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Resumo

O diagnostico de doenca hepatica autoimune em doentes com patologia hepatica
implica a excluséo de outras causas de lesdo hepatica como virica, alcodlica, toxica, devido
a alteracBGes genéticas ou metabdlicas, esteatose hepatica ndo alcodlica e uma criteriosa
avaliacdo de dados clinicos, bioquimicos, histolégicos e colangiogréaficos especificas

destas patologias (Invernizzi et al 2007)

O diagnostico e tratamento precoces destas patologias sdo fundamentais para a
prevencdo da alta morbilidade e mortalidade associada a estes doentes. O despiste de
patologia hepética autoimune assenta na utilizacdo de testes seroldgicos para a detecdo de
autoanticorpos associados a estas patologias. O conhecimento destes testes e a
interpretacdo dos resultados obtidos revelam-se fundamentais para o diagndstico ou

exclusdo destas doencas (Beuers 2005).

Deste modo, foi objetivo deste trabalho a pesquisa e identificacdo de autoanticorpos
em uso clinico: ANA, AMA, AML, ANCA, Anti-SLA/LP, anti-LKM, anti-LC1 e anti-
actina F, em doentes com suspeita de HAl e CBP em que foi excluida causa virica,
alcodlica e toxica. O trabalho incidiu particularmente na comparacdo dos resultados do
perfil de autoanticorpos de pedidos feitos ao exterior com os resultados obtidos recorrendo
a utilizacdo de um novo kit de imunoblot, e assim determinar a relevancia da introducao da
pesquisa dos novos autoanticorpos e avaliar a relacdo custo/beneficio da implementacédo do
kit BlueDot liver da D-tek® na rotina laboratorial do servico de Patologia Clinica do

Hospital Pedro Hispano.

Os resultados encontrados foram de 100% de concordancia entre os métodos de
imunofluorescéncia indireta e imunoblot, e Elisa e Imunoblot. Deste modo seria uma boa
estratégia a implementacdo desta Gltima técnica na rotina laboratorial uma vez que
proporciona uma rapida disponibilizagcdo dos resultados para o clinico, antecipando desta
forma o diagndstico e o inicio rapido do tratamento em beneficio do doente. Por outro
lado, quando analisdmos a relacdo custo/beneficio, seria vantajosa a implementagdo desta
técnica uma vez que o laboratorio dispe de capacidade técnica, e 0 custo de aquisi¢do do

kit ndo excede o valor praticado atualmente correspondendo a uma poupanca de 51%.
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Palavras-chave: Doenca hepatica autoimune, hepatite autoimune, cirrose biliar
priméria, autoanticorpos, autoimunidade, figado, ANA, AML, ANCA, anti-SLA/LP, anti-
LKM, anti-LC1 e anti-actina F.
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Abstract

Autoimmune liver diseases diagnosis requires the exclusion of other causes of liver
injury, such as viral, alcoholic, toxic, genetic or metabolic. Also a careful evaluation of

clinical symptoms, bioquimical markers and histology and cholangiografy data is needed.

Early diagnosis and tratement of these diseases are crucial in the prevention of their

high morbidity and mortality.

Screening of autoimmune liver diseases relies on detection of specif autoantibodies.
Result interpretation and careful selection of these tests are crucial in the exclusion of these

diseases.

The aim arm of this study was to detect and identify several autoantibodies in
clinical use, including ANA, AMA, SMA, ANCA, anti-SLA/LP, anti-LKM, anti-LC1 and
anti F actinin in patients with suspected AIH and PBC in wich other liver disease had been

previously excluded.

Antibody profiles processed in an external lab were compared with those of
imunoblotting kit BlueDot liver D-Tek®. Relevance and implementation of the kit were
assessed and implementation in the routine laboratory of Pedro Hispano Hospital was
evaluated.

The results showed 100% agreement between the two methods. We think the
implementation of this method in our laboratory routine would be beneficial as it provides
a rapid availability of results leading to a faster diagnosis and treatment. Cost effectiveness
is not a problem, as the kit cost does not exceed the cost of external processing, it would

even result in a saving of 51%.

Keywords: autoimmune liver disease, autoimmune hepatitis, primary biliary
cirrhosis, autoantibodies, autoimmunity, liver, ANA, AML, ANCA, anti-SLA/LP, anti-
LKM, anti-LC1 and anti-F actin.

Vi
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1.Introducéo

1.1. A doenca hepética autoimune

O diagnostico de doenca hepética autoimune em doentes com patologia hepatica
implica a excluséo de outras causas de lesdo hepatica como virica, alcodlica, toxica, devido
a alteracGes genéticas ou metabolicas, esteatose hepatica ndo alcodlica e uma criteriosa
avaliacdo de dados clinicos, bioquimicos, histolégicos e colangiogréaficos especificas

destas patologias (Invernizzi et al 2007).

As trés principais categorias de doencas hepaticas autoimunes sdo a hepatite
autoimune (HAI), a cirrose biliar primaria (CBP) e a colangite esclerosante primaria
(CEP). Os alvos celulares de agressao imunoldgica nestas patologias sdo os hepatocitos e
os colangidcitos (figura 1) (Invernizzi et al 2007) e, consequentemente, a HAI é uma
doenca que afeta o parénquima hepatico enquanto a CBP e a CEP atingem principalmente

0s canais biliares (McFarlane 2001).

Colangidcito Hepatocito
N
CBP HAI
CEP | .> y
\ Sindrome*
overlap”
Figura | — llustragdo dos hepatdcitos e colangidcitos como alvos de agressao imunolégica. HAI- hepatite

autoimune; CBP- cirrose biliar priméria; CEP- colangite esclerosante priméria. (Adaptadode Invernizzi et al
(Invernizzi, Lieo et al 2007).
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Por vezes, 0s hepatdcitos e 0s colangiocitos podem estar simultineamente afetados

0 que levou a denominagdo de sindrome de “overlap” ou sobreposi¢do (Invernizzi et al

2007).

O termo ‘“colangite autoimune” foi proposto para um subgrupo de doentes com
CBP sem anticorpos antimitocondriais (AMA) pelos métodos convencionais mas que
exibem anticorpos antinucleares (ANA) de padrdes especificos (multiplos pontos nucleares
e poros nucleares). Estudos mais recentes sugerem que estes doentes tém uma doenca

sobreponivel com a CBP classica (Invernizzi et al 2007).

Embora cada uma destas doengas tenha critérios clinicos, morfol6gicos e
serologicos bem definidos, as formas atipicas e variantes, bem como as sindromes de

sobreposicao sdo cada vez mais frequentes (Washington 2007)

As doencas hepéticas autoimunes apresentam correlacdo com alguns marcadores de
histocompatibilidade e, embora a componente hereditdria tenha uma contribuicdo
relativamente pequena para a manifestacdo da doenca, ha no entanto evidéncia de que
varios genes podem constituir um risco acrescido para o desenvolvimento da doenca,
apesar da sua determinacdo ndo ser efectuada em estudos de rotina. A HAI relaciona-se
principalmente com o haplotipo DR3 e DR4 e a CEP com o DR3 e o DR52. Embora
tenham sido descritas varias associacdes de haplotipos HLA com a CBP, o mais frequente
parece ser o0 DR8 (McFarlane 2001).

O diagnostico de doencas hepéticas de causa desconhecida é por vezes dificil de
realizar devido quer a existéncia de um quadro clinico pouco caracteristico, quer a grande
diversidade de autoanticopos com diferentes especificidades apresentando por vezes
sobreposicdes de padrdes de imunofluorescéncia indireta (IFI), ou ainda a existéncia de um
perfil seroldgico incaracteristico deste tipo de patologias. No sentido de orientar o estudo
serologico foi criado um algoritmo que é utilizado na rotina laboratorial para selecionar

melhor os testes a realizar no diagnéstico da HAI e CBP (figura II).
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J

Atypical Additional assays to
ANA+ SMA+ LKM-+ AMA+ establish &/or dlarify
ANCA+ diagnosis**
AlH PBC AlH PSC
Esctiis AMA specific gp210+ EMA+
106 SLA/LP+ LC1+ antigens &/or 116+ Negative
(lg6) M2EP (MIT3)*+ $p100+ DGP+
(ryptogenic
AlH PBC Celiac chronic AlC
hepatitis

Figura Il- Algoritmo para diagnostico de doencas hepéticas de causa desconhecida. AlH, autoimune
hepatitis (hepatite autoimune); AMA, anti-mitochondral antibodies (anticorpos anti-mitocondriais); ANA,
anti-nuclear antibidies (anticorpos anti-nucleares); ANCA, anti neutrophil cytoplasmic antibodies (anticorpos
anti- citoplasma dos neutréfilos); DGP, deamidated gliadin peptide (peptideo gliadina desaminado); EMA,
endomysium antibody (anticorpo endomisio); LKM, liver-kidney microssomal antibody (anticorpo
microssomal figado e rim); PBC, primary biliary cirrhosis (cirrose biliar priméaria); PSC, primary sclerotic
cholangitis (colangite esclerosante primaria); SLA, soluble liver antigen (antigénio soltvel hepatico); SMA,
smooth muscle antibody (anticorpo anti- musculo liso); tTG, tissue transglutaminase (tecido

transglutaminase).

(Quanta Lite® da INOVA)

O diagnostico e o tratamento precoces destas patologias sdo fundamentais para a
prevencdo da alta morbilidade e mortalidade associada a estes doentes. O despiste de
patologia hepética autoimune recai fortememte na utilizacdo de testes seroldgicos para a
deteccdo de autoanticorpos associados a estas patologias. O conhecimento destes testes e a
interpretagdo dos resultados obtidos revelam-se fundamentais para o diagndstico ou

exclusdo destas doengas (tabelal) (Beuers 2005).
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Tabela I- Doencas hepaticas autoimunes

: dados clinicopatoldgicos

HAI CBP CEP CAl
Feminino : masculino 4:1 9:1 1:2 9:1
Aumento das enzimas hepaticas AST, ALT FA, GGT FA, GGT FA, GGT
Aumento de Ig sérica IgG IgM IgG, IgM IgM
Autoanticorpos ANA, AML, AMA, AMA- p-ANCA ANA,
LKM1, SLA/LP, M2, gp210 AML
p-ANCA
Associacao HLA A3, B8, DR3, DR8 DR52 B8, DR3,
DR4 DR4
Histologia Hepatite de Lesdo tipo Fibrose e Lesdo tipo
interface e “florida” obstrucdo dos  florida
lobular; grandescanais
plasmacitos biliares
Diagnostico HAI pontuagdo> AMA, padrdo de Colangiografia Padréo de
15 para enzimas compativel; enzimas
diagnostico colestasico; padrdo de colestasico,
definitivo de histologia enzimas AMA neg.,
HAI compativel colestasico, AMA ou
Cobre, p- ANA pos.,
ANCA histologia
de CBP
Tratamento de 12 linha Imunossupressdo  Acido UDCA UDCA
(corticosteroides  ursodesoxicolico
+ azotioprina) (UDCA)

HAI, hepatite autoimmune; CBP, cirrose biliar priméria; CEP, colangite esclerosante primaria; CAl,
colangite autoimune; FA, fosfatase alcalina; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase; GGT, gamaglutamiltransferase; ANA, anticorpos anti- nucleares; AML, anticorpos anti-
musculo liso; anticorpos anti-LKMZ1, anticorpos anti-microssomas do figado e rim; AMA, anticorpos anti-
mitocondriais; anti-SLA, anticorpos anti-antigénio hepatico sollvel; glicoproteina de 210 Kda; p-ANCA,
anticorpos anti-citoplasma dos neutréfilos; HLA, antigénio leucocitario humano.

Adaptado de Beures (Beuers 2005)
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1.2. Hepatite autoimune

A HAI é uma doenca inflamatoria cronica, de carater progressivo e de etiologia
desconhecida, que se caracteriza pela presenga de autoanticorpos circulantes,
hipergamaglobulinemia, altos niveis de aminotransferases, alteragdes necro-inflamatorias
na histologia hepética, e uma boa resposta a terapia imunossupressora. Esta patologia foi
inicialmente referenciada por Amberg em 1942 (Amberg 1942) e Leber, em 1950 (Leber
1950), que descrevem uma forma de doenca hepaética cronica prevalente entre as mulheres
jovens e caracterizada por um aumento excessivo de proteinas séricas e gamaglobulinas.
Em 1951, Kunkel et al. denominou-a de hepatite cronica hipergamaglobulinémica (Kunkel
et al 1951). Desde entdo, tem sido conhecida por varios nomes, incluindo hepatite crénica
ativa, hepatite cronica agressiva, hepatite de células plasmaticas, e hepatite cronica ativa
autoimune. Cowling e Mackay atribuiram o termo "hepatite IUpica" ap6s terem observado
a associacdo desta doenca com sindromes autoimunes e o fendmeno das células LE
(Mackay 1956). Em 1992, o International Autoimune Hepatitis Group, recomendou a

denominacdo de hepatite autoimune (Johnson e McFarlane 1993).

A doenca é rara na populacdo caucasiana dos paises do Norte da Europa com uma
incidéncia média de 1-2 por 100.000 e uma prevaléncia de 11-17 por 100.000 (Werner et
al 2008). Embora mais frequente em mulheres jovens (proporcdo entre os sexos 3.6: 1),
pode afetar criancas e adultos de todas as idades e etnias (Werner et al 2008; McFarlane et
al 2008).

1.2.1. Etiologia e imunopatogenia

Embora a etiopatogenia exata seja desconhecida, pensa-se que a HAI, tal como
muitas outras doencas autoimunes, seja causada por fatores ambientais e pela insuficiéncia
de mecanismos de tolerancia imunologica em individuos geneticamente suscetiveis. Uma
série de agentes desencadeadores da resposta imune tém sido propostos, incluindo virus,
produtos quimicos ou farmacos, que em individuos genéticamente predispostos induziriam
a perda de toleréncia a antigénios hepatocelulares levando a um ataque autoimune e

resultando numa inflamacdo cronica progressiva, mas ainda ndo foi comprovado o
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envolvimento de qualquer um deles na patogénese da doenca. Desta forma a HAI é ainda

uma doenca de causa desconhecida e com diversas manifestacoes clinicas (Crawitt 2006).

Em relacdo aos farmacos, varios medicamentos tém também sido implicados como
agentes capazes de desencadear HAI, tais como: Infliximab, Minociclina, atorvastatina,
diclofenac, isoniazida, a-metildopa, nitrofurantoina, propiltiouracil e a vacina para a
Hepatite A. Certas ervas, como “cohosh” preto e “dai-Saiko-to” também tém sido
propostas como sendo capazes de induzir a HAI. Tal como ja foi referido anteriormente, o
verdadeiro mecanismo pelo qual as drogas induzem a HAI ndo é conhecido, mas pode ser
explicado pelo efeito hepatotoxico destes produtos quimicos, causando sobrexpressao de
proteinas (P450s, proteinas imunorreguladoras) ou relacionados com o fato de a droga agir
como um hapteno, modificando a proteina hepética tornando-a imunogeénica. Os virus
como os da hepatite A, B, ou C, juntamente com os do sarampo tém sido implicados como
indutores de HAI. Doentes com diagnostico de hepatite alcodlica aguda ou cronica,
hepatite ndo-alcodlica e hepatite virica podem aparecer com autoanticorpos ANA e anti-
masculo liso (AML) em baixo titulo. Nestes casos, a presenca de autoanticorpos nao deve
alterar o diagndstico. Se existir uma forte suspeita de HAI, complementa-se o estudo
autoimune com a pesquisa de anticorpos anti-actina F, aumentando desta forma a
especificidade do teste AML para o diagndstico da HAI (Aubert et al 2008). Os anticorpos
anti-microssomas do figado e rim tipo 1 (LKM-1) séo encontrados em cerca de 10% dos
doentes com hepatite C cronica e sdo diferentes dos anti-LKM-1 encontrados em hepatite

autoimune classica (Cassani et al 1997).

As infecBes viricas podem assim criar um ambiente permissivo pré-inflamatorio
que constitui um factor critico para o desenvolvimento da doenc¢a autoimune, perpetuando

0 aparecimento de rea¢des autoimunes.

