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“There is grandeur in this view of life

With its several powers, having been

Originally breathed into a few forms or into one

And that whilst this planet has gone cycling on

According to the fixed law of gravity,

from so simple

A beginning endless forms most beautiful

And most wonderful have been,

and are being, evolved.“

— Charles Darwin



RESUMO

Introdução: A Colangite Biliar Primária (CBP) e a Colangite Esclerosante Primária

(CEP) são doenças hepáticas crônicas com perfis epidemiológicos distintos. Este estudo

tem como objetivo avaliar a aplicação do sistema de escore de Nakanuma em biópsias

hepáticas de uma coorte brasileira, explorando sua correlação com parâmetros clínicos e

laboratoriais na CBP e na CEP.

Métodos: Este estudo retrospectivo incluiu 32 casos de CBP e 36 casos de CEP

do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais e outros serviços de

hepatologia em Belo Horizonte, Brasil. As alterações histopatológicas em biópsias hepáticas

foram avaliadas utilizando o Sistema de Classificação de Nakanuma. Foram analisados

dados clínicos e laboratoriais, incluindo níveis séricos de aspartato aminotransferase (AST),

alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA), associando-os com os parâmetros

histológicos do sistema de Nakanuma.

Resultados: O grupo CBP era composto por 30 mulheres e 2 homens, com idade

média de 58,2 anos. O grupo CEP era composto por 24 homens e 12 mulheres, com idade

média de 35,7 anos. Nos pacientes com CEP, a atividade colangítica foi significativamente

associada aos níveis séricos de AST e ALT. Nos pacientes com CBP, foi observada uma

correlação significativa entre estágios histológicos mais elevados e aumento dos níveis

séricos de FA. Os Estágios 3 e 4 de Nakanuma correlacionou-se com FA > 1,67 x limite

superior da normalidade, indicando uma pior resposta clínica ao tratamento com ácido

ursodesoxicólico, o que se alinha com o prognóstico a longo prazo segundo os Critérios de

Toronto. No entanto, esses critérios não se mostraram significativos para a CEP em nosso

estudo.

Conclusão: Nosso estudo revela uma associação notável entre o grau de atividade

colangítica de Nakanuma e os níveis séricos de ALT e AST na CEP. Além disso, observamos

uma correlação entre a FA sérica e o estágio histológico de Nakanuma, previamente

associados com resposta ao tratamento e pior prognóstico. Esses achados ressaltam

a utilidade do sistema de classificação de Nakanuma em fornecer informações sobre a

progressão e o prognóstico da doença na população brasileira.

Palavras-chaves: colangite biliar primária, colangite esclerosante primária, histopa-

tologia, classificação de Nakanuma.



ABSTRACT

Background: Primary Biliary Cholangitis (PBC) and Primary Sclerosing Cholangitis

(PSC) are chronic liver diseases with distinct epidemiological profiles. This study aims to

evaluate the application of the Nakanuma scoring system in a Brazilian cohort, exploring its

correlation with clinical and laboratory parameters in PBC and PSC.

Methods: This retrospective study included 32 PBC cases and 36 PSC cases from

the Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais and other hepatology

services in Belo Horizonte, Brazil. Histopathological changes were assessed using the

Nakanuma’s Classification System. Clinical and laboratory data, including serum levels of as-

partate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and alkaline phosphatase

(ALP), were analyzed. Correlations between histological scores and clinical parameters were

examined.

Results: The PBC group consisted of 30 women and 2 men, with an average age

of 58.2 years. The PSC group comprised 24 men and 12 women, with an average age

of 35.7 years. In PSC patients, cholangitic activity was significantly associated with AST

and ALT serum levels. In PBC patients, a significant correlation was observed between

higher histological stages and increased ALP serum levels. Nakanuma Stage 3 and 4

correlated with ALP > 1,67 x upper limit of normality, indicating a weaker clinical response

to ursodeoxycholic acid treatment, which aligns with long-term prognosis as per the Toronto

Criteria. However, these criteria did not hold significance for PSC in our study.

Conclusion: Our study reveals a noteworthy association between Nakanuma’s

grading of Cholangitis Activity and serum ALT and AST levels in PSC. Additionally, we

observed a correlation between serum ALP and histological stage, both of which negatively

scale with treatment response and, hence, long-term prognosis. These findings underscore

the utility of the Nakanuma classification system in providing valuable insights into disease

progression and prognosis in the Brazilian population.

Keywords: Primary biliary cholangitis, primary sclerosing cholangitis, histopathology,

Nakanuma classification system.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT Alanina aminotransferase

AMA Anticorpo anti-mitocôndria

AST Aspartato aminotransferase

AUDC Ácido ursodesoxicólico

CBP Colangite Biliar Primária

CD4 Linfócito T helper com receptor CD4

CD8 Linfócito T citotóxico com receptor CD8

CEP Colangite Esclerosante Primária

CXCR3 Receptor de quimiocina 3

DII Doença Inflamatória Intestinal

DNA Ácido Desoxirribonucleico

E3BP Dihidrolipoamida desidrogenase

FA Fosfatase alcalina

FUT2 Proteína fucosiltransferase estabilizadora de glicocálice 2

HLA Antígeno Leucocitário Humano

MELD Model for End-Stage Liver Desease

MELD Model for End-stage Liver Disease

PAMPs Padrões moleculares relacionados a patógenos

PDC Complexo da piruvato desidrogenase

PPAR Receptor ativado por proliferadores de peroxissomos

RNA Ácido ribonucleico

TLRs Toll-like receptors

VAP1 Proteína de adesão vascular 1

pANCAs Anticorpos anticitoplasma de neutrófilo atípicos perinucleares
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1 INTRODUÇÃO

A Colangite Biliar Primária (CBP), nômina atual da antiga cirrose biliar primária, é uma

doença hepática autoimune e rara, com grande variabilidade epidemiológica entre diferentes

países. Afeta predominantemente mulheres de meia-idade, sendo seu marcador sorológico

mais característico o anticorpo antimitocôndria (AMA), frequentemente associando-se com

outras doenças autoimunes. Caracteriza-se pelo acometimento de ductos biliares intrahepá-

ticos, culminando em cirrose, necessidade de transplante hepático e óbito. Clinicamente,

seu tratamento de escolha é o ácido ursodesoxicólico (AUDC), que apresenta benefícios

retardando a progressão da doença e aumentando a sobrevida1,2.

A Colangite Esclerosante Primária (CEP) é outra doença hepática crônica, carac-

terizada por inflamação e fibrose dos ductos biliares, culminando em colestase e cirrose

biliar. A etiologia precisa da CEP permanece elusiva, com provável etiologia multifatorial. Ao

contrário da CBP, a CEP afeta ambos os sexos de maneira relativamente igual, com predo-

mínio de homens, exibindo variações geográficas. Seu tratamento é desafiador, haja vista

que, até o momento, não há uma droga comprovadamente eficaz em prevenir a progressão

da doença. Dessa forma, a terapêutica mais eficaz é o transplante hepático, com elevadas

taxas de recidiva da doença3,4.

Mesmo que a biópsia hepática não seja obrigatória para diagnosticar CBP e CEP,

é fundamental para identificar a síndrome de sobreposição, CBP negativa para AMA e

CEP de ductos pequenos. A biópsia hepática também pode auxiliar no estadiamento da

doença, orientando o tratamento e avaliando o prognóstico5,6. O sistema de estadiamento

de Ludwig é um método tradicional para a avaliação histológica na CBP, concentrando-se na

progressão da destruição dos ductos biliares para a inflamação portal e, eventualmente, para

a cirrose7. Por outro lado, enquanto o sistema de Scheuer também faz o estadiamento da

CBP com base em parâmetros semelhantes, inclui características adicionais como fibrose e

inflamação8. Apesar de sua abrangência maior, o sistema de Scheuer compartilha limitações

semelhantes, incluindo subjetividade, concordância entre observadores, sobreposição de

estádios e incorporação da atividade inflamatória da doença como parte do estádio9,10.

O sistema de classificação histológica de Nakanuma visa abordar essas limitações,

oferecendo uma estrutura mais abrangente para avaliar a CBP. Ele considera a perda de

ductos, fibrose e colestase crônica como fatores de avaliação do estadiamento, juntamente

com as atividades colangítica e hepatítica como graduação necroinflamatória11. O sistema

foi validado por pesquisas subsequentes e revisões do sistema, oferecendo uma aborda-

gem mais refinada e confiável para a avaliação da doença12. Anthony W. H. Chan et al.

(2014)10 compararam esse sistema com os sistemas tradicionais de Scheuer e Ludwig,

sendo evidenciado que, embora todos se correlacionassem com parâmetros prognósticos

significativos, a Classificação de Nakanuma superou os anteriores. Já a aplicabilidade desse

escore na CEP foi avaliada por Elisabeth M. G. De Vries et al. (2015)9, sendo detectada
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uma forte associação entre o estádio de Nakanuma, sobrevida livre de transplante e tempo

até o transplante hepático. A viabilidade da aplicação desse escore histológico na CEP foi

subsequentemente validada em um estudo de coorte internacional europeia13.

