (Mclntyre et al., 2001). Além disso, o HAVCR1 é uma importante 

molécula co-estimuladora de células T que regula a indução de tolerância e de 

ativação dessas células (Rodriguez-Manzanet et al., 2009). Através do 

sequenciamento do DNA complementar a partir de linfócitos humanos, uma 

inserção de seis aminoácidos (INS) foi identificada no resíduo 157, denominado 

157insMTTTVP. A inserção 157insMTTTVP está localizada no centro de uma 

região extracelular do tipo mucina que é necessária para o desencapsulamento 

eficiente do HAV (Silberstein et al., 2003). Assim, a inserção 157insMTTTVP pode 

afetar a eficiência de entrada do vírus na célula.  

 A variante polimórfica do HAVCR1 também tem sido associada com um 

aumento do risco para a hepatite grave (Kim et al., 2011). Entre crianças 

argentinas com insuficiência hepática aguda induzida pelo HAV, verificou-se que o 

polimorfismo 157insMTTTVP (forma longa) do HAVCR1 foi associado com a 
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gravidade da doença. Esta associação pode ser explicada em parte pelo fato de 

que a forma longa de TIM-1 se liga ao HAV mais eficientemente do que a forma 

curta. Além disso, as células NKT, que expressam a forma longa de HAVCR1, têm 

uma maior citotoxicidade sobre células infectadas pelo HAV, sugerindo que o HAV 

pode induzir respostas imunes mais vigorosas e com maior lesão hepática em 

indivíduos com a forma longa do HAVCR1. O HAVCR1 está associado, também, a 

atopia em indivíduos soropositivos para o HAV, sugerindo que este pode favorecer 

a seleção natural de alelos mais curtos do HAVCR1, assim, reduzindo a gravidade 

da hepatite induzida pelo vírus (Kim et al., 2011).  

 Durante a infecção pelo HAV, a maioria dos pacientes desenvolvem a 

doença sintomática leve ou assintomática. No entanto, um pequeno número de 

pacientes desenvolvem hepatite grave que pode apresentar risco de vida (Kim et 

al., 2011). Os resultados destes estudos podem ajudar a explicar a variabilidade 

na gravidade desta doença. No quadro 1.3 é possível visualizar os genes e a 

função das proteínas codificadas por eles que podem estar relacionados aos 

diferentes desfechos clínicos da hepatite A.   
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Gene alvo Função da Proteína Codificada Referência

INFL3 Citocina com atividade antiviral, antitumor e imunomoduladora

TGFBeta1 Ajuda a controlar o crescimento,  proliferação, diferenciação, motilidade e apoptose celular http://ghr.nlm.nih.gov/gene/TGFB1

XRCC1 Corrige defeitos reparando quebras na dupla-fita de DNA http://www.uniprot.org/uniprot/P18887

ABCB1 (MDR1) Atua como transportador de várias moléculas entre as membranas do meio intra e extracelular

TIM1 (HAVCR1) http://www.uniprot.org/uniprot/Q96D42

CYP2E1

TTC40 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/54777

RELN

NCR3LG1 Matta et al., 2013

STXBP1

GPC1 Fransson, 2003; Parish, 2006

DNAH12 Tem atividade de ATPase

MST1R McDowell et al., 2002

NFATC4  É um regulador de células T e da resposta imune inata, é altamente expresso no f ígado. Bukong et al., 2011

HLA-DQA1 Falah et al., 2013

ESR1

IL-10 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3586

TNF-alpha http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124

miR-164a Atividade imunomoduladora e supressor de tumor Jiang et al., 2013

TLR3

TANK Proteína adaptadora que desempenha um papel na imunidade inata antiviral

Quadro 1.3: Função das proteínas codificadas pelos genes associados aos diferentes desfechos clínicos da hepatite A.

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=IFNL3

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=ABCB1

Pode desempenhar um papel no desenvolvimento da célula T-helper e a regulação da asma e 
das doenças alérgicas. No caso da hepatite A, funciona como um receptor de superfície celular 
para o vírus. Pode desempenhar um papel na lesão e reparação renal

Codifica um membro da superfamília de enzimas do citocromo P450. As proteínas do citocromo 
P450 catalisam diversas reações envolvidas no metabolismo de fármacos e da síntese de 
colesterol, esteróides e outros lípidos.

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=CYP2E1

Tetratricopeptide repeat domain 40. A repetição tetratricopeptide (TPR) é um motivo estrutural. 
Consiste em um  motivo degenerado de 34 aminoácidos identif icado numa ampla variedade de 
proteínas. 

Este gene codif ica uma grande proteína da matriz extracelular que parece controlar as 
interacções célula-célula críticas para o posicionamento celular e a migração neuronal durante o 
desenvolvimento do cérebro. 

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=RELN

É um ligante para receptores das células Natural Killers e parecem desempenhar um papel 
imunomodulador na resposta TLR e na sinalização de citocinas pró-inflamatórias

Este gene codif ica uma proteína de ligação a sintaxina. A proteína codif icada parece 
desempenhar um papel na liberação de neurotransmissores através da regulação da sintaxina, 
uma proteína de ligação do receptor transmembranar.

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=STXBP1

É um glicofosfatidilinositol (GPI) ligada proteína da superfície celular e membro de um grande 
grupo de proteínas de ligação de sulfato de heparano que estão envolvidos na morfogénese, 
aderência, quimiotaxia, e na inflamação 

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=DNAH12

É um receptor  tirosina-quinase da superf ície celular, que regula respostas imunes hepáticas e é 
expresso em macrófagos e hepatócitos. 

Ela desempenha um papel central no sistema imunitário através da apresentação de péptidos 
derivados de proteínas extracelulares

Os efeitos dos estrogênios são mediados por receptores de estrógeno (ESRS). Quando 
estrogênio se liga ao seu receptor,ativa e regula múltiplos genes, como NF-kB,TNFα e IL-6

Maeda et al., 2010; Nakagawa et al., 2009; Shimizu, 
2003

Citocina com efeitos pleiotrópicos na imunorregulação e inf lamação. Regula negativamente a 
expressão de citocinas Th1, MHC-II Ags, e moléculas co-estimulatórias em macrófagos. 
Aumenta a sobrevivência das células B, proliferação e produção de anticorpos. 

Citocina pró-inf lamatória multifuncional. É secretada principalmente por macrófagos. Está 
envolvida na regulação de um vários processos biológicos, incluindo a proliferação celular, 
diferenciação, apoptose, metabolismo de lípidos, e coagulação.

Desempenha um papel fundamental no reconhecimento do patógeno e ativação da imunidade 
inata. Reconhece dsRNA associado com infecção viral, e induz a ativação de NF-kB e a 
produção de INF do tipo I. 

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=TLR3

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?
gene=TANK



Estudo Comparativo Do Polimorfismo Genético…                 __             Tourinho, RS 

 24 

1.7 – Falência Hepática Aguda 

 A falência hepática aguda (do inglês “Acute Liver Failure” - ALF) foi 

inicialmente definida como o aparecimento simultâneo de defeitos de coagulação 

e encefalopatia num quadro de insuficiência hepática aguda de qualquer tipo e na 

ausência de doença hepática pré-existente (Trey e Davidson, 1970). Ao longo dos 

anos, definições variaram no que diz respeito ao tempo de aparecimento dos 

sinais de insuficiência hepática. No entanto, um padrão central de sinais e 

sintomas clínicos caracteriza todas as causas de ALF a medida que a lesão 

hepática grave evolui com o passar do tempo, independentemente da etiologia. 

São eles: prolongado tempo de protrombina/ INR (“International normalized ratio” - 

INR), a diminuição da função mental, vasodilatação periférica, características de 

síndrome de resposta inflamatória sistêmica e, finalmente, falência múltipla dos 

órgãos (Bernal e Wendon, 2013). A insuficiência hepática aguda é uma síndrome 

na qual, além do fígado, outros órgãos podem ser acometidos, como o cérebro, 

rins, pulmões, medula, sistema circulatório e sistema imunológico. Apesar da 

apresentação clínica relativamente uniforme, as diferentes causas da ALF estão 

associados com resultados notavelmente diferentes (Ostapowicz et al., 2002). 

Assim, o desfecho é definido pela etiologia, que deve ser determinada para 

avaliação prognóstica e, sempre que possível, para aplicação da terapêutica 

adequada de causa específica (Bernal et al., 2015). 

 São numerosas as causas da ALF, tais como hepatites virais, uso de 

medicamentos, doenças metabólicas, exposição a tóxicos, isquemia e uma série 

de outras causas listadas no quadro 1.4. A investigação criteriosa de todos os 

possíveis agentes etiológicos da ALF, entretanto, nem sempre é bem sucedida, e 

cerca de 40% a 50% dos casos ficam sem etiologia determinada (Acharya et al., 

2002). O uso de drogas com reação imprevisível pode ser uma das causas da 

ALF, mas uma droga de efeito hepatotóxico previsível, o paracetamol, tem sido 

relatada em todo o mundo como uma das causas mais frequentes da ALF, tanto 

em adultos como em crianças (Ostapowicz et al., 2002). Tanto a hepatite A como 

a hepatite B aguda, também, podem evoluir para ALF em percentuais variáveis, 
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geralmente < 1% dos casos. Somente a ação do vírus não parece causar lesão 

hepática, e a evolução mais grave da infecção parece ser consequência da 

resposta imunológica mais vigorosa do hospedeiro (Locarnini et al., 2006). No 

caso da hepatite A, nenhuma mutação genética viral foi associada aos casos de 

ALF (dos Santos et al., 2009). Já para hepatite B, tanto mutações da região pré-

core do genoma viral quanto a reativação em casos de hepatite B crônica, ou uso 

de imunossupressores ou quimioterapia pode, ocasionalmente, levar ao 

desencadeamento da ALF (Mindikoglu et al., 2006). No entanto, fatores 

imunogenéticos do hospedeiro relacionados a este desfecho mais grave da 

doença ainda necessitam ser elucidados principalmente, nos casos de hepatite A 

onde poucas informações foram reportadas na literatura.  
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Quadro 1.4: Causas de falência hepática fulminante. 

Etiologia   
Virus das hepatites A e B 
Citomegalovírus 
Víris da Herpes simples 
Epstein-Barr vírus 
Paramixovírus 
Adenovírus 
Vírus da Dengue 

Infecciosas 

Vírus da Febre Amarela 

Doença de Wilson 
Deficiência de alpha-1-antitripsina 
Galactosemia Metabólicas 

Tirosinemia 

Exposição à drogras ou toxinas:   
Acetaminofeno 
CCI4 
Amanita phaloides a) Relacionada à dose 
Fósforo amarelo 

Halotano 
Isoniazida 
Rifampicina 
Tetraciclina 
Dissulfiram 
Síndrome de Reye (ácido acetilsalicítico) 
cetoconazol 
Anti-inflamatórios não hormonais 
Antitireoidianos, hidatoínas, alpha-
metildopamina 
Isqêmicas/hipóxia 
Doença venoclusiva 
Disfunção primária hepática pós transplante 
Choque hepático isquêmico 

b) Idiossincrática 

Insuficiência cardíaca 

hepatite auto-imune 
Doença de Still do adulto 
Linfoma 
Metásteses hepáticas 
Esteatose aguda na gravidez 
Hipertermia 
Hepatectomia parcial 

Outros 

Criptogênica 
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Ao longo dos últimos anos, a frequência relativa das causas da ALF evoluiu. 

As diferenças na etiologia entre países em desenvolvimento e desenvolvidos 

estão bem caracterizadas, a Europa e os Estados Unidos apresentam uma alta 

incidência de toxicidade por paracetamol levando a ALF junto com lesão hepática 

induzida por drogas devido a agentes de prescrição, menos comum, mas 

igualmente importante. Em contrapartida, Sul da Ásia, Hong Kong e América do 

Sul têm uma maior incidência dos vírus das hepatites, especificamente hepatite E 

no Paquistão, hepatite B em Hong Kong, e hepatite A na América do Sul (Acharya 

et al., 2002; Ostapowicz et al., 2002). 

 Um importante fator para a compreensão das características clínicas e o 

prognóstico da ALF é a relação do padrão de lesão, determinado pela etiologia, 

curso da doença e sua duração. Nomes diferentes foram aplicados, mas os 

termos hiperaguda, aguda e sub-aguda são muitas vezes utilizados (O’grady, 

1992). O período de lesão ativa nos casos de paracetamol e isquemias pode ser 

medido em horas, e é auto-limitado. Estes pacientes são caracterizados como 

tendo um padrão "hiperagudo”, e, em muitos casos, tem uma recuperação rápida 

apesar da falência múltipla de órgãos. Este padrão é muito diferente da maioria 

das outras formas de ALF, usualmente denominada "Aguda ou sub-aguda”,na qual 

o padrão de lesão evolui ao longo de 1-4 semanas, e não é auto-limitado, mas sim 

de longa duração. A lesão hepática induzida por drogas, pelas hepatite A e B, pela 

hepatite auto-imune e a maioria dos casos indeterminados terão um padrão sub-

aguda e uma pior taxa de sobrevivência (Bernal et al., 2015; O’grady, 1992). 

