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RESUMO GERAL

A hepatite autoimune (HAI) é uma doenca inflamatoria crénica do figado, rara
em criancas e adolescentes, que predomina no sexo feminino, com ampla gama de
manifestacdes clinicas. O mecanismo fisiopatoldgico da doenca ndo € completamente
conhecido, 0 que limita a criacdo de exames laboratoriais e tratamentos mais
especificos. A colangite esclerosante primaria (CEP), na faixa etéria pediatrica, € um de
seus principais diagnosticos diferenciais. Sobre essa Ultima, s&o menos conhecidos
ainda os mecanismos fisiopatologicos, ndo havendo um tratamento que melhore de
forma significativa o curso da doenca.

Neste estudo, o objetivo foi descrever o perfil imunofenotipico de pacientes com
hepatite autoimune tipo 1, hepatite autoimune tipo 1 associada a colangite e colangite
esclerosante primaria avaliando também fatores clinicos e laboratoriais em uma coorte
de criancas e adolescentes acompanhados no ambulatério de Hepatologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da UFMG.

Para tal, foi realizado acompanhamento clinico-laboratorial longitudinal dos
pacientes e avaliado o perfil imunofenotipico desses através de marcadores de superficie
celular - clusters of differentiation (CD). Os dados foram registrados em prontuarios
préprios e compilados também em banco de dados eletronico. A andlise estatistica
incluiu a descricdo da amostra com relacdo a fatores clinicos e laboratoriais gerais e a
avaliacdo de marcadores fenotipicos de linfocitos e mondcitos relacionados a
inflamacéo e a autoimunidade.

Os resultados deste trabalho foram relatados em dois artigos e uma secdo de
resultados complementares. No primeiro artigo original, abordou-se a avaliacdo de
dados encontrados em pacientes com diagndstico de hepatite autoimune tipo 1 e sua
associacdo com colangite. Os pacientes apresentaram caracteristicas clinicas e
laboratoriais semelhantes entre si, com exececdo para resultados de gamaglutamil
transferase (GGT) e gamaglobulinemia. Pacientes dos dois grupos tiveram maior
porcentagem de células T CD4". Na avaliacdo fenotipica de linfocitos T CD4", a
expressao de CCR3 foi maior em ambos 0s grupos pacientes, de CD45RA também foi
alta em ambos 0s grupos pacientes, mas com significancia apenas no grupo de
associagdo com colangite, e de CD45R0O e CD28 foi maior no grupo da HAIL Em
linfocitos T CD8", a expressdo de CCR3 foi mais elevada em ambos 0s grupos e nos

pacientes do grupo de associa¢do a colangite encontramos uma expressdo maior de
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CD25 e CD45RA e inferior de CD45RO. Em monacitos, HLA-DR foi o achado mais
importante, sendo menos expresso em ambos 0s grupos de pacientes.

J& no segundo artigo, foi avaliado o perfil do grupo com diagndstico de colangite
esclerosante priméaria, com descricdo da amostra e comparacdo de fatores
imunofenotipicos com grupo controle.

Observou-se que os pacientes tinham uma idade mediana 13.0 anos, com
predominio do sexo masculino (1.4: 1) e que a elevacdo da gamaglutamil transferase foi
o achado laboratorial mais importante na avaliacdo inicial. Estas caracteristicas se
assemelharam as apresentadas em outras casuisticas pediatricas disponiveis na
literatura. Apesar de reduzida contagem total de linfocitos no sangue periférico, 0s
pacientes apresentavam uma maior percentagem de células T CD4" em comparagao aos
controles. Na imunofenotipagem de células T CD4" foi mais elevada a expressio de
CCR3, CD25, CD95L, CD40L, HLA-DR e houve também maior percentagem de
células CD28 negativas. Em linfocitos T CD8", CD69 e CCR3 foram mais expressos.
Em mondcitos, houve um aumento da expressdo de CD80. Os resultados demonstraram
que criancas e adolescentes com diagndstico de CEP apresentam uma ativagdo
persistente do sistema imune, com mecanismo complexo com participacdo alteracbes
em receptores e marcadores celulares. Mais pesquisas sdo necessarias para identificar
possibilidades diagndsticas e terapéuticas relacionadas a estes marcadores.

Na secdo complementar foi realizada a comparacdo entre os grupos de pacientes
com diagndstico de HAI e CEP. Nessa avaliacdo, ficou evidente a maior expressao de
marcadores relacionados a autoimunidade nos pacientes com diagndstico de CEP, como
CD25, CTLA-4, CD95L, CD69, CD40L em células T CD4". Hipotetiza-se que esses
achados poderiam estar relacionados as diferentes fisiopatologias dessas doencas ou a
resposta ao tratamento observada na HAIL. Em mondcitos, observou-se menor expressao
de HLA-DR nos pacientes com diagndstico de HALI, sendo esse um achado importante
pois ja é conhecida a participacdo do HLA na predisposicdo genética dessa doenca. E
possivel que um fendétipo mal funcionante do HLA-DR possa fazer da fisiopatologia.
Ademais, observamos também interessante caracteristica semelhante entre as duas
doencas com a maior expressdo de CCR3, marcador j& descrito em outras situacdes de
autoimunidade, com possivel importancia no mecanismo fisiopatologico. Por fim, os
autores buscaram colaborar para um melhor entendimento da imunofenotipagem celular
das doencas estudadas e também buscaram encontrar fatores que poderiam auxiliar no

diagnostico e tratamento de ambas.
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1- INTRODUGCAO

A hepatite autoimune (HAI) é uma doenca inflamatoria crénica do figado, rara
em criancas e adolescentes e que acomete um grupo de pacientes que perderam a
tolerancia imunolégica a antigenos do proprio figado.'?® Predomina no género
feminino e caracteriza-se por hipergamaglobulinemia, elevacdo de enzimas hepéticas,
presenca de autoanticorpos e alteracdes histolégicas.” A idade de inicio dos sintomas é
ampla, variando de 6 meses a 75 anos, sendo rara antes dos dois anos e possuindo
incidéncia maior entre 10 e 30 anos.”

O diagnostico é confirmado por meio desses achados e da exclusdo de outras
causas de doenca hepatica cronica.” De acordo com os autoanticorpos detectados, a HAI
pode ser classificada em duas formas: HAI tipo 1 quando sdo detectados 0s
autoanticorpos fator antinuclear (FAN) e/ou antimusculo liso (AML); e HAI tipo 2 se
detectado autoanticorpo antimicrossomal de figado e rim (anti-LKM1).> A bidpsia
hepética faz parte da confirmacdo diagndstica e avaliacdo da presenca ou auséncia de
cirrose. A histologia tem como achados sugestivos a presenca de necrose em saca-
bocado periportal ou perisseptal, infiltrado linfoplasmocitario com numerosos
plasmécitos e formacao de rosetas.

As manifestacdes clinicas tém amplo espectro, havendo pacientes assintomaticos
que cursam apenas com alteracdes laboratoriais, pacientes com quadro clinico
semelhante a hepatite aguda viral e até o quadro grave de insuficiéncia hepatica (aguda,
cronica ou fulminante).>** Alguns casos cursam ainda com associacdo a colangite
autoimune (CAl), sendo que nesta situacdo o0 acometimento hepatico ocorre em
hepatécitos e também em ductos biliares.? Essa associacéo é relatada na literatura numa
frequéncia de 2 a 8% entre os pacientes adultos com hepatite autoimune.® N&o se sabe
ainda ao certo se ela é uma manifestacdo atipica da mesma doenca ou uma entidade
Gnica, diferente da HAI e do seu principal diagnéstico diferencial descrito a seguir.®

Apesar da patogénese da doenca ndo ser completamente conhecida, sabe-se que
a susceptibilidade € em parte determinada pela presenca de genes relacionados ao
complexo principal de histocompatibilidade Il (MHC 1), de forma mais direta ao
antigeno leucocitario humano (HLA).” Uma associacdo primaéria foi descrita com HLA-
DR3 e HLA-DR4 em europeus e norte-americanos.® Por outro lado, em criancgas foi
demonstrado que o HLA-DRB1*1301 é o que mais se relaciona a susceptibilidade a

HAL™® Acredita-se também que esses achados possam se relacionar com a resposta ao
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tratamento e progndstico, no entanto sdo poucos os estudos em adultos que avaliaram
tal associacao.’

O mecanismo fisiopatolégico da doenca envolve ativacdo de linfdcitos,
principalmente auxiliares, mas também linfocitos B, macrofagos e células natural
killers (NK), no entanto ndo é conhecido o fator (ou fatores) que levam a uma
desregulacdo do sistema imune, criando um ambiente de agressdo as células
hepéticas.’®*! Alteracdes na expressdo de alguns clusters of differentiation (CD) em
células imunolégicas podem ser sinais dessa desregulacdo.’*™® Ainda sdo necesséarios
mais estudos, como o presente, para avaliar se essas alteracdes podem estar relacionadas
com a doenga.

Uma caracteristica importante da HAI é a pronta resposta ao tratamento com
corticoesterdides e imunossupressores.” Prednisona isolada ou associada & azatioprina é
a principal forma de tratamento utilizada, tendo como objetivos a reducdo do processo
inflamat6rio hepético, a indugdo de remissdo clinica, a melhora dos sintomas e o
aumento da sobrevida.® A resposta caracteriza-se pela melhora clinica e reducéo das
aminotransferases até valores normais ou, no maximo, duas vezes o maior valor de
referéncia.

A remissdo €é definida como melhora clinica, normalizagdo das
aminotransferases e gamaglobulina, autoanticorpos negativos ou em titulos muito
baixos e resolucéo histoldgica da inflamacéo, sendo essa Ultima a mais tardia. Por outro
lado, a recaida € caracterizada pelo aumento das transaminases ap0s a remissao ter sido
atingida.*”*® A recaida durante o tratamento é comum, podendo ocorrer em até 40% dos
pacientes e requerendo um aumento temporario da dose de corticdide.® A ndo aderéncia
ao tratamento tem papel importante nessa porcentagem de recaidas. O transplante
hepatico ¢ a ultima linha de tratamento, sendo indicado aos pacientes que nao
responderam a medicacao. Necessidade de transplante foi relatada em 8,5% das criangas
com HAL.'® O prognéstico dos pacientes que respondem ao tratamento imunossupressor
é bom, mesmo quando ja existe cirrose na avalia¢do inicial, com boa qualidade de vida
e, em geral, com uso de baixas doses da medicacdo.**

A colangite esclerosante primaria (CEP), doenca hepética cronica de etiologia
desconhecida, mas com componente autoimune, é um dos mais importantes
diagnosticos diferenciais da hepatite autoimune.®** A CEP é caracterizada por
inflamacdo cronica e fibrose de ductos biliares intra e/ou extra hepéaticos, com evolugao

lenta, mas progressiva para cirrose.?’ Predomina no género masculino e a apresentacao
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clinica é muito variavel, o inicio da doenca € normalmente insidioso e silencioso e
muitas criangas apresentam curso prolongado da doenca, sendo sua incidéncia
subestimada nesta faixa etaria.”’