No Brasil, faltam estudos para definição do perfil clínico-epidemiológico dessas

doenças. Até o momento, não há estudos que avaliam a aplicabilidade da classificação

histológica de Nakanuma na CBP ou CEP em pacientes brasileiros. Tendo em vista as

variações regionais de apresentações e a morbimortalidade dessas doenças, explorar

métodos propedêuticos que contribuam para o acompanhamento e manejo clínico desses

pacientes é de suma importância.
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2 CONSIDERAÇÕES INICIAIS

2.1 Biópsia hepática

A biópsia hepática é um procedimento realizado há mais de um século, proposta inicialmente

por Ehrlich para avaliação da quantidade de glicogênio em pacientes diabéticos e, em

seguida, por Lucatello para drenagem de abscesso hepático. Contudo, sua aplicabilidade na

avaliação morfológica só foi reconhecida após a publicação de Schüpfer na França em 1907,

no contexto da cirrose hepática, ao passo que seu papel diagnóstico só foi reconhecido

por Bingel na Alemanha em 1923. Com o advento da agulha Meghini, o procedimento foi

impulsionado por permitir amostra suficiente para estudos complementares e análise sob

a microscopia de luz14,15,16. Desde então, novas técnicas surgiram, por vezes auxiliadas

por exame de imagem, permitindo coleta adequada da amostra de forma mais segura, a

exemplo da biópsia hepática percutânea17.

Apesar do surgimento de métodos propedêuticos não invasivos, como exames de

sangue e novos métodos de imagem, a biópsia hepática continua sendo uma ferramenta

valiosa e necessária quando informações clinicamente importantes sobre o diagnóstico,

prognóstico ou tratamento de um paciente não podem ser obtidas por meios mais seguros18.

Em hepatopatias crônicas, a avaliação histopatológica pode auxiliar através da realização

de diagnósticos diferenciais com base em características específicas de cada entidade

anatomoclínica, além de permitir a graduação e o estadiamento de doenças.5.

2.2 Colangite biliar primária

2.2.1 Epidemiologia

A epidemiologia da colangite biliar primária (CBP) é complexa e varia significativamente entre

diferentes populações e regiões geográficas, sendo mais incidente e prevalente na América

do Norte e menos na região Ásia-Pacífico, com exceção do Japão19. Estima-se que a

prevalência e a incidência globais sejam 146 por milhão e 17,6 por milhão de pessoas/ano20,

com aumento progressivo nas últimas décadas21. Acomete predominantemente mulheres

após os 40 anos, em uma proporção estimada de 10:12.

O perfil epidemiológico brasileiro ainda é pouco estudado, sobretudo se conside-

rarmos o caráter miscigenado da população. Entretanto, as características clínicas são as

mesmas observadas em caucasianos e asiáticos, mas com taxas inferiores de síndrome de

sobreposição com hepatite autoimune22.
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2.2.2 Etiopatogênese da colangite biliar primária

A etiopatogênese da CBP é complexa e multifatorial, compreendendo uma série de meca-

nismos imunológicos que atuam de forma sinérgica na destruição de ductos biliares, o que

é determinado por fatores genéticos, epigenéticos e ambientais23. O principal mecanismo

reconhecido para o desenvolvimento da doença é a perda da tolerância ao antígeno leucoci-

tário específico humano (HLA), especialmente o haplotipo HLA-DR*8, da subunidade E2 do

complexo da piruvato desidrogenase (PDC-E2), levando ao reconhecimento por anticorpos

antimitocondriais (AMA). A ligação do AMA ao epítopo da PDC-E2 e à proteína ligadora

da dihidrolipoamida desidrogenase (E3BP) na membrana mitocondrial interna acarreta a

formação de imunocomplexos e subsequente ativação imunológica24 25.

A perda da imunotolerância leva ao recrutamento e à ativação de linfócitos T CD4+

e CD8+ e à redução de linfócitos T regulatórios em tratos portais, que acentuam o dano

aos ductos biliares. Alguns estudos relataram o papel também de plasmócitos na patogê-

nese da CBP, sendo o único parâmetro que se correlaciona com os títulos sorológicos de

AMA26. Entretanto, até 5% dos pacientes não possuem AMA, mas exibem características

clinicopatológicas semelhantes aos pacientes AMA-positivos.27.

A atuação de fatores genéticos foi concebida pela concordância de 60% em gêmeos

monozigóticos e em estudos populacionais, onde se demonstraram associações com o

HLA28,23 28. Em até 70% dos pacientes, há associações genéticas com doenças autoimunes

extra-hepáticas, como tireoidite de Hashimoto, síndrome de Sjögren, doença celíaca, lúpus

eritematoso sistêmico e artrite reumatoide2.

O papel de fatores ambientais e de estilo de vida também têm sido estudados,

inclusive com variações sintomatológicas e prognósticas29. Questões socioeconômicas e

sanitárias, exposição a poluentes ambientais, agentes infecciosos, tabagismo, drogas e es-

tressores físicos/psicológicos parecem atuar em indivíduos geneticamente predispostos30 31.

A infecção do trato urinário por Escherichia coli foi apontada por alguns estudos como fator

predisponente para CBP por mimetismo molecular entre PDC-E2 humano e bacteriano.32

No âmbito epigenético, a análise genômica do perfil de metilação do DNA de gêmeos

monozigóticos discordantes para CBP evidenciou diferenças em 51 de 60 genes mapeados.

De particular interesse, observou-se a redução de citocinas Th2 e diferenças no perfil

de metilação de células CD4 e CD8. A demetilação do promotor CXCR3 de linfócitos

CD4 resultando em aumento da atividade dessas células e progressão da doença por

ativação da via Th123. Alterações na expressão de 35 microRNAs envolvidos na proliferação

celular, resposta ao dano e morte celular evidenciaram importantes associações entre lesão

biliar e desregulação do sistema imune, podendo também explicar a maior prevalência em

mulheres30.
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2.2.3 Apresentação clínica e diagnóstico

A CBP é uma doença insidiosa, caracterizada por início silencioso, no qual a única evidência

é a detecção do AMA em 90-95% dos casos. Na fase assintomática, há elevação de

fosfatase alcalina33. Já na fase sintomática, observa-se prurido intenso e fadiga. Com

a progressão da doença, em fase avançada, o paciente passa a apresentar icterícia,

hipertensão portal, podendo evoluir para cirrose e insuficiência hepática crônica34. Alguns

pacientes apresentam como primeiro sintoma a icterícia, particularmente durante a gestação

ou uso de determinadas drogas35. Outras manifestações são xantelasmas e xantomas,

associados à hiperlipidemia, além de osteoporose e deficiência de vitaminas lipossolúveis36.

O diagnóstico deve ser feito conforme os critérios da American Association for

the Study of Liver Diseases, apoiado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia, sendo

necessários dois de pelo menos três critérios: (1) aumento persistente de fosfatase alcalina;

(2) presença de AMA ou outro anticorpo específico da CBP (incluindo sp100 ou gp210, se

AMA negativo); (3) biópsia hepática demonstrando colangite destrutiva não-supurativa e

destruição de ductos interlobulares6. Dessa forma, a biópsia não é considerada fundamental

e fica a critério do hepatologista, mas deve sempre ser realizada em casos AMA-negativos,

na suspeita de sobreposição ou para diagnóstico diferencial com outras doenças hepáticas.

2.2.4 Histologia

A CBP é marcada por agressão e perda de ductos biliares intra-hepáticos, o que interfere

no fluxo biliar e pode levar à cirrose biliar. A lesão inicial envolve danos aos ductos biliares

septais e interlobulares, com infiltração de linfócitos, plasmócitos e eosinófilos nos tratos

portais37. Granulomas epitelioides são comuns perto dos ductos afetados e podem ser

frouxos ou bem formados38. Com a evolução da doença, há fibrose progressiva e ductope-

nia, embora, menos comumente, possa ocorrer reação ductular proeminente. Além disso,

frequentemente se observam alterações necroinflamatórias do parênquima hepatocitário,

sobretudo sob a forma de hepatite de interface, um achado mais proeminente em CBP do

que em CEP37. Atividade inflamatória lobular é uma característica importante, podendo ser

reconhecidas em estádios histológicos precoces39. Concomitante, alterações de colestase

crônica podem ser vistas através do acúmulo hepatocitário de grânulos de cobre, melhor

evidenciados à coloração de orceína40.