O mimetismo molecular entre antigénios exdgenos e enddgenos pode explicar a
perda da auto-tolerancia e a auto-imunidade em orgaos anatomicamente distantes. A HAI é
caracterizada por uma perda de tolerancia imunologica de antigénios dos hepatdcitos
levando a destruicdo do parénquima hepético por células T auto-reativas (Vergani et al
2003; Orts Costa 2004). A existéncia de mimetismo molecular ao nivel das células B entre
um motivo estrutural da CYP2D6 e Proteinas do virus da hepatite C (VHC) pode explicar a
producdo de anticorpos anti-LKM-1 em doentes infectados com VHC (Kammer et al
1999).
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Atualmente, prevalecem duas teorias: a da hepatoxicidade mediada por células
dependentes de autoantigénios e a da hepatoxicidade mediada por células dependentes de
autoanticorpos (Vaio 2008). No primeiro caso, autoantigénios ou antigénios estranhos,
semelhantes aos autoantigenios, sao apresentados por moleculas da classe Il do sistema de
histocompatibilidade em células apresentadoras de antigénio (APC) levando a ativagdo de
células T CD4+. Por sua vez estas vao produzir IL-2 e IFN-y o que leva & ativacdo dos
macrofagos e linfocitos T citotoxicos que sdo responsaveis pela hepatoxicidade. Na
segunda hipotese, os linfocitos T CD4+ libertam IL-4, IL-5 e IL-10 que induzem a
produgdo de anticorpos pelos linfocitos B contra antigenios presentes na membrana do
hepatdcito, devido a um defeito da funcdo supressora (McFarlane 1999; Czaja 2005; Vaio
2008; Vergani e Miel-Vergani 2008) (figura Ill). Estas hipoteses ndo sdo mutuamente

exclusivas, podendo ambas estar presentes em diferentes fases da doenca.

Figura Il11- Atague autoimune ao hepatécito. Um peptideo autoantigénico especifico é apresentado ao
linfocito T helper “virgem” (ThO) pela molécula HLA II da célula apresentadora do antigénio (APC). As
células ThO ativadas, conforme a presenga no microambiente de IL-12 ou IL-4 e a natureza do antigénio,
diferénciam-se em Thl ou Th2 e inicia-se uma série de reacdes imunes determinada pelas citoquinas que
produzem.As células Th2 secretam maioritariamente IL-4, IL-10 e IL-13 e estimulam os linfocitos B a
producdo de autoanticorpos. As células Thl secretam IL-2 e IFN-y, que estimula os linfécitos T citotoxicos
(Tc) estimulando a expressdo das moléculas HLA da classe | e 1l nos hepatdcitos e ativando os macrdfagos;
0s macrdfagos ativados libertam IL-1 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Se ndo houver oposi¢do das
células T reguladoras, sdo desencadeados varios mecanismos: destruicdo dos hepatocitos pelos linfécitos T
citotdxicos; recrutamento de macréfagos pelas citoquinas libertadas pelas células Thl; ativacdo do
complemento ou ativacéo através do recetor do fragmento Fc, em células como os linfocitos T “naturalkiller”
(NK), pelos autoanticorpos ligados a superficie do hepatécito. O papel recentemente descrito das Thl7

encontra-se em investigacdo. Adaptada de VVergani e Mieli-Vergani (Vergani e Mieli-Vergani 2008)
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1.2.2. Manifestac6es clinicas

As mulheres constituem pelo menos 70% dos casos, e destas, 50% tém idade
inferior a 40 anos. No entanto, a idade do aparecimento da doenca pode variar desde a
infancia até a terceira idade. A HAI tem diversas apresentacfes: 25-34% dos doentes
apresentam-se assintoméaticos mas com alteracdo da funcdo hepética, 40% dos doentes
podem apresentar um inicio agudo da doenca, sendo raro o aparecimento de hepatite
fulminante severa (Manns et al. 2010). A cirrose é mais comum em criancas ou idosos,
apresentando sintomas que podem incluir fadiga, letargia, mal-estar, artralgia das pequenas
articulagdes, anorexia, nauseas, dor abdominal e coluria. Estes sintomas séo inespecificos e

contribuem para o atraso no diagndstico.

O exame fisico pode ser normal ou pode revelar hepatomegalia, esplenomegalia,
ictericia e estigmas de doenca hepética cronica. No caso das mulheres jovens, estas
apresentam raramente acne, hirsutismo, obesidade e amenorreia. Outras doengas auto-
imunes como a tireoidite de Hashimoto, diabetes tipo 1, artrite reumatdide, lupus
eritematoso sistémico, doenca de Crohn ou colite ulcerosa e doenca celiaca podem ocorrer
em 20% dos doentes com HAI (Chowdhary et al 2008). Chung et al. descreveu um novo
subtipo de HAI caracterizada por um infiltrado de células plasmaticas de imunoglobulinas
G4 (1gG4) positivas (Chung et al 2010). Este subtipo de HAI esta associado a niveis
séricos de imunoglobulinas G (IgG) elevados, a uma HAI severa, e a uma excelente
resposta a terapia com prednisona para indu¢do e manutencdo da remissdo. A coloracao
IgG4 positiva é sugerida pelos autores como um marcador para o subtipo de HAI que pode
responder bem & corticoterapia.
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1.2.3. Diagnéstico de hepatite autoimune

O diagndstico de HAI exige a presenca de caracteristicas bioquimicas
(hipergamaglobulinémia marcada com elevagdo seletiva de 1gG e/ou discreta ou moderada
elevacdo dos niveis de aminotransferases) e exclusdo de outras condi¢des cronicas do
figado, tais como a hepatite virica, hepatite induzida por drogas, esteatose hepatica, doenca

hepética alcodlica, doenca de Wilson, défice de alfa 1 antitripsina ou hemocromatose.

1.2.3.1.Diagnostico laboratorial

O perfil bioquimico tipico na HAI é similar ao de uma hepatite aguda, com
aumento da atividade das transaminases, aumento da concentragdo da bilirrubina e com
uma fosfatase alcalina normal ou ligeiramente aumentada. Na CBP e na CEP a situacdo é
inversa: a fosfatase alcalina estd aumentada e a atividade das transaminases e a

concentragéo da bilirrubina estdo normais ou ligeiramente aumentadas.

A HAI caracteriza-se pelo aumento das enzimas AST (aspartato aminotransferase)
e ALT (alanina aminotransferase) com niveis <500 U / L, raramente podendo variar entre
500 - 1000 U /L.

Outra caracteristica laboratorial da HAI é a hiperglobulinemia, que €é devida,
geralmente, a um aumento seletivo da 1gG, 1,2-3,0 vezes superior ao valor normal (Czaja
1999) e a uma IgM normal ou ligeiramente aumentada, enquanto na CBP se deve
principalmente a um aumento da IgM. Na CEP, observa-se frequentemente um aumento da
IgG e da IgM. Habitualmente, os niveis de IgA sdo normais nas trés patologias (McFarlane
2001), com excepcao da HAI tipo 2 em que € comum uma deficiéncia seletiva de IgA (até
45% dos casos) (Vergani e Mieli-Vergani 2003)

Na HAI tipo 1 os doentes apresentam niveis serolégicos de enzimas hepéaticas AST
e ALT elevados, embora inferiores aos encontrados no tipo 2 e niveis de IgG altos, IgA
normais e C4 baixos. A HAI tipo 1 é também caracterizada pela presenga de ANA, AML

ou ambos, e constitui 80% dos casos HAI, destes cerca de 25% tém cirrose na sua
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apresentacdo e é comum a associa¢do com outras doencgas auto-imunes (doenca celiaca,

colite ulcerosa e doenca autoimune da tirdide) (Manns et al 2009; Vergani et al 2009).

Na HAI Tipo 2 para alem dos altos niveis de transaminases, a concentracdo de
bilirrubinas também esta elevada, apresenta niveis mais baixos de gamaglobulinas
comparativamente ao tipo 1, e os niveis de IgA e C4 apresentam-se baixos. E caracterizada
pela presenca de anti-LKM1 e/ou anti-LKM3 e/ou anti-citosol hepatico tipo 1 (LC1)
(Homberg et al 1987; Martini et al 1988). Este tipo de hepatite tem uma apresentacao
aguda grave, e progride para cirrose (Alvarez et al 1990). Em doentes com resultados
negativos para anticorpos convencionais € em que ha uma forte suspeita de HAI, podem
ser feitos testes adicionais incluindo os ANCA, anti-actina F, anti-antigénio solvel
hepético (SLA), receptor asialoglicoproteina (anti-ASGP-R), cromatina, e anti-LC1.

A HAI tipo2 é muito menos frequente que a tipol, numa relacdo de 8:2 (Lenzi et al
1992; Jurado et al 1997)

Alguns doentes apresentam alta concentragéo de bilirrubina conjugada e fosfatase
alcalina (FA), sendo necessario excluir a obstrucdo biliar extra-hepatica, forma colestatica
de hepatite virica, doenca hepética induzida por drogas, CBP e CEP. A FA raramente
ultrapassa quatro vezes o valor normal e geralmente permanece duas vezes superior ao
normal. Os niveis séricos de alfa-1 antitripsina, ceruloplasmina e cobre sdo geralmente

normais na HAI, mas o valor do C4 é frequentemente baixo (Orts Costa 2004).

Note-se que a tipagem antigénio leucocitario humano (HLA) ndo foi aprovada

como uma ferramenta de diagndstico ou prognaostico.

O diagndstico de HAI estabelece-se apds a exclusdo de outras causas mais
prevalentes de doenca hepatica. A HAI caracteriza-se pela presenca de anticorpos séricos
contra componentes nucleares, citoplasmaticos e microssomais do hepatdcito,
hipergamaglobulinemia com elevagdo predominante da fragdo G da imunoglobulina, e a

presenca de hepatite periportal ao exame histopatologico (Grendell et al 1996).
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1.2.3.2. Diagnostico histoldgico

De acordo com os dados disponiveis na literatura, a avaliacdo histologica do figado
€ necessaria para estabelecer o diagnostico e a gravidade da doenca, aléem de determinar a
necessidade do tratamento. Entretanto, atualmente a indicacdo de bidpsia hepética pré-
tratamento nos casos que preencham critérios clinicos e laboratoriais de hepatite autoimune

é questionada (Czaja et al 1996).

Embora a aparéncia histopatoldgica da HAI seja caracteristica, a mesma nédo €
especifica desta doenca. Caracteristicas semelhantes podem ser vistas nas hepatites
cronicas virais, hepatite crénica por drogas, outras hepaticas autoimunes, deficiéncia de
alfa-1 antitripsina, doenca de Wilson, hepatite granulomatosa, esteatohepatite alcodlica e
ndo-alcoolica (Krawitt e Eduard L. 1996).

A principal caracteristica histolégica da HAI é um infiltrado periportal
linfoplasmocitario invadindo a placa limitante, também chamada de necrose parcelar ou
hepatite de interface, que eventualmente progride para hepatite lobular. Os achados
histolégicos caracterizam-se por uma abundancia de células plasmaticas e os eosinofilos
encontram-se frequentemente presentes. A lesdo portal tipica ndo se estende a arvore biliar
e é também frequentemente observada uma hepatite lobular ou panacinar. A fibrose esta
presente em todas as formas de HAI e provoca distorcdo do lobulo hepéatico e o
aparecimento de nddulos regenerativos, resultando em cirrose (Feld et al 2005). Muitos
doentes com um quadro agudo podem apresentar na biopsia hepatica critérios de
cronicidade indicando uma fase subclinica da doenca e varios pacientes com quadros
clinicos leves da doenca podem apresentar fibrose avancada na biopsia. Um aspeto
importante € o facto da fibrose e até a cirrose hepatica em HAI ser reversivel num grau
significativo recorrendo a terapia com imunossupressores 0 que nao acontece noutras

doencas croénicas do figado.

A presenca destes padrGes histoldgicos em conjunto tem alta especificidade e alto
valor preditivo positivo para a HAI, embora a sensibilidade dos mesmos seja baixa. Desta
forma, a auséncia das caracteristicas histologicas descritas de HAI ndo exclui o diagndstico
(Cancado et al 2004).

12



Determinagdo de Autoanticorpos em doentes com suspeita de HAl e CBP

A maioria dos pacientes com HAI apresenta cirrose na biopsia inicial. As principais
indicacdes da bidpsia hepatica na HAI sdo a davida diagndstica, quando o quadro clinico é
atipico, e para o controlo da resposta ao tratamento. A maioria dos autores, preconiza a
realizacdo de bidpsia hepatica pré-tratamento mesmo nos casos classicos, para

estadiamento, embora atualmente esta conduta seja discutivel.

1.2.3.3. Diagnostico definitivo

Sdo critérios para diagnostico definitivo de HAI (Grendell et al 1996):

- Auséncia de doenca hepatica genética, com alfa-1 antitripsina, ceruloplasmia, ferro e

ferritina séricos normais.

- Auséncia de marcadores de infeccdo virica ativa, incluindo marcadores para hepatite

virica A, B e C, citomegalovirus (CMV) e virus Epstein Barr (EBV).

- Auséncia de outros fatores etioldgicos como uso abusivo de alcool e drogas narcéticas;
Ingestdo diaria de alcool inferior a 25g/dia.

- Presenca de ANA, AML ou anticorpos anti-LKM-1, em titulo maior ou igual 1/80.

- Globulina sérica total, imunoglobulina G ou gamaglobulina em nivel sérico maior que 1,5

vezes 0 valor superior da normalidade.
- Aumento predominante de aminotransferases.
- Hepatite de interface na histologia hepatica.

- Auséncia de doenga biliar, granuloma, siderose, depdsito de cobre ou outros achados

histologicos sugestivos de outras causas.
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1.2.3.4. Diagnostico provavel

Sdo critérios para diagnostico provavel de HAI (Grendell et al 1996):

- Aumento do nivel sérico de imunoglobulina em qualquer nivel.

- Presenca de autoanticorpos em titulo maior ou igual 1/40.

- Presenca de outros autoanticorpos néo relacionados a doenca hepatica.

- Passado de exposicdo ja interrompida a alcool ou drogas hepatotoxicas, que ndo

justifiguem perpetuacéo de atividade inflamatoria.

- Alteracdes limitrofes da dosagem de alfa-1 antitripsina, ceruloplasmina, ferro e ferritina

Séricos.
- Auséncia de marcadores viricos para hepatite A, B e C.
- Hepatite de interface na histologia hepatica.

- Auséncia de doenca biliar, granuloma, siderose, dep6sito de cobre ou outros achados

histoldgicos sugestivos de outras causas.

Em 1992 o grupo internacional para estudo da HAI reuniu-se e estabeleceu pela
primeira vez o sistema de pontuacdo para o diagnostico da HAI. Os critérios de
diagnostico, baseados num consenso do International Autoimune Hepatitis Group
(IAIHG), datado de 1992 (Johnson e McFarlane 1993) e revisto em 1999 (Alvarez et al
1999), tém em consideracdo critérios clinicos, epidemiologicos, bioquimicos e
histoldgicos, estabelecendo uma pontuacdo que classifica o diagndstico em provavel ou
definitivo (tabela I1) (Czaja 2008). Sdo adicionados pontos nos parametros considerados

tipicos de HAI e subtraidos pontos naqueles que sdo associados a outras doengas cronicas.
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Tabela Il — Sistema de pontuagédo revisto do international Autoimune Hepatitis

Group.
Parametro Resultado Pontos Parametro Resultado Pontos
Sexo Feminino +2 HLA DR3 ou DR4 +1
indice FA/AST (ou ALT) >3 -2
<1,5 +2
Gamaglobulinas ou IgG >2,0 +3  Doencas imunes Tiroidite, colite, +2
aumentada outras
- +
15-20 2 Outros marcadores
10-15 +1 Anti-SLA, actina, +2
<1,0 0 LC1, p-ANCA
Histologia ) )
Titulos de ANA, AML ou>1:80 +3 Hepatite de interfase +3
Anti-LKM1 1:80 +2 Plasmdcitos +1
1:40 +1 Rosetas +1
<1:40 0 Nenhum dos -5
anteriores
AMA Positivo -4 Alteragdes biliares -3
outros +3
Marcadores viricos Positivo -3
Negativo +3
Drogas Sim -4 Resposta ao Completo +2
Nao +1 tratamento Recaida +3
Alcool <25g/dia +2
>60g/dia -2

Pontuacéo pré-tratamento: diagndstico definitivo> 15; diagndstico provavel 10-15

Abreviaturas: FA, fosfatase alcalina; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; ANA,

anticorpos anti-nucleares; AML, anticorpos anti-musculo liso; anticorpos anti-LKMZ1, anticorpos

antimicrossomas do figado e rim; AMA, anticorpos anti-mitocondriais; anti-SLA, anticorpos anti-antigénio

hepético sollvel; anti-LC1, anticorpos anti-citosol hepatico tipo 1; p-ANCA, anticorpos anti-citoplasma dos

neutrofilos; HLA, antigénio leucocitario humano.