O diagndstico muitas vezes é feito quando ocorrem as complicagcdes do quadro
de cirrose como hemorragia digestiva alta por varizes, ascite, entre outros.! Para
certeza, este diagndstico é baseado em achados colangiograficos tipicos (dilatagbes e
estreitamentos multifocais em parte ou em toda a arvore biliar), achados clinicos,
laboratoriais e histolégicos, além da exclusdo de causas secundérias de colangite.?*?
Laboratorialmente, pode se assemelhar muito a HAI, podendo ocorrer aumento de
gamaglobulina sérica, presenca de anticorpos antimudsculo liso, FAN (Fator
Antinuclear), ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic antibodies) e ASCA (anti-
Saccharomyces cerevisiae antibodies ).2%%

A patogénese da CEP ainda ndo e totalmente compreendida, mas acredita-se
numa interacdo complexa entre fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais. Estudos
tém mostrado uma forte predisposi¢do genética, com parentes de primeiro grau exibindo
nove a 39 vezes maior risco de desenvolver a doenca.?* Esta tendéncia genética parece
estar associada principalmente com o antigeno leucocitario humano (HLA) no
complexo 11 (MHC 1) encontrado no cromossomo 6p21, assim como na HAI.*?
Alguns subtipos do HLA sdo considerados como principais fatores de susceptibilidade,
sendo que o HLA-DRB1 tem grande importancia. HLA-DRB1*0301, -DRB1*1301 e -
DRB1*1501 sdo descritos como predisponentes a doenca, enquanto -DRB1*0401 e -
DRB1*0701 séo vistos como protetores.?>%

Assim como na HAI, o mecanismo fisiopatoldgico da doenca envolve ativacdo
de linfécitos, principalmente auxiliares, mas também linfécitos B, macréfagos e células
natural killers (NK), no entanto ndo € conhecido o fator (ou fatores) que levam a uma
desregulacdo do sistema imune, criando um ambiente de agressao as células biliares
hepéticas.®**! Alteracdes na expressdo de alguns clusters of differentiation (CD) em
células imunologicas, associadas a liberacdo de citocinas, também estdo envolvidos
nessa desregulacao. %

O tratamento, diferentemente da HAI, é feito com a utilizacdo do acido
ursodesoxicolico (UDCA), que ndo impede a evolucdo da doenca para cirrose. O

transplante hepético pode ser necessario com a evolucao da doenc;a.20
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Abstract

Autoimmune hepatitis (AIH) is a rare chronic inflam-
matory disease of the liver, which affects a group of
patients who lost their immunological tolerance to anti-
gens of the liver. It is clinically characterized by hyper-
gammaglobulinemia, elevated liver enzymes, presence
of autoantibodies and histological changes. Although
being rare in children, it represents a serious cause
of chronic hepatic disease that can lead to cirrhosis
and hepatic failure. Clinical findings, exclusion of more
common liver disorders and the detection of antibodies
antinuclear antibodies, smooth muscle antibodies and
anti-LKM1 are usually enough for diagnosis on clinical

(49
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practice. The pathogenic mechanisms that lead to AIH
remain obscure, but some research findings suggest
the participation of immunoclogic and genetic factors.
It is not yet knew the triggering factor or factors that
stimulate inflammatory response. Several mechanisms
proposed partially explain the immunologic findings of
AIH. The knowledge of immune factors evolved might
result in better markers of prognosis and response to
treatment. In this review, we aim to evaluate the find-
ings of research about genetic and immune markers
and their perspectives of application in clinical practice
especially in pediatric population.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

Key words: Autoimmune hepatitis; Genetics; Clinical
practice; Immunophenotype

Core tip: In this review article, we reported recent data
on autoimmune hepatitis in pediatric patients highlight-
ing the importance of genetic and immune markers. We
also discuss the perspectives of the application of these
new biomarkers in clinical practice.
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INTRODUCTION

Autoimmune hepatitis (ATH) 1s a chronic mflamma-
tory disease of the lLiver that is rarely found in children
and adolescents. ATH affects a group of patients who
have lost their immunological tolerance to antigens of

July 28, 2013 | Volume 19 | Issue 28 |
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the liver™. It is more trequent m female patients and is
characterized by hypergammaglobulinemia, elevated liver
enzymes, the presence of autoantibodies and histological
changes™ . The age of onset usually ranges from months
to 75 years old, but it is very rare before the age of two
vears old, and the highest incidence occurs between 10
and 30 years old”. In addition to being considered rare
i children, AIH represents a serious cause of chromnic
hepatic disease, which can result in cirrhosis and its
complications. Immunosuppressive treatment results in
a good response, but a delay in or absence of treatment
can result in cirhosis and liver failure™, Tlus condition
can also be complicated by association with autoimnmne
cholangitis, i which bie duct disease 1s present together

with hepatitis, particuladly in children®"™.

Clinical and laboratory diagnosis

Because lustological activity index (HAI) 1s a rare disor-
der, one crucial point for diagnosis 1s the exclusion of
more common pathologies. The diagnosis is confirmed
by cliucal findings, laboratory and lustopathology tests
and the exclusion of other causes of chronic liver dis-
ease™™ The clinical spectrum is broad, ranging from
asymptomatic laboratory abnormalities to clinical symp-
toms similar to fulminant acute viral hepatitis. The clas-
sical presentation is jaundice, dark uime, fever, asthenua,
anorexia and increased abdominal volume i an acute or

msidious pleseutqnou[’

Hepatomegaly, splenomegaly
and signs of chronic liver disease, such as spider veins,
collateral circulation and abdominal ascites, might be
present. Approximately 20% ot cases are associated with
other autoimmune disorders™

According to the presence of autoantibodies, ATH
can be classitied into two forms: type 1 autoimmune
hepatitis, in which antinuclear antibodies (ANAs) and/or
anti-smooth muscle antibodies (SMAs) are detected; and
autoimmune hepatitis type 2, in which anti-liver-kidney
(anti-LKM]1) autoantibodies are detected™'™V. In adult
pattents, the presence of anti-soluble liver-kidney antigen
and anti-liver-pancreas might be understood as a thurd
torm of ATH (AIH type 3), despite cliucal features simui-
lar to type 104, Type 1 1s the most common type of AIH
in any age group, while type 2 usually occurs in younger
patents, with courses having a greater likelihood of acute
liver failure™?.

During treatment, ANA and SMA levels can decrease,
but neither level seems to have a correlation with prog-
nosis™™ . Therefore, 10%-15% patients are negative for
ANAs, SMAs and LKM-1 at clinical presentation but
later show detectable levels ot these qutoqntjbodjes with
! Other

autoantibodies could facilitate in diagnosis and/or act as

only five percent remaining negative over time”

prognostic markers, and their possible clinical applica-
tions are listed in Table 1",

Most services do not perform routine assessment
ot the autoantibodies shown in Table 1, which remain

reserved for research situations. The antibodies ANA,

144
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SMA and anti-LKM] are usually sufficient for diagnosis
i clinical practice. More research 1s needed to establish
the clinical use of these autoantibodies and to investigate
the presence of these autoantibodies 1n pediatuic patients,
thereby elucidating their role i this group of patients.

Diagnostic criteria

The International Autoimmune Hepatitis Group diag-
nostic criteria for AIH, published 1 1993 and revised in
1999, guide diagnosis and facilitate early treatment™ ",
A simplified scoring system, created m 2008, considers
transaminases levels, autoantibodies, immunoglobulin G
levels, liver biopsy, exclusion of \Vﬂsou disease and of
viral hepatitis and cholangiogram™*. The use of these
criteria could also be helpful in children, but limitations
must be recognized™. In children, it is difficult to dif-
terentiate ATH from primary sclerosing cholangitis or to
identify autormmune cholangitis overlap syndrome. The
diagnosis of fulminant hepatitis cases has not been well
determined because the use of 1/40 as a titer for auto-
antibodies 1s lugh to use m chidren (1/20 for ANA and
SMA and 1/10 for ant-LKMT1 are considered positive in
this age group)™™. For these reasons, histology is often
included in the diagnostic criteria for HAT in children®™*.
On histological examination, characteristic findings
mclude the presence of piecemeal necrosis (intertace
hepatitis), lymphoplasmocytic iuﬂltmtes with numer-
ous plfxsmocvtes and rosette formation***, Histology
1s a powertul tool for diagnosis, with lugh specificity
(81%-99%) and PLGdlCt’lelltY (62%-91%) but low sensi-
tivity (36%-57%)"
duct alterations, such as inflammatory infiltration of duct

. Some cases also demonstrate biliary

cells, cholestasis and ductopenia, which might represent
. 46]
an overlapping syndrome®™.

Genetic and immunologic markers

Some studies have unveiled the association of ATH with
genetic markers, and the impact of immunophenotyping
on clinical practice has been described.

Although the pqthogenesis ot AIH is not fully under-
stood, susceptibility 1s partly determuned by the presence
of genes related to major histocompatibility complex II
(MHCTI) and most directly to human leukocyte antigen
(HLA)"™. The main associations are with HLA-DR3
and HLA-DR4 (DRB1703 and DRB1%04) in Europeans
and North Americans™, In children, HLA-DRB1*1301
1s related to susceptibility to HAL detenlmmlg the prog-
? The findings of the
immunophenotypmg in HAT are shown i Table 2.

Some conclusions can be drawn from these studies,

nosis and tesponse to treatment""

in addition to some controversial findings™ 7. Fortes
Mdel e7 2" showed that patients presenting the HLA-
DRB1#1301 allele were associated with a higher likeli-
hood of developing cirthosis. Czaja e a/*” concluded that
patients with -DRB1*03 were younger at disease onset
than patients with -DRB1*%04, and they also had worse

responses to corticotherapy. Patients expressing HLA

July 28, 2013 | Volume 19 | Issue 28 |
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Table 1 Autoantibodies studies and their findings

Type of AlH Autoantibodies Antigen

Meaning

Anti-actin Actin

Anti-asialoglycoprotein receptor

AlH type 1
ATH types 1 and 2
(80%-90% of cases)

AlH types1and 2 Antimitochondrial antibody-M2  Mitochondria

(8%-20% of cases)

AlH type 1 Anti-chromatin Chromatin

(39% of cases)

ATH type 2 Anti-liver-cytosol type 1 Enzyme formiminotransferase
(32% of cases) cyclodeaminase

ATH type 1 Antibody to histone and dsDNA  dsDNA

ATH type 1 Anti-soluble liver antigen tRNAs

(47.5% of cases)

ATH type 2 LKM-3

(5%-19% of cases) tranferase

ATH type 1 Perinuclear antinuclear neutrophil Peripheral nuclear and

cytoplasmic antibodies perinuclear antigen

Asialoglycoprotein receptor

[19-21]

[22,23]

Poor response to treatment with corticosteroids
Liver specific antigen and indicative of prognosis

Favorable response to corticosteroids?*

High titers of immunoglobulin G and shows disease act:ivit_V[Zﬁ'm

Diagnostic tool and marker of liver inflamation®*"

High titers of immunoglobulin G and poor-immediate response
to corticosteroids™

- - . . r [31-35]
Presence of severe forms, associated with fatal outcome®® !

Uridinediphosphateglucuronyl Allows diagnosis, being sometimes the only marker identified™

Presence of severe forms;
Most trequent in primary sclerosing cholagitis and primary

biliary cirrhosis®*

AIH: Autoimmune hepatitis; dsDNA: Double-stranded DNA.

DRB1*04 are more often women, with a greater risk of
comorbidity with other immune diseases and with good
responses to corticosteroids®?.

In contrast, MHCTI antigens have shown significant
heterogeneity among different ethnicities. Patients with
HLA-DRB1#13 and -DRB1#03 have an earlier onset of
disease compared to other patients, possibly because their
ethnic groups that have a tendency toward AIH onset at
younger ages. Moreover, certain ethnic groups have low
prevalences of these immunophenotypes, such as the
populations of Mexico and Japan, where HLA-DRB1*04
is more common, and these low rates seem to establish
increased susceptibility to the disease in older people™ .
Few studies have demonstrated the role of immunophe-
notypes 11 HAT in children; to apply these markers as
indicators of response to treatment and prognosis, more
studies are needed.

The known physiopathological mechanism in AIH
consists of an mflammatory response with T-lymphocyte
cells, principally helpers, and B lymphocytes, macrophages
and natural killer cells. The triggering factor or factors that
stimulate tlus inflammatory response are not yet known.
Several mechanisms have been proposed that would par-
tially explain the immunologic findings of ATHT,

Studies 1 adults and cluldren have identified some
potential pathwayvs for the damage observed i ATH,
such as the deregulation of immunoregulatory mecha-
nisms. Some of the studies have shown that ATH pa-
tients have reductions in the number and function of T
lymphocytes CD4"CD25", which is one of the regula-
tory cells (T-regs) that normally represent 5%-10% of
CD4 T cells in healthy humans'”
press the proliferation and cytokine responses of effec-
tors CD4 and CD8 T cells, and they down-regulate the
tunctions of macrophages, dendritic cells, natural killer
cells, and B lymphocytes”

All immune findings are more pronounced in the intial

"1 These cells sup-
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4457

. - . . 61,62,66,67
presentation than after remission with treatment! 7,

T-reg immunosuppressive functioning causes the produc-
tion of anti-mflammatory cytokines, such as mterleukin-4
(IL-4), interleukin-10 (IL-10) and transforming growth
factor (TGF)-beta”. The surface markers involved in
anti-inflammatory mechanisms are glucocorticoid-mduced
tumor necrosis factor receptor (CD62L), cytotoxic T
lymphocyte-associated protein-4 (CTLA-4) and tork head/
winged helix transcription factor (FOXP3)**™ It the
mechanmisms of failure become known, new treatments,
based on recuperation of the function ot T-regulation,
could be used in ATH" ™,