 Os resultados dos testes hepáticos diferem sensivelmente entre os 

pacientes. Os casos hiperagudos são caracterizados por baixos níveis de 

bilirrubina e níveis surpreendentemente elevados de aminotransferases, 

característica da necrose celular, como mecanismo patogênico primário (Tabela 

1.1). Em contrapartida, os pacientes sub-agudos têm transaminases séricas 

menores e maiores valores séricos de bilirrubina, decorrentes de uma lesão 

hepática mais gradual e num maior intervalo de tempo. Os mecanismos 

patogênicos variam provavelmente entre as etiologias, mas a apoptose e a 
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ativação da resposta imunitária adaptativa são importantes para a ALF (Bernal et 

al., 2015; O’grady, 1992). 

Tabela 1.1: Dados demográficos, laboratoriais e desfecho clínico de acordo com a etiologia de ALF, 
n=2000 adultos dos EUA 1998-2014. (Adaptado de Bernal et al., 2015) 

  APAP 
n=916 

DILI 
n=220 

Indeterminado 
n=245 

HAV 
n=36 

HBV 
n=142 

Outros 
n=441 

Idade (média em anos) 37 46 39 49 43 45 

Sexo (% de femininos) 76 69 59 44 44 71 
Icterícia ao coma (média de 
dias) 1 12 11 4 8 7 

Grau de HE  ≥3 (%) 53 35 48 56 52 38 

ALT (média em UI) 3773 640 865 2275 1649 681 

Bilirrubina (média em umol/L) 74 339 361 210 315 238 

Transplante (%) 9 40 42 33 39 32 

APAP -Paracetamol; DILI -dano ao fígado induzido por outras drogas; HAV – vírus da hepatite A; HBV -vírus da hepatite B; HE – 
encefalopatia hepática.   

 

 A ALF leva à deficiência funcional grave do fígado, com alteração de todo o 

seu metabolismo. A capacidade de metabolização de substâncias endógenas 

como hormônios, bilirrubinas, vitaminas e mesmo medicamentos encontra-se 

prejudicada. Diversos fatores de coagulação sanguínea, sintetizados no fígado e 

de meia-vida curta, também estão diminuídos na ALF, como o fator V e a atividade 

da protrombina. O mau funcionamento das células de Kupffer permite o livre 

trânsito de micro-organismos e endotoxinas provenientes do intestino, que 

alcançam a circulação sanguínea, piorando as funções metabólicas e favorecendo 

a instalação de infecções e a liberação de citocinas com graves consequências 

circulatórias, agravando ainda mais a doença (Shawcross et al., 2004). 

 Os primeiros sintomas não são específicos – náusea, mal-estar, fadiga. O 

sintoma que mais chama a atenção é a encefalopatia, que pode aparecer antes ou 

depois da icterícia. Vários fatores extra-hepáticos podem contribuir para a 

encefalopatia como hipoglicemia, hiponatremia, uremia, hipóxia e sepse. A 
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evolução da encefalopatia é classicamente descrita em quatro estágios, iniciando-

se com alterações de comportamento (grau I), distúrbios de sono-vigilância (grau 

II) e desorientação têmporo-espacial (grau III). Alternâncias de um grau para outro 

podem ocorrer em horas, evoluindo para estágios mais avançados como o pré-

coma e o coma hepático (grau IV). Em concomitância com o desenvolvimento de 

alterações neuropsíquicas próprias da encefalopatia hepática, é comum a 

instalação de infecções, insuficiência renal e hemorragias, sendo possível 

caracterizar a síndrome de falência múltipla dos órgãos (Hoofnagle et al., 1995). 

 Os fatores prognósticos da ALF podem ser estáticos ou dinâmicos. Têm 

sido considerados como fatores prognósticos estáticos a idade do paciente e a 

etiologia da ALF. Apesar da infeção pelo vírus da hepatite A e a intoxicação com 

paracetamol serem consideradas de melhor prognóstico, estas apresentam taxas 

de mortalidade ao redor de 50%. Já os casos de etiologia provavelmente viral, 

classificados como não A-E, bem como vários medicamentos, costumam ter pior 

prognóstico (O’Grady et al., 1989) (quadro 1.5). 

Quadro 1.5: Fatores prognósticos de falência hepática fulminante 

Fatores Mau Prognóstico 

Fatores Estáticos   

Idade < 10 ou > 40 anos 

Etiologia 
hepatites virais (exceto 

hepatite A), Drogas (exceto 
acetaminofen) 

Fatores Dinâmicos   

Nível de bilirrubina >18mg/dL 

Tempo de ação da Protrombina >100 segundos 

Fator V <20% 

Grau de Encefalopatia hepática grau IV 

Necrose hepatocelular extensa 

Complicações presentes 
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A terapia específica só pode ser instituída a partir da identificação etiológica 

da ALF. Na intoxicação pelo acetaminofeno, o uso de N-acetilcisteína deve ser o 

mais precoce possível, nas primeiras 10-24 horas. O tratamento desta 

enfermidade induzida pelo herpes simples é a administração de aciclovir 

(Montalbano et al., 2005). No caso da hepatite B, é indicado o uso de antivirais 

orais, como a lamivudina (em doses habituais) embora outros antivirais de ação 

rápida, como o entecavir sejam promissores. A correção dos fatores que possam 

levar à piora da lesão hepática e da encefalopatia, como hemorragias, hipóxia, 

alterações hemodinâmicas, hidroeletrolíticas ou do metabolismo ácido-básico, são 

urgentes e mandatórias. Embora, todas essas medidas possam ser aplicadas, o 

transplante hepático é o tratamento definitivo, capaz de salvar a vida desses 

pacientes (Bernal e Wendon, 2013). No quadro 1.6 encontramos o conjunto de 

medidas terapêuticas a serem tomadas nos casos de ALF. 
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Complicação Conduta terapêutica

Encefalopatia hepática, dieta hipoproteica 

Evitar sedativos

Lavagem intestinal

Lactulose (?) - evitar em caso de edema cerebral

Transplante hepático

Monitorar pressão intracraniana

Evitar movimentos

Evitar aspiração nasotraqueal

Cabeçeira a 45˚

Manitol

Controle constante da glicemia

Soro glicosado em perfusão contínua

Diálise

Hemofiltração

Monitorar gases arteriais

Intubação orotraqueal

Ventilação mecãnica

Hipotensão Dopamina

Culturas frequêntes

Antibioticoterapia

Plasma fresco/plaquetas

Fatores de coagulação

Bloqueadores de H2 / Inibidores de bomba de prótons

Quadro 1.6: Condutas terapêuticas nas diferentes manifestações clínicas da falência 
hepática fulminante.

Hipoglicemia

Edema Cerebra

Encefalopatia hepática

Insuficiência renal

Insuficiência respiratória

Infecção

Hemorragia
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2 – RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

Mundialmente, a infecção pelo HAV é a forma mais comum de hepatite 

aguda, sendo responsável por 1.5 milhões de novos casos a cada ano (Vaughan 

et al., 2014; Martin e Lemon, et al., 2006). Clinicamente, a infecção por este vírus 

segue um curso auto-limitado e assintomático em 90% dos casos de crianças  

infectadas até 5 anos de idade; em adultos, a doença é mais grave e prolongada. 

A ALF é uma complicação que apresenta uma taxa de mortalidade de até 80% 

dos casos não transplantados. A infecção pelo HAV é uma das causas mais 

importantes de ALF, ocorrendo em até 1% dos casos reportados (O'Grady et al., 

1993). No Brasil, assim como em outros países em desenvolvimento, as melhorias 

nas condições de higiene e saneamento tem contribuído para a mudança no perfil 

epidemiológico da hepatite A. Atualmente, devido a estas melhorias, houve um 

aumento no número de indivíduos suscetíveis no país e, consequentemente,  de 

surtos em faixas etárias mais avançadas, o que é preocupante, pois a doença 

tende a ser mais grave. 

A evolução clínica da hepatite A, assim como as outras hepatites virais, 

apresenta um estado dinâmico de interações entre o vírus e a resposta imune do 

hospedeiro. O curso natural dessas infecções varia muito entre indivíduos. 

Enquanto alguns pacientes apresentam extensão no quadro clínico com 

progressão mais rápida da doença hepática, outros têm um prognóstico 

relativamente benigno (Lee et al., 2013). No entanto, o mecanismo molecular 

responsável pela gravidade da doença não está bem compreendido (Vaughan et 

al., 2014).    

Na última década, o grupo de pesquisadores do Laboratório de 

Desenvolvimento Tecnológico em Virologia do Instituto Oswaldo Cruz buscou 

relacionar fatores virais aos diferentes padrões de infecções clínicas causados 

pelo HAV no Brasil (Dos Santos et al., 2009a, 2009b). Contudo, fatores 

epigenéticos do hospedeiro associados a essa infecção no país permanecem 

elusivos, principalmente em relação à ALF. 
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 Muitos fatores de risco têm sido avaliados com o objetivo de identificar 

pacientes que podem ter uma predisposição a um desfecho mais grave da 

doença. Os estudos epidemiológicos de surtos e casos esporádicos são 

importantes para investigar a disseminação do vírus e estabelecer diferentes 

fatores virais e socioambientais associados ao curso da infecção pelo HAV. Neste 

mesmo cenário, atualmente, estudos de caso-controle, de genes candidatos e de 

associações alélicas tem sido realizados com o objetivo de se investigar fatores 

genéticos do hospedeiro e o curso da doença  (Amini e Poustchi 2012; Mosbruger 

et al., 2010). 

Variações no desfecho clínico da hepatite A destacam a importância de se 

identificar os mecanismos subjacentes da patogênese viral e da progressão da 

doença, bem como, de se estabelecer os fatores genéticos do hospedeiro que 

poderiam contribuir para predisposição a ALF. A análise de mutações genéticas 

em genes-chave e a análise da relação com a ALF induzida pelo HAV promoverá 

uma melhor compreensão da patogênese da doença.  
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3 – OBJETIVOS 

Objetivo  Geral 

Estudar a variabilidade genética do HAV e o polimorfismo genético do hospedeiro 

em associação aos diferentes cursos clínicos da hepatite A 

Objetivos específicos  

3.1 – Avaliar, através de estudo transversal, a prevalência de marcadores de 

infecção aguda e passada em populações expostas ao HAV e possíveis fatores de 

risco a esta infecção. 

3.2 – Otimizar o método de PCR em tempo real e avaliar o potencial de 

oligonucleotídeos sintéticos como curva padrão para detectar, quantificar e 

acompanhar a infecção precoce pelo HAV. 

3.3 - Acompanhar a transmissão horizontal do HAV em ambiente domiciliar, 

através de métodos sorológicos e moleculares 

3.4 – Investigar os fatores moleculares e imunogenéticos do hospedeiro 

responsáveis pela diversidade na gravidade da hepatite A. 

3.4.1. Analisar o perfil genético de polimorfismos no gene INFL3 associado 

aos diferentes desfechos clínicos da hepatite A. 

3.4.2. Investigar a variabilidade genética do hospedeiro, incluindo 

polimorfismos genéticos do sistema imune, associados aos casos clássicos 

e de falência aguda do fígado (ALF) provocada pela infecção do vírus da 

hepatite A. 
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ABSTRACT. Virus-specific characteristics may be responsible for diseases 
outcomes, but currently host genetic characteristics have been associated with 
virologic response and treatment. In this setting, INFL3 gene, have examined the 
relationship between SNPs and disease course in hepatitis infected patients. 
However, whether INFL3 polymorphism influences the most severe hepatitis A 
cases is still unknown.  So, this study aimed to compare the genetic profile of 
INFL3 SNPs to different hepatitis A outcomes.  It was enrolled into the study 122 
patients: 101 acute and 21 acute liver failure. INFL3 polymorphism profiles were 
compared to different risk factors and only clinical outcomes were statistically 
associated (p<0.05). A statistic significant difference was observed among alleles 
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and genotypes frequencies for INFL3 rs8099917 between acute and ALF cases, 
regardless of viral genotype. Higher frequency of INFL3 TT genotype of rs8099917 
SNP was observed in acute HAV patients (72%), implying that INFL3 plays a role 
in viral control. Conversely, higher frequency of G allele of rs8099917 SNP was 
detected in patients with severe HAV outcome (52.4%); suggesting that INFL3 
plays a role predicting disease progression. Understanding how host factor 
influences the immune response to viral infection provides opportunities to control 
these diseases and for the development of effective therapeutics, which justifies 
the study of this locus. 
 

1- BACKGROUND 

 

 Hepatitis A virus (HAV) infection is the most common cause of acute 

hepatitis worldwide, causing 1.5 million new cases per year [1, 2].  