Adaptado de Czaja (Czaja 2008)
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Este sistema de pontuacdo permite uma classificagdo uniforme de varios grupos de
doentes, avaliando 10 pardmetros: sexo, razdo FA/ALT, elevacdo das globulinas séricas ou
da IgG, a presenca ou auséncia de ANA, AML ou anti-LKM1, a presenca ou auséncia de
AMA, a presenca ou auséncia de marcadores de hepatites viricas, historia de drogas ilicitas
ou abuso de &lcool, dados histologicos, e a presenca de outras patologias autoimunes
(Papamichalis et al 2007).

Este sistema de pontuacdo, descrito inicialmente como uma ajuda na selecdo de
grupos de doentes com critérios clinico-patologicos idénticos para fins de investigacéo,
provou a sua Utilidade na prética clinica, especialmente para doentes atipicos e nalguns
casos de sindromes de sobreposicao (Orts Costa 2004; Czaja 2005). Embora util para o
diagndstico inicial e como guia para instituir a terapéutica adequada, ndo fornece

informacdo adicional sobre a gravidade da doenca e o seu prognostico (Orts Costa 2004).

A principal limitagcdo deste sistema é a sua complexidade, o que o torna de dificil
aplicacdo na clinica (Czaja 2008). Com o objetivo de resolver estas dificuldades Hemes e
colaboradores, desenvolveram um sistema simplificado baseado em apenas quatro
parametros, nomeadamente, a histologia hepética, o titulo de autoanticorpos, os niveis de
IgG e a auséncia de marcadores de hepatites viricas (Choi e Peters 2008; Czaja 2008;
Hennes et al 2008) (tabela I11).
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Tabela 111 — Pontuacéo simplificada do Grupo Internacional da Hepatite Autoimune.

Parametro Resultado Pontos

Autoanticorpos

ANA ou AML >1:40 +1
ANA ou AML >1:80 +2
Anticorpos anti-LKM1 >1:40 +2
Anticorpos anti-SLA/LP Positivo +2
Auséncia de autoanticorpos Negativo 0

Niveis de imunoglobulinas

Imunoglobulina G >Limite superior +1
normal
>1.10 limite +2

superior normal

Normal 0
Dados histologicos
Morfologia compativel com HAI  Compativel +1
Tipica +2
Normal 0
Doengca virica
Auséncia de hepatite virica Nenhum marcador +2
virico
Presenca de 0

marcadores viricos

Pontuagéo pré-tratamento

Diagnosticio >6
provavel

Diagnostico >7
definitivo

O maximo de pontos obtido com todos os autoanticorpos é dois.

Adaptado de Czaja (Czaja 2008)
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Este sistema de classificacdo, atribui um ponto para titulos de ANA ou AML
superiores ou igual a 1:40 e para valores de 1gG superiores ao limite superior do normal,
atribui dois pontos para titulos de ANA ou AML superiores ou iguais a 1:80, titulos de
LKM superiores ou igual a 1:40, presenca de anticorpos anti-SLA/LP, ou 1gG superior a
1,1 vezes o valor superior normal. O valor maximo de pontos para 0 conjunto dos
autoanticorpos é de dois e o total de pontuacdo € oito (Choi e Peters 2008; Czaja 2008;
Hennes et al 2008).

Para este tipo de classificacdo, o titulo dos ANA corresponde a determinacao por
IFI em tecido triplo de rato. Quando sdo usadas linhas celulares epitelial humana tipo 2

(células Hep-2) o titulo deve ser superior (Hennes et al 2008).

Este novo sistema condensa a histologia hepatica em trés categorias: tipica,
compativel e atipica. A tipica inclui hepatite de interfase, infiltrados
linfocitos/linfoplasmocitarios no trato portal, estendendo-se pelo lobulo, “emperipolesis” e
formacédo de rosetas. Compativel quando se observa apenas hepatite cronica com infiltrado

linfocitico, e atipica quando evidéncia outro diagnostico (Choi e Peters 2008).

Estudos recentes, concluiram que os sistemas ndo sdo intermutaveis: o sistema
IAIHG apresenta uma alta sensibilidade e especificidade para o diagndstico e que a
pontuacgéo simplificada tem uma especificidade e um valor preditivo superior (Czaja 2008).

1.2.4. Tipos de hepatite autoimune

A presenca de autoanticorpos contra diversos antigénios no soro de doentes com
hepatite ndo s6 permite diagnosticar uma HAI como permite classifica-la em trés tipos que

dependem dos perfis de autoanticorpos séricos.

Em 1994, foram propostos trés tipos de HAI, de acordo com o padrdo de
autoanticorpos detetado (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004). A HAI tipo 1 afeta
principalmente mulheres e tem uma maior incidéncia entre os 20 e os 40 anos, é

caraterizada pela presenca de AML e/ou ANA. Os autoanticorpos anti-citoplasma dos
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neutrofilos (p-ANCA) embora ndo especificos também podem estar presentes neste tipo de
hepatite (60-90%) (Washington 2007).

A HAI tipo 2 (HAI-2) afeta mais as criancas e, tal como a HAI tipo 1, atinge
sobretudo o sexo feminino, e é caraterizada pela detecdo de autoanticorpos especificos

anti-LKM1, ou mais raramente tipo 3 e/ou anti-LCL1.

A HAI tipo 3 era caraterizada pela presenca de autoanticorpos anti-SLA, liver ou
anti-antigénio do figado e pancreas (anti-LP, liver pancreas antigen). No entanto, estudos
recentes mostraram que a positividade para o anti-SLA n&o define um subtipo diferente de
HAI, passando este subtipo a ser incluido na HAI tipo 1 (Orts Costa 2004). Por esta razao,
atualmente utiliza-se a subdivisdo em dois grupos: HAI tipol (ANA, AML, p-ANCA, anti
SLA/LP) e HAI tipo 2 (anti-LKM1, anti-LKM3, anti-LC1) (tabela IV) (Dalekos et al
2002).

Além dos diferentes marcadores imunoldgicos, a HAI tipo 2 parece ser clinica e
geneticamente diferente da HAI tipo 1. A HAI tipo 2 tem geralmente uma apresentagéo
mais precoce, apresentando niveis mais elevados de bilirrubinas e transaminases (AST e
ALT), cursando com mais gravidade do que a HAI tipo 1 (Dalekos et al. 2002; Zachou et
al 2004).

Tabela IV - Classificacdo dos subtipos de hepatite autoimune segundo os anticorpos

presentes

Tipo de HAI Autoanticorpos carateristicos

HAI-1 ANA, AML, p-ANCA, anti-SLA/LP, anti-
ASGP-R
HAI-2 anti-LKM1, anti-LC1, anti-ASGP-R

Adaptado de Dalekos (Dalekos, Zachou et al 2002)
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Foi descrita uma forma rara de HAI em doentes com uma doenca autossomica
recessiva, a distrofia ectodérmica autoimune com poliendocrinopatia e candidiase
(APECED) também denominada Sindrome Poliglandular Autoimune tipo 1 (APS-1). Esta
¢ uma doenca rara, sem associacdo HLA-DR e sem prevaléncia no sexo feminino (Czaja
2005). Usualmente apresenta-se na primeira década de vida e carateriza-se por distrofia da
ectoderme, candidiase mucocuténea e faléncia de multiplos orgdos enddcrinos (paratiroide,
adrenal, ovarios), mediada por mecanismos imunologicos (Czaja e Freese 2002).
Aproximadamente 10% a 20% destes doentes apresentam uma hepatite cronica.
Contrariamente ao que se verifica com outras doencas autoimunes, a APECED esté
associada a uma mutagdo de um Unico gene, denominado AIRE (autoimune regulator),
localizado no cromossoma 21g22.3. Esta mutacdo pode alterar a delecédo timica das células
T autoreativas (Czaja e Norman 2003). Os doentes com APECED e HAI tém uma doenca
hepética particularmente agressiva que ndo responde bem aos esquemas de tratamento com

imunossupressores (Czaja e Freese 2002).

1.2.5. Tratamento

A HAI é uma doenca hepética crénica tratavel na maioria dos casos, raramente
entrando em remissdo espontanea e evoluindo frequentemente para cirrose hepatica. Os
doentes ndo tratados com inflamacdo histoldgica ativa tém pior sobrevida. Desta forma, o
seu tratamento tem como finalidade a tentativa de impedir ou retardar a sua progressao

para formas mais graves da doenca (Cancado et al 2004).

A HAI habitualmente responde ao tratamento imunossupressor e foi a primeira doenca
hepética cronica em que a terapéutica aumentou a sobrevida dos pacientes (Manns e Vogel
2006).

O tratamento inicial e de manutencdo mais utilizado na HAI é a corticoterapia
isolada ou em associacdo com a azatioprina. A maioria dos doentes necessita de um
tratamento de manutencgédo por tempo prolongado, e geralmente a resposta € melhor quando

a doenca ndo é muito agressiva.
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Os adultos com cirrose na biopsia inicial e as criangas, particularmente as que
apresentam o tipo 2 da doenca, raramente permanecem em remissdo quando o tratamento é

retirado e geralmente necessitam de tratamento vitalicio.

A presenca histologica de necrose em ponte ou multilobular estad associada a
progressdo para cirrose em 82% e uma mortalidade a 5 anos de 45% para doentes nao
tratados (Feld et al 2005). Em doentes assintomaticos com cirrose inativa (definida como
auséncia ou inflamacdo limitada), a terapia com corticoides ndo demonstrou melhoria na
sobrevivéncia. Os doentes sem cirrose que se submetem a um tratamento tém uma
probabilidade de sobrevida de 10 a 20 anos superior a 80%, semelhante a populacédo em
geral (Feld et al 2005).

A andlise retrospectiva de doentes com doenca leve tem demonstrado a
possibilidade de sobrevivéncia a longo prazo sem tratamento, mas € necessario um
acompanhamento cuidado. Doentes ndo tratados raramente recuperam espontaneamente, a
melhoria € menos comum e a sobrevida a longo prazo € menor do que em doentes tratados
(Czaja et al 2009). A HAI é uma doenca com uma atividade imprevisivel e variavel, e a
maioria dos doentes deve submeter-se a terapia. As indicacbes para o tratamento sdo
baseadas na presenca e gravidade da inflamacgdo hepatica e também na presenca de fatores
de risco para a progressdo da doenca como o0 aumento sérico das concentracfes das
enzimas hepaticas, sintomas incapacitantes, presenca histologica de hepatite de interface,
pontos de necrose ou colapso multiacinar, que prevéem um pior prognostico sem

tratamento.

Tém sido efetuados poucos progressos em tratamentos alternativos para doentes
com resposta inadequada ou com intolerancia ao tratamento com corticosteroides isolados
ou em associa¢do com azatioprina. Outros farmacos incluem o micofenolato de mofetil, o
metotrexato, a ciclosporina, o tacrolimus, o budesonide, e o &cido ursodesoxicolico
(UDCA) (Krawitt 2008).

Para aproximadamente 10% dos casos de doentes com HAI, o transplante hepatico
¢ a unica opcdo que permite a sobrevida do doente. Geralmente sdo candidatos a
transplante hepatico aqueles que ndo respondem ao tratamento nos primeiros seis meses ou
0S que ndo atingem a remissdo apds trés anos consecutivos de tratamento (Manns e Vogel

2006). A HAI pode reaparecer ap6s transplante hepatico ou aparecer “de novo” em
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individuos transplantados por doencas ndo autoimunes, podendo afetar todas as idades ou
etnias (Czaja 2008).

1.2.6. Autoanticorpos na hepatite autoimune tipo 1

A pesquisa de autoanticorpos nas doencas hepaticas tem por principal objetivo o
diagndstico das doencas hepéaticas autoimunes, podendo, adicionalmente ser uma
ferramenta Gtil para monitorizar a atividade da doenca (Mans e Vogel 2006). A auséncia de
standardizacdo da serologia hepéatica € responsavel pela baixa sensibilidade e
especificidade de alguns destes testes (Mans e Vogel 2006). O IAIHG criou um comité
internacional para desenvolver procedimentos e métodos de referéncia para testes mais
fidedignos (Vergani e col. 2004). A pesquisa de ANA, AML e LKM ¢ fundamental para o
diagnostico de HAI, devendo constituir os testes de primeira linha em doentes com
suspeita de HAI. Os anticorpos contra LC-1, SLA/LP, p-ANCA e anti-recetor da
asialoglicoproteina (anti-ASGP-R) podem ser Uteis para o diagndstico de HAI em doentes

seronegativos para os testes de primeira linha.

Os anticorpos anti-peptideo ciclico citrulinado (anti-CCP) sdo anticorpos altamente
associados a artrite reumatoide e sdo encontrados em aproximadamente 9% de doente com
HAI (Czaja 2007). Estes doentes tém maior ocorréncia de cirrose, morrendo mais
frequentemente de faléncia hepética, podendo, por isso, considerar-se marcadores de
fibrose hepética avancada (Czaja 2007).

Czaja defende a realizacédo de testes de rastreio da doenca celiaca em doentes com
HAI e em doentes com doenca hepética cronica indiferenciada, uma vez que a doenca
celiaca pode ocorrer concomitantemente com a HAI ou pode causar disfuncdo hepatica que

melhora com restricao de gluten (Czaja 2005).
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1.2.6.1. Anticorpos antinuclears (ANA)

Os anticorpos antinucleares foram os primeiros autoanticorpos a serem associados a
HAI, sendo responsaveis pela designacdo de hepatite ”lupdide”, por Mackay em 1956
(Means e Vogel 2006). Os ANA sdo um marcador inespecifico de HAI, podendo ser
encontrados na CBP, nas hepatites viricas e nas esteatohepatites ndo alcoolicas. A sua
prevaléncia na populacdo saudavel, principalmente na populagdo mais idosa, atinge 0s
15% (Manns e VVogel 2006).

Nos casos mais tipicos de HAI tipo 1, estes autoanticorpos, em associa¢do com 0s
AML, séo detetados em titulos significativos (>1:80 nos adultos e >1:40 nas criangas) em
aproximadamente metade dos doentes caucasianos com HAI-1, enquanto os ANA isolados
séo detetados em apenas 15% e os AML isolados em 35% (Dalekos e col. 2002; Zachou e
col. 2004). O método mais utilizado para a pesquisa dos ANA é a IFI em células HEP-2 ou

em cortes de tecido de rato.

Os antigénios alvos sdo heterogéneos e ndo estdo completamente definidos: DNA
(cadeia simples ou dupla), cromatina, ribonucleoproteinas, lamininas A e C, ciclina A e
histonas (Dalekos et al 2002; Orts Costa 2004; Zachou et al 2004; Bogdanos et al 2008).

Podem ser observados diferentes padrdes de fluorescéncia devido a diversidade de
antigénios alvo nas células HEP-2. Os padrdes mais frequentes sdo o homogéneo (34-58%)
ou 0 mosqueado (21-34%) (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004), podendo observar-se
outros padrdes como o nuclear e a associacdo dos padrdes nuclear e mosqueado (figura
V).

Figura IV- Marcacdo de anticorpos antinucleares por técnica de IFI. Padrdo Homogénio (A), padrdo
mosqueado (B) e padrdo nuclear (C). Adaptado de Wiik, A. (Wiik, A. et al 2010).
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Doentes com padrdo homogéneo parecem ter titulos mais altos de ANA e uma
maior incidéncia de anticorpos AML do que doentes que apresentam um padrdo
mosqueado (Czaja 2008). A resposta a terapéutica com corticosteroides € independente do
padrdo observado pela técnica de IFI. Alguns estudos referem que a seropositividade para
0s ANA parece estar associada a presenca de HLA-DR4 na HAI tipo 1 e a um melhor
progndstico de evolucdo da doenga do que em doentes com ANA negativos (Czaja et al
1997).

1.2.6.2. Anticorpos anti-musculo liso (AML)

Os anticorpos AML estédo presentes frequentemente nas hepatites autoimunes e sao
dirigidos contra componentes do citoesqueleto tais como a actina, a tubulina, a vimentina,
a desmina e a esqueletina (Orts Costa 2004; Manns e Vogel 2006). Ocorrem
frequentemente em associacdo com os ANA e estdo, tal como eles, presentes numa grande
diversidade de doencas hepéticas e ndo-hepaticas, tais como as doencgas reumaticas. Os
autoanticorpos anti-actina sdo o principal componente do que foi denominado anticorpos
anti musculo liso. Estes anticorpos apresentam especificidade para 0 componente actina do
citoesqueleto e, normalmente séo detetados por IFI utilizando como substrato seccdes finas

de figado, rim e estdmago de rato, (figura V).

Figura V — Marcacao de anticorpos anti-musculo liso por técnica de IFI. Observa-se o padrdo VGT
carateristico da presenca de anticorpos anti-actina em estdmago (A), em rim (B) e em figado (C) de rato.