Natural killer T cells (CD3" and CD36") are found in
reduced numbers, producing lower levels IL-4 and IL-2
m ATH patients. These lower levels result in reduction
of the surface expression of CTLA-4 in CD4 T cells,
playing a pvotal role in liver autoaggression, especially
during the active phase of the disease”""™. Kurokohchi e
al™ also found that the levels of CTLA-4 were reduced
m inflammatory cells from the peripheral blood of ATH
patients, compared with controls, while levels of CD80"
and CD86” were increased in liver-infiltrating cells. Other
research has shown that the CCR5 cytokine receptor
was preferentially expressed on Thl cells. This cytokine
plays a pivotal role in the recruitment of interferon-gama
(IFN-y) (a pro-inflammatory cytokine), producing CD4"
T cells at inflammatory sites, such as hepatic tissue, and
promoting hepatocyte damage in ATH™™. Another pos-
sibility volves the presence of CD4 and/or CD8 self-
reactive T cells, which could damage liver cells. These
cells are found in healthy people, but in AIH patients,
they are 10-fold higher in mumber®"™,

Studies have also suggested that mutations in these
genes act as precursors of the surface markers of 1m-
mune cells and might also have significance in autoim-
mune diseases because changes i1 HLA (MHC) are
absent m some patients. Mutations of several lympho-
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Table 2 Major histocompatibility complex class I human leukocyte antigen and its association with autoimmune hepatitis patients

Ref. Total No. of patients/  What was evaluated Conclusions

controls (No. of children)

Donaldson et al'™ 96,/100 (no) HLA DR HLA-DR3 and DR4 genes independently confer susceptibility to autoimmune

hepatitis

HLA-A, -B, -C, -DR Regarding HLA-A and -C there were no significant differences between groups;

and DQ For HLA class I, an increase in the frequency of B*08, B*18, B*45 and B*50 was

observed. HLA B*40 was more frequent in healthy controls;
For HLA class II, an increase in the frequency of HLA-DQB1*02, -DQB1*04,
HLA-DRB1*03, DRB1*13 and DRB3 was observed. HLA-DRB1*1301 and
-DRB1*0301 were more frequent in children

HLA-DR and -DQ Increased frequency of all HLA-DRB1*04 alleles, principally -DRB1*0405.
Secondary association with -DRB1*15 and DRB1*16

30/175 (not cited) HLA-A, -B, -C, -DR A significant association with HLA-DRB1*0404 was found. It was present in

and -DQ

Fortes Mdel et al™ 41/111 (13)

Ota et al™ 51/no (no)
Vazquez-Garcia et al®™?
patients with average age onset. DQB1*0301 had a low frequency in patients and
may represent a protective tactor;
No association was found with any class [ antigen
HLA-A, -B, -C, -DR  No significant associations with HLA class [ antigens were found;
and -DQ HLA-DR6 group (HLA-DRB1) showed increased frequency, principally HLA-
DRB1*1301;
The analyses of HLA-DQ group showed an associations of HLA-DQB1*0603
HLA-DR and -DQ The frequencies of HLA-DRB1*1301, -DRB1*0301, -DQA1*0103, -DQB1*0603
were signiticantly increased on AIH patients;

Fainboim ef al®} 52/197 (all)
Pando et al™ 206/208 (122)

HLA-DRB1*1301 was associated with younger age at disease onset, being
the allele associated with AIH in children and HLA-DRB1*1302 worked as a

protective factor

HLA-DRB and
“DQB1

Bittencourt ef al®™ 139/129 (74)

In ATH type 1, there was signiticant increase in the HLA-DRB1*13, -DRB1*03,
-DRB3 and -DQB106 alleles in patients. HLA-DRB1*13 was more frequent in

children than adults. The low frequency of HLA-DQB1*0301 may indicate a
protective role of this allele;

In ATH type 2, a significant increase in DRB1*07, DRB1*03, DRB4 and DQB1*02
was observed

Czaja et al®™
and -DQ

86/102 (not cited) HLA-A, -B, -C, -DR DRB4*0103 is associated with immune diseases, DRB1*0301 with a poor
treatment response, and DRB1*0401 with a lower frequency of hepatic death or

transplantation

210/ 396 controls with
other chronic liver
disease /102 healthy
controls (no)

HLA-DR B1703,
-DRB1*04 and
-DRB1*13

Czaja et al®™”

The frequency of HLA DRB1*13 was higher in patients without -DRB1*03 and
-DRB1"04;

Primary sclerosing cholangite patients showed a similar frequency of HLA-
DRB1*13 when compared with ATH patients

HLA: Human leukocyte antigen; MHC: Major histocompatibility complex; AIH: Autoimmune hepatitis.

cyte surface markers studied could represent molecular
markers of autoimmunity in AIH. Among them 1s the
CTLA-4 (CD152) gene mutation, which has appeared 1n
controversial reports of the phenotypes that represent
susceptibility to ATH""*. For mstance, in the Brazilian
study by Bittencourt e al’™ no association was established
between exon 1 CTI.4-4 gene polymorphisms at posi-
tion 49 and ATH susceptibility, contradicting findings m a
North American populﬁtioum].

CTLA-4, wluch 1s expressed on the surface of T cells,
mduces penpheral tolerance by biding CD80 and CD86
on antigen-presenting cells. In doing so, CTLA-4 com-
petes with the co-stumulatory molecule CD28, reducing
the mmmune Iespousem. CTLA-4 1s considered a critical
coordmator in immune regulation. Based on this finding,
some researchers have attempted to find a drug that simu-
lates 1ts mechanism and that could be used in the treat-
ment of autoimmune conditions; one such drug 1s an 1im-
munoglobulin G-CTLA-4 (Abatacept), which was recently
approved by the FDA for use in rheumatoid arthrits™".
Furthermore, some studies have aimed to evalu-
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ate whether a Fos gene polymorphism or its increased
expression on lymphocyte surtaces could be key mecha-
nisms for autoimmumity 1 AIH. Fas (CD95) 1s part of
the tumor necrosis factor tamily, and it induces receptor-
mediated programmed cell death (apoptosis) through
engagement with its ligand (FasL./CD95L). Tt indirectly
controls the number of antigen-activated lymphocytes B
Ogawa et al* showed that ATH patients show an mcrease
i CD95 (Fas)-positive CD4" and CD8&" T cell numbers.
These mdividuals show disease courses with high levels
ot conversion of narve CD45RO" to primed CD45RO”
CD4" T cells. This course could indicate that constant ac-
tvation of T lymphocytes and/or the persistent presence
ot activated lymphocytes requires continuous work from
regulation cells, such as CD95" T CD4™™. Tsikrikoni e
af* also found a greater number of Fas™ and FasL™ cells
mn the mononuclear cells of AIH patients and increased
TNF-¢ and IFN—y production in cultured cells, suggest-
mg that these cyvtokines could be mvolved in accelerat-
g apoptosis. They also showed an increase mn CD14"
monocyte cell numbers, in accordance with the increased
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expression of apoptotic markers, such as CD14" cells,
responding to the clearance of apoptotic cells®”. Con-
conutantly, the results of genetic studies have shown that
some mutations can affect the function of Fas receptors,
but more research 1s needed to determune these recep-
tors’ relationship with ATH®Y,

A lack of consistent evidence has persisted for studies
evolving genes of cytokines, such as tumor necrosis fac-
tor; TGF-betal, and TBX21, (a regulator of T lympho-
cyte lineage development and a controller of the expres-
sion of IFNJJ/)[%QB]‘

TREATMENT

An mmportant feature of AIH is response to treatment
2,6,99]

with corticosteroids and immunosuppressants
Prednisone alone or in combination with azathioprine
is the main form of treatment™. This treatment has the
goal of reducing hepatic inflammation, the induction of
clinical remussion, relief of symptoms and improvement
ot survival. The treatment response characterizes clinical
improvement and a reduction of aminotransterases to
normal or to no more them two tumes of the maximum
of the reference value, while remission lies in clinical
improvement, normalization of aminotransterases and
gamma globulin, autoantibody reduction or extremely
low titers of autoantibodies and lustological resolution
of inflammation with a reduction in fibrosis®. More-
over, relapse 1s characterized by increased transamimases
atter remission has been achieved, as shown by Ferreira
et af**'™ Relapse is common during treatment and oc-
curs 1 up to 40% of patients, requiring a temporary in-
crease in the dose of corticosteroid™ Noncompliance
play a prominent role in a percentage of relapses™™*".
Some medications offer alternative treatment, such as
cyclosporine, tacrolimus and mycophenolate mofetil.
These drugs are reserved for patients who fail to re-
spond to the first treatment choice™. In cases of auto-
immune sclerosing cholangitis and autoimmune cholan-
gitis, the use of ursodeoxycholic acid can be necessary to
control bile duct disease”.

Liver transplantation 1s the last-line treatment indicat-
ed for patients who have not responded to medication.
The need for transplantation is present i 8.5% of chil-
dren with HAT™. The total duration of immunosuppres-
sive therapy has not been established, but i the face of
the possible side etfects with medication, discontinuation
of treatment should be considered when the renussion
criteria are met in patients with type 1 ATH®. To meet
tlus goal, the patient must present lustological resolution
of mtlammation after at least two years of clinical and
laboratory remussion (normal liver enzymes, hiver func-
tion and gamma globulin and autoantibodies i low or
undetectable titers)?. Approximately 20% of patients
with type 1 ATH can remain in remission after discon-
tmuation of treatment, but relapses are frequent after the
suspension of treatment®™'™. In type 2 ATH, treatment
discontinuation 1s not recommended because relapses are
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more trequent, and failure of remission upon suspension
is almost certain in this condition®.

The prognosis of patients who respond to immuno-
suppressive treatment 1s good, even when there 1s cur-
thosis at baseline; there is a good quality of lite and, in
general, use of low doses of medication” . Except for
the changed autoantibodies that were initially detected, no
markers are currently used m clinical practice to choose
and follow treatment.

CONCLUSION

In conclusion, recent studies have shown new possibili-

ties for the diagnosis and prognostic evaluation of AIH,
except for i the pediatric age group, which remains
unrepresented in these assessments. Susceptibiity to au-
tormmune diseases 1s multitactorial, but genetic and 1m-
munological factors play pivotal roles. MHCII antigens
could represent a susceptibility marker for AITH, con-
sidering the ditferences between ethnic groups, or they
mught predict treatment response and prognosis. Finally,
1n pediatric populations, the prevalence and titers of au-
toantibodies can be different from in adults, such as for
the MHCII HLA-DRB1#1301, which can be a marker
of susceptibility in the pediatric population.

Perhaps in the future, knowledge of autoimmune
mechamsms will reveal better markers for the diagnosis,
momutoring and treatment of ATH and other autoimmune
diseases, but there are still only few available studies with
good suggestions for markers.
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ABSTRACT

Primary sclerosing cholangitis (PSC) is a rare cholestatic liver disease
characterized by chronic inflammation of the biliary tree resulting in liver fibrosis that
predominates on male with less than 40 years. The diagnostic of PSC is based on
clinical, laboratory and image findings. Differences in clinical and laboratory findings
were observed in young patients include higher incidence of overlap syndrome, higher
serum levels of aminotransferases and gama-glutamyl transferase and lower incidence
of serious complications such as cholangiocarcinoma. In a spite of the detection of
several HLA variants as associated factors in large multicentre cohorts of adult patients,
the exact role and pathways of these susceptibility genes remain to be determined in
pediatric population. Besides, the literature supports a role for an altered immune
response to pathogens in the pathogenesis of PSC. This phenomenon contributes to

abnormal immune system activation and perpetuation of an inflammatory process.

Since these findings have been insufficient to characterize and determine the
outcome, we propose a review of literature commenting how the immune and genetic
factors could help on diagnosis and treatment decisions in child population.

Key Words: Primary sclerosing cholangitis, Genetics, Immunophenotype,

Autoimmune disease, Human leukocyte antigens
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Introduction

Autoimmune liver diseases are infrequent in children and adolescents, but, when
diagnosed, prompt treatment has utmost importance. Among these conditions, primary
sclerosing cholangitis (PSC) is a rare cholestatic liver disease characterized by chronic
inflammation of the biliary tree resulting in liver fibrosis. An important factor for
evolution to cirrhosis is the toxic effect of bile stasis."” Contrasting the female
predominance of many autoimmune diseases, approximately 2/3 of the PSC patients are

males with less than 40 years.?

PSC has a wide-ranging clinical presentation, from asymptomatic patients to
chronic liver disease.*> As a result, the diagnosis can be a big challenge, especially in
young patients. Cholestatic bile diseases usually are associated with other autoimmune
conditions, such as ulcerative colitis (UC), autoimmune hepatitis (AIH) and
autoimmune pancreatitis, referred as the overlap syndromes.®’ The named AIH-PSC
syndrome is more frequent in children and adolescents than in adult patients; where in
patients course with typical features of PSC in cholangiography or histology, associated
to laboratory and histological characteristics of AIH. In AIH-PSC, the reaction to
treatment is also different, since patients have better response to immunosuppression
than the isolated form of PSC.’