2.2.5 Tratamento

A primeira linha de tratamento para CBP é o uso de ácido ursodesoxicólico (AUDC), que

demonstrou eficácia na progressão histológica e na melhoria da sobrevivência a longo prazo

sem transplante de fígado. No entanto, até 40% dos pacientes com CBP podem apresentar

uma resposta bioquímica subótima ao AUDC, aumentando o risco de progressão para
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insuficiência hepática ou necessidade de transplante de fígado. Recentemente, terapias

adicionais com fibratos ou ácido obeticólico em associação com AUDC mostraram melhorar

ainda mais os marcadores bioquímicos de colestase. Além disso, a resposta ao AUDC pode

ser avaliada de forma mais precoce, aos 6 meses, para permitir a introdução mais rápida de

terapias de segunda linha, especialmente em pacientes com doença avançada ou níveis

elevados de enzimas hepáticas no início do tratamento41,42,43. O transplante hepático é uma

opção viável para os estádios avançados da doença44.

Atualmente, fármacos que atuam como ligantes de receptores nucleares específicos

envolvidos no metabolismo de ácidos biliares têm se mostrado promissores. Estudos

apontam para redução da inflamação e atenuação da fibrose, a exemplo dos agonistas

farmacológicos do receptor X do farnesóide e dos receptores ativados por proliferadores de

peroxissomos30.

2.2.6 Fatores prognósticos

A avaliação do prognóstico em pacientes com CBP é crucial para o manejo clínico eficaz.

Vários escores para avaliação da resposta bioquímica ao AUDC foram propostos, visando à

identificação de pacientes que precisam terapia de segunda linha, a exemplo do escore de

Mayo45. Recentemente, foram propostos também os escores GLOBE e UK-PBC com base

em grande coorte internacional, que apresentaram boa acurácia em prever a necessidade

de transplante hepático e óbito. Destacam-se como fatores de mau prognóstico a fibrose

(fator independente), ductopenia e ausência de resposta bioquímica ao AUDC46 47 48. Outros

fatores prognósticos reconhecidos são idade, contagem plaquetária, fibrose (detectada por

métodos não invasivos, como a elastografia), estádio histológico e os níveis séricos de

fosfatase alcalina, bilirrubina total e albumina49 50.

2.3 Colangite esclerosante primária

2.3.1 Epidemiologia

A epidemiologia da colangite esclerosante primária (CEP) apresenta variações geográficas,

tendo suas maiores incidências (0,9-1,3/100.000/ano) e prevalências (8,5-14,2/100.000)

estimadas na América do Norte e norte da Europa51 52 53. A doença predomina em homens

(65-70%) e é mais comumente diagnosticada entre 30 e 40 anos de idade3, entretanto, pode

acometer também a faixa etária pediátrica54. Até 70% dos pacientes portadores de CEP,

apresentam também doença inflamatória intestinal (DII), tipicamente retocolite ulcerativa, —

e até 8% dos portadores de DII apresentam alterações radiográficas de CEP4,52,55 56.

No Brasil, uma coorte de 210 pacientes demonstrou diferenças epidemiológicas em

relação aos estudos em caucasianos. A proporção de homens acometidos em relação a

mulheres foi menor e houve uma menor associação com DII. As mulheres apresentaram
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maior idade ao diagnóstico e níveis de bilirrubina mais baixos; contudo, o sexo não alterou

a sobrevida dos pacientes57.

2.3.2 Etiopatogênese da colangite esclerosante primária

A etiopatogênese da CEP não é bem elucidada, mas parece envolver indivíduos genetica-

mente predispostos expostos a antígenos. A evidência do fator genético foi corroborada com

base em relatos de casos em uma mesma família e reforçada por Bergquist et al. utilizando

uma coorte suíça de pacientes portadores de CEP58,59. A doença tem sido associada a

variantes específicas do HLA, sobretudo HLA-B8, HLA-DRW52, HLA-DR3 e HLA-DR260 23.

Além disso, estudos de associação genômica alargada identificaram múltiplos loci de risco,

incluindo genes envolvidos na homeostase de ácidos biliares61.

Imunologicamente, a CEP é caracterizada por inflamação e fibrose progressiva dos

ductos biliares. Estudos de biópsias hepáticas mostraram que a população linfocitária nos

tratos portais é predominantemente T, o que é condizente com o papel dos HLA e, por

conseguinte, da imunidade adaptativa na doença62,23. Há evidências de que o epitélio biliar

recrute e regule a atividade das células T, sensibilizando-as através da ligação ao CD4463.

Paralelamente, linfócitos T da mucosa intestinal podem ser recrutados para o fígado através

da circulação êntero-hepática, através da expressão da quimiocina CCL25 em células

endoteliais hepáticas, induzindo um “homing” linfocitário aberrante64. Mediante inflamação

crônica, o endotélio passa a secretar proteína de adesão vascular 1 (vascular adhesion

protein, VAP1), induzindo a expressão de MAdCAM1, que, por sua vez, leva à adesão

desses linfócitos no espaço intravascular e subsequente saída para os tratos portais65.

Neutrófilos e macrófagos também podem participar da inflamação, o último contribuindo

para perpetuação da inflamação crônica e fibrose através da secreção de TGF-β66.

O caráter autoimune da agressão a ductos biliares tem sido questionado, à medida

que a CEP predomina em homens e possui pouca resposta a tratamentos imunossupresso-

res. Contudo, anticorpos anticitoplasma de neutrófilo atípicos perinucleares (pANCAs) estão

presentes no soro em até 88% dos casos, assim como na hepatite autoimune (50-96%) e

retocolite ulcerativa (60-87%)67. O reconhecimento da isoforma 5 da tubulina β por pANCAs

em neutrófilos humanos e em proteína FtsZ bacteriana, comumente presente na microbiota

intestinal, sugere que pode haver um mimetismo molecular levando à reação cruzada e à

perda da autotolerância68.

Ambientalmente, embora os mecanismos exatos permaneçam incertos, as expo-

sições a toxinas e infecções virais e bacterianas têm sido apontadas como possíveis

etiologias69. Aparentemente, a composição da microbiota intestinal encontra-se alterada

em pacientes com CEP, havendo redução na variedade de bactérias70. Alguns estudos

genéticos também apontaram para um possível papel da microbiota intestinal no início dos

eventos patogenéticos da CEP, sobretudo em interações realizadas com a proteína fucosil-



Capítulo 2. Considerações iniciais 18

transferase estabilizadora de glicocálice 2 (FUT2) de colangiócitos71,72. Nesse contexto, os

antígenos bacterianos oriundos da circulação portal, expõem o epitélio biliar aos padrões

moleculares relacionados a patógenos (pathogen-associated molecular pattern ou PAMPs),

ativando o sistema imune inato. Através da ativação de toll-like receptors (TLRs) dos co-

langiócitos, especialmente TLR-4 por lipopolissacarídeos bacterianos, ocorre secreção de

citocinas pró-inflamatórias com recrutamento de macrófagos, células dendríticas e células

NK73.

2.3.3 Apresentação clínica e diagnóstico

A CEP possui curso clínico variável. Inicialmente, pode se apresentar de forma assintomática,

sendo detectada por alterações radiológicas ou laboratoriais em até 50% dos casos74.

Na forma sintomática, os sintomas mais comuns são dor abdominal, fadiga, icterícia e

prurido, podendo ocorrer, com a progressão da doença, episódios de colangite55. Na

maioria dos pacientes, a doença é progressiva, culminando em cirrose biliar, insuficiência

hepática e morte75,4. Ademais, há um aumento no risco de neoplasias malignas, sobretudo

colangiocarcinoma, carcinoma de vesícula biliar e carcinoma colônico3.

Os marcadores séricos de colestase fosfatase alcalina e gama-glutamil transferase

encontram-se comumente elevados, embora não em todos os casos. Sobretudo nas fases

iniciais, as bilirrubinas mantêm-se dentro dos limites da normalidade. O aumento de ami-

notransferases é comum, mas geralmente de forma discreta. Em até 15% dos pacientes,

pode haver aumento sérico de IgG4, o que pode dificultar o diagnóstico diferencial com

colangiopatia associada a IgG4. Autoanticorpos têm prevalência aumentada, sendo encon-

trados em até 97% dos pacientes de acordo com alguns estudos, mas nenhum deles tem

especificidade para CEP54 52,23.

O diagnóstico frequentemente envolve colangiografia, seja por ressonância magné-

tica ou endoscopia retrógrada, em que se evidenciam múltiplas constrições da via biliar intra

e/ou extra-hepática76. A biópsia hepática também pode contribuir no diagnóstico, sobretudo

mediante suspeita de síndrome de sobreposição, CEP de pequenos ductos e colangiopatia

relacionada a IgG46 51 77.

2.3.4 Histologia

A CEP é caracterizada por ser uma doença fibro-obliterativa dos ductos biliares intra-

hepáticos e extra-hepáticos, levando a estenoses múltiplas e dilatações focais. Nos estádios

iniciais, há graus variados de infiltrado inflamatório periportal e de sinais de agressão

ao epitélio ductal biliar. Conforme a doença progride, há deposição de fibras colágenas

periductal, levando ao estreitamento de ductos biliares e à fibroplasia lamelar concêntrica

(“fibrose em casca de cebola”). Consequentemente, pode ocorrer atrofia dos ductos biliares,

ductopenia e, em fases avançadas, cirrose biliar37.
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Hepatite de interface e alterações necroinflamatórias do parênquima hepatocitário

também são observadas, embora sejam menos proeminentes do que na CBP78 67. Ao

contrário desta, a CEP tende a apresentar lesões inflamatórias menos floridas e raramente

apresenta granulomas epitelioides e plasmócitos78 77.

