© SOCIEDADE BRASILEIRA
DE HEPATOLOGIA

Programa de Educagio
Médica Continuada

Interpretacio dos
autoanticorpos em

hepatologia

‘ FEDERAGCAO BRASILEIRA DE
ROEN



Editorial

A Sociedade Brasileira de Hepatologia tem como um de seus objetivos
primordiais a promogéo de Educagéo Medica Continuada de elevada qualidade
cientifica. Neste projeto ela se propbe a fazé-lo através de discusséo de casos
clinicos, entrevistas e revisbes de atualizagdo sobre temas fundamentais em
Hepatologia, abordados por renomados especialistas da area.

A Zambon participa desta iniciativa, levando a classe médica a melhor

mensagem técnico-cientifica, com a realizagdo da Sociedade Brasileira de
Hepatologia.
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Presidente

Nesta edi¢&o o médico tera a oportunidade de atualizar seus conhecimentos
através da informagdo mais precisa e atual sobre um importante problema:
Interpretag&o dos autoanticorpos em hepatologia.
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Interpretacdo dos autoanticorpos em hepatologia

Introducao

Os autoanticorpos sd8o marcadores diagnosticos de diver-
sas doencas autoimunes; no entanto, a reatividade de de-
terminado anticorpo ndo é patognoménico nem tampouco
sua negatividade exclui o diagnéstico de nenhuma doenca
hepética especifica. Assim, a presenca desses marcadores
deve ser interpretada de forma correta para ndo incorrer-
mos em diagndsticos equivocados. Nesta atualizacdo seréo
avaliados os autoanticorpos de maior expressao diagnéstica
em hepatologia.

Anticorpo antimusculo liso (AML)

Diante da positividade desse marcador deve-se avaliar em
primeira instancia o substrato em que foi realizado o teste.
Conceitualmente é pesquisado em cortes de estdmago de
rato(a), onde se observa reatividade em muscularis mu-
cosae, fibras interglandulares da mucosa, vasos da sub-
mucosa e camadas musculares. De preferéncia, o AML
deveria ser pesquisado em cortes de rim de rato(a), pois
a positividade em vasos, glomérulos e fibrilas intracelulares
das células epiteliais dos tubulos renais (padréao VGT) da a
informacé&o de que o antigeno alvo desse marcador estd
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presente em fibras musculares e células em geral (figura
1). O AML presente na hepatite autoimune tipo 1 (HAI-1)
tem reac8o contra componentes dos microfilamentos (a
actina filamentosa, actina F). Os titulos do anticorpo anti-
mdsculo liso também s&o importantes para valorizar sua
reatividade. Se o padr&o em cortes renais néo estiver dispo-
nivel, quanto maiores os titulos do AML maior a associacéo
com doencas autoimunes hepéticas. Titulos baixos de 1,/40
e 1/80, sem padrao renal especificado, devem ser inter-
pretados como tendo pouca especificidade para doencas
hepéaticas autoimunes. Por outro lado, titulos de 1/160 e
1/320, com reac&o apenas em vasos, Ndo sugerem espe-
cificidade para actina. AML com padréo VGT é encontrado
guase exclusivamente em doencas autoimunes hepaticas,
em especial na HAI-1. Quando presente em pacientes com
colangite esclerosante primaria (CBP) e hepatite C, pode
sugerir que haja superposicdo de doencas. Nesse sentido,
a interpretacdo conjunta com os dados da biopsia hepatica,
com os niveis de gamaglobulinas e de aminotransferases
é de fundamental importancia para se definir a conduta a
ser tomada. A Unica forma de pesquisar esse marcador é
por meio de imunofluorescéncia indireta.

Figura 1. AntimUsculo liso: - a esquerda, reatividade em estdmago (fibrilas interglandulares na mucosa, muscularis mucosae, vasos da submucosa e camada muscular)
e a direita. padrdo VGT, em rim.