The diagnostic of PSC is based on clinical, laboratory and image findings. Mild
to severe chronic cholestatic biochemical profile can be present.? Endoscopic retrograde
cholangiography is considered the golden standard method and it shows multifocal
areas of strictures of intra and/or extra-hepatic bile ducts, with intervening segments of
normal or dilated ducts.®® However, magnetic resonance cholangiography (MRC) is
also considered a good option for PSC diagnosis, being a non-invasive and reliable

method 210!

Some autoantibodies can be useful in detecting PSC. Serum atypical perinuclear
antineutrophil cytoplasmic antibody (p-ANCA) is the most common autoantibody
detected in PSC.**** Followed by anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies (ASCA),
which also has a high frequency even in the absence of advanced disease or
inflammatory bowel disease (IBD).'* Other autoantibodies such as antinuclear antibody
(ANA) and liver kidney microsomal type 1 antibody (anti-LKM1) can be positive in
PSC patients, but with lack of specificity to help the laboratory confirmation of the

disease.®®
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PSC has no effective medical treatment and, in many cases, the disease will lead
to cirrhosis and end-stage liver disease with need of liver transplantation.*>*%*
Ursodesoxycolic acid (UDCA) is used as a palliative treatment option, without
interfering on clinical outcome.’®!® Since clinical tools have been insufficient to
characterize and to predict the outcome, the aim of this review is to summarize evidence
from literature about the potential role of immune and genetic factors on the

pathogenesis of PSC in pediatric patients.
Genetic factors

The pathogenesis of PSC is still not fully understood, but a complex interaction
between genetic, immunological and environmental factors with breakdown of self-
tolerance has been reported.’*® Studies have shown a strong genetic predisposition in
PSC, with first-degree relatives exhibiting 9 to 39 fold increased risk to develop the
disease.?! Genome studies showed that this genetic tendency is mainly associated with
Human Leukocyte Antigen (HLA) from major histocompatibility complex 11 (MHC II)
locate on chromosome 6p21.22%3%42% gome haplotypes are considered as main
susceptibility factors. HLA-B and HLA-DRBL alleles are the most important ones.
Among them, the most frequent are HLA-A1-B8-DRB1*0301-DQB1*0201; HLA-
DRB1*1301-DCB1*0603 and HLA-DRB1*1501-DQB1*0602.7%?*#42"%8 As protective
haplotypes, HLA-DRB1*04-DQB1*0302 and HLA-DRB1*0701-DQB1*0303 have
been pointed.?>?? In a spite of the detection of several HLA variants as associated
factors in large multicentre cohorts of adult patients, the exact role and pathways of

these susceptibility genes remain to be determined in pediatric population.?*%°

Table 1 is a compilation of relevant studies that have investigated the influence
of MHC Il antigens on PSC. The number of children evaluated in these studies is also

show.

Table 1: Publications about major histocompatibility class Il human leukocyte antigens

and its association with primary sclerosing cholangitis patients.
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Reference Total N° of What was
patients/controls  evaluated
(N° of children
and adolescents)

Conclusions

Farrant et al®, 71/68 (0) HLA-DRB,

1992 DQA and
DOB

Amar et 15/no control (0) HLA-DRB3

al*,1992

Olerup et 75/250 (not cited) HLA-DR and

al® 1995 DQ

Leidenius et 24/106 (not cited) HLA-A, B, C
al®, 1995 and DR

Wilschanski et 27/no control (all HLA-B and

al®, 1995 children) HLA-DR
Spurkland et 256/764 (not HLA-DR and
al*’ 1999 cited) DQ

HLA-DRB3*0101 was the most
associated allele, with reduced
survival of patients with it.

DRB5*0101 was another
susceptibility allele and
DRB4*0101 demonstrated a likely
protective function.

No apparent association of the
alleles of the DRB3 locus in the
Israeli population.

Association with DRB1*1301,
DQAI*0103, DQBI*0603
haplotype was confirmed, whereas
DRB1*04 was only slightly
underrepresented.

No difference was observed in age,
presentation, liver function,
histological stage or survival
between patients with different
positive alleles.

HLA-B8 and DR3 (DRB1*03)
were associated with primary
sclerosing cholangitis.

An increased incidence of HLA B8
and DR2 (DRB1*15) but not
DRw52a (DRB3*0101) was found.

Increased frequencies of DRB1*03-
DQA1*0501-DQB1*02;
DRB1*13-DQA1*0103-
DQB1*0603 and DRB1*15-
DQA1*0102-DQB1*0602
haplotypes were observed.

PSC was negatively associated with
DRB1*04-DQB1*0302 haplotype.
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Reference

Total N° of
patients/controls
(N° of children
and adolescents)

What was
evaluated

Conclusions

Boberg et al*,

2001

Donaldson et
al®, 2002

Bittencourt et
al®®, 2002

Neri et al®,
2003

265/no control
(yes, but the
number was not
cited)

148/134 (0)

63/83 (27)

64/183 (0)

HLA-DR and
DQ

HLA-DR and
DQ

HLA-B,
DRB1,
DQB1

HLA-DRB1,
HLA-DQB1
and HLA-B

DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*02
(i.e. DR3, DQ?2) heterozygous
genotype was associated with an
increased risk of death or liver
transplantation.

Presence of a DQ6 encoding
haplotype (DQB1*0603 or
DQB1*0602) in DR3, DQ2
negative individuals was associated
with a reduced risk of death or liver
transplantation.

Associations with the DRB3*0101-
DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201 and DRB1*1301-
DQA1*0103-DQB1*0603
haplotypes were confirmed.

Protective  influence of the
DRB1*04-DQB1*0302 haplotype
was reaffirmed.

A previously unreported protective
haplotype was found: DRB1*0701-
DQB1*0303.

No increase in the frequency of
HLA-B, DRB3, DRB4, or DRB5
alleles was observed.

The frequency of HLA-
DRB1*1301 and HLA-DQB1*06
was significantly increased in PSC
patients.

Frequencies of DRB1*01-
DQA1*0101-DQB1*0102,
DRB1*16-DQA1*0102-
DQB1*0502 and DRB1*04-
DQA1*03-DQB1*0301 haplotypes
were more elevated in PSC
patients.

DRB1*07-DQA1*0201-DQB1*02
haplotype frequency was
significantly decreased in patients.
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Reference Total N° of What was Conclusions
patients/controls  evaluated
(N° of children
and adolescents)
Karlsen et al?, 285/298 (yes, but HLA-DR and The strongest association was
2010 the number was DQ detected for HLA-B*08 and
not cited) associations with the DRB1 alleles
-DRB1*03, -DRB1*04, -DRB1*07,
and -DRB1*1301 also were
confirmed.
Hov et al*, 78/79 (notcited) HLA-DRB1, Positive association of PSC with
2010 HLA-C HLA-DRB1*15,
-DRB1*03, -DRB1*04 and
-DRB1*1301 confirmed.
A protective association with HLA-
DRB1*0701 was found.
Wang et al®, 31/42 (all HLA-DR Frequencies of homozygous HLA-
2014 children) haplotypes DRB1*0301 (DR3) genes and

Nass et al®,
2014

365/368 (yes, but
the number was
not cited)

haplotype A1-B8-DR3 were higher
in patients.

Frequencies of disease-protective
genes DR4 and/or DR15 were
lower in the patients.

HLA-DRB1*1301-DQB1*0603
and -DRB1*1501  haplotypes
conferred risk for PSC.

HLA-DRB1*04-DQB1*03,
DRB1*0701-DQ*0303 and
DR13:XX (all non-13:01 alleles)-
DQB1*06 demonstrated a
protective effect.

HLA: Human leukocyte antigen; MHC: Major histocompatibility complex; PSC: primary

sclerosing cholangitis

Other studies have proposed the existence of MHC class I region genes and non-

HLA risk loci for PSC, supporting that other genetic factors take part in the

pathogenesis of the disease. Wiencke et a

4
I 0

evaluated the extended HLA class | region

genes as contributing factors to modulate immune response or to confer susceptibility in

PSC patients. The authors found a significant association with alleles MIB*349;
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D6S265*122, D6S464*209 and D6S2225*147; all them secondary to DR3 (HLA-
DRB1*03) associations.”’ D6S265*122 was also associated with DR6.%° The study of

41
|

Karlsen et al*” showed that killer immunoglobulin-like receptors (KIRs) and HLA class

I ligands can also be associated with PSC.

Norris et al*? described an association between the MICA*008 allele and PSC.
MICA*008 is part of a group of polymorphic genes on chromosome 6 and works as a
stress and heat shock inducible molecule that activate inflammatory response as a ligand
for yo T cells, natural killer (NK) (CD56+) cells and cells expressing the NKG2D

receptor.*?

Non-HLA findings include modifications in genes related to autoimmunity
(IL2/1L2RA), bile acid toxicity (GPBAR1) and mechanisms related to concomitant IBD

24,43

(IL2/IL21, ILR2A, CARD9, MST1, Fut2 and SIK2). Karlsen et al? also

investigated genome-wide association in PSC. These authors detected a susceptibility
variant of importance for inflammatory conditions at chromosome 1331, with
GPC5/GPC6 as a candidate to represent this association.?? Despite its involvement in
inflammatory pathways, there is presently no knowledge on the function of GPC6 in the
liver and bile ducts and more studies are needed to clarify the details of this

involvement.

As shown, most of these studies evaluated only adults, creating a gap in relation
to the findings of patients diagnosed in childhood. Indeed, PSC in children seems to be
different from the disease in adults.**** In this regard, differences in clinical and
laboratory findings observed in young patients include higher incidence of overlap
syndrome, higher serum levels of aminotransferases and gama-glutamyl transferase, and
lower incidence of serious complications such as cholangiocarcinoma.** Thus, the
results obtained for adult patients may not be valid for children. Further studies are

needed to evaluate the influences of immunogenetic factors in this age group.

Immune factors

The literature supports a role for an altered immune response to pathogens in the
pathogenesis of PSC.*** This phenomenon contributes to abnormal immune system
activation and perpetuation of an inflammatory process.***® Cholangiocytes, after

antigenic stimulus, release pro-inflammatory mediators that stimulate immune cells.
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Toll-like receptors (TLRs) and pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)
interact by promoting a persistent inflammatory environment for cholangyocytes.*’*
TLR activation can increase the expression of interleukin (IL)-6 and of cluster for
differentiation 44 (CD44) that acts as an adhesion molecule for lymphocytes.*’ Along
with this, tumor necrosis factor alfa (TNF-a), IL-6 and IL-8 released by cholangiocytes
and immune cells, trigger the recruitment and activation of T lymphocytes,
macrophages, neutrophils, NK and mesenchymal cells.****%*12 An increased number
of NK cells in peripheral blood and the presence of an increased number of activated
lymphocytes are immune changes that have been observed in PSC patients.®** Despite
that, Bo et al®* showed that T lymphocytes function can be impaired in PSC patients

when compared with health controls.

There are some hypotheses about how cytokines and adhesion molecules may
contribute to PSC pathogenesis. In this context, lymphocytes express specific receptors,
a4pB7 and CCRY, being these cells responsible for interferon (IFN)-y production, which,
in turn, enhances inflammatory stimuli.>>® Additionally, due to the release of cytokines
as CCL28, CXCL12 and CXCL16 and the presence of activated lymphocytes, naive T
cells can be primed to T helper 1-cells.>”® Besides this, Martin et al*® showed that v5*
cells expressing CD45RO and IL-2 can participate of an activated memory mechanism

10 had also described a reduction

that maintains the inflammatory process. Sebode et a
of regulatory immune cells as FOXP3" cells and T reg cells in PSC patients. To date,
increased production of inflammatory cytokines with higher levels of IL-17, IL-21 and

TNF-a and IL-17A expressing lymphocytes can be found around bile ducts.®

The CCRS5 (chemokine receptor 5) is responsible for the recruitment of activated
lymphocytes via portal expression of CCR5 ligands.®*®® CCR5 also contributes to
generation of T helper 1 immune response.®*®* Despite controversial findings, some
studies report that CCR5-Delta32 deletion is associated with significant reduction in cell
surface expression of this chemokine receptor, thus compromising lymphocytes
activation.®2%3®* While Eri et al®® showed that CCR5-Delta32 allele frequency was
significantly higher in PSC compared to controls, Melun et al** did not find any
statistically significant difference in the occurrence of this mutation in patients and

controls.