Adaptado de Rodrigues F. (Rodrigues F. et al, 2012).
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O figado e o rim apresentam fluorescéncia da parede dos vasos, enquanto no
estdmago sobressai a muscularis mucosa. A observacdo do rim requer especial atencéo,
pois permite a visualizacdo dos vasos, glomérolos e tubulos, o denominado padrdao VGT,
carateristico da actina, que se reveste de maior especificidade para a HAI (Granito et al
2006). O padrdo V atribuido a vimentina, também estd presente em doencas inflamatorias
hepéticas ndo imunes, bem como noutras doengas autoimunes que ndo afetam o figado ou
mesmo outras doencas viricas. O padrdo VG (marcacao de vasos e glomerolos) e o padréo
VGT sdo mais especificos da HAI (Vergani et al 2004). Os AML também podem ser
detetados por IFI, utilizando fibroblastos ou células HEP-2 (figura VI).

Figura VI — Padréao de IFI dos anticorpos anti- actina em células HEP-2. Adaptado de Rodrigues F.
(Rodrigues F. et al, 2012).

Os anticorpos AML e os ANA sdo os marcadores imunoserologicos da HAI tipo 1.
Os anticorpos AML sdo direccionados contra varios componentes, 0 mais importante é a
actina mas a IFI também pode detetar anticorpos anti-tubulina e filamentos intermediarios.
Estudos recentes sugeriram que sdo 0s anticorpos anti actina que tém especificidade para
as doencas hepaticas autoimunes e foram reconhecidos como melhores marcadores para a

o diagnostico da HAI do que os anticorpos AML (Czaja et al. 1996).

Estudos comparativos entre a presenca de anticorpos anti-actina F do tipo IgG por
testes imunoenzimaticos e a detecdo de anticorpos anti-AML por IFI mostraram que 0sS
anticorpos anti-actina F estavam presentes na HAI quando os titulos de AML eram
superiores a 1:160 (Czaja 2008). Contudo, também tem sido referido que para valores de
AML inferiores a 1:40 os anticorpos anti-actina F podem estar presentes (Granito et al
2006, Jaskowski et al 2007). No mesmo estudo, foram detetados anticorpos anti-actina F
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em 20% dos doentes com hepatite virica aguda. Czaja e colaboradores, sugeriram que a
presenca de anticorpos anti-actina F em doentes com HAI tipo 1 estava associada a um
inicio mais precoce da doenca, uma pior resposta ao tratamento com corticosteroides, uma
evolucdo mais frequente para faléncia hepatica e uma maior necessidade de transplante
hepético (Czaja 2005).

Deste modo, uma vez que existe um numero significativo de doentes com HAI tipo
1 sem anticorpos AML mas com anticorpos anti-actina F, Jaskowski e colaboradores
defendem a realizacdo de testes de pesquisa destes anticorpos sempre gque exista suspeita
desta patologia (Jaskowski et al 2007). No entanto, outros autores defendem a utilizagéo
deste teste apenas como teste de segunda linha, dada a menor sensibilidade destes testes
face a IFI (Villalta et al 2008).

1.2.6.3. Anticorpos anti-citoplasma dos neutrofilos (ANCA)

Os ANCA sdo anticorpos dirigidos contra o citoplasma dos neutréfilos e monadcitos.
Estes autoanticorpos sdo detetados por IFI utilizando granuldcitos fixados com etanol,
podendo ser subdivididos em dois subtipos principais de acordo com o seu padrdo de
imunofluorescéncia: padrdo citoplasmatico (c-ANCA) e padrdo perinuclear (p-ANCA)
(figura VII). Tém ambos valor de diagndstico e de prognéstico nas vasculites, tais como a
granulomatose de Wegener (c-ANCA) e a poliangite microscopica (p-ANCA). A
proteinase-3 (PR3) foi identificada como sendo o principal autoantigénio para o padrdo c-
ANCA na granulomatose de Wegener e a mieloperoxidase (MPO) para o padrdo p-ANCA.
Os ANCA apresentam ainda uma elevada prevaléncia noutras doencas inflamatdrias

intestinais (principalmente na colite ulcerosa) e na CEP (Lindgren et al 2000).

O padrdo p-ANCA cléssico é devido a um artefacto decorrente da fixacdo dos
neutrdfilos pelo etanol, levando a migracdo das proteinas cationicas (tais como a MPO)
para a membrana nuclear carregada negativamente; quando os neutrofilos sao fixados pelo
formol, ndo ocorre essa migracdo observando-se um padrdo citoplasmatico devido a
localizagdo “in situ” das proteinas. O padrdo dos ANCA observado na HAI, padrédo p-

ANCA atipico ou X-ANCA, é diferente do padrdo classico p-ANCA, apresentando um
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reforco mais perinuclear em etanol, sem migracdo para o citoplasma em formol. Estes
autoanticorpos também sdo encontrados na CEP (60-92%), na colite ulcerosa (CU) (60-
87%) e na doenca de Crohn (5-25%), e parecem reagir com componentes do nucleo dos
neutrofilos, nomeadamente com uma proteina de 50 Kda especifica da membrana nuclear
da série mielodide. Estes estudos sugerem que o termo “p-ANCA atipico” ndo é o mais
correto, uma vez que os antigénios alvo ndo sdo citoplasmaticos e foi proposto o termo
“perinuclear anti-neutrophil nuclear antibodies” (p-ANCA) como sendo o mais indicado
para descrever estes autoanticorpos (Terjung et al 2000; Terjung e Worman 2001; Vergani
et al 2004).

Estudos recentes, revelaram a presenca de elevados titulos de p-ANCA em doentes
com HAI tipo 1 (prevaléncia de 40-96%) e, mais raramente, em doentes com CBP
(prevaléncia 0-39%) (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004). Os antigénios predominantes
sdo a lactoferrina, a elastase e o “bactericidal permeability increasing protein” (BPI)
(Lindgren et al 2000). N&o foram detetados ANCA em doentes com HAI tipo 2. A detecéo
dos ANCA pode ser um teste Util no despiste de HAI tipo 1, principalmente nos casos em
que a pesquisa para os ANA/AML/anti-LKM1 é negativa (hepatite criptogénica) (Dalekos
et al 2002).

Figura VII — Representacdo de padrdes de ANCA por técnica de IFI em neutréfilos humanos: Padrao
c-ANCA (A) e padrdo p-ANCA (B). Adaptado de Zacchou (Zachou et al, 2004).

Uma vez que a prevaléncia dos ANCA na CBP ¢ baixa, estes autopanticorpos
podem revelar-se Gteis para a distin¢do das duas patologias em sindromes de sobreposicao
(Dalekos et al 2002). Contudo, devido a sua falta de especificidade para o diagnéstico de

HAI tipo 1, ndo se recomenda a sua Utilizacdo na rotina (Zachou et al 2004).
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1.2.6.4. Anticorpos anti-antigénio hepatico solavel e anti-antigénio do
figado e pancreas (SLA/LP).

Os anticorpos anti-antigénio hepatico soltvel (anti-SLA) e anti-antigénio do figado
e pancreas (anti-LP) foram descritos independentemente em 1987 e 1983, respetivamente,
pensando tratar-se de anticorpos diferentes (Invernizzi et al 2007). No entanto em 2000,
Wies e colaboradores demonstraram que o antigénio epecifico de ambos era uma
ribonucleoproteina de transferéncia, envolvida na incorporacdo de selenocisteina nas
cadeias polipeptidicas (Wies et al 2000; Czaja e Norman 2003; Bogdanos et al 2004). A
sua descoberta levou, em 1994, a subclassificacio em HAI tipo 3. Testes genéticos,
serolégicos e clinicos, e a concordancia comum de anti-SLA com o0s marcadores
soroldgicos de HAI tipo 1 e tipo 2 demonstraram que a sua presenca nao justifica um novo
subtipo e atualmente, doentes com anticorpos anti-SLA/LP séo considerados como tendo
HAI tipo 1 (Orts Costa, 2004 e Czaja, 2010).

Os anticorpos anti-SLA/LP podem ser detetados em doentes com HAI, como
marcadores isolados ou em associacdo com AML e/ou ANA. Embora se associem
geralmente a HAI tipo 1, estudos recentes revelaram também a sua associacdo a HAI tipo
2, em criangas com colangite autoimune e infecdo pelo virus da hepatite C (Dalekos et al
2002; Bogdamos et al 2004; Manns e Vogel 2006; Rigopoulou et al 2007, Czaja 2010).

Os anticorpos anti-SLA/LP sdo os autoanticorpos mais especificos detetados na
HAI tipo 1, estes autoanticorpos sdo detetados em 11-22% dos adultos doentes norte-
americanos e norte europeus com diabetes tipo 1 e HAI e 18-44% das criangcas com HAI
tipo 2. Também tém sido descritos em 14-20% dos pacientes com hepatite crénica
criptogénica. Os anticorpos para 0 SLA tém um diagnostico especificidade de 99% para a
HAI e a sua presenca na hepatite cronica de natureza desconhecida obriga a consideracao
de uma base autoimune para justificar a atividade inflamatoria (Czaja 2010). S&o por este
motivo considerado um marcador altamente especifico da HAI com importancia no
prognostico (Czaja 2010). Nao sdo detetados por IFI, recorrendo-se a ensaios
imunoenzimaticos do tipo ELISA e imunoblot, utilizando antigénios recmbinantes (Baeres
et al 2002 e Czaja 2010).
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Vaérios estudos sugerem que doentes com anticorpos anti-SLA/LP tém um curso
mais severo da doenca, apresentando recaidas mais frequentes, embora se desconheca o
seu papel patogénico (Baeres et al 2002;Vergani et al 2004; Bogdanos et al 2008 e Czaja
2010). Os anticorpos para o SLA tém atributos progndésticos uma vez que identificam os
pacientes com alteracdes histoldgicas mais graves, exigem maior duracdo de tratamento,
estdo presentes numa recaida apos retirada da droga e tém maior frequéncia de transplante
de figado ou morte por insuficiéncia hepatica. Apenas 15% dos pacientes brancos
norteamericanos com HAI expressam anti-SLA, mas a sua detecgcdo precoce pode prever

as dificuldades do tratamento (Czaja2010).

Estes autoanticorpos sdo frequentemente os Unicos marcadores seroldgicos de HAL.
E a sua elevada especificidade para a HAI, a presenca frequente na hepatite crdnica
criptogénica, a estreita associacdo com HLA DRB1 * 0301, grave doenca histoldgica e
dependéncia de tratamento fizeram dos anticorpos anti-SLA 0s mais promissores
marcadores sorologicos de prognostico na HAI (Czaja 2010). Os resultados “borderline”
obtidos pela técnica de ELISA devem ser confirmados por imunoblotting (Baeres et al
2002 e Czaja 2010).

1.2.6.5. Autoanticorpos contra o recetor da asialoglicoproteina (anti-
ASGP-R)

O recetor da asialoglicoproteina (ASGP-R), também designado lectina hepatica, é
uma proteina transmembranar tipo 11, especifica da membrana hepatocelular (Bogdanos et
al 2008). A sua principal funcdo € a internalizacdo da asialoglicoproteina através da

ligag&o dos residuos terminais de galactose as vesiculas membranares.

Os anticorpos para 0 ASGP-R sdo observados em aproximadamente 90% dos
doentes com HAI e pode coexistir com ANA, AML e anti-LKM1. Sao considerados
marcadores universais de HAI pois estdo presentes em ambos os tipos de HAI (em 75%
das criangas com HAI tipo 1 e 40% com HAI tipo 2) e podem estar presentes em doentes

que sdo negativos para 0s anticorpos convencionais. Contudo, ndo séo especificos e podem
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também ser encontrados em hepatites viricas, hepatites induzidas por drogas e CBP (Orts
Costa 2004, Manns e VVogel 2006 e Czaja 2010).

Os niveis de anticorpos anti-ASGP-R correlacionam-se com a atividade
inflamatdria e a sua persisténcia ou desaparecimento durante a corticoterapia reflete a
adequacao da resposta ao tratamento traduzindo-se em remissdo ou recaida da doenca,
deste modo pode ser tilizado como marcador adicional para monitorizar a eficacia do
tratamento (Dalekos et al 2002; Luxon 2003; Zachou et al 2004; Manns e VVogel 2006 e
Czaja 2010). Estes atributos indicam que anti-ASGPR pode ser util na defini¢do dos pontos
finais do tratamento podendo ser o Unico marcador de progndstico da hepatite autoimune,

que tem importancia quando esta ausente (Czaja 2010).

Contudo, dada a sua baixa especificidade e as dificuldades inerentes a sua

determinacdo, ndo é recomendado a sua Utilizacdo na rotina (Bogdanos et al 2008).

1.2.7. Autoanticorpos na hepatite autoimune tipo 2

1.2.7.1. Anticorpos anti-microssomais do figado e rim (anti-LKM)

Sob a denominacdo de anticorpos anti-microssomas do figado e rim (anti-LKM)
encontra-se um grupo heterogéneo de autoanticorpos que reagem em IFI com o citoplasma
dos hepatocitos e das células dos tlbulos renais. Os anticorpos anti-microssomas hepéticos

(anti-LM) foram incluidos neste grupo, apesar de ndo reagirem com os tabulos renais.

Os autoanticorpos anti-LKM foram detetados pela primeira vez por IFI por Rizeto e
colaboradores em 1973 (Invernizzi et al 2007). Foram idéntificados trés tipos de anticorpos
anti-LKM denominados de 1 a 3, sendo 0 mais importante para o diagnéstico da HAI tipo

2 0 anticorpo anti-LKM1.

Os anticorpos anti-LKM1 sdo detetados po IFI em cortes de tecido triplo de rato
(figado, rim e estdmago) apresentando uma fluorescéncia homogénea do citoplasma dos
hepatécitos e da porcdo P3 dos tdbulos renais proximais. Os tdbulos distais séo

habitualmente negativos ou fracamente positivos (figura VIII). Esta marcagcdo permite

30



Determinagao de Autoanticorpos em doentes com suspeita de HAl e CBP

distinguir os anticorpos anti-LKM1 dos anticorpos anti-mitocondriais (AMA), que marcam

igualmente os tubulos proximais e distais.

Os anticorpos anti-LKM1 tém uma prevaléncia 3 a 6% nos doentes com HAI (Orts
Costa JA 2004), sendo o principal autoantigénio identificado o citocromo P450 2D6
(CYP2D6). Foram identificados pelo menos quatro epitopos lineares diferentes deste
autoantigénio. Os epitopos imunodominantes do P450 2D6 sdo os aminoacidos 257-269 e
0 321-351, que sdo reconhecidos em aproximadamente 70% e 50% dos casos
respetivamente (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004).

Os anticorpos anti-LKM1 sdo igualmente encontrados até 7% dos doentes com
hepatite cronica C (VHC). No entanto, os epitopos do autoantigénio P450 2D6
reconhecidos pelos autoanticorpos anti-LKM1 sdo diferentes na HAI-2 e nos doentes com
VHC, contudo, foram reconhecidas homologias entre epitopos na molecula do P450 2D6 e
as proteinas codificadas pelo genoma do virus da hepatite C e do citomegalovirus (Vergani
e Mieli-Vergani 2008). Os anticorpos na HAI sdo mais homogéneos, os titulos sdo mais
altos e os principais epitopos no P450 2D6 sdo pequenos e lineares; por outro lado na
hepatite C os anticorpos anti-LKM1 sdo mais heterogéneos, com multiplos epitopos,

muitos dos quais conformacionais.

Figura VIII — Marcacédo de anticorpos anti-LKMZ1 por IFI. Fluorescéncia citoplasmatica em hepatdcitos
(A), em (B) a marcacdo mais intensa dos tubulos proximais e a medula do tecido renal negativo e em (C) as

células parietais sdo negativas. Adaptado de Liver Autoantibodies (Unisersity of Birmingham, 2012).

Os mecanismos que levam a producéo de autoanticorpos anti-LKM1 e o seu papel

patogénico a nivel hepatocelular ainda ndo séo conhecidos. Foi sugerido que algumas
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infecBes viricas pelo virus Herpes simplex e outros virus associados possam desencadear a
produgdo de autoanticorpos por um mecanismo de mimetismo molecular (Czaja 2005;
Czaja 2008).

Em termos clinicos é importante o screening dos autoanticorpos anti-LKM1 antes
da terapia com interferon-alfa nos doentes com VHC, uma vez que a sua utilizacdo em
doentes com HAI pode exacerbar a doenca. Por outro lado, o tratamento com
corticosterdides num doente com VHC pode aumentar a replicagdo viral (Daleko et al
2002; Orts Costa 2004).