Anticorpos microfilamentos

A forma mais correta de caracterizar o AML se faz em cul-
tura de células (fibroblastos e células HEp2). Como s&o os
microfilamentos identificados na fluorescéncia, prefere-se a
nomenclatura de anticorpo antimicrofilamentos (figura 2). A
denominacéo de antiactina estaria correta se a pesquisa de
anticorpos fosse realizada com antigenos especificos, o que é
possivel ao se utilizar testes comerciais de ELISA para pesqui-
sa do antiactina F. Contudo, n&o ha kits comerciais confiaveis
para a determinacao do antiactina F. Embora haja grande rea-
tividade nos pacientes com HAI com AML VGT com esses en-
saios, ela € também observada em outras doencas hepéticas
com a presenca ou ndo do AML. Assim, 0 que se recomen-
da é a pesquisa de anticorpos antimicrofilamentos na HAI.
A classe de imunoglobulinas € importante ser determinada,
pois a totalidade de antimicrofilamentos na HAI & da classe
IgG, ocorrendo anticorpos IgA excepcionalmente. Na doenca
celiaca pode ser observada reatividade desses anticorpos,
principalmente da classe IgA (60% dos pacientes), mas em
cerca de 25% hé reatividade para a classe IgG. Pacientes
com HAI e com anticorpos antimicrofilamentos apresentam,
na vasta maioria, associacdo com o HLA DR13 e com doenca
mais agressiva nos pacientes brasileiros com HAI-1.

Figura 2. Anticorpo antimicrofilamentos em cultura de fibroblastos; presenga con-
comitante de anticorpo antinlicleo, padrdo homogéneo.

Anticorpos antimicrossoma de figado e rim
tipo | (anti-LKMI)

Marcam a HAI tipo 2 (HAI-2). Para que se evitem equivocos
de interpretac@o & conveniente avaliar a reatividade desse
marcador em cortes de rim e figado de rato(a). No rim,
onde o padrdo & mais tipico, a reacdo ocorre em tubulos
proximais, localizados apenas no cértex renal. Observam-se
glomérulos e tubulos distais sem imunofluorescéncia. No
figado, a reacdo é difusa em todos os hepatécitos (figura
3). Titulos baixos (< 1,/80) em figado séo dificeis de serem
caracterizados. Nessa situacdo, o padrdo em cortes renais
é fundamental para se ter confianca na interpretacdo. Em
geral, na HAI-2 nao tratada, os titulos sdo bem elevados.
Diferentemente, na HAI-2 em tratamento de longa duracéo
e na hepatite C os titulos sdo habitualmente mais baixos.
Na pratica, esse marcador € encontrado apenas nessas
duas enfermidades. Portanto, na presenca de anti-LKM1 e
na auséncia de marcadores para a hepatite C, o diagnostico
de HAI-2 & praticamente certo. E marcador de 90% dos
pacientes com HAI-2 e ocorre em cerca de 2-5% dos pa-
cientes com hepatite C sem que haja caracteristicas clinicas
especiais na hepatite viral. Sua presenca estéa relacionada a
reatividade do HLA de classe Il DR7.

E possivel pesquisa-lo por meio de antigenos especificos,
uma vez que se conhece o antigeno alvo, que & um citocro-
ma da familia CYP2DB6. Isso é factivel extraindo-se antigenos
de figado de rato por ultracentrifugacdo a 105.000g e
realizando-se a pesquisa de anticorpos por meio de western
blotting (bandas 50kDa principalmente, 56kDa e B6kDa).
Ha ainda kits comerciais com antigenos recombinantes. A
facilidade em se utilizar a imunofluorescéncia indireta se
deve ao fato de, ao mesmo tempo, se pesquisar outros
autoanticorpos importantes nas doencas hepéticas autoimu-
nes. Independentemente da forma pesquisada, o autoanti-
corpo € sempre chamado de anti-LKM1.