Some studies showed that mucosal addressin cell adhesion molecule

(MAJCAM-1) plays an important role in T-lymphocyte recruitment to the liver tissue
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derived from the gut by the connection with B2-integrin ligand.®®®*%® This
complementary mechanism explains the hepatic recruitment of mucosal
lymphocytes in inflammatory liver diseases. For patients with IBD and associated PSC,
it has been viewed as a potential therapeutic target.®® There are studies evaluating anti-
adhesion molecule therapies, but yet without solid results.®®

Liaskou et al®’

showed that, when compared with CD28" T cells, activated
CD28 T cells produce high levels of interferon y and TNFa, inducing up-regulation of
intercellular cell adhesion molecule-1, HLA-DR and CD40, which are important ligands
for immune activated T cells. The authors also described significantly greater proportion
of CD4"CD28 and CD8"CD28 cells that infiltrate in liver tissue of patients with PSC,

leading to a pro-inflammatory environment rich in TNFo.®®

Concluding remarks

In conclusion, HLA class | and class Il are shown to be the main risk factors
for PSC in the MHC, but it is time to consolidate available information and to translate
research findings into applicable knowledge for clinical practice. Studies with children
are infrequent, and the findings obtained in adults should not be extrapolated for this
age group. Changes in immune response to pathogens, activation of T lymphocytes and
release of inflammatory and adhesion molecules also contribute to the pathogenesis of
PSC. More studies are clearly needed to unveil the influence of genetic and immune
factors in the pathogenesis of PSC in pediatric patients and how these markers can be

used as diagnostic tools and/or therapeutic targets.
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3-0OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e Avaliar o perfil imunofenotipico de linfocitos T CD4" e T CD8" e mondcitos
para marcadores de superficie celular relacionados a inflamacdo e
autoimunidade, em criancas e adolescentes com diagndstico de hepatite
autoimune tipo 1, associada ou ndo a colangite autoimune, e na colangite
esclerosante priméria, comparando pacientes com grupo controle.

3.2 OBJETIVOS COMPLEMENTARES

e Descrever os achados clinicos de coorte de criancas e adolescentes com
diagnostico de hepatite autoimune tipo 1, associada ou ndo a colangite
autoimune, e na colangite esclerosante primaria.

e Mostrar os dados laboratoriais significativos na avaliacdo dos pacientes.

4 - PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO, PACIENTES, LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo, de uma coorte transversal com 20 pacientes
com diagnostico de HAI tipo 1, 19 pacientes com hepatite autoimune tipo 1 associada a
colangite autoimune e 12 com diagndstico de CEP atendidos no periodo de janeiro de
1986 a janeiro de 2014. O grupo controle foi composto por 15 criancas e adolescentes,
higidos em avaliacéo clinica e sem histdria pessoal ou familiar de doengas autoimunes.

A selecdo de pacientes com HAI foi realizada a partir de uma casuistica de 134,
sendo que dentre esses, 28 tinham diagnodstico de CAI. Foram utilizados como critérios
de inclusdo no estudo a idade até 18 anos na época do diagnostico, 0 acompanhamento
regular no servico e a boa adeséo ao tratamento com remisséo clinica e laboratorial por
pelo menos dois anos, tendo 0 paciente e seus responsaveis aceitado participar do
estudo. Para diferenciacdo diagnostica entre HAI e HAI associada a colangite foram
utilizados critérios clinicos, propedéutica laboratorial e de imagem e achados
histologicos como descrito a seguir.

O diagndstico de HAI foi estabelecido segundo os criterios do Grupo Internacional
para Estudo da HAI, publicados em 1993 e revisados em 1999 e 2008.%% Todos os
pacientes que apresentaram, ao inicio do tratamento ou durante o acompanhamento,

quadro clinico laboratorial sugestivo de acometimento de vias biliares, foram submetidos a
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pesquisa de associa¢do do quadro a colangite autoimune. Os principais achados sugestivos
dessa associacdo foram elevagdo persistente de GGT e/ou ma resposta ao tratamento
imunossupressor. A colangiorressonancia magnética (CRM) foi utilizada para avaliar a
presenca de alteracfes em vias biliares, sendo revisada por trés hepatologistas experientes
da equipe de Hepatologia Pediatrica e dois radiologistas do servico de Radiologia do
Hospital das Clinicas da UFMG. A bidpsia hepéatica foi o dado utilizado para a
confirmacédo final do diagnostico. Os achados histologicos estdo descritos a seguir em
avaliacdo histologica.

O diagnostico da CEP foi realizado por critérios clinicos, laboratoriais e de
imagem, com os achados esperados nessa doenca. A avaliacdo de imagem foi realizada
pela CRM, também com revisdo do laudo pelas equipes de Hepatologia Pediatrica e
Radiologia do servico, e com confirmacédo histologica, cujos achados estdo descritos no
item avaliacdo histologica. Foram selecionados os pacientes com diagnéstico ja
estabelecido, com idade ao diagndstico inferior a 18 anos, com acompanhamento regular
No Servigo e que aceitaram participar do estudo.

Foi realizada investigacdo para exclusdo de outras doencas hepaticas cronicas em

todos os pacientes.

4.2 ASPECTOS ETICOS
Os pacientes e integrantes do grupo controle que participaram deste projeto e/ou

seus responsaveis foram devidamente esclarecidos sobre a natureza do estudo e o que
foi realizado, tendo resguardado o direito de, em caso de recusa, receberem a avaliacéo
e 0 tratamento indicados (para informagdo complementar, ver termo de consentimento
livre e esclarecido - Anexo B). Foi lido e assinado por pesquisadores, pacientes e grupo
controle o termo de consentimento livre e esclarecido. Além disso, as amostras de sangue
dos pacientes que aceitaram participar da pesquisa foram colhidas nas ocasifes de suas
avaliacdes clinicas rotineiras.

Os projetos de pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.
(Anexos C e D).

4.3 AVALIACAO CLINICA
O acompanhamento clinico dos pacientes foi e ainda € realizado no Ambulatorio
Sao Vicente do Hospital das Clinicas da UFMG pela equipe de Hepatologia Pediatrica do

servico. Sao realizadas avaliagcdes clinicas periodicas a cada 1 a 6 meses, segundo rotina do
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servico e fase de tratamento em que se encontra o paciente. Foram considerados os dados
registrados em prontuario, segundo protocolo especifico do servigo. Esses dados foram
compilados em banco de dados para realizacdo de andlise estatistica e descricdo da
casuistica. A avaliacao clinica inicial consta dos seguintes itens:

1 — Anamnese completa: género; idade; tempo de duracdo das manifestacfes até o
encaminhamento ao ambulatorio; evidéncia de manifestacbes extra-hepéticas (anemia
hemolitica autoimune, tireoidite, artrite, diabetes mellitus, artralgia, vitiligo, doenca
inflamatdria intestinal, lesdes acneiformes etc.); antecedentes familiares de hepatopatias;
antecedentes familiares de doencas autoimunes (diabetes mellitus, tireoidite, retocolite
ulcerativa, vitiligo, hepatite autoimune, lUpus etc.); e uso de hemotransfusdes,
medicamentos ou drogas.

Os pacientes foram classificados em quatro formas de apresentacéo clinica: forma
aguda, semelhante ao quadro clinico da hepatite viral aguda; forma crénica (presenca de
adinamia, anorexia, ascite, hepatomegalia, ictericia intermitente, esplenomegalia); forma
de faléncia hepética grave, com apresentacdo semelhante a insuficiéncia hepética
fulminante; e forma assintomatica quando se tratava de diagndstico por achado laboratorial
isolado ou hepatomegalia detectada ao exame clinico. A HAI foi classificada em tipo 1,
no caso de FAN e/ou AML positivos e tipo 2, quando o anti-LKM1 foi positivo
isoladamente.

2 — Exame fisico: sdo avaliados e registrados peso, altura, presenca de ictericia,
ascite, aumento do volume abdominal, telangiectasias, eritema palmar, circulacdo
colateral, aranhas vasculares, tamanho e consisténcia hepética, esplenomegalia e sinais

clinicos de encefalopatia.

4.4 PROPEDEUTICA COMPLEMENTAR

A avaliacdo laboratorial inicial, que ja faz parte da propedéutica de rotina ao
diagndstico, continha hemograma completo; determinacdo do tempo de protrombina,
atividade de protrombina e determinagdo do tempo de tromboplastina parcial ativado;
determinacdo dos niveis séricos da alanina aminotransferase (ALT), da aspartato
aminotransferase (AST), da fosfatase alcalina (FA) e da gamaglutamil transferase (GGT);
dosagens das bilirrubinas séricas e das proteinas plasmaticas com fracionamento
eletroforético para avaliacdo principalmente do perfil hepatico do paciente.

Foi realizada também pesquisa quantitativa e qualitativa dos autoanticorpos através

da técnica de imunofluoréscencia indireta (IFI): antinuclear (FAN), antimusculo liso
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(AML), antimicrossomal figado e rim (anti-LKM1) e citoplasmatico antineutrofilico
perinuclear (p-ANCA), sendo esse Ultimo realizado na suspeita de CEP.

Avaliacdo laboratorial quantitativa de ol-antitripsina, cobre e ceruloplasmina
sérica, dosagem do cobre urinario de 24 horas; pesquisa de marcadores virais: HBsSAg,
anti-HBc, anti-HCV 2?2 geracdo e anti-HAV IgM e pesquisa do virus da hepatite C (HCV),
quando sorologia positiva, foram realizadas para excluséo de outras doencas hepaticas. Os
dados foram obtidos de registros em prontuario e diretamente no laboratério quando
necessario.

Imunofenotipagem

Para esta avaliagdo a pesquisa contou com apoio financeiro da CAPES, através do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Medicina Molecular da UFMG (FAPEMIG:
CBB-APQ-00075-09/CNPq 573646/2008-2).

Foi realizada coleta de sangue venoso de aproximadamente 10 mL para
imunofenotipagem e estudo dos perfis de marcadores de superficie relacionados a
inflamac&o de linfocitos e mondcitos. A coleta foi realizada durante os exames de rotina
solicitados para acompanhamento do paciente.

A andlise de citometria de fluxo para descricdo do perfil de marcadores de
superficie de linfocitos e mondcitos foi realizada conforme descrito por Torres et al®. As
células mononucleares de sangue periférico foram obtidas com utilizacdo de gradiente de
Ficoll (Sigma Chemical Co., Missouri, USA) e posteriormente foram coradas utilizando-
se fluorocromos para os marcadores a serem analisados. Os anticorpos associados aos
fluorocromos Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin
(APC) e Cyanin 5 e 7 utilizados para a coloragdo foram anti-CD4-APCCy7, anti-CD4-
Cy7, anti-CD8-FITC, anti-CD8-APC, anti-CD14-FITC, anti-CD45RA-FITC, anti-
CD45R0O-PE, anti-CTLA4-Cy5, anti-CD69-Cy7, anti-CD28-PE, anti-CD40L-Cy5, anti-
HLA-DR-Cy7, anti-CD95L-PE, anti-CD95-Cy5, anti-CD25-Cy7, anti-CCR3-PE, anti-
CCR5-Cy5, anti-CD80-Cy5, anti-CD86-APC. Em todos os experimentos também foram
utilizados anticorpos is6topos de controle negativo conjugados com fluorocromos de
acordo com o anticorpo de referéncia.

Apos fixacdo e ressuspensdo, as amostras foram adquiridas em citdmetro de fluxo
(Guava easy-Cyte, Millipore®, Darmstadt, Alemanha ou FACSCanto 11° BD, Califérnia,
EUA) numa taxa minima de 50000 eventos e analisadas pelo software FlowJo 7.5°
(FlowJo, Oregon, USA). Para uma determinac&o das células correspondentes a linfocitos e

monacitos, determinou-se a regido a ser analisada pela construgdo de gates de acordo com
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controles de tamanho relativo e granulosidade/complexidade em cada experimento e para

cada paciente, sendo um exemplo demonstrado na Figura 1.

Figura 1: Dot-plot representando o método de selecdo de gates utilizados para linfécitos

em A e de mondcitos em B.
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Foram avaliadas as porcentagens de linfocitos CD4" e CD8" e mondcitos (CD14")
expressando os marcadores de superficie em avaliacdo. As porcentagens de expressao
resultantes foram utilizadas para a comparacdo entre os grupos atraves de testes estatisticos
descritos no item analise estatistica. Os marcadores de superficie analisados foram:
CD45RA, CD45R0O, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CD25, CD95, CD95L,
CCR3, CCR5, CD80, CD86. Nessa avaliacao tentou-se pesquisar a ativagdo de linfdcitos e
monacitos; e a presenca de células de memaria e de regula¢do imunes.

Avaliacdo radioldgica

Conforme rotina do servi¢o, foram solicitados exames ultrassonogréaficos de figado
e vias biliares (todos os pacientes) e colangiorressonancia (na suspeita de colangite
associada @ HAI ou na CEP) sendo, revisados e avaliados por trés hepatologistas
experientes da equipe de Hepatologia Pediatrica e dois radiologistas do servico de
Radiologia do Hospital das Clinicas da UFMG.