2.3.5 Tratamento

O tratamento da CEP ainda representa um desafio clínico, e o transplante hepático continua

sendo a única opção curativa para estádios avançados da doença. No entanto, a recidiva da

doença pós-transplante ocorre em até 20% dos casos79. Até o momento, não há tratamento

medicamentoso que comprovadamente retarde a evolução para cirrose52. O AUDC em

altas doses tem sido utilizado como uma opção de tratamento, mas os resultados são

controversos. Embora possa melhorar os marcadores bioquímicos, não há evidências

conclusivas de que ele retarde a progressão da doença ou melhore a sobrevivência a longo

prazo80.

Os antibióticos, a exemplo da vancomicina, têm sido estudados com melhora signifi-

cante dos marcadores bioquímicos hepáticos, o que corrobora as evidências etiopatogênicas

que envolvem inflamação, microbiota intestinal e homeostase biliar81. O bezafibrato, um

agonista do receptor ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR), mostrou-se pro-

missor em estudos prospectivos. Ele foi eficaz na melhoria dos marcadores bioquímicos de

colestase e pode ser uma opção viável para pacientes que não respondem bem ao AUDC82.

Vários outros ensaios clínicos estão ocorrendo, incluindo drogas antifibróticas e transplante

de microbiota fecal81.

2.3.6 Fatores prognósticos

A avaliação prognóstica na CEP, embora mais comumente utilizada em ensaios clínicos,

tem se baseado em diversos escores propostos, incluindo o escore de Child-Pugh e o

escore Mayo. Entretanto, são fatores de melhor prognóstico entre as casuísticas descritas:

idade mais jovem ao diagnóstico, sexo feminino, fosfatase alcalina normal ou reduzida (a

despeito de tratamento com AUDC), doença de pequenos ductos biliares e síndrome de

sobreposição com hepatite autoimune. Por outro lado, os fatores de mau prognóstico são

constrições extensas/dominantes de vias biliares, níveis séricos elevados de bilirrubinas

totais basais, colangite recorrente, retocolite ulcerativa e/ou colangiocarcinoma associados,

sinais de imagem e/ou histologia de doença avançada, doença hepática descompensada

e cirrose com hipertensão porta3 83 84. Além disso, segundo o Grupo de Estudo de CEP, a

avaliação histológica, além de realizar estadiamento e graduação da doença, também pode

representar um desfecho substituto (surrogate endpoint) em ensaios clínicos, sobretudo

se associada à dosagem sérica de fosfatase alcalina. Há evidências de que os níveis

séricos de bilirrubinas totais ao diagnóstico associam-se com necessidade de transplante,
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desenvolvimento de colangiocarcinoma e morte85. No Brasil, observou-se pior prognóstico

da doença, provavelmente associado ao estádio já avançado dos pacientes ao diagnóstico57.

2.4 Critério de Toronto

O Critério de Toronto é uma métrica estabelecida para avaliar a resposta ao tratamento

com AUDC em pacientes com CBP. Especificamente, os pacientes são considerados

respondedores quando apresentam níveis de fosfatase alcalina (FA) ≤ 1,67 vezes o limite

superior do normal dois anos após o início do tratamento. Esta métrica serve como um

indicador padronizado no manejo clínico de CBP, permitindo uma avaliação objetiva da

eficácia do tratamento86.

O estudo utilizou biópsias pareadas dos mesmos pacientes em 10 anos de progres-

são da doença, sendo, dessa forma, um critério prognóstico capaz de prever a progressão

histológica a longo prazo da CBP. Pacientes que atendem a este critério têm menor pro-

babilidade de apresentar progressão histológica da doença, o que é um fator crítico para

estratificação de risco e manejo clínico eficaz48 87. Contudo, não há estudos validados sobre

a aplicabilidade do Critério de Toronto na CEP ou sua relação com a progressão histológica

da doença88.

2.5 Classificação histológica de Nakanuma

2.5.1 Antecedentes científicos

O prognóstico da CBP e da CEP se correlacionam com o estadiamento histológico, havendo

associação com sobrevida e necessidade de transplante hepático9 89. Tradicionalmente,

os patologistas utilizam os sistemas de classificação de Ludwig et al.7 e de Scheuer e

Lefkowitch8, que dividem essas doenças em quatro estádios sucessivos. Inicialmente, esses

sistemas foram propostos para estadiamento da CBP, sendo sua ampliação para os casos

de CEP corroborada por diversos estudos nos anos 1980 e 9074,75 75.

O sistema de Ludwig baseia-se nas seguintes características histopatológicas: o

estádio 1 compreende infiltrado inflamatório restrito ao espaço portal; o estádio 2 caracteriza-

se por extensão das lesões periportais ao parênquima hepático (hepatite de interface); no

estádio 3, observa-se necrose e/ou fibrose em ponte; e, no estádio 4, tem-se cirrose7. Já

no sistema de Scheuer, o estádio 1 é caracterizado por lesão ductal florida; o estádio 2,

por proliferação de ductos biliares; o estádio 3, por fibrose e cicatrizes; e o estádio 4, por

cirrose8.

Embora sejam os sistemas mais utilizados na prática clínica, têm como limitação

a sobreposição de estádios e a incorporação da atividade da doença (graduação) nos

estádios, como a hepatite de interface, perda de ductos biliares e acúmulo de proteína

associada ao cobre, que pioram à medida que a CBP e a CEP progridem. Ademais, a
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concordância interobservador, a distribuição heterogênea das doenças hepáticas crônicas

pelo órgão e fatores pré-analíticos, como a qualidade e a quantidade da amostra, também

são dificuldades na aplicabilidade desses sistemas9 90.

2.5.2 Classificação histológica de Nakanuma e validação

Na tentativa de superar as limitações dos sistemas clássicos, sobretudo quanto às carac-

terísticas histológicas de atividade da doença, Nakanuma et al.11 propuseram um novo

sistema de estadiamento e graduação da CBP em 2006. O estadiamento é feito com base

em três características: fibrose, perda de ducto biliar e colestase crônica, que é avaliada

por meio de grânulos orceína-positivos (Tabela 1 do artigo). Se a coloração de orceína não

está disponível, a avaliação é feita com base na fibrose e perda de ductos biliares, o que é

aplicável. Após avaliação dessas características, a somatória das variáveis é o determinante

do estádio (Tabela 2 do artigo)11,12.

A graduação da atividade necroinflamatória (Tabela 3 do artigo) é feita com base nas

atividades da colangite crônica e hepatítica, cada uma disposta em quatro graus (0 a 4). A

atividade da colangite crônica compreende desde o discreto infiltrado inflamatório periductal

inicial até a colangite destrutiva crônica não-supurativa. Entretanto, cabe ressaltar que a

colangite associada a um infiltrado linfoplasmacítico pode ser eventualmente encontrado

em hepatites virais e os ductos biliares interlobulares adjacentes a um infiltrado inflamatório

portal ou com pequeno número de linfócitos/plasmócitos não devem ser avaliados como

colangite crônica. Já a atividade hepatítica se refere à hepatite de interface, que, com

a progressão da doença, passa a ser vista em mais tratos portais e com extensão ao

parênquima hepatocitário, eventualmente acompanhada de necrose zonal ou em ponte11.

Em 2010, Nakanuma et al.12 revisaram a classificação, mantendo-se os critérios

de estadiamento, e validaram o sistema com base na análise de 62 biópsias hepáticas

por agulha de CBP por 28 patologistas, visando à sua maior aplicabilidade na prática da

Patologia Cirúrgica (Tabela 4). Para o estadiamento, a taxa de concordância foi de 63,9%

e o kappa foi de 0.385 (concordância razoável). Contudo, as taxas de concordância e

o kappa para atividade da colangite crônica e hepatítica foram, respectivamente, 36.9%

e 0.110 (pouca concordância) e 47% e 0.197 (pouca concordância). Assim, os autores

propuseram maior cuidado na graduação da atividade necroinflamatória, sendo necessários

mais estudos e eventuais revisões dos critérios12.

Em 2013, um novo estudo comparou o uso do escore de Nakanuma com os sistemas

antigos a partir de 152 biópsias de casos de CBP, encontrando diferentes distribuições

em cada estádio de acordo com o sistema utilizado. Todos os sistemas apresentaram

correlação com parâmetros prognósticos significantes, sobretudo a bilirrubina sérica e os

escores Mayo e Model for End-stage Liver Disease (MELD). Contudo, o escore de Child-

Pugh e o desenvolvimento de sintomas relacionados ao fígado teve melhor correlação com
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o escore de Nakanuma em relação aos sistemas de Ludwig e Scheuer, sugerindo, portanto,

que seu emprego reflete bem as características clínico-laboratoriais da doença90.