Anticorpo anticitosol hepatico tipo |

Marcador menos importante da HAI-2. Tem reatividade ape-
nas em figado, semelhante a do anti-LKM, porém poupando
0s hepatocitos ao redor da veia centrolobular. E detectado
em 25-40% dos pacientes com HAI-2 e em cerca de 10% &
0 Unico marcador. Quando presente em concomitancia com
o0 anti-LKM1 n&o é possivel ser identificado por imunaofluores-

Figura 3. Antimicrossoma de figado e rim tipo 1: & esquerda, reacao difusa em hepatécitos e & direita reagéo em tibulos renais proximais na cortical renal.



céncia indireta, havendo necessidade de ser pesquisado por
técnica, utilizando antigenos presentes na fracao citosolica de
ultracentrifugado de figado humano ou de rato. Pelo western
blotting observa-se reatividade de banda de 62kDa ao se utili-
zar figado humano ou de 58kDa em caso de figado de rato. O
antigeno alvo € a enzima formiminatransferase ciclodeaminase
e encontram-se kits comerciais testados utilizando a enzima
alvo. Sua positividade esta associada aos marcadores genéti-
cos de suscetibilidade do MHC de classe Il, HLA DR3.

Anticorpo antimitocondria (AAM)

Diante de sua reatividade deve-se pensar, em principio, no
diagnéstico de cirrose biliar priméaria (CBP). Assim, na pre-
senca de colestase clinica e bioguimica, sua reatividade pra-
ticamente fecha o diagnostico de CBP. Nessa situacéo a
realizacdo da biépsia hepética &€ desnecessaria, a ndo ser
gue se cogite de formas de sobreposicdo com a HAI. Se, ao
contrario, os niveis de aminotransferases séo bem elevados
(maior que 10 vezes o limite superior da normalidade), os
niveis de gamaglobulinas também s&o elevados, e ha pre-
dominancia de elevacdo de IgG ao inves de IgM, a biopsia
hepatica deve ser realizada e a presenca dos achados his-
tologicos classicos da HAl ndo devem levar ao diagndstico
de forma de sobreposicdo de CBP/HAI e sim de forma va-
riante da HAI classica. A reatividade do AAM, em geral,
esta relacionada ao diagnaéstico de CBP em 85% dos casos
em que é detectado. Em cerca de 10% esta relacionada a
HAI e no restante estad presente em individuos com exames
normais (investigacao de familiares de portadores de CBP ou
de individuos com reatividade para o padrao citoplasmatico
pontilhado reticular observado em células HEp2). Excepcio-
nalmente pode também ser observado em portadores de
virus C. Qualquer titulacdo do AAM deve ser considerada, se
0 padrdo estiver bem definido em cortes de rim de rato(a),
gue € a reatividade de tdbulos proximais (na cortical renal) e
distais (cortical e medular renais). A reatividade em mucosa
gastrica (anticorpo anticélula parietal) € constante quando
da presenca do AAM e n&o deve ser considerada como
positividade para outro autoanticorpo (figura 4).

A pesquisa de anticorpos contra antigenos mitocondriais es-
pecificos por immunoblotting ou ELISA é extremamente eficaz
na pratica laboratorial. Esse anticorpo & chamado de anti-M2,
resquicio de classificacdo de diferentes padrées do antimito-

condria (ant-M1 a anti-M8) que néo teve confirmacdo em
estudo multicéntrico, permanecendo apenas o anti-M2. Pelo
immunoblotting, exame considerado padré&o ouro, identificam-
se as principais bandas: 70kDa, subunidade E2 da enzima pi-
ruvato desidrogenase; 52kDa, subunidade E2 da alfacetoacido
desidrogenase de cadeia ramificada; 48kDa, subunidade E2
da alfacetoglutarato desidrogenase. O antigeno imunodomi-
nante do ant-M2, as subunidades E2 desse complexo multien-
zimatico tém uma molécula de acido lipoico ligada ao dominio
para o qual os anticorpos est&o dirigidos, sem que isso tenha,
até o presente momento, significado patogénico. Outras ban-
das menos importantes também podem ser identificadas.