Os autoanticorpos anti-LKM2 foram detetados nalguns casos de hepatites induzidas
por farmacos (&cido tienilico, halotano, dihidralazina e agentes anticonvulsivantes) mas
nunca em doentes com HAI (Orts Costa 2004). O autoantigénio alvo é o P450 2C9
(CYP2C9). Os anticorpos anti-LKM2 podem pesquisar-se por IFI em tecidos de roedores.
No figado de rato, os anticorpos anti-LKM2 marcam fortemente os hepat6citos
centrolobulares, apresentando uma fluorescéncia fraca dos hepatdcitos periportais. Os

tubulos renais proximais dos glomérulos marcam mais intensamente (figura 1X).

Figura IX — Imagens de anticorpos anti-LKM2 por IFI. Em (A) a fluorescéncia mais intensa dos
hepatocitos centrolobulares e em (B) a marcagdo mais intensa dos tdbulos proximais. Adaptado de Liver

Autoantibodies (Unisersity of Birmingham, 2012).

Os autoanticorpos anti-LKM3, isolados ou em associagdo com 0s autoanticorpos
anti-LKM1, sdo detetados em aproximadamente 5-10% dos doentes com HAI tipo 2. O
principal autoantigénio é da familia das 1-UDP-glucuroniltransferases (1-UGTs), de 55

Kda. Estes autoanticorpos foram inicialmente descritos em aproximadamente 13% dos
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doentes com hepatite crénica Delta (Orts Costa 2004). Recentemente, também foram
descritos em doentes com hepatite crénica C, tratando-se provavelmente de fenémenos
autoimunitarios observados nesta patologia (Orts Costa 2004). Os anticorpos anti-LKM1
em tecido de rato, mas também marcam os microssomas da tirdide, adrenal e pancreas de

primata.

Os anticorpos anti-LM foram descritos pela primeira vez em doentes com hepatite
induzida pela dihidralizina sendo o principal antigénio alvo o citocromo P450 IA2
(CYP1A2) (Dalekos et al 2002). O padrao de fluorescéncia em tecidos de rato apresenta
uma fluorescéncia limitada a camada de hepatocitos a volta do espaco centrolobular sem

marcacéo do tecido renal (figura X).

Figura X — Imagem de IFI sugestiva da presenga de anticorpos anti-LM. Presenca de anticorpos anti-LM
em estdbmago de rato, a imunofluorescéncia marca fibras de musculo liso dentro da muscularis mucosa.
Adaptado de Zacchou (Zachou et al, 2004).

1.2.7.2. Anticorpos anti-citosol hepatico tipo 1 (anti-LC1)

Os anticorpos anti-citosol hepatico tipo 1 (LC1) foram detetados pela primeira vez
em 1988 em doentes com HAI tipo 2. O autoanticorpo é especifico de orgdo mas néo
especifico de espécie (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004). Estes autoanticorpos sdo
detetados em aproximadamente 30% dos doentes com HAI tipo 2, sendo na maioria dos
casos (cerca de 70%) acompanhados pelos autoanticorpos anti-LKMZ1. No entanto, também
ja foram detetados em doentes com HAI tipo 1, hepatite C e CEP, sendo o unico marcador
imunologico detetado em aproximadamente 10% dos doentes com HAI (Invernizzi et al

2007). Os anticorpos anti-LC1 em 24 a 32% aparecem em associa¢do com anti-LKM1, e séo
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considerados um segundo marcador da HAI tipo 2. Como 0s ananticorpos anti-LKM1, eles
séo expressos principalmente em criangas e jovens adultos (20 anos ou menos) e raros em

adultos acima dos 40 anos (Czaja 2010).

Estes autoanticorpos podem ser detetados por técnicas de ELISA,
contraimunoeletroforese, imunoblot ou IFI. Em figado de rato, por IFI, os anticorpos anti-
LC1 apresentam fluorescéncia citoplasmatica dos hepatdcitos respeitando a camada
hepatocelular a volta das veias centrais (figura XI). O rim ndo apresenta fluorescéncia. A
detecdo dos autoanticorpos anti-LC1 por IFI é mascarada quando estdo presentes
autoanticorpos anti-LKM1, sendo necessario recorrer a outras técnicas de detecdo, como
Elisa e o imunoblotting (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004; Manns e VVogel 2006).

A formiminotransferase-ciclodesaminase (FCTD), uma proteina de 58KDa,
envolvida no metabolismo dos folatos, foi identificada como alvo molecular dos

autoanticorpos anti-LC1 (Invernizzi e col. 2007; Bogdanos et al 2008).

A sua importdncia no prognostico advém do facto de serem (teis no
estabelecimento do diagnostico de HAI quando os anticorpos ANA, AML, e anti-LKM1
aparecem negativos. Estes doentes respondem tipicamente a terapia com corticosteroides, e

a presenca de anti-LC1 é a chave para o reconhecimento da doenca (Czaja 2010).

A presenca de autoanticorpos anti-LC1 parece correlacionar-se com a atividade da
doenca podendo ser Gtil como marcador de atividade hepatocelular inflamatoria residual na
HAI (Dalekos et al 2002; OrtsCosta 2004; Manns e Vogel 2006).

Figura XI — Imagem de IFI de um soro com anticorpos anti-LC1. Forte marcacdo na zona centolobular

no figado em tecido triplo de rato. Adaptado de Liver Autoantibodies (Unisersity of Birmingham, 2012).
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1.2.7.3. Autoanticorpos na hepatite autoimune na APECED

Tal como acontece na HAI tipo 2, a hepatite na APECED esta associada a presenca
de autoanticorpos para proteinas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP2AG6), resultando no
padrdo de fluorescéncia de anticorpos anti-LM e anti-LKM, respetivamente (Dalekos et al
2002). A detecdo destes autoanticorpos pode ser uma ajuda para o diagnostico de HAI

nesta sindrome dada a alta especificidade dos anticorpos anti-LM (Zachou et al 2004).

A prevaléncia de ANA em doentes com APECED é elevada (22%). Contudo, nédo
apresenta relacdo com a presenca ou auséncia de hepatite associada pelo que nao € Util a

sua determinacdo nestas situacOes (Dalekos et al 2002; Zachou et al 2004).

1.3. Cirrose Biliar primaria

A cirrose biliar priméria (CBP) é uma doenca hepética autoimune rara colestatica
cronica de etiologia desconhecida, na qual os canais biliares intrahepaticos sdo
progressivamente destruidos por um processo inflamatdrio, com destruicdo imunomediada
dos mesmos resultando em colestase, cirrose e faléncia hepética (Crosignani et al, 2008). A
CBP é uma doenca de etiologia provavelmente autoimune, estando associada a outras
doencas autoimunes como o sindrome de Sjogren, esclerodermia e tiroidite (Washington
2007 e Corpechot 2010).

A sua prevaléncia varia mundialmente, sendo elevada no Norte da Europa,
principalmente na Inglaterra e nos Paises Escandinavos, e nos Estados Unidos, tendo
nestes paises uma prevaléncia de aproximadamente 40 por 100 000 habitantes. A CBP

afeta predominantemente mulheres com idade superior a 40 anos (Poupon R. 2010).

A CBP tem patogenia multifatorial, com fatores genéticos e ambientais a contribuir
para o0 aparecimento e progressdo da doenca (Selmi et al 2004). Estudos epidemiolégicos
recentes identificaram fatores de risco para o aparecimento de CBP, como infecGes
urinarias de repeticdo, historia pessoal de tabagismo e uso de terapéuticas hormonais de

substituicdo, que promovem o0 aumento da apoptose nas células epiteliais dos ductus
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biliares podendo causar a atividade autoimune caracteristica da CBP (Corpechot C. 2010).
N&o se conhece o motivo exato para apenas as células epiteliais do trato biliar serem
afetadas, uma vez que o antigénio piruvato desidrogenase estd presente em todos os
tecidos. (Lleo et al 2008). Até 20% dos doentes apresenta simultaneamente outra doenca
autoimune (nomeadamente esclerodermia ou tiroidite) e em cerca de 10% dos casos
surgem simultaneamente critérios de HAI, podendo nesses casos denominar-se sindrome

de sobreposicao ou “overlap” (Poupon R. 2010)

Tem sido dada particular atencéo ao estudo da associacdo com agentes quimicos e
infecciosos. A maior prevaléncia de infeccdes do trato urindrio em doentes com CBP
causadas por Escherichia coli evidéncia que entre todas as estirpes bacterianas, esta
bactéria é a que apresenta maior propensdo para desencadear a doenca através de
mecanismos de mimetismo molecular. Estudos recentes realizados por Giogini e
colaboradores indicaram o Novosphingobim aromaticivorans, um microorganismo gram
negativo ubiquitario, como o melhor candidato para induzir a CBP (100 a 1000 vezes

superior a E.coli) (Giorgini et al 2005).

Alguns doentes com CBP permanecem varios anos assintomaticos. A altura do
diagndstico metade dos doentes estdo assintomaticos sendo o diagnéstico determinado
através da realizacdo de analises de rotina, enquanto outros desenvolvem sintomatologia
apos 2 a 4 anos de evolucdo da doencga. Os sintomas mais frequentes sdo a fadiga (21%) e
0 prurido (19%) sendo que este Ultimo se deve a deposicdo dos sais biliares (Washington
2007). Séo raros os doentes que apresentam inicialmente sinais de doenca hepatica
avancada com complicacBes de hipertensdo portal (ascite, encefalopatia hepatica,

hemorragia de varizes esofagicas) (EASL 2009).

O diagnostico da CBP faz-se pela associacdo da historia clinica, dados seroldgicos
e histoldgicos e baseia-se em trés critérios: padrdo de enzimas colestasico com mais de seis
meses, presenca de AMA e histologia compativel. A presenca de dois destes critérios
permite um diagndstico provavel sendo necessaria a presenca de trés para o diagnostico

definitivo (Crosignani et al 2008).

Analiticamente encontram-se quadros de colestase com elevacdo da fosfatase
alcalina e da gamaglutamiltransferase associando-se uma elevacdo minima ou moderada
das transaminases e um aumento da concentacdo de bilirrubina numa fase mais tardia da

doenga, sendo também comum o aumento do colesterol sérico total (Heathcole 2000 e
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Poupon R. 2010). O padrdo de imunoglobulinas séricas na CBP caracteriza-se por um
aumento da fraccao IgM, e niveis de IgA habitualmente normais, tendo no entanto tém sido

descritos casos de défice seletivo de IgA (Heathcote 2000).

No exame histoldgico aparece com frequéncia a chamada “lesdo florida” com
infiltrado inflamatdrio, destruicdo das células epiteliais dos canais biliares e
descontinuidade da membrana basal dos ductos biliares (Washington 2007). A
confirmacéo histoldgica ja ndo é obrigatoria para o diagnostico da CBP (EASL 2009). A
biopsia hepatica € considerada imperativa apenas nos casos de negatividade dos AMA,
bioquimica atipica ou suspeita de associagdo com outra causa de doenca hepatica tornando-
se neste caso determinante na conclusdo diagnostica e decisdo terapéutica como foi
demonstrado pela descricdo de um caso clinico por uma equipa de médicos do Hospital
Sousa Martins na Guarda (Pinho et al 2012). Ainda assim é importante referir que a

histologia tem valor prognostico e auxilia decisdes terapéuticas (Poupon 2010).

Foram feitas tentativas para criar um sistema de pontuacdo semelhante ao utilizado
para a HAI, nédo tendo sido validado até a data. Devido a especificidade dos marcadores
imunologicos e bioquimicos, a CBP pode ser diagnosticada atualmente sem recorrer a
biopsia, embora esta seja necessaria para determinar o estadiamento da doenca (Heathcote
2000; Jones 2000).

A CBP ndo tem cura, e sem tratamento pode evoluir para cirrose e insuficiéncia
hepéatica num periodo de 10 a 20 anos. O tratamento com acido ursodesoxicélico (UDCA)
e colestiramina, pode reduzir alguns dos sintomas, permitindo assim uma melhoria na
qualidade de vida dos doentes. O UDCA é um farmaco pouco dispendioso, com poucos
efeitos secundarios, que diminui a colestase e melhora a funcdo hepatica, e tem-se
mostrado eficaz no atraso da progressdao da doenca, aumentando o tempo de sobrevida
quando administrado numa fase inicial da doenc¢a (Jones 2000). Contudo, um em cada trés
doentes ndo responde adequadamente, e podera necessitar de terapéutica adjuvante e/ou
transplante hepatico (Poupon 2010). Os farmacos que tém mostrado resultados como
terapéutica adjuvante nos casos resistentes sao o budesomido e a prednisolona, embora o
seu uso ndo seja consensual (EASL 2009). A colestiramina absorve os sais biliares no
intestino, diminuindo assim o prurido associado a presenca destes na corrente sanguinea.
Os corticoides ndo sdo eficazes no tratamento da CBP (Washington 2007). Num estadio

avancado da doenca, quando a maioria dos ductos biliares foram destruidos, o transplante
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hepético € o unico tratamento eficaz e a taxa de recidiva da doenca aos 5 anos ronda 0s
20% (Giorgini et al 2005 e Poupon 2010).

A sobrevida é variavel, sendo geralmente de 6 a 12 anos apds o inicio da
sintomatologia. S&o fatores de mau prognostico nesta doenca a presenca de ictericia, a
perda de canais biliares, a cirrose e a associagcdo a outras doencas autoimunes (Washngton
2007).

1.3.1.Marcadores Imunologicos na CBP

1.3.1.1.Anticorpos anti-mitocondriais

Os anticorpos anti-mitocondriais (AMA), considerados marcadores classicos do
diagndstico, sdo os marcadores imunoldgicos mais especificos para o diagnostico da CBP,
presentes em cerca de 90% dos doentes afetados. No entanto, perfis seroldgicos distintos
podem surgir em cerca de 30% dos casos, caracterizados por diferentes variantes de ANA
que, ao contrario dos AMA, se relacionam com a gravidade e progressdo da doenca
(Wesierska et al 2006, Nakamura et al 2007 e Lleo et al 2008)

Foram identificados pelo menos nove tipos de antigénios associados aos AMA
denominados de M1 a M9 de acordo com as suas especificidades antigénicas e associacdes
clinicas. Os tipos M2, M8 e M9 estdo associados a CBP, embora 0 M2 seja 0 mais

especifico desta patologia (McFarlane 2001).

Os AMA estdo geralmente presentes em titulos elevados na CBP, ndo apresentando
oscilacbes com a atividade da doenca e persistindo ap6s o transplante hepéatico ou
tratamento imunossupressor (McFarlane 2001).

Os epitopos alvos dos AMA-M2 foram identificados nos anos 80 como
componentes do complexo 2-oxoacido desidrogenase (2-OADC), sendo o alvo
predominante a subunidade E2 do complexo piruvato desidrogenase presente na membrana
interna das mitocondrias. Posteriormente, foram descritas outras especificidades
antigénicas para 0s anticorpos anti-mitocondriais, nomeadamente outras enzimas do
complexo 2-oxodacido desidrogenase incluindo as subunidades E2 da cadeia ramificada do

complexo oxoécido desidrogenase (BCOADC, branched chain oxoacid desydrogenase
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complex), do complexo oxoglutarato desidrogenase (OGDC, oxoglutarate desydroenase
complex), a subunidade E3 da proteina de ligagdo do complexo piruvato desidrogenase

(E3BP ou proteina X) e a subunidade Elo do complexo piruvato desidrogenase (PDC-Ela)
(Tabela V) (Invernizzi et al 2007; Bogdanos et al 2008).

TabelaV- Antigénios mitocondriais e nucleares na CBP

Antigénios mitocondriais

Subunidades E2 do 2-OADC PDC-E2"
OGDC-E2*
BCOADC-E2*
Complexo piruvato desidrogenase E3BP*
PDC Elo”

Antigénios nucleares
Complexo poro nuclear Gp210*

Nucleoporina 62*

Madltiplos pontos nucleares Sp100
PML
Centrémero CENPABeC

*N&o detetaveis por IFI, utiliza-se imunoblotting ou ELISA para o seu estudo. 2-OADC, complexo 2-
oxoécido desidrogenase; PDC, complexo piruvato desidrogenase; OGDC, complexo oxoglutarato
desidrogenase; BCOADC, cadeia ramificada do complexo oxoacido desidrogenase; PDC Ela, Subunidade

Ela do complexo piruvato desidrogenase; CENP, centrémero; PML, antigénio da leucemia promielocitica.

Adaptado de Invernizzi et al (Invernizzi, Lleo et al 2007).
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A pesquisa dos AMA faz-se por IFI em tecido triplo de rato e em células Hep-2,
apresentando-se por uma fluorescéncia citoplasmética granular nas células parietais do
estdmago (figura XII A), no citoplasma dos hepatécitos (figura XII B) e nos tabulos distais
e proximais do rim (figura XII C). A pesquisa em células Hep-2 apresentam uma
fluorescéncia citoplasmaética granular (figura XII D). A confirmacdo da presenca de AMA
é feita recorrendo a testes de ELISA ou Imunoblot. Os novos ensaios imunoenzimaticos ja
contém os trés antigénios mitocondriais imunodominantes nomeadamente, PDC-E2,
BCOADC-E2 e OGDC-E2. Apesar dos excelentes resultados reportados com estes testes
para doentes com CBP, o teste de screening para pesquisa de AMA deve continuar a ser
realizado por IFI (Bogdanos et al 2008).