2.5.3 Sistemas de estadiamento histológico e colangite biliar primária (CEP)

Os sistemas de estadiamento clássicos e o escore de Nakanuma foram inicialmente valida-

dos para a CBP, não havendo estudos quanto à sua aplicabilidade na CEP até 2015, quando

Elisabeth M. G. De Vries et al.9 avaliaram o uso dos escores de Ludwig, Ishak e Naka-

numa em uma coorte de 64 pacientes holandeses, correlacionando-os com três desfechos:

sobrevida livre de transplante hepático, tempo para o transplante hepático e ocorrência

de sintomas relacionados à cirrose. Detectou-se forte associação entre os estádios da

doença estabelecidos com base nos três escores e os dois primeiros desfechos. Contudo,

os escores de Ishak e Nakanuma não se associaram com a ocorrência de sintomas relaci-

onados à cirrose e a associação entre histopatologia e alterações laboratoriais foi fraca9.

Em 2016, um estudo de coorte internacional13 demonstrou que os sistemas de Ludwig e

Nakanuma são aplicáveis à CEP, tendo a classificação de Nakanuma maior associação

com transplante e mortalidade relacionada à doença, além de sugerir possível uso como

surrogate endpoints em ensaios clínicos. Mais recentemente, Sjöblom et. al propuseram um

novo escore histológico com aplicabilidade apenas na CEP, comparando-o com o escore de

Nakanuma, ambos obtendo correlação com a progressão da doença91.
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3 JUSTIFICATIVA

Embora validado para CBP, há poucos estudos explorando a aplicabilidade do sistema de

classificação de Nakanuma, correlacionando-o com parâmetros clínicos e laboratoriais,

sobretudo na CEP. Dado o perfil epidemiológico raro e a notável variabilidade geográfica na

apresentação e evolução dessas doenças, não há estudos que correlacionem a aplicação

desse sistema histológico em biópsias hepáticas de pacientes brasileiros, uma vez que a

sua validação ocorreu em populações asiáticas e europeias. Adicionalmente, destaca-se a

ausência de estudos que analisem a aplicabilidade do Critério de Toronto na CEP e sua

correlação com o estadiamento histológico de Nakanuma. Esta lacuna de pesquisa ressalta

a necessidade de investigações mais abrangentes que considerem as particularidades da

população brasileira, contribuindo assim para uma compreensão mais abrangente e um

melhor manejo e acompanhamento dos portadores dessas colangiopatias.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

• Avaliar o escore de Nakanuma em biópsias hepáticas de casos de CBP e CEP

acompanhados no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais e

outros serviços de Hepatologia de Belo Horizonte – Minas Gerais.

• Correlacionar os parâmetros do escore de Nakanuma com parâmetros clínicos

(idade, sexo e forma clínica) e laboratoriais (AST, ALT, FA e bilirrubinas totais), dois

anos após início do acompanhamento.

4.2 Objetivos específicos

• Correlacionar os parâmetros da classificação de Nakanuma com parâmetros clínicos

(idade, sexo e forma clínica) e laboratoriais (AST, ALT, FA, GGT e bilirrubinas totais

séricos), dois anos após início do acompanhamento, em pacientes com CBP e CEP.

• Correlacionar a taxa de resposta pelo critério de Toronto com a classificação de

Nakanuma em pacientes com CBP e CEP.
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5 MATERIAIS E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO

As seções materiais e métodos, resultados e discussão serão apresentados nesta sessão

sob a forma de um artigo científico, que será submetido à revista Canadian Journal of

Gastroenterology and Hepatology e está formatado segundo as normas desta revista.
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ABSTRACT

Background: Primary Biliary Cholangitis (PBC) and Primary Sclerosing Cholangitis (PSC) are

chronic liver diseases with distinct epidemiological profiles. This study aims to evaluate the application

of the Nakanuma scoring system in a Brazilian cohort, exploring its correlation with clinical and

laboratory parameters in PBC and PSC.

Methods: This retrospective study included 32 PBC cases and 36 PSC cases from the Hospital das

Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais and other hepatology services in Belo Horizonte,

Brazil. Histopathological changes were assessed using the Nakanuma’s Classification System.

Clinical and laboratory data, including serum levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine

aminotransferase (ALT), and alkaline phosphatase (ALP), were analyzed. Correlations between

histological scores and clinical parameters were examined.

Results: The PBC group consisted of 30 women and 2 men, with an average age of 58.2 years. The

PSC group comprised 24 men and 12 women, with an average age of 35.7 years. In PSC patients,

cholangitic activity was significantly associated with AST and ALT serum levels. In PBC patients, a

significant correlation was observed between higher histological stages and increased ALP serum

levels. Nakanuma Stage 3 and 4 correlated with ALP > 1,67 x upper limit of normality, indicating a

weaker clinical response to ursodeoxycholic acid treatment, which aligns with long-term prognosis as

per the Toronto Criteria. However, these criteria did not hold significance for PSC in our study.

Conclusion: Our study reveals a noteworthy association between Nakanuma’s grading of Cholangitis

Activity and serum ALT and AST levels in PSC. Additionally, we observed a correlation between

serum ALP and histological stage, both of which negatively scale with treatment response and, hence,

long-term prognosis. These findings underscore the utility of the Nakanuma classification system in

providing valuable insights into disease progression and prognosis in the Brazilian population.

1 INTRODUCTION

Primary Biliary Cholangitis (PBC) is an autoimmune liver disease that predominantly impacts

middle-aged to elderly individuals. Epidemiologically, the incidence and prevalence of this
1 Anatomia Patológica e Medicina Legal – Universidade Federal de Minas Gerais – juniorfariarosa@gmail.com
2 Clínica Médica – Universidade Federal de Minas Gerais
3 Anatomia Patológica e Medicina Legal – Universidade Federal de Minas Gerais
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condition exhibit substantial global variability, showcasing a discernible upward trend1. It

predominantly manifests in women and frequently coexists with other autoimmune disorders,

notably autoimmune hepatitis (AIH). Clinically, the diagnosis of PBC commonly relies on

the detection of anti-mitochondrial antibodies (AMA) or other specific antibodies (including

sp100 or gp210) in a patient with persistent elevation of alkaline phosphatase (ALP)2 3. The

mainstay of treatment includes ursodeoxycholic acid (UDCA), which has shown effective-

ness in delaying disease progression. The Toronto Criteria serves a predictor of long-term

outcomes and a form of access to therapeutic response to UDCA, defined as an inadequate

response ALP >1.67 times the upper limit of normality (ULN) two years after starting the

treatment, which correlates with long-term prognosis4 5. However, prognosis varies and

can be influenced by several factors, including age, ALP, total bilirubin levels, biochemical

response to UDCA and histological stage6,7 8,9,10,11.

Primary Sclerosing Cholangitis (PSC) is another chronic liver disease, characterized by

inflammation and fibrosis of the bile ducts. This condition leads to cholestasis, liver cirrhosis,

and elevates the risk of developing neoplasias, including cholangiocarcinoma. The precise

etiology of PSC remains elusive, with indications pointing toward a multifactorial origin

encompassing genetic, immune, microbiologic, and environmental factors. Unlike PBC, PSC

affects both men and women relatively equally, exhibiting geographic variations, and is

often associated with inflammatory bowel diseases, particularly ulcerative colitis12,13. The

diagnosis typically involves imaging studies, such as magnetic resonance cholangiopancre-

atography, along with liver function tests3. Treatment options are limited, often involving high

doses of UDCA and liver transplantation14,15. Prognostically, a more favorable outcome is

related to younger age at diagnosis, normal ALP, small duct PSC and overlap with AIH16.

Even though liver biopsy is not necessary to diagnose PBC and PSC, it is useful to identify

overlap syndrome, AMA-negative PBC and small duct PSC3. Liver biopsy can also aid in

staging the disease, guiding treatment and evaluating prognosis17. The Ludwig staging

system has been a traditional method for histological assessment in PBC, focusing on the

progression from bile duct destruction to portal inflammation and eventually to cirrhosis18.

On the other hand, while the Scheuer system also stages PBC based on similar parameters,

it includes additional features like fibrosis and inflammation19. Despite its broader scope, the

Scheuer system shares similar limitations, including subjectivity, interobserver agreement,

stage superposition and incorporation of the disease’s inflammatory activity as part of the

stage20,21.

The Nakanuma’s histological classification system aims to address these limitations by offer-

ing a more comprehensive framework for evaluating PBC. It considers duct loss, fibrosis and

chronic cholestasis as stage factors, along with immune-mediated cholangitis and hepatitis

activity as necroinflammatory grading (Tables 1, 2 and 3)22. The system has been validated

by subsequent research and system review, offering a more nuanced and reliable approach
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to disease assessment23. Anthony W. H. Chan et al. (2014)24 compared this system with

traditional Scheuer and Ludwig systems and found out that, even though they all correlated

with significant prognostic parameters, the Nakanuma Classification outperformed the form-

ers. De Vries et al. (2015) evaluated its applicability on PSC, detecting a strong association

between Nakanuma stage, transplant-free survival and time to liver transplantation20. The

feasibility of this histological score application on PSC was subsequently validated in an

international european cohort study25.