Anticorpo antinticleo (FAN)

E o0 marcador que traz maiores dificuldades para anélise,
por estar presente em inimeras enfermidades autoimunes
e ndo autoimunes. Nao ha padrdo especifico para a HAI.
Os padrées, pontilhado e homogéneo, mais comuns na HAI
sd0, também, encontrados em outras doencas. Como na
grande maioria das vezes os pacientes tém outro marcador
mais especifico, principalmente o AML VGT, sua presenca se
torna redundante em caracterizar a HAI-1. Raramente pode
ser encontrado em concomitancia com o anti-LKM1. Isolada-
mente, esta presente em menos de 20% dos casos de HAI
e esses pacientes s&0 0s que mais frequentemente evoluem
com doencas autoimunes reumatologicas. Por essa razéo
€ questionavel se o FAN esta marcando a doenca hepética
ou outra doenca extra-hepética autoimune presente ou que,
ainda, estad por se manifestar. No diagnéstico diferencial,
guando de sua presenca, & importante ressaltar que cerca
de 30% dos pacientes com esteatohepatite ndo alcodlica e
a mesma proporcdo de doentes com hepatite crénica pelo
virus C tém esse autoanticorpo, o que dificulta a interpreta-
cao e frequentemente induz falsos diagnaésticos de HAI ou de
formas de sobreposicéo entre o virus C e a HAL

Em relacdo a CBP a interpretacéo & diferente, pois ha dois
padrdes mais especificos: o pontilhado de pontos isolados (nu-
clear dots) e o periférico contra proteinas do envelope nuclear
(proteina do poro nuclear, gp210). A presenca desses mar-
cadores, geralmente se da concomitantemente com o AAM,
porém, pode ocorrer em casos de colestase sem o AAM.
Nessa circunstancia, esses padrdes seriam marcadores de

Figura 4. A esquerda, reatividade em tibulos distais na medular renal e em mucosa gastrica a direita.



formas de CBP AAM negativo, 0 que ocorre em cerca de
5% dos pacientes com essa enfermidade. Esses casos séo,
também, denominados de colangite autoimune. O padréao de
pontos nucleares esta relacionado a reatividade contra duas
proteinas de pesos moleculares que variam de 78-92kDa e
95-100kDa. A frequéncia desses marcadores em doentes
com CBP varia de 10-45%, e depende do método emprega-
do em sua deteccéo. Tem sido sugerido que a reatividade do
FAN com reatividade contra proteina do poro nuclear esteja
relacionada com casos clinicos mais graves de CBP.

Outro fator que interfere na interpretacéo do FAN nas doen-
cas autoimunes hepaticas & o substrato, pois a sensibilidade
de pesquisa desse marcador em células HEp2 é muito eleva-
da, o que diminui a especificidade. Por esse motivo, a triagem
do FAN nesse substrato & iniciada a partir da diluicdo de
1/80, o que prejudica a pontuacéo pelo escore internacional
diagnéstico da HAI que o valoriza a partir de 1,/20 em crian-
cas e 1/40 em adultos. Nesse sentido, ha quem considere
a pesquisa desse autoanticorpo em imprint de hepatocitos ou
em cortes de tecido hepético, o que na pratica, atualmente,
€ guase inviavel, em razao da difus&o da técnica utilizando cé-
lulas HEp2 e da definicdo dos padrées que € de fundamental
importancia na interpretacéo desse autoanticorpo.

A pesquisa de especificidades antigénicas (anti-histonas,
anti-Ro, anti-La e anti-BNP) nédo tem significado patogénico
nem diagnéstico nas doencas autoimunes do figado e ndo
estad recomendada na rotina. O valor de sua determinacédo
estd na caracterizacdo da concomitancia de doencas reu-
matolégicas eventualmente presentes.