Hepatitis A infection is a dynamic state of the interactions between viruses 

and host immune response, and the natural course varies greatly among different 

individuals, while some patients had frequent hepatitis flares with more rapid 

progression of liver disease, others have a relative benign prognosis [3,4,5,6]. 

Despite advances in therapy and vaccine development, viral hepatitis 

infections still account for morbidity and mortality worldwide. Virus-specific 

characteristics such as viral load and genotype may be responsible for the disease 

outcome, but through these years host genetic characteristics have been 

associated with virologic response and disease outcome [7]. Several risk factors 

have been investigated with the aim of identifying patients who may be 

predisposed to a worse outcome. In this setting, gene-wide association studies, as 

INFL3 region, have examined the relationship between SNPs and disease course 

in patients with hepatitis infection. The variation on hepatitis A clinical outcomes 
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highlights the importance of identification of a mechanism underlying the 

progression of these viruses exposure for prevention against HAV-fatal liver 

disease [7]. 

The impact of genetic variation near the interferon λ-3 (IFNL3) gene, for 

response in HCV infected patients, was shown recently. Shortly after the discovery 

of the interferon λ-3, it was reported that these IFNs can inhibit HCV and HBV 

replication [8,9]. INFL3 plays an important role for the initiation and regulation of 

immune responses against HCV [11,12] and, therefore, does also can affect HAV 

infection, as observed for HCV?. 

INFL3 production is regulated at the genetic level, and the analysis of this 

cytokine gene polymorphisms and how they relate to HAV susceptibility and 

severity may help in our understanding of disease aetiopathogenesis [13] and 

outcome [14].  This study is a pioneer in the Brazilian population since, to date, no 

data on the association between IFNL3 genotypes and HAV infected patients was 

published in the literature. In addition, fulminant hepatitis cases have not been 

studied as the immunogenetic INFL3 SNPs level.  

 

2 - STUDY DESIGN 

2.1 Studied Population 

The studied population was composed by mixed-ethnic individuals routinely 

monitored by the Viral Hepatitis Ambulatory from Oswaldo Cruz Institute, between 

August 2011 and January 2013. Healthy control samples were obtained from 

Hebert de Souza Blood Bank patients, at Rio de Janeiro State University (UERJ). 
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Acute Liver Failure (ALF) samples were collected between 2004 and 2014 from 

patients with hepatic failure underwent liver transplantation at Rio de Janeiro. 

We evaluated 122 patients with different clinical patterns of disease, 

including 101 acute and 21 ALF HAV cases. All subjects enrolled in this study were 

native Brazilians and lived in the same geographical area, at Rio de Janeiro. The 

healthy controls were previously screening for HIV, Syphilis, hepatotropic viruses 

(hepatitis A, B, C, D and E), Chagas disease and HTLV I/II. They were included in 

the study to demonstrate the INFL3 polymorphism frequency in the health 

population. Acute patients were characterized by a self-limited hepatitis observed 

in a 6 months follow up.  Acute hepatitis A cases were considered by the presence 

of anti-HAVIgM (+). The study also included cases of ALF who developed clinical 

and laboratorial signals of liver failure (INR> 1.0, encephalopathy, flapping) 

between 7 days and 12 weeks after the onset of jaundice [4]. To exclude other host 

risk confounders involved in hepatitis A development, all patients selected were (1) 

free of other hepatic virus co-infection (2) or HIV co-infection, (3) hepatitis A  

vaccination, (4) not born in Brazil. 

 

2.2 Samples collection and testing 

Peripheral blood samples were obtained from all patients for serological and 

virological tests. 

All serum specimens were stored at -20ºC before testing. Viral hepatitis 

antibodies and antigens were assayed using ELISA commercially available kits, as 

manufacturer’s instructions (ETI- HAV-IgMKPLUS, DiaSorin, EUA; VikiaHBsAg, 
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Biomerieux, França; Anti-HBc, anti-HBcIgM, Biokit, Spain; anti-HCV, DiaSorin, 

Italian; anti-HEV BioKit, Spain).  

Viral genetic material was purified from serum samples using the QIAamp® 

RNA viral purification/QIAamp® (QIAgen, CA, USA), according to the 

manufacturer's instructions. HAV genotypes were determinate by sequencing the 

nested PCR products for VP1/2A region according to de Paula et al., (2001) [15] . 

 

2.3  INFL3 Genotyping 

 INFL3 polymorphism was accessed using buffy coat, extracted from 

peripheral blood collected in EDTA vacutainer tubes (BD, Franklin Lakes, USA). 

Genomic DNA isolated was accessed using GFX Genomic blood DNA purification 

kit (Amersham Biosciences, NJ, USA), as manufacturer’s instructions. 

Three INFL3 SNPs (rs12979860, rs12980275 and rs8099917) were chosen 

according to previous reports [7,10,17,18]. SNPs genotyping was performed using 

allelic discrimination assays from Applied Biosystems according to the 

manufacturer’s instructions. Genotyping for rs8099917 was performed using 

predesigned assays (ID C_11710096_10) [19]. The genotypes of rs12979860 and 

rs12980275 SNPs were tested using ABI TaqMan SNP genotyping assays. Before 

performing the PCR reactions, DNA was added with allelic discrimination assay 

mix and TaqMan Universal PCR mastermix to MicroAmp optical 96-Well reaction 

plates (Applied Biosystems). Briefly, PCR primers and two allelic-specific probes 

were used to detect a specific SNP target. Real-Time PCR reactions were 

performed using the ABI Prism 7300HT (Applied Biosystems). After preheating for 

10 min. at 95ºC, 40 cycles of 15 seconds at 95ºC and one minute at 60ºC followed. 
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Data were analyzed using the ABIPRISM SDS software v.2.2.1 (Applied 

Biosystems). 

 

2.4 Statistical Analyses 

Data were expressed as the mean ± SD or median (range) and n (%), as 

appropriate. Allelic and genotypic frequencies were calculated and compared to 

different risk factors - hepatitis type, group, clinical outcome, viral genotypes- using 

Epi-Info version 3.5.1 (CDC/OMS 1996 - http://www.cdc.gov/epiinfo/). In order to 

test Hardy-Weinberg equilibrium, observed and expected frequencies of various 

genotypes were compared by using Arlequin 

(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3). The chi-square test with Yates’ 

correction was used to compare allele and genotype frequencies among groups. 

Fisher exact test were used when appropriated. The odds ratio (OR) was 

calculated to indicate the associated risk and presented with 95% confidence 

intervals (CI). A p value<0.05 on a two-tailed test was considered statistically 

significant. 

 

3 - RESULTS 

3.1 Patients non-genetic data 

The sociodemographic characteristics showed that the subjects enrolled into 

the study were 53.3% (n=65) male and 46.7% (n=57) female. The mean age of the 

subjects were similar between groups: 20 ± 10.9 years old (median, 18) for acute 

and 22.6 ±14.6 (median, 21) for ALF. Genotype analysis showed that all HAV 
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infected subjects presented genotype I. INFL3 SNPs had no association to viral 

genotypes (p=0.086) when data between groups were compared.  

 

3.2 Host INFL3 genotypes and its association with hepatitis clinical outcomes 

No departure from the Hardy-Weinberg distribution was observed for each 

genotype (p>0.05) in control subjects and in patients with hepatitis A infection. 

Genotyping of rs12979860, rs12980275, and rs8099917 in the acute and ALF 

groups were successfully performed, except for one sample from an acute patient.  

Statistic results showed that only clinical outcome were significant associated 

with INFL3 SNP rs8099917 p=0.043. The distribution of IL-28B gene genotypes 

and alleles are shown in Table 1. 

Irrespective of group, rs8099917 TT genotype was the most frequently 

identified in more than 67.0% of patients followed by rs12980275 AG and 

rs12979860 CC (44.3%); whereas, rs8099917 GG was the less frequently one 

(0.02%). rs8099917 GG genotype was observed in only two subjects of the acute 

group and it was not observed in any patient with ALF outcome.  

Comparing acute and ALF subjects, it could be observed that only the 

frequency of rs8099917 genotypes were different among these groups (p=0.04). 

The frequency of rs8099917 TT genotype was significant higher in acute than in 

ALF patients (72.7%/47.6%, 72/10), while for rs8099917 TG an inverse proportion 

occurred (25.3%/52.4%, 25/11). Allelic frequency of this SNP demonstrated that 

rs8099917 G allele was presented almost three times more in ALF subjects than in 

acute ones.  
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4 - DISCUSSION  

Many efforts have been made to optimize treatment of severe hepatitis A cases 

through patient preselecting based on outcome predictors, but the use of both 

host- and virus-related as isolate variables that predict immune response have not 

proved to be clinically useful [20]. The polymorphisms near the INFL3 gene, which 

encodes for IFN-λ3 and may be implicated in the modulation of innate immune 

response, were found to be significantly associated with treatment-related 

resolution of chronic viral hepatitis C [21]. Scientists from Europe and America add 

INFL3 genotyping into the guideline for HCV diagnosis and treatment [21], but little 

is known about the importance of these INFL3 polymorphisms for HAV infected 

patients, mainly in ALF patients. Until the present time, no study associated INFL3 

polymorphism and HAV outcomes.  What is difficult to prove is the wide individual 

variability of outcomes in the natural history of these diseases, for which genetic 

factors are likely to play a role [22,23]. 

 Optimization of therapeutic algorithms, based on an accurate patient 

preselecting by response predictors, might help in overcoming fail treatment and 

avoiding the death cases caused by ALF. INFL3 genetic preselecting patient factor, 

as shown by Lampertico et al. (2013) [20], has major advantages over classical 

constitutional or virus-related outcomes predictors, since may vary during the 

natural course of hepatitis, imposing a close patient monitoring to detect the 

appropriate timing of intervention. 

 In our study, to determinate the potential influence of the INFL3 

polymorphism on HAV infection outcomes in a natural history setting, we 

genotyped three polymorphisms (rs12979860, rs12980275, and rs8099917) in  two 
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groups comprising subjects who spontaneously cleared HAV infection (acute) and 

who presented ALF induced by HAV.  

 Compared to some previous studies [24,25], our results demonstrated that 

INFL3 polymorphisms are significantly associated with HAV outcomes. Higher 

frequency of INFL3 rs8099917 polymorphism variant alleles was detected in 

patients with severe hepatitis A outcomes, implying that INFL3 plays a role in 

disease progression. Conversely, higher frequency of INFL3 rs8099917 TT 

genotype was observed in acute hepatitis A patients, suggesting that INFL3 plays 

a role in viral control. 

  Fathy and collegues reported that patients with TT genotype showed 

significantly higher sustained virologic response (SVR) rate than minor allele 

(TG/GG) carriers (74% vs. 26%, P=0.004). Logistic regression analysis revealed 

that TT carriers had 2.8 higher chance for SVR achievement than G allele carriers 

TG/GG (OR=2.8, 95% CI=1.4-5.6, P=0.004), as similar observed in our study. 

Although the mechanism by which INFL3 influences the response to hepatitis A 

viral infection has not been elucidated in our study, it is likely that the relationship is 

not specific to HCV infection.  

 This is the first Brazilian study to focus on the INFL3 polymorphism to 

hepatitis A infection outcome. Thus, these results complement the data already 

published in the literature since reports the INFL3 polymorphism profile in a mixed-

ethic population and do not focus on a specific community with homogenous ethnic 

groups. This is also the first study to report the association between IFNL3 

genotypes and ALF patients that tried to fetch an immunogenetic explanation for 

those patients who develop abruptly acute fulminant outcome.Therewith, It was 
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observed evidences of INFL3 SNPs influence on hepatitis A outcomes. 

Understanding how the host factor influences the immune response to viral 

infection provides new future opportunities to control these diseases and for the 

development of effective therapeutics, which justifies the study of this locus. 
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ABSTRACT. Upon hepatitis A virus (HAV) infection, most cases develop mild or 
asymptomatic disease. However, some patients can progress to a serious, life-
threatening disease characterized by rapid deterioration of the liver, hepatic 
encephalopathy, and coagulopathy known as acute liver failure (ALF). HAV 
infection features a dynamic interplay of viral and host factors that in conjunction 
are responsible for a wide range of disease outcomes. Rare hepatitis A clinical 
presentations have been associated with host-specific factors. Thus, molecular 
identification of predisposing alleles for HAV severe disease is important for patient 
management. Here, twenty eight human nucleotide variations, including single 
nucleotide polymorphisms (SNP) and insertions, associated with HAV infection 
were characterized in a cohort of ALF and classical HAV cases. No single 
polymorphism was shared by ALF cases. Data mining analysis suggested that 
eight SNPs were found to be in statistically significant association with clinical 
outcome of hepatitis A. These eight significant SNPs were: TGFbeta1 rs1800469; 
ABCB1 rs1045642; IL10 rs1800871 (IL10b); and TNF-alpha rs1799964 and 
rs1800630 (TNF-alpha a and b). Understanding how host factor influences the 
immune response to viral infection provides opportunities to control these diseases 
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and for the development of effective therapeutics, which justifies the study of this 
genes 
 
Keywords: Acute liver failure; hepatitis a; nucleotide polymorphism. 