Avaliacgéo histologica

As biopsias hepaticas séo indicadas no momento do diagnostico e realizadas tdo
logo as condigdes clinicas e laboratoriais do paciente permitam. A avaliacdo
histopatoldgica foi realizada pela equipe de patologistas do Servico de Anatomia

Patoldgica do Hospital das Clinicas da UFMG.
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O achado histologico de hepatite de interface, associada a formacéo de rosetas,
alargamento dos espagos portais por fibrose e infiltrado inflamatério principalmente
plasmocitario em espagos periportais, portais e intralobulares representou o quadro
histologico de hepatite autoimune. Quando, além desses achados, encontrou-se
acometimento de ductos por inflamacdo com alteragdes degenerativas do epitélio ductular,
podendo haver também ductopenia e proliferagdo de ductos, confirmou-se o diagnostico de
hepatite autoimune com associagao a colangite autoimune.

Os achados de degeneracdo do epitélio do ducto biliar, infiltracdo de espagos porta
por células mononucleares e polimorfonucleares, proliferacdo de ductos associados com
diminuig&o ou auséncia de ductos biliares interlobulares e fibrose periductal concéntrica de
ductos biliares interlobulares (fibrose "em casca de cebola™) foram os achados histoldgicos
utilizados para confirmar a CEP.

Além da classificacdo histoldgica do tipo de doenca, descrita anteriormente,
foram avaliados a graduacdo e o estadiamento das alteracfes hepaticas. A graduacgdo é
demonstrada pela auséncia ou presenca de necrose em saca-bocados, necrose
confluente, necrose litica focal, apoptose, alteracBes em ductos biliares, inflamacédo
focal e inflamacdo portal com as respectivas intensidades. Através do estadiamento,
avaliaram-se a presenca e a quantidade de fibrose; o estagio final foi caracterizado por

cirrose incipiente ou definitiva.

4.5 RESPOSTA AO TRATAMENTO

O esquema de tratamento empregado para hepatite autoimune é a associacdo de
prednisona e azatioprina, em tomadas diarias, nas doses de 1 a 2 mg/kg/dia (maximo 60
mg/dia) e 1,5 mg/kg/dia (méximo 100 mg/dia), respectivamente.*> A primeira reavaliacéo
é realizada com quatro semanas, quando a dose da prednisona é reduzida em um terco
(retirados 10 a 20 mg) e posteriormente a cada duas semanas, sendo reduzida a dose em 10
a 5 mg em cada avaliacdo até atingir 5 mg em dias alternados, mantendo o paciente em
remissdo clinico-laboratorial. A azatioprina € mantida na dose inicial. Para os pacientes
gue se apresentam no inicio do tratamento com leucopenia (global de leucécitos menor que
3.000) e/ou plaquetopenia (menor que 50.000) é iniciada somente prednisona, sendo
acrescentado azatioprina apos melhora desses parametros; caso contrario, mantida somente
prednisona. A medicacdo é fornecida aos pacientes através do Sistema de Medicamentos

Especiais do Sistema Unico de Sade.
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A resposta ao tratamento foi avaliada segundo os critérios do Grupo Internacional
para Estudo da HAI“? sendo caracterizada pela melhora clinica e reducdo das
aminotransferases até valores normais ou no méximo duas vezes o maior valor de
referéncia. Remissdo completa foi definida como melhora clinica, normalizacdo das
aminotransferases e gamaglobulina, autoanticorpos negativos ou em titulos muito
baixos e resolucéo histoldgica da inflamag&o, sendo esta Gltima a mais tardia. Por outro
lado, a recaida foi representada pelo aumento das transaminases apds a remisséo ter sido
atingida.*® Foi avaliado também o niimero de pacientes que necessitaram de transplante
hepético devido a ndo resposta ao tratamento.

O tratamento da colangite esclerosante primaria, diferentemente da HAI, foi

realizado em todos os pacientes com a utilizacéo do acido ursodesoxicélico (UDCA).’

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa SPSS 17® (IBM, New
York, USA). A descri¢do da casuistica clinica e laboratorial foi realizada utilizando-se
média, mediana, desvio padrdo, intervalos e porcentagens. Teste qui-quadrado foi
utilizado para comparacdo de variaveis categoricas.

Os dados relativos a imunofenotipagem foram avaliados por testes ndo
paramétricos utilizando o GraphPad Prism software 5.03® (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA), considerando que ndo houve distribuicdo normal avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes com trés ou mais grupos foram realizadas por
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ndo havendo possibilidade de calculo de intervalo
de confianca (IC) por se tratar de comparagdo de multiplos grupos. As comparacfes dos
pares de grupos foram realizadas pelo teste Mann-Whitney com calculo de intervalo de
confianca e pelo teste de comparacdo mdaltipla de Dunn. Em todas as analises, as
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.05. O intervalo de confianca
também foi calculado para as comparagdes entre 0s grupos.

O ndmero total de pacientes em cada analise para diferentes marcadores variou
de 3-20 devido a problemas experimentais especificos do método (como, por exemplo,
marcacdo ineficiente pelo fluorocromo, perda da amostra na leitura pelo aparelho) que
causaram perdas de dados desses pacientes. Estas perdas sdo inerentes ao método

experimental utilizado.
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Title: Autoimmune hepatitis type 1 and overlap syndrome with cholangitis:
immunophenotypic factors in children and adolescents

Abstract:

Objective: The pathophysiology of autoimmune hepatitis (AIH) involves activation of
lymphocytes, macrophages and natural Killer cells (NK), however it is not known what
deregulates the immune system, creating an aggressive environment for hepatic cells.
Changes in the expression of some clusters of differentiation (CD) in immune cells
might be part of this disruption. The purpose of this study was to characterize
immunophenotypic findings of lymphocytes and monocytes from peripheral blood
samples of children and adolescents with AIH type 1, AIH type 1 overlap syndrome
with cholangitis and controls.

Patients and Methods: Prospective study of a cross-sectional cohort of 20 children and
adolescents diagnosed with AIH type 1 and 19 with AIH type 1 overlap syndrome with
cholangitis, based in criteria of the International Group for the Study of AIH. The
clinical follow-up consists on clinical and laboratory evaluations at each 1-6 months. A
control group of healthy children and adolescents with no history of autoimmune
diseases was also assessed. Flow cytometry analysis for description of the lymphocyte
and monocyte surface marker profile was performed in peripheral blood samples.
Surface markers analyzed were: CD45RA, CD45R0O, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28,
CD40L, CD25, CD95, CD95L, CCR3, CCR5, CD80.

Results: The two groups of patients presented similar clinical and laboratory findings,
except for GGT levels and gamma globulin, to which the overlap syndrome group had
higher values. The patient’s groups presented a higher percentage of CD4'T cells when
compared to controls. In CD4" T cells evaluation, CCR3 expression was higher in both
patients group, CD45RA was also high in both patients group, but with significance
only in overlap group and CD45RO and CD28 was higher in AIH group. In CD8" T
cells, CCR3 expression was higher in both patients group and in overlap group we
found a higher expression of CD45RA and CD25 and lower of CD45R0O. In monocytes,
HLA-DR was the most important finding, being less expressed in both patient’s groups.
Conclusion: We describe a complex phenotypic characterization that may be involved
in the pathophysiology of AlIH, with participation of changes in the immune system
regulatory mechanisms represented by cell surface markers. This data shows that even
with good clinical and laboratory response by the currently existing criteria, patients

still have signs of immune activity and autoimmunity at cellular level.
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Introduction

Autoimmune hepatitis (AIH) is a progressive inflammatory liver disease more
prevalent among female.' The incidence is high between 10 and 30 years.® AIH
courses with positive autoantibodies as antinuclear antibodies (ANA), anti-smooth
muscle antibody (ASMA) and anti-liver/kidney microsome type 1 (anti-LKM1);
increased transaminases and immunoglobulin G (1gG).® Histologically, AIH is
characterized by interface hepatitis without a known etiology.® Besides it is not
conclusive, some characteristics are suggestive of AIH: hepatic regeneration with
"rosette™ formation, piecemeal necrosis with periportal/periseptal lymphocytic infiltrate,
"bridging collapse"— a connective tissue collapses and expands from the portal area into
the lobule.* There are two types of AlH: types 1, with ANA antibodies and/or anti-
SMA; and type 2, with LKM1 anti-antibody. Clinically, AIH may vary from
asymptomatic patients with only laboratory abnormalities to fulminant hepatic failure
coursing with cirrhosis and liver failure.>*>® The overlap syndrome is more common in
children and adolescents, with a prevalence of 2 to 7% in adults and reaching almost 30
to 50% in pediatric population, and is characterized by clinical and laboratory findings
from autoimmune hepatitis add to those found in primary sclerosing cholangitis.?*"®

Susceptibility to AIH is associated to the presence of genes related to major
histocompatibility complex Il (MHC I1) specifically to human leukocyte antigen
(HLA).? An association has been established with HLA-DR3 and HLA-DR4 in
European and American cohorts.’® In children, the HLA-DRB1*1301 is the most
common associated gene to susceptibility to AIH.>* It is also suggested that these
genes may drive the response to treatment and prognosis, however few studies in adults
evaluated this association. The pathophysiology involves activation of lymphocytes,
primarily T helper, but also B lymphocytes, macrophages and natural Killer cells (NK),
however it is not known what deregulates the immune system, creating an aggressive
environment for hepatic cells.***® Changes in the expression of some clusters of
differentiation (CD) in immune cells might mean this disruption. Some studies have
shown possible changes involved, such as decreased number and altered function of

CD4" CD25" T lymphocytes and reduced number of natural killer cells, leading to a low
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expression of CTLA-4 protein (cytotoxic T lymphocyte- associated protein - 4) that
could result on changes of immune response modulation.'***

Increased expression of CD80 and CD86 in monocytes in hepatic cell
inflammatory response, that are responsible for the binding with CD28 and CTLA-4 on
antigen presenting cells, results in changes in cytokine production.'® Furthermore, it was
demonstrated a higher expression of the CCRS5 receptor connected to the cytokine that
has the same name (CCR5). This lead to a higher production of interferon gamma, with
increased activation of lymphocytes in the site of inflamation.*®*’

Another possible mechanism is based on the increased number of cells
expressing the marker Fas (CD95) positive. It is from the family of tumor necrosis
factors and participates at the induction of programmed cell death through its ligand
FasL (CD95L), what indirectly controls the number of active lymphocytes.*? Ogawa et
al*® found that patients with AIH have an increased number of cells positive for Fas
with higher conversion of inactive lymphocytes (CD45RO") to active T cells
(CD45R0O"), suggesting a constant and chronic activation of T Iymphocytes.
CD4'CD95" T cells are responsible for the continuous activation of the regulatory
system.'® Although, more studies are still needed to assess the relationship between the
immune markers and diagnosis, treatment or prognosis of AIH.

The purpose of this study was to characterize immunophenotypic findings of
lymphocytes and monocytes, including HLA-DR, from samples with AIH, AIH
associated with cholangitis and controls trying to associate with clinical characteristics

and outcome.

Patients and Methods
Patients

This is a prospective study of a cross-sectional cohort of 20 children and
adolescents diagnosed with AIH type 1 and 19 with AlIH type 1 overlap syndrome with
autoimmune cholangitis. Patients were followed at Hepatology Reference Center of
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais between January 1986
and January 2014. All children and adolescents up to 18 years of age at diagnosis, with
an adequate follow-up and adherence to treatment, who agreed to participate, were
enrolled. It was also assessed a group of 15 healthy control patients, with ages ranging
from 10 to 17 years old, which were considered healthy in routine medical evaluation

and had no family history of autoimmune diseases.
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The study was approved by the National Ethical Clearance Committee of Brazil
as well as Research Ethics Committee of Universidade Federal de Minas Gerais (ETIC
number 0419.0.203.000-10) and abide by the Helsinki Declaration on human subject
research. The consent form was read and signed by researchers and patients.

The diagnosis of AIH was established according to the criteria of the
International Group for the Study of AIH, published in 1993 and revised in 1999 and
2008."? The diagnosis of overlap syndrome was based on the presence of abnormalities
in the biliary tract, such as stenosis and/or dilatation of the intra- and/or extra-hepatic ducts
on magnetic resonance imaging (MRI) of biliary tract realized in all patients that presented
persistently elevated levels of gamma glutamyl transferase (GGT) and/or poor response to
immunosuppressive treatment. Three different experienced hepatologists and two

radiologists reviewed the biliary tract images. Histology on liver biopsy was also assessed.

Clinical and Laboratory monitoring

The clinical follow-up consists on clinical and laboratory evaluations at each 1-6
months, according to the protocol and treatment demands. All patients were classified
according to the type of AIH (type 1, in the case of ANA and/or positive AML and type
2, when the anti-LKM1 was positive) and the severity of AIH or AIH associated with
autoimmune cholangitis (overlap syndrome).