Antiantigeno hepatico soluvel/antifigado e
pancreas — anti-SLA/LP

Dos marcadores diagnésticos da HAI é o Unico que né&o
& pesquisado por imunofluorescéncia indireta. O antigeno
alvo esta presente na fracao solavel do ultracentrifugado a
150.000g, o que torna sua extracéo e purificacéo traba-
lhosas. E pesquisado por técnicas utilizando antigeno es-
pecifico de células procariotas e eucariotas. Os trabalhos
iniciais empregando células procariotas informavam que
o anti-SLA/LP estava presente quase exclusivamente em
pacientes com HAI sem outros marcadores ou com AML
e/ou com o FAN. Como os pacientes com o anti-SLA/LP
apresentavam marcadores da HAI-1 e as manifestacdes
clinicas eram semelhantes as desse subtipo, acreditou-se
gue fosse mais um marcador da HAI-1 e ndo marcador de
um terceiro tipo de HAI, como chegou a ser considerado.
Todavia, a realizacéo da sua pesquisa utilizando células eu-
cariotas sugere que esteja presente em cerca de 50% dos
pacientes com HAI-1 ou HAI-2.
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Em comum, com a maioria dos estudos sobre esse mar-
cador esta o fato da presenca, quase exclusivamente, em
pacientes com doenca hepatica autoimune; de marcar for-
mas mais graves da doenca, pacientes que recidivam com
mais frequéncia e de ter associacdo com antigenos HLA
DR3. Mesmo quando presente na hepatite C, os pacientes
tém caracteristicas mais evidentes de autoimunidade.

O antigeno alvo é proteina de 50kDa, uma ribonucleopro-
teina, que parece estar envolvida no metabolismo da serina
selenacisteina, associada ao supressor UGA do BNA trans-
portador (tRNPse/sec). Ha kits comerciais de ELISA para a
pesquisa desse marcador, mas ndo uma unanimidade de
qual seria 0 mais indicado para pesquisa na HAI. Foi recen-
temente renomeado para SEPSECS [Sep (O-phosphoserine)
tBNA:Sec (selenocysteine) tRNA synthase].

Anticorpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA)

Tém importancia relativa no diagnéstico das doencas au-
toimunes hepaticas, pois sdo altamente prevalentes na
colangite esclerosante primaria e HAI-1 (acima de 70%).
O Unico padréo que deve ser valorizado nas doencas he-
patogastroenterolégicas & o perinuclear atipico (p-ANCA
atipico). Diferentemente do c-ANCA e do p-ANCA classico,
cujos antigenos alvos estéo definidos como a proteinase 3
e a mieloperoxidase respectivamente, o do p-ANCA atipi-
co ndo estd completamente esclarecido. A isoforma 5 da
betatubulina foi recentemente caracterizada como possivel
fonte antigénica, que poderia ser reconhecida via mimetis-
mo molecular com a proteina FTsZ (precursor evolutivo da
betatubulina) envolvida na divisdo celular bacteriana.

Do ponto de vista préatico, na presenca de colestase, a rea-
tividade do p-ANCA atipico sugere o diagnostico de colangite
esclerosante primaria, mas néo ajuda no diagnostico diferen-
cial com a HAI, pois pode estar presente nas duas entidades.
Esse mesmo marcador, também é encontrado na doenca
inflamatoria intestinal, em especial na retocolite ulcerativa.
A positividade n&o parece ser meramente concomitancia de
doencas, pois pode estar presente na colangite esclerosante
primaria associada ou ndo a doenca inflamatoria intestinal.