 

1. BACKGROUND 

 Hepatitis A virus (HAV) infection is the commonest cause of acute hepatitis 

worldwide, representing an important public health problem. It is estimated that 1.5 

million cases of HAV infection occur every year [1,2]. The natural course of 

infection greatly varies among individuals, and while most patients are presented 

with a relatively benign disease [3] 3, some can progress to an unusual, severe 

liver disease and death4-7.[4-8]. Acute liver failure (ALF) is characterized by rapid 

deterioration of the liver, hepatic encephalopathy, coagulopathy and death. 

Approximately, 0.5-1% of acute HAV infections result in ALF [9,10] 10. HAV 

infection features a dynamic interplay of viral and host factors that in conjunction 

determine disease outcome. Nevertheless, the molecular mechanisms responsible 

for the wide range of HAV-related disease presentation are not completely 

understood [11[ 11.  

 Predisposition to unfavorable disease outcome has been studied in HAV 

acute infected patients. Several studies suggest that host genetic factors may play 

an important role in clinical presentation of HAV infection. Indeed, development of 

ALF upon HAV infection among member of the same family supports the role of 

host factors [12,13]. Certain alleles in the CYP2E1 gene are more frequent in HAV 

cases, and have been associated with an increased risk of liver disease [14] 14. 

Moreover, ALF cases exhibit higher frequencies of genetic polymorphisms in 
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positions -1031C and -863A in the tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) 

promoter region [15] 15. Other genetic susceptibility factors predisposing to severe 

forms of HAV-induced hepatitis have been reported in HAV-induced ALF in 

children. The study identified a 6-amino-acid insertion in the virus cellular receptor, 

TIM1/HAVCR1, associated with severe liver disease [16] 16. Genome-Wide 

Association Study (GWAS) analyzing the relationship between infection, disease 

progression and patient's background under different scenarios linked 

polymorphisms in ABCB1, TGFB1, and XRCC1 genes with susceptibility to HAV 

infection in Mexican Americans [17] 17. Recently, whole human genome 

sequencing of unrelated HAV-associated ALF cases identified several candidate 

alleles. Polymorphisms in MST1R, DNAH12, GPC1, NCR3LG1, NFATC4, RELN, 

STXBP1, TTC40 genes, all important genes in hepatic physiology, were associated 

with ALF [18] 18.  

 Variations on hepatitis A clinical outcomes highlight the importance of 

identifying the underlying mechanisms of viral pathogenesis and disease 

progression as well as, establishing the host genetic factors that could contribute to 

ALF predisposition. Analysis of genetic mutations, such as single nucleotide 

variations - SNVs and INDELS, in key genes and examination of their relationship 

to HAV-induced ALF will further our understanding of disease pathogenesis. Here, 

all twenty eight human nucleotide variations reported in the literature, including 

single nucleotide polymorphisms (SNP) and insertions, associated with HAV 

infection were characterized in a cohort of ALF and classical HAV cases. 

 

2. STUDY DESIGN 
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Patients and controls 

 The coohort included individuals routinely monitored by the Viral Hepatitis 

Ambulatory from Oswaldo Cruz Institute, between August 2011 and January 2013. 

Ethical permission for collecting and testing samples was provided by the Oswaldo 

Cruz Foundation Ethical Committee (222/03) which complied with standards of the 

Helsinki Declaration and current ethical guidelines. A written informed consent was 

obtained from each participant for genetic material usage before enrollment in the 

study. A total of 64 samples were analyzed in this study, 27 ALF cases (12 non-

viral, 11 HAV ALF and 4 HBV ALF) and 37 classical HAV cases. Blood samples 

from 27 ALF cases, according to O'Grady et al., 1993 [19] criteria19, who 

underwent liver transplantation were collected between 2004 and 2010. Briefly, 

whole blood from each individual was obtained by venipuncture, centrifuged and 

serum aliquots were stored at −70°C until use.  Viral hepatitis antibodies were 

assayed using commercially available ELISA kits, following the manufacturer’s 

instructions. Acute viral hepatitis patients were characterized by self-limited 

hepatitis during a 6 months follow up. HAV cases were identified by the presence 

of anti-HAV IgM antibodies (ETI- HAV-IgMKPLUS, DiaSorin, USA).  

  

Viral genotyping 

 Viral genomes were purified from serum samples using the MagNA Pure LC 

system. HAV RNA was submitted to One-Step RT-PCR (QIAGEN, Valencia, CA, 

USA) using primers for the HAV VP1/2A junction (Table 1). PCR products were 

used as templates for Nested-PCR using internal primers (Quanta BioSciences). 

PCR amplification was conducted in a LightCycler 480 (Roche) and melting curve 
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analysis was performed to identify positive samples. Sequencing (both DNA 

strands) was carried out with the corresponding internal primers. Sequence contigs 

were assembled SeqMan Pro software (DNASTAR inc). Viral genotypes were infer 

by neighbor-joining phylogenetic analysis using MEGA v5 software package [20] 20 

with 1000 bootstraps replicates.  

 

DNA extraction and host polymorphism genotyping 

 Genomic DNA was extracted from whole blood using an automated system 

(MagNA Pure LC system; Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) and the 

Total Nucleic Acid Isolation kit® (Roche), according to the manufacturer's 

instructions. Polymorphisms at selected positions were amplified by polymerase 

chain reaction (PCR), using their respective primers sets (Table 1). Sequencing 

was carried out in an automated 3100 genetic analyzer (Applied BioSystems, 

Foster City, CA) using Dye Terminator (Applied Biosystems) following the 

manufacturer’s instructions. Chromatograms were analyzed using SeqMan Pro 

software (DNASTAR inc., Madison, WI, USA) and genotypes were determined by 

the characteristic nucleotide peak. Double peaks were interpreted as heterozygote 

and single peaks as homozygote genotypes. 

 

Data mining Analysis 

  The data mining algorithms was applied to extract association rules 

between variations of the DNA sequence and disease outcome, i.e. ALF. For the 

process of generating association rules, we used a tool [21] 21 previously 

developed by our group. In this tool, the algorithm AprioriMR was chosen for data 
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mining due to its higher stability when applied to multiple attributes. The analysis 

contained 64 records and 40 attributes, three related to the disease ("Outcome", 

"Etiology" and "Fulminant cases") and 28 related to genetic polymorphisms.  The 

effectiveness of the tool was verified through experimental tests and parameters 

set at 40%. After data standardization, the base contained 96 attributes, of which 

84 were related to the SNPs. Association rules were generated using 6 attributes 

at a time: Outcome: State patient; Etiology: Hepatitis Type; Fulminant cases: 

Disease Severity; SNP: genotypes; SNP_esq: allele_1; and SNP_dir: allele_2. The 

generated rules were subjected to a filter, where redundant or irrelevant results to 

the initial goal were removed through the use of inclusive or restrictive templates, 

in which inclusive templates represent the desired result, i.e., the general format of 

rules to be generated. Finally, information from the association was obtained as 

support values (frequency of simultaneous occurrence) and confidence, which 

informs the frequency of survivals on the occurrence. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

Socio-demographic and epidemiological data 

 The baseline clinical and biochemical characteristics of the cases and 

healthy controls in the study groups were summarized in Table 3. It was 

investigated the distribution all polymorphisms current described in the literature 

that seem to e associated with ALF outcome. It was examined 27 patients with 

viral and non-viral ALF and 37 controls in a cross-sectional case-control study.  

The 27 ALF patients had severe liver insufficiency and underwent to liver 

transplantation. Viral ALF A (HAV infection) were diagnosed by serology, without 
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other apparent causes for ALF. Samples included in this study were tested by 

qualitative PCR for HAV VP1/2A junction. Genotype analysis showed that all 

hepatitis A patients were infected by genotype IA.  

 

Host-genetic data 

 Eight SNPs were found to be in statistically significant association with 

clinical outcome of hepatitis A (Table 3). These eight significant SNPs were: 

TGFbeta1 rs1800469; ABCB1 rs1045642;  IL10 rs1800871 (IL10b); and TNF-alpha 

rs1799964 and rs1800630 (TNF-alpha a and b). 

 Data mining analysis showed, for the TGFbeta1 rs1800469 polymorphism, 

9.4% of all patients presented together the T/T genotype and acute liver failure 

outcome. Of all patients, who presented T/T genotype for TGFbeta1 rs1800469 

polymorphism, 85.7% were referred to transplant due to ALF outcome. C/T and 

C/C genotypes were more prone to auto-limited hepatitis, 64.3% of individuals with 

C/T genotype and 46.4% with C/C genotypes presented acute outcome. TGFbeta1 

is a multifunctional cytokine that regulates proliferation and differentiation of a wide 

variety of cell types. It plays a crucial role in the pathogenesis of liver injury during 

acute hepatitis A infection. As observed by Zhang and colleagues (2012), 

individuals carrying the functional T allele of TGFbeta1 rs1800469 are more prone 

to have been infected with HAV.  The TT genotype of TGFB1 rs1800469 (C-509T), 

located at nucleotide -509 in the TGFbeta1 promoter, is associated with higher 

plasma levels of TGFB1 with C-509T responsible for 8.2% of additive genetic 

variance (Grainger et al., 1999). The T allele of C-509T alters TGFbeta1 

transcription activity by influencing affinity of transcription factor Yin Yang 1 for its 
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promoter (Silverman et al., 2004). Excessive release of TGFbeta1 in serum during 

acute hepatitis A infection can markedly inhibit antigen-specific T cell activation 

and proliferation as well as humoral response (Li et al., 2006). This may explain 

why carriers of the TGFbeta1 rs1800469 TT genotype are more prone to ALF 

outcome.  

 For ABCB1 rs1045642 SNP, TT genotype was predominantly observed in 

acute cases, 63.6% respectively. This fact could be explained because ABCB1 

gene is involved in multidrug resistance and antiapoptosis. Up-regulated 

expression of ABCB1 in human hepatocytes and bile ductules in viral hepatitis may 

offer protection against the accumulation of toxic bile constituents and render these 

cells resistant to oxidative stress. Individuals with one or two copies of T allele 

seems to be less prone to HAV infection, suggesting that ABCB1 rs1045642 may 

affect the individual’s susceptibility to HAV infection via the protective effect of 

ABCB1 in liver during viral hepatitis (Zhang et al., 2012).  

 Approximately 50% of the observed interindividual variability in IL-10 

production can be explained by genetic factors (Reuss et al., 2002). The 

polymorphisms in the promoter region of the IL-10 gene on chromosome 1 (1q31) 

determined the variability in IL-10 production (Eskdale et al., 1998). The proximal 

promoter contains three common single nucleotide polymorphisms (SNPs) at 

positions 1082 (rs1800896, A/G), 819 (rs1800871, T/C), and 592 (rs1800872, A/C) 

bp from the transcription start site. As IL-10 expression levels seem to be important 

for the pathophysiology of ALF, naturally occurring sequence variations in the IL-10 

gene promoter may impact liver damage and potentially disease progression of 

ALF. It was reported that serum IL-10 levels were higher in individuals with ALF 
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than in those with hepatitis or healthy controls (Yumoto et al., 2002), and a 

significant rise in IL-10 secretion was seen in monocytes from patients with ALF 

(Antoniades et a., 2007). There is a biphasic response to IL-10 secretion, where an 

early rise is paralleled by release of pro-inflammatory mediators (Osuchowski et 

al., 2006), the second peak in IL-10 occurs in the later stages of endotoxaemia, 

leading induce monocyte deactivation (van Dissel et al., 1998). During the 

pathophysiological progression of ALF, monocyte deactivation is associated with 

the exacerbation of liver inflammation and poor outcome (Antoniades et al., 2005). 

 Regarding IL-10 polymorphisms, only IL-10 rs1800872 (“IL-10c”) showed 

significant association in data mining analysis of the present study. The AA 

genotype for IL-10 rs1800872 polymorphism was observed in 61.5% of acute 

cases; and AC genotype in 59.1% of the ALF patients.  This association is similar 

to Yan and colleagues (2009) findings in their HBV-related acute liver failure study. 

Their results showed the A-592C polymorphism is a nuclear protein binding site, 

and the disease susceptible of -592C allele had a higher transcription activity 

compared with -592A allele. -592C allele was associated with higher luciferase 

reporter gene activity and IL-10 protein production, and the high circulating levels 

of IL-10 was suggested as a marker of ALF with viral and nonviral aetiology.  