Figura XII- Imagens de IFI de anticorpos anti-mitocondriais. Presenca de fluorescéncia granular nos trés
tecidos, no estdmago com as células parietais positivas (A), no figado (B) e rim (C) de rato e nas células Hep-
2 (D). Adaptado de Rodrigues F. (Rodrigues F. et al, 2012).

1.3.1.2. Anticorpos antinucleares

Na CBP, para além dos AMA, também podem ser encontrados por IFI ANA em

aproximadamente 1/3 dos doentes. Estes anticorpos foram identificados pela primeira vez
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em 1954 (Miescher et al 1954) utilizando cortes de tecido ou culturas celulares, mas foi
durante a ultima década que foram reconhecidos os alvos celulares especificos dos ANA
na CBP (Invernizzi et al 2005). Estes anticorpos incluem proteinas associadas ao padrao de
maultiplos pontos nucleares das quais fazem parte a proteina nuclear de 100KDa
denominada SP100, o antigénio da leucemia promielocitica (PML, promyelocytic
leukemia) e a proteina “small ubiquitin-like modifier” (SUMO) e proteinas associadas ao
complexo poro nuclear responsaveis pelo padrdo membrana nuclear e que sdo a
glicoproteina integrante da membrana nuclear de 210KDa (gp210) e a nucleoporina 62
KDa (p62), (Invernizzi et al 2005) (tabela V).

O antigénio Sp100 é uma proteina de 100KDa com um ponto isoelétrico de
aproximadamente 5,2, que recebeu esta denominagdo devido ao padrdo pontuado que
origina em IFI (“Multiple dots”). Sao detetados anticorpos anti-Sp100 em
aproximadamente 30% dos doentes com CBP e em apenas 3% de doentes com outras
patologias (Invernizzi et al 2005). A presenca de anticorpos anti-Sp100 tem sido associada
a uma maior incidéncia de cirrose, a doentes com uma doengca mais avancada e a

concentragoes de bilirrubina mais elevadas (Invernizzi et al 2005).

Os anticorpos anti-PML néo sdo especificos da CBP, podendo estar presentes em
doentes com outras patologias, mas nunca em individuos saudaveis. Os antigénios Sp100 e
PML estdo covalentemente ligados ao SUMO, responsavel pelo transporte celular destas

proteinas (Invernizzi et al 2005).

Aproximadamente 30% dos doentes com CBP tém anticorpos contra proteinas de
membrana nuclear, sendo responsaveis pelo padrdo membana nuclear e poro nuclear (Lleo,
Invernizzi et al 2008). A presenca de anticorpos anti-poro nuclear esta associada a uma
progressdo mais rapida da doenca e por isso de pior prognéstico (Muratori et al 2003;
Rigopoulou et al 2005). Wesierka-Godek e colaboradores defendem a determinagcdo dos
anticorpos anti-gp210 em doentes com CBP como indicadores de mau prognéstico e como
orientacdo para a implementacdo de protocolos de terapéutica (Wesierka-Gadek et al
2006). Contudo em doentes com valores elevados de bilirrubinas e um estado histolégico
avancado a determinagdo dos anticorpos anti-poro nuclear ndo parece oferecer qualquer

vantagem adicional (Invernizzi et al 2007).

Tal como acontece com 0s AMA, os anticorpos anti-Sp100 e anti-gp210 persistem
apos transplante hepatico, mesmo na auséncia de recorréncia da doenca (Jones 2000).
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Os anticorpos anti-centromero ocorrem em aproximadamente 10% dos casos de
CBP e a sua associagdo com AMA é frequente em doentes com sobreposicdo de CBP e
CREST (Bogdanos et al 2008) (figura XIIl). Foi demontrado recentemente que 0s
anticorpos anti-centromero tém um valor preditivo significativo para o desenvolvimento da

hipertensdo portal em doentes com CBP (Lleo et al 2008).

Figura XII1- Imagem de IFI de padréo centréomero em células Hep2
Adaptado Duarte A (Duarte A, 2005).

A pesquisa e identificacdo de padrdes de ANAs associados a antigénios especificos
de CBP, nomeadamente o padrdo multiplos pontos nucleares e o padrdo membrana nuclear

faz-se por IFI em células Hep-2 (figura XIV).

Em doentes com CBP, devido & presenca de varios anticorpos com diferentes
especificidades o que origina uma sobreposicdo de padrdes de IFI, torna-se dificil a
distingdo dos varios anticorpos circulantes. De forma a ultrapassar esta limitacdo técnica, a
identificacdo e determinacdo da concentracdo destes anticorpos pode ser feita recorrendo
métodos complementares como imunoblotting, imunoprecipitacdo ou ELISA (Bogdanos et
al 2008).
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Figura XIV- Imagens de IFI de ANA em células Hep-2. Padrdo membrana nuclear (A) e padrdo multiplos
pontos nucleares (B). Adaptado de Wiik, A. (Wiik, A. et al 2010).

A pesquisa de anticorpos anti-gp210 e anti-centromero pode ser importante para
identificar doentes assintomaticos com maior probabilidade de desenvolver uma forma
mais grave de CBP (Bogdanos et al 2008).

Se por um lado os AMA sdo detetados na maioria dos doentes assintomaticos com
CBP e podem aparecer muitos anos antes das primeiras manifestagdes clinicas,
bioquimicas ou histoldgicas e ndo estdo associados com a gravidade ou indice de
progressdo da doenca, 0s anticorpos anti-poro nuclear ou anti-multiplos pontos nucleares
sO sdo detetados em cerca de 1/3 dos doentes mas a sua presenca esta associada a forma

mais grave ou mais rapidamente progressiva da doenca (Invernizzi et al 2005).

1.3.1.3. Outros autoanticorpos

Na CBP, contrariamente ao que acontece na HAI e CEP ¢é rara a presenca de p-
ANCA. Podem estar presentes outros anticorpos como os anticorpos anti-musculo liso, os

anticorpos antinucleares e o fator reumatdide.

Os anticorpos anti-antigénios nucleares extraiveis (ENAS), utilizados
principalmente para avaliagdo de patologias reumaéticas, podem também ser detetados em
doentes com CBP (30%), na CEP (12%) e na HAI (2%). Na CBP os ENAs mais frequentes
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sdo o0s anticorpos anti-SSA/RO52 e o0 anti-centrdmero, e a sua presenca foi associada a um
estadiamento histol6gico avangado, niveis elevados de bilirrubina e IgM (Czaja 2008).
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1.4.0bjetivo

A determinacdo de autoanticorpos tem um papel predominante no diagnostico da
doenca hepética autoimune, uma vez que o diagndstico e tratamento precoces destas
doencas séo fundamentais para a prevencao da alta morbilidade e mortalidade associadas a
estas patologias. Neste contexto, a introducdo de novos testes de pesquisa de auto-
anticorpos na pratica clinica da rotina laboratorial, mais sensiveis e especificos, justifica o
estudo da importancia da determinacdo dos varios Autoanticorpos Utilizados para o
diagndstico das doencas hepéticas autoimunes, bém como a avaliacdo da metodologia mais
adequada a realidade laboratorial.

Assim este trabalho tem por objetivo a pesquisa e identificacdo de autoanticorpos
em uso clinico: ANA, AMA, AML, ANCA, SLA/LP, anti-LKM, anti-LC1 e anti-actina F,
em doentes com suspeita de HAI e CBP em que foi excluida causa virica, alcodlica e

toxica.

O trabalho incidiu particularmente na comparacao dos resultados do perfil de auto-
anticorpos de pedidos feitos ao exterior e realizados na rotina laboratorial com o0s
resultados obtidos recorrendo a Utilizagdo do Kit BlueDot liver da D-tek®.

Com este trabalho pretendeu-se determinar a relevancia da introducdo da pesquisa
dos novos autoanticorpos e avaliar a relacdo custo/beneficio da implementacdo do kit
BlueDot liver da D-tek® na rotina laboratorial do servigo de Patologia Clinica do Hospital

Pedro Hispano.
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Capitulo II:

Material e métodos
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2. Material e métodos

2.1.Populacdo em estudo

Durante um periodo de quinze meses compreendido entre Abril de 2011 e Julho de
2012 foram guadadas 81 amostras de sangue periférico, relativas a doentes de ambos os
sexos e de todas as idades com possivel diagnostico de doenga hepatica autoimune, e que
ndo tinham iniciado tratamento. Estes eram provenientes da consulta externa e do
internamento da especialidade de medicina interna e gastroentrologia, aos quais foi pedida

a determinacado de autoanticorpos.

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas 3500 r.p.m durante 10
minutos, o soro foi separado em aliquotas e congelado a -70°C.

Posteriormente estes doentes foram sujeitos a um processo de selecdo com recurso
a consulta do processo clinico individual de forma a excluir do estudo hepatites viricas,
toxicas e alcoolicas. Da analise desta populacdo resultou a selecdo da amostra a ser

estudada.

A amostra é constituida por 31 doentes, de ambos os sexos e de variadas idades
com alteracBess hepaticas analiticas, alteragdes histoldgicas e com forte suspeita de doenca
hepética autoimune. A estas amostras foi efetuasda a pesquiza de autoanticorpos: ANA,
AMA, AML, ANCA, anti-SLA/LP, anti-LKM, anti-LC1 e anti-actina F.

2.2. Metodologia

As amostras foram submetidas a pesquisa no soro de autoanticorpos utilizando as
técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI), imunoensaio enzimatico (ELISA, Enzyme

Linked Immunosorbent Assay) e Imunoblot.

A técnica de IFI foi utilizada para a pesquisa dos anticorpos anti-LC1 e anti-SLA

em células HEP-2 e para a pesquisa dos anticorpos anti-LKM1 em tecido triplo de rato.
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A técnica de ELISA foi usada para determinar os anticorpos anti-mitocondriais M2
e 0s anticorpos anti-actina F.

A técnica de imunoblot em estudo a implementar, realiza a pesquisa dos anticorpos
anti-M2, anti-LKM1, anti-LC1, anti-SLA e anti-actina F.

Deste modo foi efetuada a comparacdo entre as metodologias de IFI em células
HEP2 (metodologia atual) e Imunoblot (metodologia em estudo) para a pesquisa de
anticorpos Anti-LC1 e anti-SLA. Para a pesquisa de anticorpos anti-LKM1 foram
comparadas as metodologias IFI em tecido triplo de rato (metodologia atual) e Imunoblot
(metodologia em estudo), e para a pesquisa de anticorpos anti-M2 e anti-actina F as

metodologias ELISA (metodologia atual) e Imunoblot (metodologia em estudo).

2.2.1. Imunofluorescéncia indireta

2.2.1.1. Fator Antinuclear em células Hep-2

O teste de IFI € baseado na ligacdo do autoanticorpo presente no soro do doente,
com o antigénio das células HEP-2 (células de carcinoma laringeo humano). Conforme o
local de ligacdo do autoanticorpo, sdo expressos varios padrdes de ANA, que podem ser
nucleares, citoplasmaticos, do aparelho mitético ou mistos (figura XV). Apo6s a ligacdo do
anticorpo ao substrato, a reacdo sera revelada por uma imunoglobulina da classe IgG,
conjugada com fluoresceina. A 1dmina de vidro coberta pela cultura de células Hep-2, ser4,

depois de processada, observada ao microscépio de fluorescéncia.

CENTRIOLO NUCLEO

A MEMBRANA NUCLEAR
MITOCONDRIA

Ap. GOLGI

R.E.LISO

RIBOSSOMA
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Figura XV-Estrutura das células Hep-2

As células Hep-2 possuem carateristicas que fazem desta técnica de IFI uma
excelente técnica para o rastreio dos ANA. Sdo células que se podem propagar
indefinidamente em cultura de células, e como tal o substrato pode ser mais facilmente
padronizado; permitem padronizar todo um espetro de antigénios humanos e estdo mais
préximo da especificidade contra os quais 0s anticorpos sao produzidos, possibilitando que
um maior nimero de anticorpos seja detetado e orginando uma maior taxa de detecdo;
possuem uma elevada sensibilidade, possibilitando que anticorpos contra diversos tipos de
antigénios possam ser detetados, em simultaneo, num Unico substrato; tém um nicleo
maior, em que os diferentes anticorpos antinucleares podem ser mais facilmente
diferenciados pelos seus padrbes de fluorescéncia; tém um grande nimero de mitoses, logo
0s anticorpos anti-estruturas especificas das mitoses e 0s anticorpos anti-centrémeros séo

diagnosticados com mais seguranca.

A elevada sensibilidade da técnica de IFI em substrato de células Hep-2, contrasta
com a sua baixa especificidade: apenas alguns padrées sdo especificos de alguns antigénios
e muitas especificidades diferentes dao origem a padrbes semelhantes. Para além disso,

muitos doentes apresentam diferentes autoanticorpos que resultam em padrdes mistos.

As células Hep-2 constituem um substrato de elevada sensibilidade, que permite,
preliminarmente, a avaliacdo qualitativa (positivo ou negativo), ou semi-quantitativa
(positivo com padrdo e titulo associado) que pode ser, posteriormente, identificada e

quantificada.

Esta técnica foi realizada em células ANA Hep-2 da DIAMEDIX®

2.2.1.2.Técnica de IFI em tecido triplo de rato

A deteccdo dos anticorpos € baseada no principio da IFI em ldminas com cortes de

tecidos de estdmago, rim e figado de rato.

Esta combinagdo de tecidos permite uma ampla pesquisa de anticorpos Orgao-
especificas, permitindo a deteccdo de anticorpos: ANA, AMA, AML e anticorpos anti
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células parietais-APCA, e também a pesquisa de LKM anticorpos microssomais de figado

e rim.

Qualquer anticorpo especifico presente na amostra do paciente liga-se ao substrato
durante a primeira incubacdo. Apds a remocdo dos anticorpos nao ligados com lavagem, a
presenca de anticorpos especificos é detectada com o uso do conjugado anti humano IgG

durante a segunda incubag&o.

O conjugado polivalente permite a deteccdo de anticorpos IgA, IgM e IgG,
garantindo uma maior sensibilidade ao teste. O excesso do conjugado FITC € entdo
removido. A formacdo de um complexo estavel do anticorpo fluorescente com o anticorpo
humano a qual foi ligado ao antigenio pode ser visualizada com auxilio do microscopio de

fluorescéncia.

Para realizar esta técnica Gtilizou-se o Kit: CT-3 immunoscreen Fluoro-Kit™ da

DiaSorin.

2.2.2. Imunoensaio enzimatico: ELISA

A técnica de Elisa é um ensaio imunoenzimatico para detecdo semi-quantitativa de
anticorpos 1gG. Esta técnica baseia-se na interacdo antigénio-anticorpo numa placa de
superficie inerte com po¢os onde estdo adsorvidos os antigénios de interesse. O soro
diluido é adicionado a placa, que se encontra revestida de antigénios. Quando presentes no
soro do doente, os anticorpos ligam-se ao antigénio da placa e os restantes sdo eliminados
por lavagem com PBS. Adiciona-se, posteriormente, o conjugado (anti-imunoglobulina
humana marcada com peroxidase de rabano). Durante a incubacdo, as imunoglobulinas
ligam-se ao complexo antigenio-anticorpo previamente formado, e as imunoglobulinas néo
ligadas sdo eliminadas por lavagem. Com a adicdo do substrato da-se uma reacéo
cromogenica, que é parada pela adicdo de acido diluido, sendo a intensidade da cor
formada proporcional a concentragdo de anticorpos no soro. A leitura da densidade Otica é

efetuada pelo espectrofotometro. Esta técnica foi realizada no MagoPlus da Izoder®.
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2.2.3. Imunoblot

O imunoblot Gtilizado: kit BlueDot liver da D-tek® representado em Portugal pela
IZASA® permite a determinacdo qualitativa in vitro de autoanticorpos da classe 1gG
dirigidos contra cinco antigénios diferentes: AMA-M2, LKM, LC1, SLA/LP e actina-F no
soro. O kit é constituido por tiras teste com linhas paralelas de antigénios purificados ou
recombinantes. Numa primeira etapa da reacdo as amostras de soro diluido sdo incubadas
com as tiras de imunoblot. No caso de amostras positivas, 0s anticorpos ligar-se-do ao
antigénio correspondente. Para detetar os anticorpos ligados € efetuada uma nova
incubacdo com o conjugado enzimético (anti-lgG humana) que, atuando sobre um
substrato cromogénio, leva ao desenvolvimento de cor. Os resultados sdo considerados
positivos quando a intensidade de cor € igual ao controlo positivo e considerados negativos

quando a intensidade de cor é igual ou inferior ao contolo negativo.