Acknowledging the influence of unique geographic and clinical aspects on the presentation of

these diseases, our paper aims to elucidate the results obtained from applying Nakanuma’s

classification system to cases of PBC and PSC. This investigation establishes correlations

between the classification system and clinical-laboratory parameters within a cohort of

Brazilian patients. It is worth noting that our research represents the first implementation

of Nakanuma’s system in the Brazilian population, which is known for its significant genetic

admixture and distinct epidemiological features.26,27.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Study Groups and Data Collection

This retrospective study encompassed 32 cases of PBC and 36 cases of PSC with hepatic

biopsies conducted near diagnosis. Patients were followed up at the Hospital das Clínicas da

Universidade Federal de Minas Gerais and other Hepatology services in Belo Horizonte be-

tween 1992 and 2019. Included patients had confirmed diagnoses of PBC or PSC, including

overlap syndrome with autoimmune hepatitis. Patients with alternative causes of hepatopathy,

such as viral etiology, were excluded based on predefined criteria. Investigators collected

data from medical records using a standardized database by the Brazilian Cholestasis Study

Group, accessed retrospectively.

Analyses included sex, age, presence of overlap syndrome or small duct PSC, and labora-

tory data, with a 2-year follow-up. Laboratory parameters evaluated were serum levels of

aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase

(ALP), total bilirubin and gamma-glutamyltransferase (GGT). Dosages were assessed after 2

years from the start of the follow-up. In PBC cases, evaluation occurred 2 years post initiation

of UDCA. For serum ALP, the validated parameter in the Toronto Criteria for PBC was used,

which is serum ALP divided by upper limit of normal (ULN).

This study was approved by the Comitê de Ética of the Universidade Federal de Minas

Gerais (CAAE 64662222.4.0000.5149) and was conducted following the ethical standards of

the Helsinki Declaration.
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2.2 Histopathological Analysis

Histological sections from needle liver biopsy specimens, fixed in formalin, embedded in

paraffin and stained with Hematoxylin and Eosin (H&E) and Picro-Sirius or Masson Trichrome

staining, were examined. To qualify for inclusion in the study, each specimen had to contain

a minimum of six portal tracts. Two pathologists, J.F.R.J and P.V.T.V., the latter specialized in

liver pathology, independently evaluated these sections. The staging and grading of each

specimen were initially conducted according to the Nakanuma’s classification system by

each pathologist separately. Staging was determined solely through the assessment of

fibrosis score and bile duct loss — without considering orcein-positive granule deposition.

This was followed by a joint reassessment, where both pathologists collaborated using

a multiheaded microscope. These analyses were carried out by the pathologists without

access to clinical information, ensuring a blind evaluation (Figure 1).

2.3 Statistical Analysis

To describe the personal and clinical characteristics of the PSC (n = 36 cases) and PBC

(n = 32 cases) groups, descriptive measures, Mean and Standard Deviation (s.d.), were

presented for quantitative variables. Absolute (n) and relative (%) frequencies were used for

categorical/ordinal variables. Due to the non-fulfillment of the assumptions of the Student’s

t-test for independent samples (parametric test), the non-parametric Mann-Whitney test

was applied. This choice was necessitated by the division of the four levels of the three

parameters of the Nakanuma Score into two distinct categories, driven by the low frequency

of patients in certain grades of Staging, Cholangitis Activity and Hepatitis Activity, thus

preventing direct comparison of the four levels. Subsequently, the significance probability (z)

and effect size for non-parametric tests (r) were calculated. P-values < 0.05 were considered

statistically significant.

3 RESULTS

The descriptive clinical and laboratory data and hepatic biopsy analysis based on Nakanuma’s

classification system are detailed in Table 4. The patient sample with PBC consisted of 30

women (93.8%) and 2 men (6.3%), with a mean age of 58.2 years (range 30-81 years).

Among them, eight had overlap syndrome (33.3%). The mean levels of AST, ALT, and ALP

for this group were, respectively, 40.5 IU/l, 37.4 IU/l and 180.5 and IU/l. Examining the

Nakanuma’s classification in PBC liver biopsies, we found two patients in stage 1, eleven in

stage 2, ten in stage 3, and nine in stage 4. Cholangitis Activity had four patients at grade 0,

eight at grade 1, eleven at grade 2 and nine at grade 3. The distribution of Hepatitis Activity

in groups 0, 1, 2, and 3 were fourteen, seven, six and five, respectively.
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The patient group with PSC comprised 36 individuals, 24 men (66.7%) and 12 women

(33.3%), with a mean age of 35.7 years (range 17-71 years). The cohort included 26 patients

with the classic form (74.3%), 7 with overlap syndrome (19.4%), and 4 with small duct PSC

(11.1%). The mean levels of AST, ALT, and ALP over 2 years were, respectively, 88.6 IU/l,

92.9 IU/l, and 344.7 IU/l. Regarding the Nakanuma’s classification staging, there were three

patients in stage 1, 10 in stage 2, seventeen in stage 3 and six in stage 4. The grading of

Cholangitis Activity placed seven patients at grade 0, sixteen at grade 1, sevenat grade

2 and six at grade 3. Hepatitis Activity was distributed as fourteen, nine, eleven and one

patients in groups 0, 1, 2, and 3, respectively.

To correlate with laboratory data, patients were categorized into “1 or 2” and “3 or 4” groups

for staging, and into “0 or 1” and “2 or 3” groups for grading parameters (Tables 5 and 6). A

statistically significant difference was observed (p = 0.046; Z = 1.982 and r = 0.36, hence, p

< 0.05) between PSC patients with Cholangitis Activity levels “0 or 1” and those with levels

“2 or 3” in the distribution of ALT measures at 2 years (Table 5).

Strictly speaking, there is no statistically significant difference (p = 0.053, Z = 1.927 and r

= 0.36, therefore, p ≥ 0.05) between patients with Cholangitis Activity levels “0 or 1” and

those with levels “2 or 3” in terms of 2-year AST values on PSC. However, at a significance

level of 6% (i.e., p < 0.06; error margin of 6%), it could be argued that there is a statistically

significant difference between PBC patients with levels “0 or 1” and those with “2 or 3”.

Nonetheless, when analyzing after excluding the 5 patients with overlapping syndrome with

AIH, Cholangitis Activity “2 or 3” groups displayed higher serum levels of ALT and AST with

statistical relevance (p=0,021 and p=0.04, respectively) in cases of PSC.

A statistically significant difference (p = 0.049; Z = 1.991 and r = 0.43) was noted in the

distribution of serum ALP at 2 years between PBC patients with Nakanuma stage levels

“1 or 2” and those with levels “3 or 4” (Table 6). Remarkably, these groups demonstrated

ALP levels divided by the ULN at 1.01 and 1.75, respectively. In this context, stages “3 or 4”

demonstrated no response to treatment over a span of 2 years, as per the Toronto criteria

(serum ALP > 1.67x ULN).

No statistically significant differences (p ≥ 0.05) were observed regarding the two levels of

each of the three parameters of the Nakanuma’s classification in other biochemical variables

and the age of the patients. The results also indicated the absence of statistically significant

differences (p ≥ 0.05) between male and female patients, considering only the PSC group

patients. Due to the small number of male patients with PBC, the Mann-Whitney statistical

test was not applied to the data.
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4 DISCUSSION

There is limited research on the application of Nakanuma’s classification system across

diverse populations, particularly considering the unique characteristics and geographical

variations in the presentation of PBC and PSC. Although it was originally validated for PBC,

only three studies have extended its evaluation to PSC20,25,28. Our study represents the first

attempt to apply this classification system to the Brazilian population. We examined 32 cases

of PBC and 36 cases of PSC, aiming to validate the findings observed in other populations

within the Brazilian context.

In patients with PSC, we noted an association between Cholangitis Activity and serum levels

of ALT and AST. Patients with Cholangitis Activity levels 2 or 3 displayed elevated serum

ALT values compared to those with levels 0 or 1. This association was more pronounced

when cases with AIH overlap were excluded, yielding higher mean values of ALT and AST at

levels 2 or 3 in comparison to levels 1 or 2. The variability in statistics is likely linked to the

enhanced prognosis observed in cases of overlap syndrome with AIH compared to classic

PSC forms, due to response to corticosteroid therapy29. Consequently, less hepatocyte

damage is expected, contributing to the observed variation.

These findings support the effectiveness of Nakanuma cholangitis grading in evaluating

hepatocellular necroinflammatory activity during biopsy in PSC — the first study to find this

association. Although an expected outcome would be an increase in AST and ALT, markers of

hepatocellular injury, in association with Hepatitis Activity, specifically in the forms of interface

and/or lobular hepatitis on histology, our study only found correlation with Cholangitis Activity.