 Data mining analysis showed, for all subjects who presented TC genotype 

for the TNF-alpha  rs1799964 (TNF-alpha a, T-1031C) polymorphisms,  58.3% 

presented ALF outcome compared to 34.6% of acute cases. On the other hand, for 

all subjects who presented CA genotype for the TNF-alpha rs1800630 (TNF-alpha 

b, C-863A) polymorphism, 55.6% presented ALF outcome compared to 33.3%of 

acute cases. Tumor necrosis factor (TNF) is an inflammatory cytokine that may be 
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associated with massive hepatic necrosis. In a mouse model of fulminant hepatitis, 

TNF played an important role in mediating the death of hepatocytes, and anti-TNF 

antibody inhibited injury (Trautwein et al., 1998). There are variations in the 

production rates of cytokines among individuals. Some of the individual differences 

in cytokine production may be related to polymorphisms in the cytokine genes 

themselves, or in genes that regulate cytokine gene transcription. Higuchi and 

colleagues (1998), reported that in vitro stimulated mononuclear cells from 

Japanese individuals with -1031C and -863A alleles produced higher 

concentrations of TNF-α than such cells from individuals who had the -1031T and -

863C alleles. In the present study, ALF patients had higher frequencies of positions 

-1031C and -863A in the TNF-α promoter region. It seems likely that positions -

1031C and -863A in the TNF-α promoter region are important for TNF production 

and the prognosis of TNF-related disease. 

 

4. CONCLUSION 

 Thus, it was observed that specific polymorphisms of the TGF-beta1, 

ABCB1; IL10, and TNF-alpha genes can influence the clinical outcomes of 

hepatitis A. Understanding how host factors influence the immune response to viral 

infection offers new opportunities to control hepatitis A and for the development of 

effective therapies, which justifies the study of these genes. 
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Target Gene Chromossome Foward primer Reverse primer

Viral Genome

VP1/2A HAV PCR 2822 3277 GACAGATTCTACATTTGGATTGGT CCATTTCAAGAGTCCACACACT 

VP1/2A HAV Nested 2847 3234 CTATTCAGATTGCAAATTACAAT AACTTCATTATTTCATGCTCCT 

Human Genome

TGFBeta1 19 41354241 41354541 GGTCGCAGGGTGTTGAGTGACAG AGGGTCTGTCAACATGGGGGC

XRCC1 19 43553272 43553572 CTTGCGGGACCTTAGAAGGTGACA CCCCTCTACCCTCAGACCCACG

ABCB1 (MDR1) 7 87509179 87509479 GAATGTTCAGTGGCTCCGAGCAC CCCAGGCTGTTTATTTGAAGAGAGACTTAC

TIM1 (HAVCR1) 5 157052415 157052715 TCCAACCGTCACGACTGTTCGA GTTGTCGTTGAAACAGTCATTGTCGTC 

CYP2E1 10 133534890 133535190 CCTATTGGGCTCAAGCGATCCTC GGCCAGGAAGGTCTCGAACTCC

TTC40 10 134739938 134740238 AGCACCCTCAAGCCTGGGACA AAACTGTTTATATCTGCAGGATCCTGGG

RELN 7 103234629 103234929 CATCATGCTATTGTGCTTAACTTGCCTT GCCTTCCAAGTATGCCAAGTTGTCA

NCR3LG1 11 17390293 17390593 AGCAGCAGTTGTGTGGTTTCTCTGG CACAGGGCTGAACTTTGCTTTGG

STXBP1 9 130422193 130422493 CACAGTCCGTCCACTCTCTCATCAGT CCTGCCTTAGTTTTGGCTCAGCC

GPC1a 2 241404368 241404668 CAGCCACCTCTCACACCCCCT AGCTCTGGCTCCGTGTCTTCACTC

GPC1b 2 241404912 241405212 CGGGTGAGCACCTGCGGA CATCGAAGCTGCGCAGCTGG

GPC1c 2 241405532 241405832 TATAGGCATGCGCCATCACGC TTCATTATATCAGAACAAGGATCTCTGAGGAAAG

DNAH12a 3 57391441 57391741 GGCTTCATAATCATATGAGCCAATTCCT GCATAATGTTCAGCACCAGAGACTGATAA

DNAH12b 3 57457095 57457395 CTAATTTGTCTTCCTGTTTTCACACCTCC GAGAACTGGGGATTTGGGAGATCC

MST1Ra 3 49924622 49924922 AGGAACAAGGTGGAGGGCCACT GTGCAGCTGCCAGCAACCTACAT

MST1Rb 3 49933311 49933611 TAGGCCCTCTGCCCGTGTTTC GCAGTATATTGGGCTGGGCGC

NFATC4 14 24838751 24839051 GAGTGAGCAAGATTGAGCATAAACAGCTAC GGCCTGTTGGACTTTTTATGATCTGG

HLA-DQA1 6 32636445 32636745 TGAGCACTTGAGAAGAACTTACCCAGC GGAATTTTTCCCTGAGTTGATTTCCC

ESR1a 6 151807792 151808092 TCTGAGCCTTCTGCCCTGCG TTGCTGCTGTCCAGGTACACC

ESR1b 6 151842050 151842350 TCCAGGGTTATGTGGCAATGACG TTATTTCAGAACCATTAGAGACCAATGCTC

IL-10a 1 206773402 206773702 AGCAACACTCCTCGCCGCAA GGGGTGGAAGAAGTTGAAATAACAAGG

IL-10b 1 206773139 206773439 TTTCATTCTATGTGCTGGAGATGGTGTAC ATATGCTAGTCAGGTAGTGCTCACCATGAC

IL-10c 1 206772912 206773212 GGTGGGGGACAGCTGAAGAGGT CAAGTAAAAATGAGGGGGTGGGCTA

TNF-alpha(a) 6 31574381 31574681 GGATAAGGGCTCAGAGAGCTTCAGG CCCCAGAGGTCTCCTGTAACCCAT

TNF-alpha(b) 6 31574549 31574849 TAGCGGCTCTGAGGAATGGGTTAC CTTCTTAAACGTCCCCTGTATTCCATACC

miR-164a 5 160485261 160485561 CAGGCCTGGACTGCAAGGAGG TGAGACTCTGCCTTCTGTCTCCAGTCT

TLR3 4 186082770 186083070 CAATTTCATTAAGGCCCAGGTCAAGTAC TGCCTCACTCCCCAAGATTGATG

TANK 2 61138465 61138765 GAAGTAACTAGACATTGCTCTAGGTCCCCA CACTCACCCACTCCCATCTCTTCAC

Table 1- Viral and host genome primers sequences used in the present study.

Inicial genome 

position 

Final genome 

position 
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Gene Chr Location rs Number Population Associated allele Association Reference

TGFBeta1 19 41354391 rs1800469 Mexican Americans C/T Zhang et al., 2012.

XRCC1 19 43553422 rs1799782 Mexican Americans C/T Zhang et al., 2012.

7 87509329 rs1045642 Mexican Americans C/T Zhang et al., 2012.

5 157052565 - Argentinean i ns MTTTVP Kim et a l., 2011

CYP2E1 10 133535040 rs6413432 Indian A/T Prognostic marker for assessing the predisposition of patients to liver disease. Deka et al., 2010

TTC40 10 134740088 rs118132336 T/A
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

RELN 7 103234779 - T/C
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

NCR3LG1 11 17390443 rs78608838 C/A
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

STXBP1 9 130422343 - C/T
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

GPC1 2 241404518 - C/TT
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

GPC1 2 241405062 - G/A
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

GPC1 2 241405682 - C/G
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

DNAH12 3 57391591 - T/C
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

DNAH12 3 57457245 - C/T
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

MST1R 3 49924772 - G/A
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

MST1R 3 49933461 - C/T
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

NFATC4 14 24838901 - A/AGGGGGTGCT
Prognostic marker for HAV acute liver Failure.

Long et a l., 2014

HLA-DQA1 6 32636595 rs9272346 Chi nes e G/A May confer a protective effect against Acute Liver Failure  in women Yu et a l., 2014

ESR1 6 151807942 rs2077647 Chi nes e T/C
[c.30 C; c.453-397 C] haplotype may be a risk factor for genetic susceptibility to HBV-related ALF

Yan et a l., 2012

ESR1 6 151842200 rs2234693 Chi nes e C/T
[c.30 C; c.453-397 C] haplotype may be a risk factor for genetic susceptibility to HBV-related ALF

Yan et a l., 2012

IL-10 gene 1 206773552 rs1800896 Chi nes e A/G Yan et a l., 2009

IL-10 gene 1 206773289 Chi nes e C/T Yan et a l., 2009

IL-10 gene 1 206773062 rs1800872 Chi nes e A/C Yan et a l., 2009

TNF-alpha 6 31574531 rs1799964 Chi nes e C/T Tsuchiya  et a l., 2004

TNF-alpha 6 31574699 rs1800630 Chi nes e A/C Tsuchiya  et a l., 2005

miR-164a 5 160485411 rs2910164 Chi nes e C/G The GG genotype is reversely associated to Acute-on-chronic liver failure Jang et el., 2013

TLR3 4 186082920 rs3775291 - C/T Risk factor for the development of Acute-on-chronic liver failure Rong et a l., 2013

TANK 2 61138615 rs3820998 Chi nes e G/T G>T variant is a protective factor in the development of Acute-on-chronic liver failure Song et a l., 2012

Chr -Chromossome

Table 2 – Host genetic polymorphisms  associated to Acute liver Failure outcome included in the present study.

Increased risk of HAV infection, It plays a crucia l role in the pathogenesis of liver injury during acute 

hepatitis  A infection.

Increased risk of HAV infection, it is a major DNA repair gene involved in efficient repairs of single-strand 

DNA breaks and base excision to correct DNA damage caused by oxidative stres s and inflammation.

ABCB1             

(MDR1)

Decreased risk of HAV infection, Up-regulated expression of ABCB1 in human hepatocytes and bile ductules 

in vira l hepatitis may offer protection against the accumulation of toxic bile constituents and render these cells 

resistant to oxidative stress.

TIM1               

(HAVCR1)

Susceptibility to severe hepatitis A virus infection, TIM-1 protein conta ining the 157insMTTTVP insertion 

polymorphism bound HAV more efficiently. Tim-1 has been found to be an important T cell costimulatory 

molecule that regulates the activation of and the induction of tolerance in T cells. 

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

As ia n, White  and 

La tino

Variant were significantly higher in HBV-related ALF patients than in blood donors and 

asymptomatic HBV carriers

rs3021097/ 
rs1800871

Variant were significantly higher in HBV-related ALF patients than in blood donors and 

asymptomatic HBV carriers

Variant were significantly higher in HBV-related ALF patients than in blood donors and 

asymptomatic HBV carriers

The allelic frequencies of positions -1031C and -863A in the ALF patients were significantly 

higher compared to findings in control subjects

The allelic frequencies of positions -1031C and -863A in the ALF patients were significantly 

higher compared to findings in control subjects



 

 

Social, Clinical and Virological data Host polymorphism genotyping

Identificaiton Age Gender HE* Outcome ALT AST INR** Etiology Outcome TGFBeta1 XRCC1 TTC40 RELN NCR3LG1 STXBP1 GPC1b GPC1c DNAH12a DNAH12b MST1Ra MST1Rb NFATC4 HLA-DQA1 ESR1a ESR1b IL-10b IL-10c miR-164a TLR3 TANK

FHN-1 22 F 2 SURVIVAL 381 567 3,3 Non-viral ALF ND CC CC CC TA TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG CT TC AC CT AC CC

FHN-2 20 F 2 SURVIVAL 314 562 2,1 Non-viral ALF ND CC CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC CC TC AC CC AC GG

FHN-3 6 M 4 SURVIVAL 292 357,5 7, 8 Non-viral ALF ND CC CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TC CT TC AC CT AC CG CT GG

FHN-4 52 F 3 DEATH 283 410 6,8 Non-viral ALF ND CC CC TT TT CC CC TT CC GG CC No GG TT CC TC AC TT CC CG

FHN-5 20 F 2 DEATH 122 412 18,2 Non-viral ALF ND CC CT TT TT CA CC GG CC TT CC GG CC No GG TC CT TT AA TT CC CG CC GG

FHN-6 48 F 4 DEATH 572 3038 1,7 Non-viral ALF ND CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG CC TT TT AA CT AC CG

FHN-7 F ND ND ND ND ND Non-viral ALF ND CC CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TC CT CC CC TT CC CC

FHN-8 11 F 1 SURVIVAL 1842 1662 3,5 Non-viral ALF ND CC CC TT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG CT CC CC TT CC CG

FHN-9 27 F 4 DEATH 2667 5888 4,8 Non-viral ALF ND CC CT AA TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA CT CC TT AC GG CC

FHN-10 9 F 2 DEATH 1806 1490 8,8 Non-viral ALF ND TT CC CT TT TT CA CC GG CC TT CC GG CC No GG TT TT TC AC CT CC CG

FHN-11 14 F 3 DEATH 1393 1773 ND Non-viral ALF ND CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC CT CC CT CC GG TT GG

FHN-12 32 F 4 DEATH 1033 642 6 Non-viral ALF ND TT CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC CT TC AC CT AC GG

FHB-1 26 M 4 DEATH 810 458 3,5 hepatitis B ALF A1 CC CT TA TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG CC CC CC CC CT CC CG CT GG