2.3.Determinacao de autoanticorpos

2.3.1.Anticorpos antinucleares

Os ANA foram detetados por IFI em células Hep-2 da DIAMEDIX®, com uma
diluicdo de screening de 1:160 em tampéo fosfato (PBS). Utilizou-se o conjugado anti-1gG
de cabra marcada com isotiocianato de fluoresceina com 0,001% de corante azul de Evans.
Em cada ldmina foi efetuado um controlo positivo e um controlo negativo pertencentes ao
Kit.

2.3.2.Anticorpos anti-mitocondrioais

Os AMA foram pesquisados em células Hep-2 da DIAMEDIX®, com uma diluicdo
1:160 em PBS.

52



Determinagdo de Autoanticorpos em doentes com suspeita de HAl e CBP

Os anticorpos antimitocondriais tipo M2 foram determinados pelas técnica de
ELISA e imunoblot. A técnica de ELISA utiliza pogos revestidos de antigénio constituido
por uma mistura de piruvato desidrogenase isolada de celulas de coracdo bovino e uma
fusdo de proteinas recombinantes. As proteinas recombinantes sdo produzidas em E.Coli e
compreendem os dominios imunogénicos das sublnidades E2 da cadeia ramificada 2-
Oxoécido desidrogenase (BCOADH), piruvato desidrogenase (PDH) e 2-Oxoglutarato
desidrogenase (OGDH), juntas denominadas BPO, o conjugado é uma anti-lgG humana de
coelho marcada com peroxidase, esta técnica tem como cut-off 20 RU/mL. O imunoblot
(BlueDOT Liver® IgG da D-tek®) deteta autoanticorpos do tipo IgG dirigidos contra
M2/PDC nativo (sublnidades E1, E2 e E3 do complexo piruvato desidrogenase purificadas
de coracdo bovino) e Gtiliza como conjugado uma anti-lgG humana de cabra marcada com

fosfatase alcalina.

2.3.3.Anticorpos anti-musculo liso

Para pesquisa de anticorpos AML utilizou-se a técnica de IFI em tecido triplo de
rato, as amostras foram diluidas em PBS e utilizou-se um conjugado polivalente anti-1gG,
anti-IgA e anti-lgM com FITC da DiaSorin®, sendo consideradas positivas todas as que

apresentam um titulo superior a 1:40.

2.3.4.Anticorpos anti-LKM

Os anticopos anti-microssoma de figado e rim (anti-LKM) foram detetados por IFI
e por imunoblot. A detecdo por IFI foi efetuada em tecido triplo de rato da DiaSorin®,
utilizando o conjugado polivalente anti-IgG, anti-IgA e anti-lgM com FITC da DiaSorin
sendo consideradas positivas todas as que apresentam um titulo superior a 1:40. Por
imunobloting (D-tek®) foi efetuada a determinacdo qualitativa dos anticorpos anti-LKM1

da classe IgG utilizando o antigénio recombinante citocromo P450 2D6.
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2.3.5.Anticorpos anti-SLA/LP e anti-LC1

Oa anticorpos anti-SLA/LP e anti-LC1 foram detetados por IFI em celulas HEP-2 e
por Imunoblot utilizando o kit BlueDOT Liver5 1gG da D-tek® que utiliza antigénios
recombinantes, para a detecdo de anticorpos anti-SLA/LP o Imunoblot utiliza antigénio de
figado solavel purificado de células de figado de rato, para a dete¢do de anticorpos anti-
LC1 o imunoblot utiliza ciclodiaminase formininotransferase que é obtida a partir da
cultura de células Sf9 infetadas por baculovirus que expressam a forma recombinante
humana. A leitura é feita por comparacdo da intensidade da cor do blot do teste com a
intensidade de cor do blot do controlo positivo e negativo.

2.3.6. Anticorpos anti-actina F

Os anticorpos anti—actina F foram detetados por Elisa e por Imunoblot (kit
BlueDOT Liver5 1gG da D-tek®)

Pelo método de Elisa, os anticorpos anti-actina F sdo detetados pela presenca de
antigénio F-actina purificado ligado ao poco de poliestireno sob condi¢cdes que vao
preservar 0 antigénio no seu estado nativo. Por adi¢cdo de um conjugado 1gG anti-humano
marcado esta ligagdo é revelada. A atividade das enzimas é medida apds adigdo de um
substrato cromogénico e € proporcional a intensidade de cor que se desenvolve, medida por
espectrometria. A leitura é feita por comparacdo da intensidade de cor desenvolvida nos

poc¢os do doente com a cor dos pogos de controlo.

Para detetar anticorpos anti-actina F o Imunoblot utiliza como antigénio filamentos
de actina polimerizados in-vitro preparados a partir de G-actina purificada de celulas de
musculo esquelético de coelho. A leitura é feita por comparagéo da intensidade da cor do

blot do teste com a intensidade de cor do blot do controlo positivo e negativo.
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2.4. Analise estatistica

Para andlise e tratamento dos resultados ird ser utilizado o programa estatistico
SPSS e sera feita uma analise inferéncial alpicando o teste Qui-Quadrado e determinado o
coeficiente de contingéncia ou (c de Pearson) para avaliar o tipo de associagdo existente

entre as variaveis nominais para p < 0,05.
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Capitulo I11:

Resultados
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3. Resultados

A populacdo estudada apresenta idades compreendidas entre 0s 22 e 0s 86 anos. A
média de idades € de 47 anos e a mediana é de 47 anos, apresentando uma distribuicao
normal (figura XV1). A populacéo é caracterizada por 9 doentes do sexo masculino e 22 do
sexo feminino, o que corresponde a uma percentagem de 71% de mulheres e 19% de
homens. Os doentes do sexo feminino tém idades compreendidas entre os 22 e 0s 86 anos,
com uma média de 48 e mediana de 47 anos. No sexo masculino o intervalo de idades é de
23 aos 77 anos, com uma média de 46 e mediana de 44 anos. Em ambos os casos a

distribuicdo é normal (figura XVII).

L . N Histograma de frequéncia por sexo e idades na populagao estudada.
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Figura XVI — Histograma de frequéncia Figura XVI1I — Histograma de frequéncia
das idades na populagdo estudada. por sexo e idades na populacdo estudada.

Foi observado um claro predominio de individuos do sexo feminino com suspeita
de doenca hepética autoimune como foi descrito anteriormente por outros autores (Werner
et al 2008, McFarlane et al 2008 e Poupon R. 2010).
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3.1.Estudo bioquimico e serolégico

Através da consulta do processo clinico foi feito um estudo inicial e individual a
todos os doentes com suspeita de doenca hepatica autoimune de modo a excluir as causas
virica, toxica ou alcoolica com base no estudo dos parametros seroldgicos e bioquimicos.
Com base neste estudo foi determinada a média e o intervalo de valores para cada

parametro bioquimico que carateriza a nossa amostra, como esté representado na tabela VI.

Tabela VI — Dados bioquimicos e serolégicos da populagdo estudada.

Média  Moda Intervalo de % De doentes> Interv:';llo_de
valores normal referéncia

GGT (UI/L) 209 70 10— 1430 70 9-36

FA (UI/L) 139 124 42 - 535 38 40 — 150
AST (UI/L) 66 39 14 — 373 51 5-34
ALT (UIL) 106 35 11 -980 38 <55
IgG (mg/dL) 4336 1201 756 — 2910 24 552 — 1631
IgA (mg/dL) 351 269 81 -1591 16 65— 421
IgM (mg/dL) 118 102 36 - 278 0 33-293

Os valores apresentados representam a média, mediana e intervalo de valores (valor minimo e valor maximo)
nos 31 doentes estudados e intervalo de referéncia para cada pardmetro bioquimico. GGT -
gamaglutamiltransferase, FA - fosfatase alcalina, AST- aspartato aminotransferase, ALT - alanina

aminotransferase, 1gG - imunoglobulina G, IgA - imunoglobulina A, IgM - imunoglobulina M.
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Pela analise da tabela podemos observar que para todos os parametros em média 0s
doentes apresentam valores alterados. Quando comparados com os valores de referéncia
temos que 70% dos doentes tém concentracao elevada de GGT, 38% tém valores elevados
de FA e ALT e 51% com alteracdo na concentracdo de AST. Em relacdo as
imunoglobulinas os 31 doentes ndo apresentam alteracdes de IgM, 16% tém aumento de
IgA e 24% valores elevadosde 1gG.

Em relagdo ao estudo seroldgico, este foi feito igualmente por consulta do processo
clinico individual. Todos os doentes apresentavam um resultado negativo para marcadores

viricos, o que exclui a causa virica para a doenca Hepatica.

3.2.Estudo imunoldgico (autoanticorpos)

Relativamente aos autoanticorpos determinadaos pela técnica atual, a frequéncia
dos autoanticorpos dos doentes estudados encontra-se representada na figura XVII. Na
tabela VII apresenta-se 0 nimero de casos positivos por nimero de casos estudados e a
percentagem de positividade. Para os ANA, apenas 11 doentes dos 31 estudados sao
positivos, representando uma percentagem de 35,5%. Em relacdo aos ANCA, anti-LKM1,
anti-LC1 e anti-SLA ndo foram encontrados casos positivos. Os AML apresentam-se
positivos em 16,1% (5 positivos em 31 doentes). Relativamente aos anticorpos anti-M2 e
anti-actina F, ambos apresentam positividade em 3 casos correspondendo a uma

percentagem de 9,7.
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Figura XVII — Frequéncia dos varios autoanticorpos na populacéo estudada.
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Tabela VII — Percentagem de casos positivos por casos estudados.

ANA ANCA AML M2 LKM1 LC1 SLA  F-actina

Pos/Total 11/31 0/31 5/31 3/31 0/31 0/31 0/31 3/31

% dePos 355 0 16,1 9,7 0 0 0 9,7

Na figura XV 11l encontram-se os resultados referentes aos imunoblots realizados as
31 amostras utillizando o kit em estudo BlueDot liver da D-tek®. Pela analise dos
resultados podemos observar que dos 31 doentes apenas 3 apresentam anticorpos anti-M2
positivos e 3 doentes anticorpos anti-actina F positivos.
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Figura XVIII — Imagem dos imunoblots realizados as 31 amostras.
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Os trés doentes que apresentam positividade para 0s anticorpos anti-actina F
encontram-se especificados na tabela VIII, e relativamente a estes podemos verificar que
apresentam ANA com titulos de 1:160, 1:640 e 1:160 respetivamente, e AML negativos.
Estes resultados sdo compativeis com uma suspeita de HAI tipo 1, que € caraterizada pela
presenca de ANA, AML ou ambos (Manns et al 2009; Vergani et al 2009).

Tabela VIII — Caraterizacdo bioquimica e serologica dos trés casos com pesquisa de

anticorpos anti-actina F positiva.

Idade Sexo ANA AML Anti-actinaF AST ALT IgG
1° caso 28 F 1:160 Negativo Positivo 40 60 1700
2° caso 69 F 1:640 Negativo Positivo 137 158 2602
3° caso 58 F 1:160 Negativo Positivo 373 980 1903

Valores de referéncia: AST (5-34) UI/L; ALT (<55)UI/L; 1gG (552-1631) mg/dL; ANA

determinada por IFT é positivo para titulos > 160.

Na HAI tipo 1 os doentes apresentam niveis seroldgicos de enzimas hepéaticas AST
e ALT elevados e niveis de IgG altos (Manns et al 2009; Vergani et al 2009), e pela
observacao da tabela V111, todos os casos s@o caraterizados por alteracdo destes parametros

bioquimicos

As mulheres constituem pelo menos 70% dos casos de HAI, e destes, 50% tém
idade inferior a 40 anos. No entanto, a idade do aparecimento da doenca pode variar desde
a infancia até a terceira idade (Manns et al 2010). Embora mais frequente na populagdo
jovem, 0s nossos casos de suspeita de HAI tipol sdo constituidos por mulheres de 28, 58 e

69 anos respetivamente.
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A HAI é uma doenca rara, mas, uma vez que ndo fizemos um estudo a populagdo
em geral, ndo podemos concluir em relacdo a prevaléncia e incidéncia na nossa populagéo.
Contudo, podemos referir, que dos 81 doentes gque inicialmente foram identificados com
diagnostico de suspeita de doencga hepatica autoimune, s6 31 é que foram selecionados
apos exclusao de causa virica, alcodlica ou tdxica, e destes s6 3 é que apresentam um perfil
bioquimico e serolégico compativel com uma possivel HAI tipo 1 caraterizada pela

presenca de autoanticorpos anti-actina F.

Para chegar a um diagnostico definitivo é aplicado um sistema de pontuacao
simplificada desenvolvida por Hemes e colaboradores, baseado em apenas quatro
parametros, nomeadamente, a histologia hepética, o titulo de autoanticorpos, os niveis de
IgG e a auséncia de marcadores de hepatites viricas, na tabela IX estd representada a

pontuacdo atribuida aos 3 casos de suspeita de HAI tipo 1.

Tabela IX — Sistema de pontuagéo simplificada do Grupo Internacional da HAI aplicada

aos trés casos de suspeita de HAI tipo 1.

Caso 1 Caso 2 Caso 3
ANA ou AML > 1:80 +2 +2 +2
Niveis de 1gG +1 +2 +2
Dados histolégicos +2 ? ?
Auséncia de hepatite virica +2 +2 +2

. ) Pelo menos 6 Pelo menos 6
Pontuacdo pré-tratamento 7
pontos pontos

Diagnéstico provavel > 6; Diagnostico definitivo > 7, ANA ou AML>1:80 (2 pontos); 19gG>
limite superior normal (1 ponto), IgG> 1,10 limite superior normal (2 pontos); Dados histolégicos:

Morfologia compativel com HAI (1 Ponto), Morfologia tipica de HAI (2 Pontos).
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Por observagéo da pontuacdo obtida para cada um dos casos podemos concluir no
1° caso, com uma pontuagdo de 7, estamos perante um diagnostico definitivo de HAI. Nos
restantes casos, ndo foi possivel obter informacdo da histologia hepatica uma vez que na
altura da recolha de dados esta ainda ndo tinha sido requisitada ao servi¢co de Anatomia
Patoldgica, logo, ndo podemos obter a pontuacdo definitiva, mas podemos estimar que
estes dois doentes obteram pelo menos 6 pontos, o que ja corresponde a um diagndstico

provavel de HAL.

Neste estudo ndo encontramos nenhum doente com HAI tipo 2, ou seja, nao
obtivemos resultados positivos para os autoanticorpos anti-LKM1 e anti-LC1, quando
testamos 0 nosso painel de autoanticorpos. Isto pode dever-se ao fato de este tipo de HAI
afetar mais as criancas, que ndo fazem parte do universo de utentes do Hospital Pedro
Hispano-ULSM, sendo referénciadas para hospitais especializados em patologias de

criancas.

Como estd apresentado na tabela VII, também foram identificados 3 casos de
presenca de autoanticorpos anti-mitocondriais M2 positivos, e em relacdo aos dados

bioguimicos e seroldgicos estes estdo apresentados na tabela X.

Tabela X - Caraterizacdo bioquimica e serolégica dos trés casos com pesquisa de

anticorpos anti-mitocondriais M2 positiva.
Idade Sexo  ANA M2 GGT FA AST ALT
1°caso 33 F  Negativo Positivo 38 152 35 63
2°caso 47 F  Negativo Positivo 53 163 40 56

3caso 49 F  Negativo Positivo 56 176 70 60

Valores de referéncia: GGT (9-36) Ul/I; FA (40-150) Ul/I; AST (5-34) Ul/I; ALT (<55)Ul/l

Por observacédo da tabela X, podemos observar que estamos perante trés doentes do

sexo feminino, com idades compreendidas entre 0s 33 e 0s 49 anos, podendo estes ser

65



Fernanda Rocha

considerados como apresentacdo precoce da doenca, uma vez que a CBP afeta
predominantemente mulheres com idade superior a 40 anos (Poupon R. 2010).

Estes trés casos caracterizam-se por alteracbes do padrdo de enzimas colestatico,
com elevacdo da FA e da GGT, e associadamente uma elevacdo minima ou moderada das
transaminases. Os resultados encontrados estdo concordantes com as alteracdes analiticas

descritas por Heathcole em 2000 e por Poupon R. em 2010.