The laboratory findings consist on: complete blood count, prothrombin reaction
time, prothrombin activity and determination of the activated partial thromboplastin
time; serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (ALP) and gamma glutamyl transferase (GGT); dosages of
serum bilirubin and plasma proteins with electrophoretic fractionation to assess the liver
function of the patient. All other liver diseases were tested and excluded, such as
infectious hepatitis, Wilson's disease and deficiency of alpha-1-antitrypsin. All patients
performed liver biopsy for disease staging. Overlap with cholangitis was confirmed

with magnetic resonance of hepatic biliary tract and histological findings.

Immunophenotyping
Sample of approximately 10 mL of peripheral venous blood was collected from
each participant in the three groups to study the profiles of surface markers related to

inflammatory process in lymphocytes and monocytes.
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Flow cytometry analysis for description of the lymphocyte and monocyte
surface marker profile was performed as described by Torres et al.*® The mononuclear
cells were obtained from peripheral blood using Ficoll gradient (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). Cells were stained using fluorochrome for the markers to be
analyzed. Samples were acquired in flow cytometer (BD FACSCanto 11°, California,
USA) and analyzed by FlowJo software 7.5° (FlowJo Co., Ashland, OR, USA). The
percentages of CD4" and CD8" lymphocytes and of CD14" monocytes were evaluated
and also their percentage of expression of different surface markers. Surface markers
analyzed were: CD45RA, CD45R0O, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CD25,
CD95, CD95L, CCR3, CCR5, CDA80.

Treatment response assessment

The combined treatment consists on prednisone and azathioprine, taken in daily
doses from 1 to 2 mg/kg/day (maximum 60 mg day) and 1.5 mg/kg/day (maximum 100
mg/day), respectively.*® The first follow up happens in four weeks when the dose of
prednisone is reduced by one third of the initial dose and then every two weeks, the
dose is decreased conform clinical protocol until reach 5 mg. The dose of 5 mg was
maintained if there is a clinical and laboratory remission. Azathioprine is maintained at
the initial dose. For patients presenting with leukopenia (leukocyte overall lower than
3,000) and/or thrombocytopenia (less than 50,000) is started only prednisone,
azathioprine being added after improvement of such parameters; otherwise maintained
only prednisone. The treatment response was evaluated according to the criteria of the
International Group for the Study of AIH.*

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 17® (IBM Co., New York, USA
program. The descriptive analysis, using mean, median, standard deviation, interquartile
range from 25 to 75th (IQ) and percentages were used to characterize the study group.
Chi-square test was used to compare categorical variables.

Immunophenotyping data that is, percentages of expression of markers, was
evaluated by nonparametric analysis using the GraphPad Prism (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) software 5.03%, as there was no normal distribution
evaluated with Shapiro-Wilk test. Comparison of groups was performed using the

Kruskal-Wallis statistical test and also using the Mann-Whitney test. The multiple
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comparison test of Dunn was used to compare the pairs in groups. In all analyzes,
differences were considered significant when p < 0.05. Confidence interval was
calculated for the comparisons between groups.

The total number of patients in each analysis for different markers ranged 3-20
in AIH and overlap syndrome groups and 9-15 in the control group due to experimental
problems that caused losses of samples. These losses are inherent to the experimental
method used.

Results
Patient’s description

The characteristics of the patients are presented in Table 1.

Table 1 - Comparison of the main clinical, laboratory and evolution features of two
groups of patients with AIH and AIH in association with autoimmune cholangitis

(overlap syndrome).

Autoimmune hepatitis

Autoimmune associated with Statistical
hepatitis autoimmune significance
(n=20 patients) cholangitis (p value)

(n=19 patients)

Median (1Q 25-75th)
of age at clinical onset 10.7 (72-127) 10.2 (76-112) 0.90

(years)

Median (1Q25-75th)

evaluation
Gender (females n) 13 (65%) 10 (52.6%) 0.52

Median (1Q 25-75th)
of follow-up time 78 (29-143) 38.5 (24-73.3) 0.14

(months)

Median (1Q 25-75th)
of time into remission 48 (24-96) 24 (24-48) 0.13

(months)

Forms of presentation (number of patients)

Acute onset 9 (45%) 4 (21%) 0.18

Chronic liver 7 (35%) 6 (31.6%) 1.00
disease

Hepatic failure 2 (10%) 3 (15,8%) 0.66

Fortuitous finding 2 (10%) 4 (21%) 041

Other forms 0 (0%) 2 (10.5%) 0.23
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Autoimmune hepatitis

Autoimmune associated with Statistical
hepatitis autoimmune significance
(n=20 patients) cholangitis (p value)

(n=19 patients)

Autoantibodies positivity

ASMA 14 (70%) 15 (78.9%) 0.72
ANA 9 (45%) 14 (73.7%) 0.10

Laboratory findings at first consultation (median and IQ range)
AST* 12.3(2.4t0 17.0) 11.4 (5.6 t0 27.0) 0.88
ALT* 11.8 (4.6 t0 20.0) 7.3 (3.2t0 22.0) 0.59
GGT* 25(1.7t04.4) 4.2 (2.6106.4) 0.02
Albumin 3.5 (3.3 t0 4.0) g/dL 3.6 (3.2t03.9) g/dL 0.90
Gammaglobulinemia 2.3 (1.3 to 2.8) g/dL 3.2(2.2t04.1) g/dL 0.04
Prothrombin activity 75 (5410 87) % 59 (4210 74) % 0.24

Response to treatment
Complete response 20 19 0.99
Deaths 0 0 -

*AST, ALT and GGT results are show as mean of numbers of times the upper reference
value (RV)

In the first histopathological evaluation, 9 patients (45%) in AIH group and 10
(52.6%) patients in overlap syndrome group have presented findings compatible with
cirrhosis. There was no statistically significant difference for this data for the two
groups (p=0.87). In overlap syndrome group, 2 (10.5%) patients also presented with
inflammatory bowel disease and received adequate treatment.

The control group had a median age of 14.5 (1Q25-75th of 12.8 to 17) and
there was no statistically significant difference between the median age of patients in
the control group and the groups of patients with AIH (p =0.36) and overlap syndrome
(p=0.73).

Immunophenotyping results

At this stage of the study, it was performed immunophenotypic evaluation of
lymphocytes and monocytes of patients and the control group. Due to technical
problems with the cytometry process (loss of samples during preparation or reading) the
number of patients in each group was variable for each marker.

The total white blood cell counts of AIH patients ranged from 2360 to 11220
with median of 5750 (1Q25-75th of 4348 to 8090) and of overlap syndrome group
ranged from 2130 to 15280 with median of 5400 (1Q25-75th of 3400 to 6320). The
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lymphocyte count of AIH patients ranged from 590 to 5990 with median of 1755 (1Q25-
75th of 978 to 4008) and of overlap syndrome group ranged 610 to 4588 with median of
1370 (1Q25-75th of 950 to 2690). The monocyte count in AIH group ranged from 84 to
620 with median of 309 (1Q25-75th of 168 to 537) and of overlap syndrome group
ranged from 108 to 1740 with median of 450 (1Q25-75th of 280 to 570).

There was a statistically significant difference between the patient groups
(AIH and overlap syndrome) and the control group with respect to total white blood cell
count with p=0.046 and p=0.003, respectively, being that the groups of patients had
lower counts. However, there was no statistically significant difference between the
AIH group and control group in lymphocyte count (p=0.080) and monocyte count
(p=0.395). On the other hand, among the overlap syndrome and control groups there
was a statistically significant difference in lymphocyte count (p=0.037), but the same
was not true for monocytes (p=0.368).

The first evaluation performed was the total number of T CD4", T CD8" and
CD14" cells. About CD4" T cells there was significant difference between the AIH and
control groups (p=0.0009); and AIH overlap with cholangitis and controls (p=0.025),
the patients have a greater number of these cells, as show in Figure 1. Confidence

interval of these comparisons are shown in Tables 2, 3 and 4.
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Figure 1: Percentage total of CD4" T cells in PBMC with representation of median and

interquartile range 25-75th.

There was no statistically significant difference between groups with respect

to the percentage of T CD8 * cells (p=0.314 and p=0.630, respectively) as shown in
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Figure 2. On the other hand, on the assessment of CD14" cells (monocytes), only the

AIH group had a reduced percentage of cells compared to the control group (p = 0.004)

as shown in Figure 3.
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Figure 2: Percentage total of CD8" T cells in PBMC with representation of median and

interquartile range 25-75th.
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Figure 3: Percentage total or CD14" cells (monocytes) In PBMC with representation of

median and interquartile range 25-75th.

After this initial analysis, we assessed the specific markers. The statistical

results for medians, interquartile ranges (25-75th) and difference of medians

comparison for expression of the surface markers tested are shown in tables 2, 3 and 4.

The p value was considered significant when < 0.05. A table with the results of means
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and standard error of the mean for all the evaluated markers are available as

supplemental results (anexo A).

Table 2- Results of median and interquartile range (25-75th) of percentage of expression

of surface markers in all groups with total number of patients in each evaluation; p

value and confidence interval by nonparametric statistical test comparison between

patients and control group for CD4" T cells.

_ p value and
Median and _ pvalueand Medianand  confidence
1Q range in Medianand  confidence  1Qrangein interval for
Surface control IQrangein nterval for overlap difference
Marker group AlHgroup  difference syndrome between
Tested (n of between AlIH group overlap
(n of patients) and control (n of syndrome
patients) groups patients) and control
groups
. 1.7 12.7 - 10.7 -
CCR3"in p=0.003 p=0.047
cD4* T cells [0.75-2.3] [2.53-54.2] (0.9 t0 5.8) [1.8-32.9] (0.1t0 32.9)
(n=12) (n=5) (n=8)
. 2.0 1.1 - 51 =
CCR5" in p=0.362 p=0.214
+ [1.5-4.8] [1.0-4.9] -4.7103.3 [1.2-9.3] -0.9106.2
CD4" T cells (=12) (h=3) ( ) (1=8) ( )
. 18.4 23.7 - 29.2 -
CD45RA" in p=0.250 p=0.023
CD4" Tcells  [112-27.8] [15.3-32.4]  (29t016.2) [21.9-39.8]  (2.11018.8)
(n=14) (n=14) (n=16)
+: 13.8 18.8 - 12.2 -
CD45R0O" in p=0.040 p=0.973
D4 Teells  18:3-174] [136-27.0]  (0.1to11.6) [11.0-188]  (53105.0)
(n=14) (n=15) (n=15)
+: 1.2 1.0 - 1.6 =
CD25" in p=0.675 p=0.381
+ [0.7-2.0] [0.4-2.8] -0.810 0.6 [0.9-2.6] -0.5t00.9
CD4" T cells (h=14) (1=13) ( ) (1=15) ( )
. 35.9 50.8 - 45.0 =
CD28" in p=0.027 p=0.092
cD4* T cells [34.5-44.8] [38.6-56.9] (1.3 t0 18.4) [36.8-54.2] (-2.1t0 17.4)
(n=9) (n=19) (n=18)
CD28"C in L5 13 p=0.995 16 p=0.623
+ [0.7-3.2] [0.8-1.2] -14100.8 [2.6-6.5] -0.9t0 1.4
CD4" T cells (1=9) (1=19) ( ) (1218) ( )
. 0.5 0.4 - 0.7 -
CTLA-4" in p=0.585 0=0.421
CD4" T cells [?-4-54?] [<()-3-fé;] (-0.3t00.2) [((3-3-134())] (-0.2t0 1.1)
n= n= n=
C_D95Jr (fas) 15.0 14.9 p=0.440 11.9 p=0.865
inCD4™ T [11.0-17.0] [12.5-22.0] (-2.910 6.7) [10.3-20.0] (-5.0 to 4.9)
cells (n=15) (n=16) (n=13)
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_ p value and
Median and _ pvalueand Medianand  confidence
1Q range in Medianand  confidence ~ 1Qrangein interval for
Surface control IQrangein interval for overlap difference
Marker group AlHgroup  difference syndrome between
Tested (n of between AlIH group overlap
(n of patients) and control (n of syndrome
patients) groups patients)  and control
groups
CD95|_.Jr 0.3 0.6 p=0.184 0.7 p=0.142
(FasL) in [0.2-0.8] [03-0.7]  (-0.1t00.5) [0.3-1.3] (-0.1t0 1.0)
CD4* T cells (n=15) (n=11) (n=12)
. 0.7 0.2 - 0.5 -
CD69" in p=0.150 p=0.828
+ [0.3-1.2] [02:0.71  (08t00.06)  [0-2-27] 0510 1.0
CD4" T cells (h=14) (1=16) ( ) (h=14) ( )
+ 0.2 0.4 = 0.3 =
CD40L" in p=0.429 p=0.112
cDa* Teells 01061 [0.2-0.9] (-0.1t0 0.4) [0.2-2.1]  (-0.05 to 1.4)
(n=14) (n=16) (n=13)
. 1.3 1.5 - 2.3 -
HLA-DR" in p=0.881 p=0.256
+ [1.2-2.1] [1.2-3.5] -0.7t0 1.9 [1.0-5.9] -0.4 10 4.2
CD4* T cells (1=9) (1=15) ( ) (1=14) ( )
41.7 52.3 47.2
CD4 totalem  [36.7-44.5] [44.5-58.0] p=0.0009 [38.5-57.7] p=0.025
PBMC (n=15) (n=20) (6.5 to 19.1) (n=18) (1.0 to 18.1)

*PBMC: peripheral blood mononuclear cells
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Table 3- Results of median and interquartile range (25-75th) of percentage of expression

of surface markers in all groups with total number of patients in each evaluation; p

value and confidence interval by nonparametric statistical test comparison between

patients and control group for CD8" T cells.