FHB-2 31 F 2 SURVIVAL 314 562 2,1 hepatitis B ALF A1 CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG CC TC AC CT CC CG

FHB-3 45 M 3 SURVIVAL 700 530 7,5 hepatitis B ALF A1 TT CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TT CT TC AC CT AC CG CT GT

FHB-4 64 M 4 DEATH 775 1003 14,6 hepatitis B ALF D3 CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TT CT CC CC CT AC GG

FHA-1 ND ND ND ND ND hepatitis A ALF IA CC TT AA TT CC CC GG CC CC GG CC No GG CT CC CC TT

FHA-2 47 M 4 DEATH 1709 2638 1,5 hepatitis A ALF IA CC CT CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG No GG TC CT TC AC CT AC GG

FHA-3 7 M 2 DEATH 1562 5611 2,5 hepatitis A ALF IA CC TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TT CT TT AC TT CC GG

FHA-4 1 F 2 DEATH 668 171 6,3 hepatitis A ALF IA TT CC CC No

FHA-5 5 F 4 SURVIVAL 326 331 6,7 hepatitis A ALF IA CC CC CT AA TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TC TT CC CC TT CC GG GT

FHA-6 17 M 2 SURVIVAL 200 120 1,7 hepatitis A ALF IA TT CC TT TT CC CC CC TT CC GG No GG TT TT AA TT CC CG

FHA-7 14 M 4 DEATH 877 1790 4,3 hepatitis A ALF IA CC CC TT TT CC CC GG No CC CT CC CC CT CC TT

FHA-8 14 M 4 DEATH 313 330 8,6 hepatitis A ALF IA CC CC CT TT TT CC CC GG CC CC GG No GG TT TT TC AC TT CC GG

FHA-9 10 M 2 SURVIVAL 305 52 1,5 hepatitis A ALF IA TT CC CT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TT TT TC AA CT CC GG TT

FHA-10 28 F 4 DEATH 16 93 2,2 hepatitis A ALF IA TT CC TT TT TT CC CC GG CC CC GG No AA TC CT TC AC TT AC GG

FHA-11 14 M 2 SURVIVAL 357 346 1,5 hepatitis A ALF IA CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC TT TC AC CT CC CG CT

Pat-1 53 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG No AA TC CT CC CC TT CC CC

Pat-2 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG No GG TC CT TC AC CT CC CG CC GT

Pat-3 82 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC TT TT TT CC CC GG CC TT CC GG No GG TC CC CC CC TT CC GG

Pat-4 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT TT TT TT CC CC GG CC TT GG No AA TT CT TC AC TT CC GG CC GT

Pat-5 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG No GG TT CC CC TT CC CG

Pat-6 38 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC TT TT TT CC CC GG CC TT CC CC No CT AC CC CC GG

Pat-7 9 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No TC CT TC AC CT AC GG

Pat-8 15 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No CC TC AC TT CC GG GG

Pat-9 19 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC GG CC TT CC GG CC No CC CC CC TT CC GG

Pat-10 25 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC TT TT AA CT AC CG TT GG

Pat-11 30 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CT TT TT CC GG CC TT CC GG CC No GG TT TC AC CT AC CC

Pat-12 34 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC TT CT TT TT GG CC TT CC CC No TC GG TT

Pat-13 66 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC CC No AA TT TT CC CC TT CC CC

Pat-14 30 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG No AA TC CT CC CC TT CC CG TT GT

Pat-15 24 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CC TT TT CC GG CC TT CC GG CC No TT CT TT AA TT CC CG

Pat-16 13 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC CC No GG CC CT GG TT GT

Pat-17 21 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC TT TT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TT TT CT CC CC

Pat-18 24 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC TT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No AA TT CC CC GG TT GG

Pat-19 27 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC TT TT AA TT CC CG

Pat-20 18 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC TT TT TT CA CC GG CC TT CC GG CC No GG TT TT TT AA TT GG

Pat-21 31 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No TC CT AC TT

Pat-22 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CC TT TT CC GG CC TT CC GG CC No AA TC CC TT AC

Pat-23 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CC TT TT AA CC GG CC TT CC GG CC No GG CC CT CC CC CT CC GG

Pat-24 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CT AA TT CC CC GG CC TT CC GG CC No TT CC TC AA TT CC CC CT GT

Pat-25 67 F 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TT TT CC CC TT CC GG

Pat-26 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CC TT TT AA CC GG CC TT CC GG CC No GG TC CC TC AA TT AC CG CT GG

Pat-27 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TT CT TC CT CC GG

Pat-28 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CC TT TT CC CC GG CC CC GG No GG CC CC CC CC CT CC CG TT GT

Pat-29 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CC TT TT CA CC GG CC TT CC GG CC No GG CC CC TC AA TT CC GG

Pat-30 25 M 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC TT AA TT CA CC GG CC TT CC GG CC No CT TC AC CT AC GG CT GT

Pat-31 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA TT CC TT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No CC CT TC AC CT CC GG

Pat-32 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CT TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No CC CC CC CC CT AC CC CC GG

Pat-33 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC CC TT TT CC CC GG CC TT CC GG CC No GG TC CC CC TT CC GG

Pat-34 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CT AA TT CC CC GG CC CC GG No TT CC TC TT GG CT GG

Pat-35 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CC TT TT CC GG CC CC GG No GG CC AA AC CG

Pat-36 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CT CC TT TT CC CC GG CC CC GG No GG CC

Pat-37 0 SURVIVAL ND ND ND hepatitis A Acute IA CC CC CT TT TT CC GG CC CC GG No AA TC AA TT CC

HE -Hepatic Encephalopaty Score (O`Grady et al., 1989)

INR - International normalized Ratio

ND- Not determinated

No No Insertion

Table 3 – Social, clinical, virological  data and host polymorphism genotyping of the study population.

Viral 

Genotyping 

ABCB1 

(MDR1)

TNF-

alpha(a)

TNF-

alpha(b)
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5 – DISCUSSÃO  

 No Brasil, a infecção pelo HAV é responsável pela maioria das notificações 

de hepatite viral. Mudanças nos padrões epidemiológicos têm sido descrito em 

diversas regiões devido a melhorias no saneamento e condições 

socioeconômicas, assim como em diversos países em desenvolvimento. Com 

isso, houve um aumento no número de indivíduos suscetíveis e, 

consequentemente, na ocorrência de surtos em faixas etárias mais avançadas, o 

que é preocupante, pois a doença tende a ser mais grave em idades mais 

elevadas (Vitral et al., 2012; 2008).  

 A questão da implementação de um programa nacional de vacinação contra 

a hepatite A no Brasil foi amplamente discutida, tendo em conta a dificuldade de 

estabelecer um projeto unificado em uma área de dimensões continentais e 

macro-regiões com perfil epidemiológico distinto da doença. Concomitantemente a 

essa ampla discussão, o presente estudo teve início em 2011, quando a vacina 

ainda não tinha sido incluída no calendário nacional de imunização infantil.  

  Nesses últimos anos, muitos fatores de risco têm sido avaliados com o 

objetivo de identificar pacientes que podem ter uma predisposição a um desfecho 

mais grave da hepatite A. Os estudos epidemiológicos de surtos e casos 

esporádicos são importantes para investigar a disseminação do vírus e 

estabelecer diferentes fatores virais e socioambientais associados ao curso da 

infecção pelo HAV. No entanto, estudos de caso-controle, de genes candidatos e 

de associações alélicas tem sido realizados para investigar fatores genéticos do 

hospedeiro e o curso da doença. 

 Neste panorama, com o objetivo de compreender a patogênese do HAV e 

verificar fatores de predisposição à severidade da hepatite A, fatores virais e do 

hospedeiro foram avaliados no presente estudo, então dividido em duas partes:1) 

Estudar a disseminação do HAV em estudos transversais de prevalência e de 

transmissão horizontal - composição da população amostral para estudo 
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epigenético; 2) Investigar os fatores moleculares e imunogenéticos do hospedeiro 

responsáveis pela diversidade na gravidade da hepatite A. 

 A primeira investigação epidemiológica foi realizada em áreas de difícil 

acesso do Pantanal Sul matogrossense entre casos esporádicos de hepatite A 

(Artigo 1). Este estudo foi conduzido em 2010, quando políticas públicas de 

vacinação contra hepatite A estavam sendo avaliadas no Brasil. Para a 

determinação e controle de políticas nacionais de vacinação, os resultados de 

estudos epidemiológicos e de custo-benefício devem ser cuidadosamente 

considerados e o impacto sobre a saúde pública deve ser avaliado (Sartori et al., 

2012; FitzSimons et al., 2010,). Desta forma, é necessário um maior conhecimento 

sobre a circulação e a infecção pelo HAV não apenas durante surtos epidêmicos, 

mas também entre os casos esporádicos, em todos seus aspectos, 

epidemiológicos, sorológicos, moleculares e genéticos, para que medidas efetivas 

de controle sejam adotadas. 

 Para fins de controle epidemiológico, a utilização de amostras de fluido oral 

é de grande importância porque, conforme demonstrado por diferentes autores 

(Amado et al., 2006; Chohan et al., 2001; Ochnio et al., 1997; McIntyre et al.,1996; 

Parry et al., 1993) este tipo de amostra tem muitas vantagens clínicas e parece ser 

suficientemente precisa para ser usado em tais situações. No entanto, muitos 

destes estudos propuseram a utilização de fluido oral como uma ferramenta 

alternativa para amostras de sangue.  

 Para determinar a eficiência das amostras de fluido oral e sua aplicabilidade 

na pesquisa de campo como um substituto ao soro, a primeira investigação da 

infecção pelo HAV em comunidades de difícil acesso foi realizado no Pantanal Sul 

matogrossense. Usando amostras coletadas de diferentes indivíduos pertencentes 

a essas comunidades, observou-se uma semelhança entre a prevalência HAV em 

amostras de fluido oral coletadas com ChemBio® (79,01%) e a soroprevalência 

(81,25%) do HAV. A concordância entre os resultados de fluido oral e o "padrão-

ouro" (soro) foi de 97,32% (sensibilidade = 97,24% e especificidade = 97,67%).  
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 Uma maior prevalência de anticorpos anti-HAV (81,25%) foi encontrada em 

comparação com o observado na população geral (55,7%) das regiões Sul e 

Sudeste do Brasil. No entanto, esta taxa foi menor do que a taxa encontrada nas 

regiões Norte (92,8%) e semelhante à taxa obtida na região Nordeste do Brasil 

(76,5%) (Clemens et al., 2000). Embora alguns estudos tenham demonstrado que 

populações urbanas têm menores taxas de infecção pelo HAV do que as 

populações rurais (Barzaga, 2000; Tufenkeji, 2000; Arankalle e Chadha, 2003), 

neste estudo, as comunidades mais perto de centros urbanos tiveram uma maior 

taxa de exposição ao HAV do que a observada entre os indivíduos das áreas 

rurais (91,65% e 84,38% vs 71,67% e 77,78%, respectivamente). Da mesma 

forma, Almeida e colaboradores (2006) encontraram uma prevalência HAV maior 

nas áreas urbanas (87,4%) em comparação com áreas de assentamentos rurais 

de Cavunge (79,7%), uma região semi-árida do Estado da Bahia no Nordeste do 

Brasil.  

 Neste estudo, apesar da positividade de anticorpos anti-HAV não ter sido 

significativamente associada com fonte de água, os habitantes destas zonas rurais 

não têm instalações adequadas para o saneamento e usam a água do rio para 

consumo, bem como para a sua higiene pessoal. As comunidades urbanas estão 

localizadas perto a indústria hoteleira e fazendas, onde as precarias condições de 

saneamento persistem, ou não existem projetos de saneamento ambiental. Além 

das instalações de saneamento e condições de higiene, as casas dos moradores 

estavam localizadas próximas uns as outras, e a alta densidade populacional em 

comunidades urbanas de baixa renda pode contribuir para a propagação do HAV 

pessoa-a-pessoa.  

 A soroprevalência de anticorpos anti-HAV foi significativamente associada 

com a idade. A estratificação por idade revelou que, embora a prevalência global 

tenha sido de 81,25%, apenas 50% das crianças de 0-10 anos estão imunes à 

infecção. Esta taxa é mais elevada do que a observada por De Alencar Ximenes e 

colaboradores (2008) nas capitais das regiões Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, 

32% e 34%, respectivamente. No entanto, é menor do que em indivíduos menores 
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de 10 anos na região amazônica (60%) (Braga et al., 2009). Os dados destes 

estudos demonstram uma baixa prevalência nessa faixa etária nessas regiões.  

 Apesar das condições propícias para transmissão do HAV, não foi 

identificado nenhum surto epidêmico nesta população durante o estudo. No 

entanto, em casos de surtos, é de extrema importância a utilização de técnicas 

rápidas e sensíveis para detecção dos casos assintomáticos ou no início da 

infecção. Dentro deste contexto, o método de PCR em tempo real, padronizado 

em nosso laboratório, foi otimizado utilizando oligonucleotídeos sintéticos como 

curva padrão para detectar, quantificar e acompanhar a infecção precoce pelo 

HAV (Artigo 2). 