This lack of alignment could be attributed to the heterogeneous distribution of lesions within

the liver parenchyma. Notably, ductular aggression and ductopenia are associated with

adjacent hepatitic inflammation, which may not have been adequately represented in the

liver biopsy—a well-acknowledged limitation of the procedure30. Moreover, hepatitis activity

is generally mild in PSC, despite the eventual development of biliary cirrhosis over the course

of the disease’s natural history31.

Liver biopsy provides valuable prognostic information in patients with PBC that cannot

be assessed through other methods. Fibrosis stands out as an independent prognostic

factor, regardless of the biochemical response to UDCA, as demonstrated by Perez et al9.

Furthermore, ductopenia is associated with treatment response and long-term histological

progression10. Both variables are assessed using the Nakanuma classification staging,

allowing for the individual risk stratification of each patient. In this context, accessing these

variables at the time of diagnosis can be beneficial for predicting response and optimizing

treatment.

In the PBC patient group, an association between higher Nakanuma stages and elevated

serum levels of ALP was detected two years after the initiation of UDCA therapy. Employing
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the Toronto Criteria, where ALP >1.67 x ULN at 2 years post-UDCA initiation indicates a

lack of biochemical response, it was concluded that stages 1 or 2 correlate with biochemical

response (mean ALP/ULN = 1.01), while stages 2 or 3 showed no response to UDCA

treatment (mean ALP/ULN = 1.75). Thus, the Nakanuma classification staging is associated

with biochemical response and histological progression based on fibrosis and ductopenia

in PBC, and consequently, with long-term prognosis10,32,4 5. The same association was not

observed for PSC.

Our study has several limitations, mostly due to the challenge of enrolling eligible patients

for this study. Liver biopsy has become increasingly less necessary for diagnosing PSC and

PBC, except in cases of overlap syndrome or those negative for AMA3,30. Despite finding no

association with Hepatitis or Cholangitic Activity, inflammation is correlated with an increased

risk of fibrosis progression in PBC8, highlighting the need for a study with a larger sample

size.

The absence of statistical relevance between serum ALP levels, total bilirubin and GGT in

PSC might be attributed to the non-assessment of orcein-positive granule deposits. As Chan

et al. (2014)24 have suggested, these deposits are a key clinical staging parameter, partly

due to their high interobserver consistency. Although the Nakanuma scoring is validated for

use without orcein staining, this approach was not used in our PSC case study. Otherwise,

the limited number of cases might have influenced these findings.

Importantly, while the Nakanuma’s classification system has been extensively studied in

Asian populations, it may not fully represent the more diverse Brazilian demographics. For

example, Brazilian patients with PBC show a lower response to UDCA, and this is inversely

associated with Ludwig’s histological stage27. This correlation was also observed in our

study, employing both the Nakanuma system and the Toronto Criteria. Moreover, Brazilian

PSC patients exhibit lower male predominance compared to Caucasians. Although women

have an older age at diagnosis and increased survival, Nardelli et al.26 did not find a

survival increase related to sex. Thus, the lack of statistical association of the Nakanuma’s

classification system with variables like sex and age warrants further investigation in studies

with a wider sample size.

5 CONCLUSION

This study reinforces the utility of the Nakanuma’s classification system in evaluating

histopathological changes in PBC and PSC within the Brazilian context. Our results em-

phasize noteworthy correlations between the histological staging of PBC and alkaline

phosphatase levels, with higher stages exhibiting a correlation with a lack of response

to ursodeoxycholic acid treatment. Additionally, this is the first study to establish an asso-

ciation between histological cholangitic activity and serum levels of aspartate and alanine
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aminotransferase in PSC. The study stresses the need for further research into the nuance

of the diseases’ presentation based on the geographical variance of the patients and em-

phasizes the importance of context-specific approaches in the management and treatment

of cholestatic liver diseases.

6 DATA AVAILABILITY

The data generated and analyzed during this study are available from the corresponding

author upon request.
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TABLE 1. Scoring of primary biliary cirrhosis 

Score Scoring of fibrosis Scoring of bile duct loss Scoring of deposition of 
orcein-positive granules 

0 No portal fibrosis. or fibrosis 
limited to portal tracts No bile duct loss No deposition of granules 

1 
Portal fibrosis with 
periportal fibrosis or 
incomplete septal fibrosis 

Bile duct loss in <1/3 of 
portal tracts 

Deposition of granules in 
several periportal 
hepatocytes in <1/3 of portal 
tracts 

2 Bridging fibrosis with 
variable lobular disarray 

Bile duct loss in 1/3-2/3 of 
portal tracts 

Deposition of granules in 
variable periportal 
hepatocytes in 1/3-2/3 of 
portal tracts 

3 
Liver cirrhosis with 
regenerative nodules and 
extensive fibrosis 

Bile duct loss in >2/3 of 
portal tracts 

Deposition of granules in 
many hepatocytes in >2/3 of 
portal tracts 

Note: Adapted from “Application of a new histological staging and grading system for primary biliary cirrhosis 
to liver biopsy specimens: Interobserver agreement” by Y. Nakanuma et al, 2010. Pathology International 60, p. 
167-174. Copyright 2010 by Wiley. 

  



TABLE 2. Staging of primary biliary cirrhosis 

Stage 
Sum of score: fibrosis. bile 
duct loss and deposition of 
orcein-positive granules 

Sum of score: bile duct loss 
and fibrosis 

1 (no progression) 0 0 

2 (mild progression) 1-3 1-2 

3 (moderate progression) 4-6 3-4 

4 (advanced progression) 7-9 5-6 

Note: Adapted from “Application of a new histological staging and grading system for primary biliary cirrhosis 
to liver biopsy specimens: Interobserver agreement” by Y. Nakanuma et al, 2010. Pathology International 60, p. 
167-174. Copyright 2010 by Wiley. 
 

  



TABLE 3. Grading of necroinflammatory activity of primary biliary cirrhosis (revised after 
analysis of interobserver agreement) 

 Cholangitis Activity 

CA 0 (no activity) No cholangitis activity, but mild duct epithelial damage may be 
present 

CA 1 (mild activity) One evident chronic cholangitis activity in the specimen 

CA 2 (moderate activity) More than two bile ducts with evident chronic cholangitis 

CA 3 (marked activity) At least one CNSDC in the specimen 

 Hepatitis Activity 

HA 0 (no activity) No interface hepatitis, and no or minimum lobular hepatitis 

HA 1 (mild activity) Interface hepatitis affecting 10 continuous hepatocytes in one portal 
tract or fibrous septa, and mild—moderate lobular hepatitis 

HA 2 (moderate activity) 
Interface hepatitis affecting 10 continuous hepatocytes in more than 
two portal tracts or fibrous septa, and mild—moderate lobular 
hepatitis 

HA 3 (marked activity) 
Interface hepatitis affecting 20 continuous hepatocytes in more than 
half of the portal tracts, and moderate lobular hepatitis. or bridging 
or zonal necrosis 

CNSDC, chronic non-suppurative destructive cholangitis; CA, Cholangitis Activity; HA, Hepatitis Activity. 
Note: Adapted from “Application of a new histological staging and grading system for primary biliary cirrhosis 
to liver biopsy specimens: Interobserver agreement” by Y. Nakanuma et al, 2010. Pathology International 60, p. 
167-174. Copyright 2010 by Wiley. 
 

  



Figure 1. Examples of histological findings relevant to the Nakanuma score. A. Bridging fibrosis 
(asterisk) and portal fibrosis (arrow) corresponding to a fibrosis score of 2 (Picro-Sirius, original 
magnification x100). B. Portal tract (asterisk) with lymphocytic inflammatory infiltrate, without 
evident bile duct (HE, original magnification x200). C. Chronic cholangitis (arrow) with mild 
periductal lymphocytic infiltrate associated (HE, original magnification x200). D. Limiting plate 
(arrowhead) displaying interface hepatitis affecting at least 10 hepatocytes (HE, original magnification 
x200). 

  

* * 



TABLE 4. Clinical and Laboratory Parameters, and Distribution of Nakanuma Scores in 
PSC and PBC Groups 

 Study group 
 PSC PBC 

Variable n % n % 
Sex     

Male 24 66.7 2 6.3 
Female 12 33.3 30 93.8 
TOTAL 36 100.0 32 100.0 

     
Age (years) (n = 36) (n = 32) 

Mean ± s.d 35.7 ± 14.7 58.2 ± 12.6 
     

Classic Form     
Yes 26 74.3 24 75,0 
No 9 25.7 8 25.0 

TOTAL 35 100.0 32 100.0 
     

Overlap Syndrome     
Yes 7 19.4 8 25,0 
No 29 80.6 24 75,0 

TOTAL 36 100.0 32 100.0 
     

Small ducts     
Yes 4 11.1 ── ── 
No 32 89.9 ── ── 

TOTAL 36 100.0 ── ── 
     

AST (U/l; 2 years) (n = 29) (n = 21) 
Mean ± s.d 88.6 ± 80.9 40.5 ± 22.9 

s.d., standard deviation; PSC, Primary Sclerosing Cholangitis; PBC, Primary Biliary Cholangitis. 