Limitacao encontrada na deteccdo do p-ANCA atipico na roti-
na dos laboratérios & a ndo especificacdo adequada da técni-
ca de pesquisa. A fixacdo dos neutréfilos em etanol permite
a identificacdo dos padrées c-ANCA e p-ANCA. Ao se fixarem
os neutréfilos com formaldeido, o padrdo p-ANCA classico
transforma-se em citoplasmatico, enquanto o atipico ndo se
madifica. Uma forma de caracteriza-lo indiretamente & pes-
quisar sempre a especificidade contra a proteinase 3 e a
mieloperoxidase e definir que o ANCA encontrado é negativo
para ambos antigenos conhecidos.
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Colestase da gravidez & entidade rara que acomete 0,5%
das gestactes. Tem distribuicdo universal embora haja al-
guns lugares com incidéncia maior, COmo em nossos Vvizi-
nhaos Chile e Bolivia.

Esta ligada a um defeito do transporte de sais biliares possi-
velmente mediado por estrogénios e deve estar tambéem vin-
culada a mutacées do gene regulador da MDR3 (tal como
em outras doencas colestaticas).

O quadro clinico tipico é de prurido que se inicia em geral
apos a 30® semana de gravidez seguido ou n&o por ictericia
(s6 15% dos casos). Do ponto de vista materno, embora o
prurido possa ser incapacitante, ndo ha dano permanente
a salde e o sintoma desaparece, na quase totalidade dos
casos, em até 48 haoras ap6s o parto.

Jé para o feto as consequéncias podem ser mais graves.
Por causa de insuficiéncia placentaria cronica ha todo tipo
de complicacdo: de parto prematuro a 6bito fetal. Quanto
mais cedo incide a colestase maior o risco fetal, com a 332
semana sendo o divisor de gravidade. O diagnéstico € clinico
mas pode ser subsidiado pela historia pregressa de prurido
com uso de anticoncepcionais orais, casos na familia ou o
encontro de sais biliares em dosagem plasmética de jejum
superior a 10umol/I.

O tratamento n&o esta definido. A antecipacéo do parto, de
acordo com a maturidade fetal, deve ser sempre avaliada.
O prablema fica maior quando o prurido de grande intensi-
dade incide muitas semanas antes de se poder pensar em
maturidade fetal.

E neste contexto que Palma et al. conduziram este estu-
do prospectivo randomizado e duplo-cego usando o &cido

Prof Dr Méario Kondo

Prof Adjunto de Gastroenterologia da UNIFESP
Diretor Médico dos Programas de Transplante de Figado do Hospital AC
Camargo e do Hospital Sirio Libanés

ursodesoxicolico na dose de 1g/dia controlado com pla-
cebo. O critério de selecdo ndo poderia ser melhor, pois
escolheram testar o tratamento no grupo de maior risco,
ou seja, as gestantes com prurido intenso antes da 332
semana de gestacdo. Entre os objetivos, o desfecho do
tempo de gestacédo e da salde fetal também sdo os mais
relevantes.

Os autores selecionaram 24 mulheres para o estudo, o que
& casuistica bastante expressiva para a doenca, mas tive-
ram perda de nove mulheres durante o estudo, terminando
a observacdo com oito tratadas com acido ursodesoxicélico
e sete no grupo placebo.

Do ponto de vista materno houve melhora do prurido e de
parametros bioquimicos e a droga foi bem tolerada por
todas. Ja pelo lado dos fetos, os autores observaram pe-
riodo adicional médio de gestacdo de quatro semanas no
grupo tratado, o que se traduziu em maior peso médio dos
fetos ao nascer (embora ndo houvesse diferenca estatistica
entre as médias de peso). Houve um ébito fetal entre as
pacientes do grupo placebo.

O numero de gestantes acompanhadas e a grande pro-
porcdo de perdas fazem com que estes resultados sejam
tomados com cautela, ja que é evidente a probabilidade de
erro do tipo I, mas tendo em perspectiva a gravidade da
situacao e a raridade da doenca, os autores demonstraram
que a intervencao terapéutica com o acido ursodesoxicolico,
no minimo, parece segura e, quem sabe, pode ser benéfica,
aliviando o prurido materno e garantindo maior tempo de
gestacdo com a consequente maturidade fetal podendo ser
alcancada com maior frequéncia.
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