  Dois grandes desafios da análise viral incluem a falta de informação 

adequada sobre a infectividade e a dificuldade de se cultivar estes vírus in vitro.  

Essas dificuldades incitaram o desenvolvimento de novas abordagens para 

detecção rápida, sensível e específica desses vírus.  

 A detecção viral por PCR em tempo real fornece informações suficientes 

sobre várias etapas no processo de infecção a nível molecular, o que é valioso 

para a prevenção e controle de infecções virais (ISO/TS 15216-1, 2013). A 

quantificação absoluta de genomas virais por PCR em tempo real tem se tornado 

uma rotina. Convencionalmente, na detecção absoluta por PCR em tempo real, a 

carga viral é medida como número de cópias por célula ou por RNA/DNA total 

seguindo a transformação dos dados por meio de uma curva padrão. Tal curva 

padrão é gerada utilizando diluições seriadas de um segmento genômico clonado 

de um determinado vírus como molde, o que é demorado e dispendioso (Bowers e 

Dhar et al., 2011).  

 Recentemente, oligonucleotídeos que representam um gene alvo têm sido 

utilizados como molde para gerar uma curva padrão, como relatado no nosso 

segundo estudo e no ISO/TS 15.216-1:2013, que descreve um método para a 

quantificação do HAV a partir de amostras teste de gêneros alimentícios ou da 

superfície de alimentos. A vantagem do uso de oligodeoxirribonucleotídeos é que 
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eles podem ser sintetizados de forma personalizada, o que requer apenas a 

informação da sequência de nucleótidos. 

 O método de quantificação por RT-PCR do presente estudo não foi 

comparado com a norma ISO/TS 15216-1: 2013. No entanto, o teste de PCR em 

tempo real descrito aqui tem sido utilizado desde 2007 para detectar e quantificar 

o HAV em amostras de água, alimentos, saliva, cultura de células, soro, fígado e 

fezes utilizando plasmídeo como curva padrão  (Amado et al., 2011; de Paula et 

al., 2010; Amado et al., 2010 de Paula et al., 2009; Villar et al., 2007).  

 Os resultados mostraram que a curva padrão produzida a partir de 

plasmídeos pode ser substituída por oligodeoxirribonucleotídeos sintéticos. Foi 

possível demonstrar que o oligonucleotídeo em questão pode ser usado como 

molde para a curva padrão devido aos resultados semelhantes entre as curvas de 

DNA e plasmidial (padrão-ouro). Os oligonucleotídeos de DNA como curva padrão 

poderiam ser uma alternativa útil a laboratórios que não têm espaço suficiente e 

condições financeiras para a clonagem molecular.  

 Estudo anterior, publicado por de Paula e colaboradores em 2007, mostrou 

que ambos os métodos, de nested-PCR (convencional) e de RT- PCR 

(quantitativo), são eficientes para detecção do HAV. Contudo, o PCR em tempo 

real apresenta algumas vantagens como  rapidez e maior sensibilidade. Uma vez 

que o PCR em tempo real otimizado para a região 5' NC do HAV possui inúmeras 

vantagens sobre o PCR convencional (de Paula et al., 2007), tal ferramenta foi 

utilizada no nosso terceiro estudo (Artigo 3). 

 Tal trabalho foi realizado em casos de surtos intradomiciliares em áreas 

urbanas da cidade do Rio de Janeiro. Como relatado, a hepatite A é uma doença 

endêmica em diversos países em desenvolvimento que afeta principalmente 

crianças e é transmitida por via fecal-oral. A probabilidade de transmissão fecal-

oral aumenta com contato pessoal prolongado entre indivíduos infectados e 

suscetíveis. A prolongada excreção do HAV antes e após o início dos sintomas, 

em associação com a falta de boas práticas de higiene e o compartilhamento de 
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objetos no ambiente domiciliar, contribuem para um cenário de transmissão 

pessoa-a-pessoa, como reportado para várias doenças de transmissão fecal-oral 

(Roma et al., 2009; Hamaguch et al., 2008; de Paula et al., 2007). Embora a 

transmissão pessoa-a-pessoa seja comum na hepatite A, poucos estudos têm 

evidenciado este modo de transmissão (Kumbang et al., 2012; Victor et al., 2006). 

Neste estudo, os casos índices e os contactantes foram investigados para detectar 

possíveis surtos domésticos de hepatite A.  

 As investigações clínicas e sorológicas foram realizadas entre os contatos 

intradomiciliares dos casos índices. Dezessete contatos domiciliares foram 

positivos para IgM anti-HAV, 22 eram susceptíveis ao HAV, e 28 apresentaram 

imunidade para HAV. Apesar de ter encontrado famílias inteiras com sorologia 

positiva para infecção pelo HAV, estes dados não são suficientes para confirmar a 

transmissão familiar do vírus nestes focos. Por esta razão, foi realizada a 

detecção, quantificação e sequenciamento do RNA do HAV para estabelecer as 

relações epidemiológicas entre os isolados. O HAV RNA foi detectado por Nested-

PCR em 40,2% (39/97) das amostras, e por PCR em tempo real em 48,4% (47/97) 

das amostras. O PCR em tempo real tem uma sensibilidade superior ao nested-

PCR (de Paula et al., 2007; Somani et al., 2003; Costa-Mattioli et al., 2002), e, por 

tal razão, as amostras com uma baixa carga viral foram negativas por Nested-

PCR.  

 Devido a otimização do PCR em tempo real, o HAV RNA também foi 

investigado nos contatos domiciliares que eram soronegativos ou tinham 

imunidade prévia para hepatite A; um contactante anti-HAV negativo e cinco anti-

HAV IgG positivos tiveram o HAV RNA detectado em suas amostras de soro. 

Estes resultados demonstram a importância das técnicas de biologia molecular 

para o diagnóstico precoce de infecção pelo HAV, durante a fase de incubação 

viral e para a detecção do vírus por períodos mais longos do que são normalmente 

descritos (de Paula, 2012; Kurkela et al., 2012). Com a detecção do HAV RNA, o 

número de contatos domiciliares infectados aumentou de 17 para 23, e o número 

de focos domésticos detectados também aumentou de 13 para 16.  
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 Neste estudo, uma diferença significativa entre a média de idade dos 

contatos com e sem hepatite A foi observado. Os contactantes domiciliares mais 

novos apresentaram maior frequência de infecção pelo HAV, corroborando com 

estudos recentes que mostram um aumento na idade em que a infecção pelo HAV 

ocorre (Ministério da Saúde, 2012; Ximenes et al., 2010; Vitral et al., 1998). No 

entanto, a presença de imunidade passada foi associada com contactantes 

domiciliares mais velhos (20 anos de idade); esse achado está de acordo com 

muitos estudos epidemiológicos que relatam uma forte associação entre idade e 

prevalência de anti-HAV (Vitral et al., 2012; Ximenes et al., 2010; Vitral et al., 

2008; Vitral et al., 1998).  

 A análise filogenética dos isolados de HAV, obtidos de surtos domésticos, 

revelou uma co-circulação dos subgenotipos IA e IB. Vários estudos têm relatado 

a co-circulação de subgenotipos IA e IB no Brasil (Amado et al., 2011; Villar et al., 

2006; de Paula et al., 2002). Em 10 famílias, foi possível sequenciar o HAV RNA a 

partir dos casos-índice e seus contactantes domiciliares. Quando uma matriz de 

similaridade de nucleótidos foi realizada, 100% de homologia entre as cepas dos 

casos índice e dos contactantes foi observada em seis das 16 famílias, sugerindo 

que a transmissão pesso-a-pessoa pode ter ocorrido. No entanto, em três famílias, 

os casos índice e seus contactantes domiciliares foram infectados por diferentes 

subgenótipos de HAV, sugerindo diferentes fontes de infecção. Wu e 

colaboradores, em 2014 demonstraram, através do pirosequenciamento de alta-

eficiência (UDPSs) da região 5' não codificante do HAV, que pequenas 

substituições nucleótidicas desta região podem ocorrer em cepas do HAV 

derivadas de uma única fonte de um surto, e que estas substituições nucleotídicas 

foram diferentes dos casos esporádicos. Assim, a análise de UDPS pode ser uma 

nova ferramenta analítica para o estudo da origem dos surtos de hepatite A. 

 A transmissão pessoa-a-pessoa é o modo predominante de propagação do 

HAV quando o contato entre indivíduos suscetíveis e infectados é íntimo e 

prolongado. Um dos principais fatores de risco para adquirir a infecção é a vida 

familiar (31), especialmente para as crianças sem hábitos de higiene adequados. 
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Nas seis famílias em que a transmissão pessoa-a-pessoa foi sugerida, quatro 

apresentaram crianças como casos-índice (4-7 anos), reforçando que a 

transmissão pessoa-a-pessoa pode ter ocorrido. Embora a transmissão pessoa-a-

pessoa do HAV seja descrita para ambientes internos, não há estudos em curso 

no Brasil usando a similaridade de nucleotídeos entre cepas para fornecer 

evidências dessa transmissão no ambiente doméstico. A transmissão pessoa-a-

pessoa tem sido sugerida por estudos de epidemiologia molecular de surtos 

domésticos causados por outros agentes de transmissão fecal-oral, como 

rotavírus e enterovírus 71; estes estudos têm relatado uma identidade  

nucleotídica de mais de 99% entre as cepas circulantes em membros sintomáticos 

de uma mesma família (Hamaguchi et al., 2008;  Banerjee et al., 2008).  

 Surtos intradomiciliares de hepatite A representam um problema de saúde 

pública, exigindo a investigação da etiologia e medidas de ação rápidas para 

controlar a infecção. Os resultados deste estudo demonstram a relevância da 

transmissão do HAV no ambiente doméstico e apoiam a necessidade da 

implementação da vacina contra hepatite A, não só em crianças, mas também em 

contactantes domiciliares suscetíveis, como meio de evitar a propagação da 

doença e reduzir a impacto da mesma sobre os indivíduos suscetíveis em contato 

com pessoas infectadas. 

A hepatite A, assim como as hepatites virais como um todo, se encontra num 

estado dinâmico de interações entre o vírus e a resposta imune do hospedeiro. O 

curso natural dessas infecções varia muito entre diferentes indivíduos de uma 

mesma família, por exemplo. Enquanto alguns pacientes apresentam extensão no 

quadro clínico com progressão mais rápida da doença hepática, outros têm um 

prognóstico relativamente benigno (Lee et al, 2013). Durante os últimos anos, o 

Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em Virologia do Instituto Oswaldo 

Cruz tem estudado o genoma do HAV entre casos esporádicos e surtos 

epidêmicos de hepatite A. No entanto, sabe-se que o curso clínico de uma 

infecção não só varia de acordo com fatores virais, mas, como também, com 

fatores do hospedeiro, principalmente, os genéticos  (Artigos 4 e 5) (Vaughan et 
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al., 2014). Assim, iniciamos uma nova linha de pesquisa visando estudar os 

fatores do hospedeiro. 

Em colaboração com o Laboratório de Criopreservação e 

histocompatibilidade da Universidade Estadual do Rio de Janeiro, foi possível 

investigar a influência dos polimorfismos no gene INFL3 nos diferentes desfechos 

clínicos da hepatite A (Artigo 4). Neste estudo, foi utilizado um total de 122 

amostras das quais 101 eram provenientes de casos esporádicos de hepatite A e 

21 casos de ALF. 

 Muitos esforços estão sendo feitos para otimizar o tratamento dos casos 

graves de hepatite virais por meio da pré-seleção de pacientes. No entanto, o uso 

isolado de variáveis virais que predizem a resposta imune não tem provado ser 

clinicamente útil (Afdhal et al., 2011). A otimização de algoritmos terapêuticos, 

com base numa pré-seleção de pacientes, pode ajudar a superar falhas no 

tratamento e evitar os casos de morte causadas pela ALF. A utilização de fatores 

genéticos na pré-seleção de pacientes, como demonstrado por Lampertico et al., 

(2013), tem grandes vantagens sobre os clássicos fatores virais preditores dos 

desfechos clínicos, já que este pode variar durante o curso natural da hepatite. Tal 

pré-seleção genética possibilitaria um monitoramento mais íntimo do paciente e a 

detecção do momento mais adequado para intervenção. 