 
  



TABLE 4. Clinical and Laboratory Parameters, and Distribution of Nakanuma Scores in 
PSC and PBC Groups (Continued) 

 Study group 
 PSC PBC 

Variable n % n % 
ALT (U/l; 2 years) (n = 31) (n = 21) 

Mean ± s.d 92.9 ± 81.4 37.4 ± 30.4 
     

ALP (U/l; 2 years) (n = 29) (n = 21) 
Mean ± s.d 344.7 ± 305.4 180.5 ± 160.5 

     

ALP/ULN (2 years) (n = 29) (n = 21) 
Mean ± s.d 2.74 ± 2.42 1.43 ± 1.27 

     
ALP/ULN Range (2 years)     

< 1.67 12 41.4 16 76.2 
≥ 1.67 17 58.6 5 23.8 

TOTAL 29 100.0 21 100.0 
     

Total bilirubin (µmol/l; 2 years) (n = 28) (n = 18) 
Mean ± s.d 2.10 ± 3.68 0.74 ± 0.45 

     
GGT/ULN (2 years) (n = 31) (n = 19) 

Mean ± s.d 3,68 ± 4,76 5,83 ± 8,23 
     

s.d., standard deviation; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase. GGT, 
Gamma-glutamyl transferase; ULN, upper limit of normal; PSC, Primary Sclerosing Cholangitis; PBC, Primary Biliary 
Cholangitis. 
 

  



TABLE 4. Clinical and laboratorial parameters and Nakanuma score distribution of the PSC 
and PBC groups (Continued) 

 Study group 
 PSC PBC 

Variable n % n % 
NAKANUMA SCORE   

Stage     
1 3 8.3 2 6.3 
2 10 27.8 11 34.4 
3 17 47.2 10 31.2 
4 6 16.7 9 28.1 

TOTAL 36 100.0 32 100.0 
     

Cholangitis Activity     
0 7 19.4 4 12.5 
1 16 44.5 8 25.0 
2 7 19.4 11 34.4 
3 6 16.7 9 28.1 

TOTAL 36 100.0 32 100.0 
     

Hepatitis Activity     
0 14 38.9 14 43.7 
1 9 25.0 7 21.9 
2 12 33.3 6 18.8 
3 1 2.8 5 15.6 

TOTAL 36 100.0 32 100.0 
PSC, Primary Sclerosing Cholangitis; PBC, Primary Biliary Cholangitis. 
  



TABLE 5. Descriptive and comparative analysis between the Nakanuma's histological classification and clinical and biochemical parameters in the 
PSC group 

PSC GROUP 

 ALT (U/l) ALT-OS (U/l) AST (U/l) AST-OS (U/l) ALP (U/l) 

 n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. 

Stage 1/2 10 76 53.3 8 79 56.6 9 91.8 84.8 8 66.5 42 9 380.1 428.1 
Stage 3/4 21 101 91.9 16 82.6 69.2 20 100.6 91.8 15 73.7 46.8 20 328.8 243.9 

 p = 0.852 p = 0.834 p = 0.340 p = 0.825 p = 0.945 
Cholangitis 
Activity 0/1 18 72.5 71.1 15 59.1 49.4 17 73.2 84 15 56.3 35.9 17 268.5 191.2 

Cholangitis 
Activity 2/3 13 121.2 88.8 9 118.6 71 12 110.3 74.3 8 99.1 47.4 12 452.7 403.2 

 p = 0.046 p = 0.021 p = 0.053 p = 0.040 p = 0.419 
Hepatitis 

Activity 0/1 19 96.8 79 16 88.9 68.2 18 91.7 84.5 16 78.4 49 18 385.8 343.3 

Hepatitis 
Activity 2/3 12 86.8 88.3 8 66.3 55.9 11 83.5 78.4 7 54.7 27.6 11 277.5 229.8 

 p = 0.617 p = 0.528 p = 0.247 p = 0.452 p = 0.438 
PSC, Primary Sclerosing Cholangitis; ALT, alanine aminotransferase; ALT-OS, alanine aminotransferase removing cases of overlap syndrome; AST, aspartate aminotransferase; AST-OS, 
aspartate aminotransferase removing cases of overlap syndrome; ALP, alkaline phosphatase; s.d., standard deviation. 
  



TABLE 5. Descriptive and comparative analysis between the Nakanuma's histological classification and clinical and biochemical parameters in the 
PSC group (continued) 

PSC GROUP 

 ALP/ULN GGT/ULN TB (µmol/l) Age (years) Sex 

 n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. M F 

Stage 1/2 9 3.02 3.4 11 2.87 3.8 8 1.06 0.42 13 34.5 15.4 9 4 
Stage 3/4 20 2.61 1.94 20 4.14 5.24 20 2.51 4.3 23 36.4 14.6 15 8 

 p = 0.945 p = 0.381 p = 0.709 p = 0.580 p = 0.608 
Cholangitis Activity 0/1 17 2.13 1.52 19 3.82 5.35 15 1.1 0.66 23 34.7 14.4 14 9 
Cholangitis Activity 2/3 12 3.59 3.2 12 3.47 3.83 13 3.25 5.21 13 37.5 15.7 10 3 

 p = 0.419 p = 0.734 p = 0.201 p = 0.673 p = 0.416 
Hepatitis Activity 0/1 18 3.06 2.72 20 3.92 5.43 18 1.7 1.99 23 36.8 16.2 16 7 
Hepatitis Activity 2/3 11 2.2 1.82 11 3.26 3.38 10 2.81 5.97 13 33.8 12.1 8 5 

 p = 0.438 p = 0.761 p = 0.724 p = 0.745 p = 0.987 
PSC, Primary Sclerosing Cholangitis; ALP/ULN, alkaline phosphatase divided by upper limit of normal; GGT/ULN, gamma-glutamyltransferase divided by upper limit of normal; TB, total 
bilirubin; s.d., standard deviation. 
  



 
TABLE 6. Descriptive and comparative analysis between the Nakanuma's histological classification and clinical and biochemical parameters 
in the PBC group 

PBC GROUP 

 ALT (U/l) ALT-OS (U/l) AST (U/l) AST-OS (U/l) 

 n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. 

Stage 1/2 9 37.4 39.5 6 46.5 46.8 9 38.4 28.6 6 45.8 33.3 
Stage 3/4 12 37.4 23.3 9 41.3 25.8 12 42 18.8 9 44.4 21.3 

 p = 0.247 p = 0.607 p = 0.247 p = 0.766 
Cholangitis 
Activity 0/1 9 35 27.7 7 40 29.9 9 40.3 21.7 7 45 22.7 

Cholangitis 
Activity 2/3 12 39.3 33.3 8 46.4 39.4 12 40.6 24.7 8 45 29.5 

 p = 0.754 p = 0.955 p = 0.972 p = 0.779 
Hepatitis 

Activity 0/1 15 41 34.8 12 46.4 37.2 15 42.9 25.6 12 47.7 26.7 

Hepatitis 
Activity 2/3 6 28.5 12.7 3 31.3 17.9 6 34.5 13.9 3 34.3 21.6 

 p = 0.970 — p = 0.791 — 
PBC, Primary Biliary Cholangitis; ALT, alanine aminotransferase; ALT-OS, alanine aminotransferase removing cases of overlap syndrome; AST, aspartate aminotransferase; AST-OS, aspartate 
aminotransferase removing cases of overlap syndrome; s.d., standard deviation. 

  



TABLE 6. Descriptive and comparative analysis between the Nakanuma's histological classification and clinical and biochemical parameters 
in the PBC group (continued) 

PBC GROUP 

 ALP (U/l) GGT/ULN TB (µmol/l) Age (years) 

 n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. n Mean s.d. 

Stage 1/2 9 127.9 117.2 8 4.22 5.5 8 0.66 0.44 13 58 15.2 
Stage 3/4 12 220 181.3 11 6.99 9.85 10 0.81 0.46 19 58.4 10.9 

 p = 0.049 p = 0.840 p = 0.315 p = 1 
Cholangitis 
Activity 0/1 9 255.1 202.2 6 9.16 10.45 9 0.69 0.25 12 56.2 12.6 

Cholangitis 
Activity 2/3 12 124.6 95.5 13 4.29 6.92 9 0.8 0.59 20 59.5 12.8 

 p = 0.382 p = 0.179 p = 0.796 p = 0.687 
Hepatitis 

Activity 0/1 15 209.7 182.4 13 7.86 9.31 14 0.67 0.37 21 58 12.8 

Hepatitis 
Activity 2/3 6 107.5 29.7 6 1.42 1.19 4 1 0.66 11 58.6 12.8 

 p = 0.970 p = 0.072 p = 0.327 p = 1 
PBC, Primary Biliary Cholangitis; ALP, alkaline phosphatase; GGT/ULN, gamma-glutamyl transferase divided by upper limit of normal; TB, total bilirubin; s.d., standard deviation. 
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