Os anticorpos anti-mitocondriais, considerados marcadores imunoldgicos
especificos para o diagndstico da CBP (Lleo et al 2008), sdo positivos nestes trés doentes.
Desta forma podemos considerar que este perfil € compativel com o diagnéstico de CBP.
Os ANA apresentam-se negativos mas, nesta patologia estes autoanticorpos relacionam-se
com a gravidade e progressdo da doenca (Lleo et al 2008), podendo assim considerar-se

que estamos perante casos de apresentacdo menos grave da doenca.

Relativamente ao exame histoldgico destes 3 doentes, e apos consulta do processo
clinico, verificamos que este ndo foi requisitado ao servico de Anatomia Patoldgica. A
biopsia hepatica é considerada imperativa apenas nos casos de negatividade dos AMA,
biogquimica atipica ou suspeita de associacdo com outra causa de doenca hepatica (Pinho et
al 2012), o que ndo acontece nestes casos em que temos presenca de AMA e uma
bioquimica caracteristica de CBP. Ainda assim é importante referir que a histologia tem

valor progndstico e auxilia decisdes terapéuticas (Poupon 2010).
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3.3. Comparacdo de métodos

Os resultados dos anticorpos anti-M2 e anti-actina F determinados por Elisa, na
metodologia atual e Imunoblot, na metodologia em estudo e os anticorpos anti-SLA, anti-
LKML1 e anti-LC1 determinados por IFI (metodologia atual) e Imunoblot (metodologia em
estudo) foram correlacionados recorrendo a andlise inferéncial aplicando o teste Qui-
Quadrado onde foi determinado o coeficiente de contingéncia ou (c de Pearson) para
avaliar o grau de associacao existente entre as duas variaveis nominais. Para cada grupo de
técnicas comparadas utilizaram-se tabelas de contingéncia de dupla entada e calculou-se o
coeficiente de Pearson.

Pela anélise da tabela de contingéncia de dupla entrada apresentada na tabela XI
podemos observar que, dos 31 doentes estudados apenas 3 tinham anticorpos anti-
mitocondriais positivos, que foram determinados positivos pelas duas técnicas, pelo que
apresentam um coeficiente de correlacdp de Pearson de 1, que exprime uma forte relagédo

linear entre as variaveis.

Tabela XI — Tabela de contingéncia de dupla entrada para os anticorpos anti-mitocondriais M2

determinados pelas técnicas de ELISA (técnica atual) e Imunoblot (técnica em estudo).

Anticorpos anti-mitocondriais M2

Imunoblot
POSITIVO NEGATIVO Total
< | POSITIVO 3 0 3
a NEGATIVO 0 28 28
Total 3 28 31

Coeficiente de correlacdo de Pearson = 1

Em relacdo aos anticorpos anti-LKM todos os resultados foram negativos pela
técnica de IFI e também por Imunoblot, como podemaos verificar pela analise da tabela XII.
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Como o coeficiente de correlacdp de Pearson é igual a 1, significa que existe uma forte e

positiva relacdo entre as variaveis e uma concordancia de 100%.

Tabela XII- Tabela de contingéncia de dupla entrada para os anticorpos anti-LKM1 determinados

pelas técnicas de IFI em tecido triplo de rato (técnica atual) e Imunoblot (técnica em estudo).

Anticorpos anti-LKM1

Imunoblot
POSITIVO NEGATIVO Total
n POSITIVO 0 0 0
NEGATIVO 0 31 31
Total 0 31 31

Coeficiente de correlacdo de Pearson = 1

Quando submetemos os resultados dos anticorpos anti-LC1 determinados pelas
duas técnicas a analise inferéncial com aplicacdo do teste do Qui-Quadrado (tabela XIII),
observamos que os 31 doentes tém autoanticorpos negativos pelos dois métodos, logo com
um coeficiente de correlacdo de Pearson de 1 existe uma forte e positiva relacdo entre as
variaveis e 100% de concordancia.

Tabela XI11- Tabela de contingéncia de dupla entrada para os anticorpos anti-LC1 determinados

pelas técnicas de IFI em células HEP-2 (técnica atual) e Imunoblot (técnica em estudo).

Anticorpos anti-LC1

Imunoblot
POSITIVO NEGATIVO Total
= POSITIVO 0 0 0
NEGATIVO 0 31 31
Total 0 31 31

Coeficiente de correlacdo de Pearson = 1
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Pela anélise inferencial aos resultados dos anticorpos anti-SLA aplicando o teste do Qui-
guadrado (tabela XIV), observamos que todos os doentes apresemtam 0s autoanticorpos negativos
pelos dois métodos e que o Coeficiente de correlacdo de Pearson é de 1 pelo que existe uma forte

relacdo entre as variaveis ou seja 100% de concordancia.

Tabela X1V - Tabela de contingéncia de dupla entrada para os anticorpos anti-SLA determinados

pelas técnicas de IFI em células HEP-2 (técnica atual) e Imunoblot (técnica em estudo).

Anticorpos anti-SLA

Imunoblot
POSITIVO NEGATIVO Total
= POSITIVO 0 0 0
NEGATIVO 0 31 31
Total 0 31 31

Coeficiente de correlacdo de Pearson = 1

Em relacdo aos anticorpos anti-actina F, apenas 3 doentes apresentam estes auto-
anticorpos positivos e que foram confirmados pelos dois métodos como se verifica pela
aplicacdo do teste do Qui-Quadrado (tabela XV). O Coeficiente de correlagdo de Pearson

encontrado foi 1 pelo que se verifica uma associa¢do linear entre as variaveis com 100% de
concordancia.
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Tabela XV - Tabela de contingéncia de dupla entrada para os anticorpos anti-actina F
determinados pelas técnicas de ELISA (técnica atual) e Imunoblot (técnica em estudo).

Anticorpos anti-actina F

Imunoblot
POSITIVO NEGATIVO Total
(</E) POSITIVO 3 0 3
1| NEGATIVO 0 28 28
Total 3 28 31

Coeficiente de correlacdo de Pearson =1

3.4. Avaliacgao custo/beneficio

Para efetuar uma correta comparacdo dos custos efetivos da determinagdo dos
autoanticorpos pelos métodos utilizados na rotina laboratorial e pelo método em estudo, foi
necessario calcular o valor teste para cada determinacdo, tendo em conta o preco do kit, o
namero de testes que ele possibilita realizar e 0 nimero de testes que gasta em controlos e
calibradores por ensaio. Para os testes realizados em laboratério no exterior (anticorpos
anti-SLA, anti-LC1 e anti-actina F) o preco cobrado ao laboratério estd especificado na
Portaria n® 839 — A/2009 publicada no Diario da Republica, 12 série — n® 147 de 31 de

Julho de 2009, e é acrescido de um desconto de 20%.

Sendo assim, o somatorio do preco dos testes de pesquisa de autoanticorpos
realizados na rotina laboratorial e no laboratorio externo, corresponde ao gasto atual para a
determinacdo do painel de anticorpos na suspeita de doenca hepatica autoimune e

encontra-se representado na tabela XVI.
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Tabela XVI - Tabela representativa do valor/teste de cada autoanticorpo realizado na

rotina laboratorial pelas técnicas atuais.

Autoanticorpos Preco em euros / teste
Anti-M2 8,88
Anti-LKM1 7,38
Anti- LC1* 8,56
Anti-SLA* 8,56
Anti-actina F* 13,36
Total 46,74

*Andlises realizadas em laboratério externo.

Tabela XVII - Tabela representativa do valor/teste do painel de autoanticorpos (anti-M2,

anti-LKM1, anti-LC1, anti-SLA e anti-actina F) determinados pela técnica em estudo.

Custo do kit de Imunoblot BlueDot liver da D-tek®.
Kit de 24 testes 553,50 €*

Preco/ Teste 23,06 €

*V/alor fornecido pela casa comercial IZASA®.

Pela andlise da tabela XVI podemos verificar que o preco atual relativo ao painel de
autoanticorpos para diagnostico de doenca hepatica autoimune é de 46,74 euros e que
corresponde ao somatorio do preco individual dos autoanticorpos pesquisados na nossa

rotina laboratorial (anti-M2 e anti-LKM1) e no laboratorio externo (anti-LC1, anti-SLA e
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anti-actina F). Na tabela XVII estd4 representado o prego do Imunoblot, que inclui a

pesquisa de todos os autoanticorpos do painel acima referido e que € de 23,06 euros.

ApoOs esta andlise podemos observar que a escolha da realizacdo deste painel de
autoanticorpos pela nova metodologia representa uma poupanca de 23,68 euros (46,74€-
23,06€), ou seja 51%, tendo ainda como vantagem a realizacdo desta analise diariamente,
ndo sendo nacessario a acumulacdo de amostras para a realizacdo de um ensaio, de forma a
rentabilizar os controlos e calibradores (como acontece nas técnicas de ELISA e IFI), uma

vez que na técnica de imunoblot os controlos sao intra-teste.

A vantagem da realizacdo desta técnica diariamente, € que promove uma resposta
rapida e eficiente do laboratdrio, antecipando desta forma o diagndstico da doenca hepética
autoimune e o inicio rapido do tratamento em beneficio do doente, a um custo inferior

correspndente a uma poupanca de 51%.
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Capitulo 1V:

Discussao e Conclusao
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4. Discussao e Conclusao

O diagnostico atempado de uma HAI revela-se de grande importancia uma vez que
0os doentes tém uma resposta muito favoravel a terapéutica anti-inflamatoria e
imunossupressora. Esta terapéutica agrava outro tipo de patologias como é o caso da
hepatite C, devido as suas semelhancas clinicas e expressdao de alguns autoanticorpos
marcadores da HAI. Deste modo, um correto diagnostico é fundamental no estudo destas
doencas (Zachou et al. 2004). O diagndstico das doencas hepaticas autoimunes € efetuado
recorrendo a detecdo dos autoanticorpos, que sdo uma ferramenta importante na atividade
da doenca. O perfil e a ordem da pesquisa de autoanticorpos é de extrema importancia para
a avaliacdo da doenca hepatica de causa desconhecida (Dalekos et al. 2002; Zachau et al.
2004).

Aos doentes com alteracdes bioquimicas, clinicas e/ou histoldgicas sugestivas de
doenca hepatica autoimune, deve ser efetuada de forma sisteméatica a pesquisa de
autoanticorpos  ANA, AML, anti-LKM1, AMA e p-ANCA, uma vez que estes
autoanticorpos fazem parte do sistema de pontuacdo do IAIHG para o diagnostico da HAI.
O diagndstico ou exclusdo de doenca hepatica autoimune ndo podem ser baseados no
simples fato destes autoanticorpos estarem ou nao presentes, e a sua repeticdo deve ser

efetuada sempre que a clinica o justifique.

A nossa amostra foi caraterizada por um claro predominio de individuos do sexo
feminino (71%) com suspeita de doenca hepatica autoimune, o que esta de acordo com o
que foi descrito por outros autores.

Todos os doentes incluidos no estudo apresentavam em média valores aumentados
das enzimas carateristicas da funcdo hepatica, nomeadamente a GGT, FA, AST e ALT, em
relacdo as imunoglobulinas, s6 para a IgG é que em média apresentam valores aumentados,
isso devendo-se ao fato de estarem numa fase inicial de estudo e estadiamento da doenca,

com auséncia de terapéutica instituida.

No nosso estudo, dos 31 doentes com diagnostico de suspeita de doenca hepética
autoimune, 11 tém pesquisa de ANA positivo (35,5%), 3 ttm AMA positivo (9,7%) e 3
tém anticorpos anti-actina F posivos (9,7%). Pela analise destes resultados podemos

concluir que os ANA sdo autoanticorpos com alta sensibilidade mas de baixa
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especificidade como esta descrito por alguns autores (Dalekos et al. 2002; Czaja e Norman
2003; Zachau et al.2004; Bogdanos et al 2008).

Dos trés doentes do sexo feminino com pesquisa de anticorpos anti-actina F
positiva, apesar de s6 um ter idade inferior a 40 anos, quando se aplica o sistema de
pontuacdo simplificada do IAIHG, conclui-se que tém como diagnostico definitivo uma
HAI tipo 1.

Em relacdo aos doentes com pesquisa de anticorpos anti-mitocondriais positiva,
mesmo sem dados sobre o estudo histoldgico, é possivel estabelecer um diagnostico
definitivo, apoiado na presenca de dois critérios, a alteracdo do padrdo de enzimas
colestaticas e a presenca do anticorpo especifico anti-M2. A auséncia de ANA nestes

doentes indica que estamos perante uma apresentacdo menos grave da CBP.

Os resultados relativos a pesquisa dos autoanticorpos (M2, LKM1, LC1, SLA e
actina F) realizada por pedido, em requisicdo ao exterior foram comparados com a técnica
de imunoblot do Kit BlueDot liver da D-tek®. Os resultados encontrados foram de 100%

de concordancia entre os métodos de IFI e imunoblot e ELISA e imunoblot.

Os procedimentos de IFI para a detecdo de autoanticorpos embora mais sensiveis,
sdo subjetivos, com o desempenho do ensaio a depender do tipo de tecido usado, da
especificidade do conjugado, da poténcia do sistema microscopico usado para ler o
resultado, assim como da experiéncia do observador. Os novos métodos ELISA e
Imunoblot tém um potencial superior assim como um desempenho mais padronizado e

autonomo, revelando-se mais especificos que os métodos de IFI.

Por outro lado quando analisamos a relagdo custo/beneficio, podemos concluir que
seria uma boa estratégia a implementacdo da técnica de Imunoblot na rotina laboratorial,
uma vez que proporciona uma rapida disponibilizacdo dos resultados para o clinico,
antecipando desta forma o diagnostico e o inicio rapido do tratamento em beneficio do
doente, a um preco 51% inferior ao que é praticado atualmente, uma vez que o laboratorio

dispde de capacidade técnica e tempo para a sua execucao.

Em sintese, este trabalho demonstra a grande dutilidade da pesquisa destes
autoanticorpos para o diagnostico das doengas hepéticas e a importancia da introdugdo
destes testes na rotina laboratorial. No entanto, uma das grandes limitagGes deste estudo foi

0 tamanho da amostra e o fato de estar limitado aos pedidos feitos pelos clinicos e pela
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informagcdo clinica por vezes incompleta nos processos clinicos. Futuramente, este trabalho
pode ser complementado com o aumento do nimero de doentes, inclusdo de doentes com

outras patologias, e ainda de um grupo controlo (individuos saudaveis).
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Capitulo V:

Perspetivas futuras
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5. Perspetivas futuras

Os testes serologicos tém provado ser um instrumento imprescindivel no
diagndstico laboratorial da HAI e da CBP, mas no caso da CEP ainda néo foi identificado
um marcador bioquimico relevante da doenca. O objetivo de uma identificacdo mais
precisa, com marcadores mais sensiveis e especificos para cada uma das doencas
autoimunes hepaticas e sindromes de sobreposi¢do justificam um esfor¢o continuo nesta
area de diagnostico. O sucesso num futuro proximo requerera uma melhor caracterizacdo
molecular dos determinantes autoantigénicos e melhor padronizacao entre laboratorios. No
entanto, os avancos na tecnologia permitem atualmente um maior desenvolvimento na
automatizacdo nos métodos de detecdo, associado-lhes uma maior rapidez, precisdo e
fiabilidade. Deve no entanto continuar a investigacdo de novos marcadores seroldgicos da
doenca hepéatica autoimune, que podem ter ndo s6 uma maior sensibilidade e
especificidade para o diagndstico mas tambeém ter grande relevancia para a patogénese
quando comparados com os marcadores tradicionais usados na rotina laboratorial. Com o
objetivo final de prever e possivelmente prevenir a autoimunidade sera de grande
importancia ter acesso ao papel preditivo dos autoanticorpos especificos da doenca
hepéatica autoimune, e a possibilidade de uma investigacdo de elevado rendimento de
multiplos autoantigénios reativos ird permitir um rastreio de uma populacéo saudavel para
um potencial autoimune. Finalmente, a presenca de autoanticorpos num individuo saudavel
ndo s6 pode prever o desenvolvimento de uma doenca hepatica autoimune especifica,
como também predizer quais as manifestacdes clinicas, gravidade e grau de progressao da

doenca.

Como perspetiva futura na nossa rotina laboratorial seria uma mais valia a
introducdo de um Kit de imunoblot que permite a pesquisa de anti-gp210 e anti-Sp100, e
permite aumentar a sensibilidade diagnostica de doentes com CBP, permitindo um

diagnostico e tratamento mais precoces (Invernizzi et al. 2007).

Atualmente estd em investigacdo e desenvolvimento a tecnologia de microarrays de
proteinas, cujos resultados apontam para que a curto prazo a identificagdo de novos
biomarcadores Gteis para o diagndstico e prognostico das doengas autoimunes seja uma
realidade (Song Q. et al. 2010).
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