 Os polimorfismos próximos ao gene INFL3, que codifica para o IFN-λ3 e 

pode estar implicado na modulação da resposta imune inata, foram 

significativamente associados com a resolução no tratamento da hepatite C 

crônica (McMahon, 2009). Cientistas europeus e americanos adicionaram a 

genotipagem do INFL3 para a orientação do diagnóstico e do tratamento 

(McMahon, 2009) da hepatite C, mas pouco se sabe sobre a importância desses 

polimorfismos para pacientes infectados com HAV, principalmente em pacientes 

com falência hepática fulminante (Martín-Carbonero et al., 2012; Martin et al., 

2010). 
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 Em nosso quarto estudo, para determinar a possível influência do INFL3 

sobre os diferentes desfechos clínicos da hepatite A, três SNPs (rs12979860, 

rs12980275 e rs8099917) próximos a este gene foram genotipados em dois 

grupos que compreenderam indivíduos com resolução espontânea da infecção 

pelo HAV (aguda) e que apresentaram ALF induzida por este mesmo vírus. 

 Em comparação com alguns estudos prévios (Honda et al., 2010; Ge et al., 

2009), nossos resultados demonstraram que determinado polimorfismo no gene 

INFL3 está significativamente associado com os desfechos clínicos da hepatite A. 

A frequência mais elevada do alelo variante G no polimorfismo rs8099917 do gene 

INFL3 foi detectada em pacientes com desfechos graves da hepatite A, o que 

pode indicar o INFL3 desempenha um papel na progressão da doença. Por outro 

lado, a maior frequência do genótipo rs8099917 TT no gene INFL3 foi observada 

em pacientes com hepatite A aguda, o que sugere que o INFL3 pode 

desempenhar um papel no controle viral. 

 Fathy e colaboradores (2015) relataram que pacientes com genótipo 

rs8099917 TT apresentaram taxa significativamente mais elevada de resposta 

virológica sustentada (RVS) do que aqueles portadores do alelo minoritário TG/ 

GG (74% vs. 26%, P = 0,004). A análise de regressão logística revelou que os 

portadores do genótipo TT para tal SNP tiveram 2,8 vezes mais chance de obter a 

SVR do que portadores do alelo G (TG / GG, OR = 2,8; IC95% = 1,4-5,6, P = 

0,004), como observado similarmente em nosso estudo.  

 Este é o primeiro estudo brasileiro a associar o polimorfismo no gene INFL3 

e os diferentes desfechos clínicos da hepatite A. Assim, estes resultados 

complementam os dados já publicados na literatura uma vez que relatam o perfil 

de polimorfismo INFL3 em uma população etnicamente mista e não se concentra 

em uma comunidade específica com grupos étnicos mais homogêneos. Este 

também é o primeiro estudo a relatar a associação entre genótipos de IFNL3 e 

pacientes com ALF que tenta buscar uma explicação imunogenética para aqueles 

pacientes que desenvolvem abruptamente tal desfecho clínico. 
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Recentemente, o sequenciamento completo do genoma humano de casos 

relacionados e não relacionados a infecção pelo HAV identificou vários alelos 

candidatos associados com o desfecho mais grave da doença. Polimorfismos nos 

genes MST1R, DNAH12, GPC1, NCR3LG1, NFATC4, RELN, STXBP1, TTC40,  

IL-10, TLR3, TANK, miR-146a, ESR1, HLA-DQA1, todos genes importantes na 

fisiologia hepática, foram associados a ALF. 

Por tal razão, em parceria com o Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças dos EUA, buscamos ampliar nosso estudo genético do hospedeiro em 

pacientes com hepatite A. Neste estudo, todos as vinte e oito variações 

nucleotídicas para o genoma humano relatadas na literatura, incluindo 

polimorfismos de nucleótidos único (SNP) e inserções, associadas com a ALF 

foram caracterizadas em uma coorte com casos clássicos (n=37) e fulminantes 

(n=27) induzidos pelo HAV (Artigo 5). Oito SNPs foram associados 

estatisticamente (p<0.05) aos deferentes desfechos clínicos da hepatite A. Estes 

foram: TGFbeta1 rs1800469; ABCB1 rs1045642;  IL10 rs1800871 (IL10b); and 

TNF-alpha rs1799964 and rs1800630 (TNF-alpha a and b). 

Os resultados obtidos foram analisados por “data mining” (mineração dos 

dados), processo que tem como objetivo reconhecer padrões e regras implícitas 

que descrevem o comportamento de um banco de dados, identificar as 

correlações entre seus diferentes atributos (Han e Kamber, 2006;  Kantardzic, 

2011) 

A análise de “data mining” demonstrou que, para o polimorfismo rs1800469 

do gene TGF-beta1, de todos os pacientes que apresentaram o genótipo TT, 

85.7% foram encaminhados para transplante devido à ALF induzida pelo HAV. Já 

os demais genótipos foram associados a hepatite auto-limitada uma vez que, 

64.3% dos indivíduos com genótipo CT e 46.4% com genótipo CC apresentaram 

hepatite A aguda. TGFbeta1 é uma citocina multifuncional que regula a 

proliferação e diferenciação de uma ampla variedade de tipos de células. Ele 

desempenha um papel crucial na patogênese da lesão hepática durante a hepatite 
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A aguda. Como observado por Zhang e seus colaboradores (2012), indivíduos 

portadores do alelo funcional T no polimorfismo rs1800469 do gene TGFbeta1 são 

mais propensos a infecção pelo HAV. O genótipo de TT rs1800469 TGFb1 (C-

509T), localizado no nucleotideo -509 no promotor do gene, está associado com 

níveis plasmáticos mais elevados de TGFB1, sendo a variante C-509T 

responsável por 8.2% da variação genética (Grainger et al., 1999). O alelo variante 

T altera a atividade de transcrição do TGFbeta1 por influência na afinidade do 

fator de transcrição Yin Yang 1 pelo seu promotor (Silverman et al., 2004). A 

liberação excessiva de TGFbeta1 no soro durante a infecção da hepatite A pode 

inibir significativamente proliferação e a ativação antigénio-específica de células T, 

bem como a resposta humoral (Li et al., 2006). Isso pode explicar por que os 

portadores do genótipo TT rs1800469 TGFbeta1 são mais propensos a ALF. 

Para o polimorfismo rs1045642 no gene ABCB1, o genótipo TT foi 

predominantemente observado em casos agudos, 63.6%, respectivamente. Este 

fato pode ser explicado porque o gene ABCB1 está envolvido na resistência a 

múltiplas drogas e antiapoptose. A supraregulação de ABCB1 em hepatócitos 

humanos e dúctulos biliares na hepatite viral pode oferecer proteção contra o 

acúmulo de componentes biliares tóxicos e tornar essas células resistentes ao 

estresse oxidativo. Indivíduos com uma ou duas cópias do alelo T parecem ser 

menos propensos a infecção pelo HAV, sugerindo que rs1045642 ABCB1 pode 

afetar a susceptibilidade do indivíduo a este vírus através do efeito protetor de 

ABCB1 no fígado durante a hepatite viral (Zhang et al., 2012). 

Aproximadamente 50% da variabilidade interindividual observada na 

produção da IL-10 pode ser explicada por fatores genéticos (Reuss et al., 2002). 

Os polimorfismos na região promotora do gene codificador da IL-10 no 

cromossomo 1 (1q31) determinam a variabilidade na produção desta citocina 

(Eskdale et al., 1998). O promotor proximal contém três polimorfismos de um único 

nucleotídeo mais comuns, nas posições -1082 (rs1800896, A/G), -819 (rs1800871, 

T/C), e -592 (rs1800872, A/C) a partir do local de início da transcrição. Os níveis 

de expressão  da IL-10 parecem ser importantes para a fisiopatologia da ALF, uma 
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vez que variações da sequência no promotor podem ter um impacto danoso no 

fígado e na progressão da ALF. Níveis séricos mais altos de IL-10 foram 

encontrados em indivíduos com ALF do que naqueles com hepatite auto-limitada 

ou em controles saudáveis (Yumoto et al., 2002), e um aumento significativo nos 

níveis de secreção desta citocina foi observado em monócitos de pacientes com 

ALF (Antoniades et a., 2007). Há uma resposta bifásica à seleção de IL-10, em 

que um aumento inicial é acompanhado pela liberação de mediadores pró-

inflamatórios (Osuchowski et al., 2006), o segundo pico de IL-10 ocorre nas fases 

posteriores da endotoxemia, induzindo a desativação de monócitos (van Dissel et 

al., 1998). Durante a progressão fisiopatológica da ALF, a desativação de 

monócitos está associada com a exacerbação da inflamação no fígado e o mau 

prognóstico (Antoniades et al., 2005). 

Em relação aos polimorfismos no gene IL-10, apenas o SNP rs1800872 

("IL-10c") revelou associação significativa na análise de “data mining”. O genótipo 

AA para o polimorfismo IL-10 rs1800872 foi observado em 61.5% dos casos 

agudos; e o genótipo AC em 59.1% dos pacientes com ALF. Esta associação é 

similar aos achados de Yan e colaboradores (2009) em seu estudo sobre falência 

hepática aguda relacionada ao HBV. Os resultados mostraram que o sítio A-592C 

é um local de ligação de proteínas nucleares, e o alelo -592C tem uma atividade 

de transcrição mais elevada em comparação com o alelo -592A. O alelo -592C foi 

associado com a atividade mais elevada do gene repórter de luciferase e a  

circulação de altos níveis de IL-10 foi sugerida como um marcador para ALF de 

etiologia viral e não viral. 

A análise de “data mining” demonstrou que, para todos os indivíduos que 

apresentaram genótipo TC no polimorfismo rs1799964 do gene TNF-alfa (TNF-alfa 

A, T-1031C), 58,3% apresentaram o desfecho de ALF em comparação com 34,6% 

dos casos agudos. Por outro lado, em todos os indivíduos que apresentavam 

genótipo CA para o polimorfismo rs1800630 do gene TNF-alfa (TNF-alfa-B, C-

863A), 55,6% apresentaram o desfecho de ALF em comparação com 33,3% de 

casos agudos. O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina inflamatória que 
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pode ser associada com a necrose hepática maciça. Em ratos de laboratório com  

hepatite fulminante pode-se observar que o TNF desempenhou um papel 

importante na mediação da morte dos hepatócitos, e anticorpo anti-TNF inibiu a 

lesão (Trautwein et al., 1998). Há variações nas taxas de produção de citocinas 

entre indivíduos. Higuchi e colaboradores (1998) relataram que células 

mononucleares de indivíduos japoneses estimuladas in vitro com alelos -1031C e -

863A produziram concentrações mais elevadas de TNF-α do que tais células a 

partir de indivíduos  portadores dos alelos -1031T e -863C. Em nosso estudo, os 

pacientes com ALF tinham freqüências mais elevadas dos alelos -1031C e -863A 

na região promotora do TNF-α. Parece provável que as posições -1031C e -863A 

são importantes para a produção de TNF e o prognóstico de doenças relacionadas 

com o TNF. 

 Com isso, observou-se que não só fatores virais são importantes mas, 

também, que polimorfismos específicos nos genes INFL3, TGF-beta1, ABCB1; 

IL10, e TNF-alpha influenciam no desfechos clínicos da hepatite A. Entender como 

fatores do hospedeiro influenciam a resposta imune à infecção viral oferece novas 

oportunidades para controlar a hepatite A e para o desenvolvimento de terapias 

eficazes, o que justifica o estudo destes genes. 
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6 – CONCLUSÕES 

• A prevalência em populações sem condições sanitárias do Pantanal Sul 

Matogrossensse corrobora com os dados da literatura que relatam o 

deslocamento da infecção para idades mais avançadas aumentando o 

número de crianças suscetíveis. Apesar das condições propícias para 

transmissão do HAV, não foi identificado nenhum surto epidêmico nesta 

população durante o estudo. 

• Os oligodeoxirribonucleotídeos sintéticos para constituição de curvas 

padrões podem ser uma alternativa útil a laboratórios que não têm espaço 

suficiente para a clonagem molecular. Devido a estas características, estes 

poderiam ser de suma importância no diagnóstico viral. 

• Os resultados deste estudo demonstram a relevância da transmissão do 

HAV no ambiente intradomiciliar e apoiam a necessidade da 

implementação da vacina contra hepatite A, não só em crianças, mas 

também em contactantes domiciliares suscetíveis, como meio de evitar a 

propagação da doença e reduzir a impacto da mesma sobre os indivíduos 

suscetíveis em contato com pessoas infectadas. 

• A frequência mais elevada do alelo variante no polimorfismo rs8099917 do 

gene INFL3 foi detectada em pacientes com desfechos graves da hepatite 

A, o que sugere que o INFL3 desempenha um papel na progressão da 

doença. Por outro lado, a maior frequência do genótipo rs8099917 TT no 

gene INFL3 foi observada em pacientes com hepatite A aguda, o que 

sugere que o INFL3 pode desempenhar um papel no controle viral. 

• Polimorfismos específicos nos genes: TGF-beta1, portadores do genótipo 

TT rs1800469 TGFbeta1 são mais propensos a ALF; ABCB1; alelo T 

(rs1045642) tem efeito protetor no fígado; IL10 (rs1800872) e TNF-alpha 

(rs1799964), sugeridos como marcadores de prognóstico da ALF, foram 

associados com os diferentes desfechos clínicos da hepatite A.  
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