_ p value and
Median and _ pvalueand Medianand  confidence
1Q range in Medianand  confidence ~ 1Qrangein interval for
Surface control IQrangein interval for overlap difference
Marker group AlHgroup  difference syndrome between
Tested ; (n of between AIH group overlap
zaftri]ecr)]ts) patients) and control (n of syndrome
P groups patients) and control
groups
T, 0.6 1.2 1.2
CCR3"in p=0.044 p=0.001
: [0.3-0.9] [0.5-2.9] [0.8-1.8]
CD8" T cells (he12) (e8) (0.01 to 2.5) (110) (0.4 t0 1.9)
+: 1.2 0.9 1.5
CCR5" in p=0.296 p=0.859
H [0.8-2.2] [0.3-2.0] ] [0.4-3.5] ]
CD8" T cells (n=12) (n=8) (-1.6t0 0.6) (n=10) (-0.9t01.1)
+: 14.4 18.2 24.1
CD45RA" Iin p=0.157 p=0.017
] [9.5-18.4] [15.1-247] [16.7-28.2]
CD8" T cells (n=13) (n=4) (-2.7 t0 13.4) (n=10) (2510 15.6)
+: 4.7 24 1.8
CD45R0QO" in p=0.063 p=0.0056
; [2.8-12.2] [1.5-4.5] ] [1.0-3.1] ] ’
CD8" T cells (n=14) (n=16) (-5.6t00.2) (n=13) (-7.3t0-0.5)
+: 0.3 0.2 0.5
CD25" in p=0.597 p=0.044
: [0.2-0.4] [0.1-0.8] ] [0.2-0.9]
CD8" T cells (n=13) (n=11) (-0.2t0 0.4) (n=15) (0.01t00.3)
+: 15.3 15.9 11.3
CD28" in p=0.995 p=0.404
: [114-224]  [10,0-248] [9.3-23.5] ]
CD8" T cells (n=13) (n=17) (-7.7t07.4) (n=15) (-9.7t0 2.1)
. 3.6 3.5 34
CD28"EC in p=0.958 p=0.871
A [1.9-6.5] [1.7-6.2] ] [2.2-4.4] ]
CD8" T cells (n=13) (n=17) (-2.51t0 2.3) (n=15) (-2.3t0 1.4)
+ 0.3 0.2 0.4
CTLA-4* in p=0.474 p=0.524
! [0.2-0.6] [0.1-0.5] ] [0.1-0.8] ]
CD8" T cells (n=14) (n=19) (-0.21t0 0.2) (n=17) (-0.1t0 0.5)
CD95" (Fas) 4.6 3.2 _ 4.2 _
in CD8* T [3.5-6.3] [2.0-5.6] (_5’;0{?233) [1.0-6.6] (-g_lofg%49)
cells (n=14) (n=10) ' ' (n=12) ' '
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_ p value and
Median and _ pvalueand Medianand  confidence
1Q range in Medianand  confidence ~ 1Qrangein interval for
Surface control IQrangein interval for overlap difference
Marker group AlHgroup  difference syndrome between
Tested ; (n of between AlIH group overlap
a(tri]e?]ts) patients) and control (n of syndrome
P groups patients) and control
groups
CD95L" 0.3 0.3 _ 0.3 _
(FasL) in [0.1-0.9] [0.2-0.6] p=0.851 [0.1-1.2] p=0.792
(0510 0.2) (-0.1100.8)
CD8" T cells (n=15) (n=18) ' ' (n=16) ' '
+ 0.5 0.7 0.5
CD69" in p=0.599 p=0.782
A [0.3-0.7] [0.2-1.2] ] [0.3-1.5] ]
CD8" T cells (n=12) (n=12) (-0.3t00.7) (n=15) (-0.2t0 0.8)
+ 0.2 0.2 0.3
CD40L" in p=0.729 p=0.132
; [0.1-0.4] [0.1-0.4] ] [0.1-1.0] ]
CD8" T cells (n=13) (n=18) (-0.2t00.2) (n=15) (-0.1t0 0.5)
T 2.0 1.4 1.7
HLA-DR" in p=0.126 p=0.692
\ [1.1-5.6] [0.6-2.4] ] [0.8-5.7] ]
CD8" T cells (n=12) (n=12) (-3.8t00.2) (n=15) (-1.9t02.3)
17.8 22.3 _ 19.6 _
CDF?Btﬁ/It?:'*em [13.0-21.9]  [13.6-30.3] (_Bpg?fllg g (130275 (-2_1(1'53502)
(n=15) (n=20) 41010 (n=18) 105

*PBMC: peripheral blood mononuclear cells

Table 4- Results of median and interquartile range (25-75th) of percentage of expression
of surface markers in all groups with total number of patients in each evaluation; p
value and confidence interval by nonparametric statistical test comparison between

patients and control group for CD14" cells (monocytes).

p value and
_ pvalueand  pMedianand  confidence
Medianand  sojianand  confidence | rangein  interval for
Surface IQrangein |~ ongein  interval for overlap difference
Marker ~ controlgroup 4 'oroin difference syndrome between
Tested (n of _ between AlH group overlap
patients) (" O Patients)  ang control ) syndrome
groups (n of patients)  and control
groups
T 14 1.4 1.8
CD80" in p=0.863 p=0.068
CD14" cells [(()53;12;)‘] [((’57:216?] (-0.8 10 0.8) [%r']z:fsc)’] (-0.2102.3)
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p value and
Median and pvalueand  pedianand ~ confidence
_ Medianand  confidence IQ rangein  interval for
Marker control group %, group difference syndrome between
Tested f _ between AIH overlap
(r_1 0 (n of patients) group
patients) and control  oati syndrome
groups (n of patients)  and control
groups
. 83.5 335 p=0.0001 53.6 _
s .0-69. .2-53. -99.3to - .9-81. e
'é"D/i 4D§e”'2 [745-89.2]  [16.2-58.6]  (-59.3 320817 . 50t22_g 0
(n=15) (n=19) 25.5) (n=15) ' '
CD14 total em 83.2 59.5 0=0.004 " 4738_'835 N 0=0.163
PBMC [75(3-6-%?)-6] [3?-1-275)-3] (-36.5 t0 -5.9) (r.1—18)l (-17.4t0 3.1)
n= n= =

*PBMC: peripheral blood mononuclear cells

The results of the markers that showed statistically significant differences are

also presented in graphs in Figures 4, 5, 6 and 7. The graphs bars shows median with

interquartile range (25-75th) of percentage of cells.
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Figure 4- 4.A: Expression of CCR3 in CD4" T cells in PBMC of patients and controls

with median and interquartile range 25-75th representation. 4.B: Expression of CCR3 in

CD8" T cells in PBMC of patients and controls with median and interquartile range 25-

75th representation.
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Figure 5- Expression of CD45RA and CD45RO in T cells of PBMC of patients and
controls with median and interquartile range 25-75th representation. 5.A: Expression of
CD45RA in CD4" T cells. 5.B: Expression of CD45R0 in CD4" T cells. 5.C:Expression
of CD45RA in CD8" T cells. 5.D: Expression of CD45R0O in CD8" T cells.
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Figure 6: Expression of CD28 and CD25 in T cells in PBMC of patients and controls
with median and interquartile range 25-75th representation. 6.A: Expression of CD28 in
CD4" T cells in PBMC. 6.B: Expression of CD25 in CD8" T cells in PBMC.
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Figure 7: Expression of HLA-DR in CD14" cells (monocytes) in PBMC with median
and interquartile range 25-75th representation.

Discussion

First, both groups have similar clinical and laboratory characteristics to those
described in other samples of AIH patients.®?>*" Adolescents and females were the
most prevalent and the most common presentation forms were acute onset and chronic
liver disease findings. Autoantibodies ASMA and ANA were more prevalent,
confirming that type 1 AlH is the most frequent as observed in other studies.® ?>?” On

first histopathological evaluation, cirrhosis was present in more them 50% of patients in
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most other studies, ranging from 20 to 75%.%2%%*?" The difference observed in total
leukocyte counting’s, with patients presenting lower number of cells, are probably result
of the hypersplenism that patients with chronic liver disease may have due to hepatic
fibrosis and/or cirrhosis.>*

Evaluating the general characteristics of the groups of patients it was shown that
there was no statistically significant difference in the clinical laboratory variables,
except for GGT and gamma globulin levels. The difference in GGT was expected,
considering that the overlap syndrome group presents a bile duct disease. Often, the
persistent increase in GGT is what justifies the investigation of the presence of
associated cholangitis, although not pathognomonic of this. Other studies have shown
the importance of this finding.%®?%%?2" On the other hand, the highest gamma

globulinemia observed in the same group was not found in other samples.

Immunophenotyping findings

Although patients had lower leucocytes count’s, they presented higher
percentages of CD4" T cells when compared to controls, possible meaning that these
cells play a key role in the pathophysiology of AIH. Other studies already sowed the
participation of these cells in immune response of AIH.***>%3 |n AIH patients group
we also observe a decreased percentage of CD14" T cells compared to the control
group. This finding is opposite to that reported by Longhi et al®* in children and young
adults diagnosed with AlH, even without clinical and laboratory disease activity. They
showed an increase in the number and activity of monocytes, with impairment of
immune regulatory mechanisms. We believe that more studies are needed to evaluate
the findings related to monocytes considering the opposite findings encountered.

Human chemokine receptor CCR3 (hCCR3) belongs to the G protein
coupled receptors (GPCRs) superfamily of membrane proteins and promotes pro-
inflammatory conditions associated with release of reactive oxygen species. hCCR3 is
more common in basophils and eosinophils, besides being also found in lymphocytes.
Autoimmune conditions such as atopic dermatitis, systemic lupus erythematosus and
rheumatoid arthritis courses with higher expression of this receptor.*** Landi et al®
showed that eotaxin-3 (CCL26) produced in the vascular endothelium, which recruits’
eosinophils to sites of inflammation and binds to CCR3, is significantly increased in the
serum of patients with autoimmune liver disease compared to normal individuals or

patients with chronic hepatitis C. Also, high expression of CCR3 in peripheral T
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lymphocytes were observed in adult individuals with ulcerative colitis (UC) when
compared to Crohn’s disease and controls.*® In our study, CD8" and CD4" have higher
expression of hCCR3 than controls in comparisons with AIH or AIH with overlap
syndrome. Further research might enlighten this finding, considering the existence of
possible pathway antagonists of this receptor that could be potential targets for a
treatment for AIH with or without overlap syndrome.*’

The CD45 surface marker was evaluated as CD45RA" for naive T cells
(unstimulated) and as CD45RO* a memory T cell marker. In terms of CD4" T
lymphocytes, CD45RA" have an increasingly expression in AIH and even higher in
overlap syndrome. While CD45RO" was increased only on AIH population with the
overlap syndrome being quite similar to the control. This finding is suggestive of a
chronic and persistent activation of lymphocytes already described in AIH.* In both
AIH with or without overlap syndrome we have a continuous activation of the
regulatory system. In CD8" T cells, the CD45RA" was highly expressed in overlap
syndrome and CD45RO" were decreased in the same population of AIH, suggesting a
memory activation on AlH associated with overlap syndrome but not in isolated AIH in
our patients.

CD28 ligation is considered the major co-stimulatory signal for activation of
naive T cells, this co-stimulation via CD28 promotes T cell viability and expansion,

1.8 Some authors understand

cytokine production and regulates long-term T cell surviva
that CD28"/CD28 among CD8" T cells reflects replicative senescence and might mean
immune exhaustion.*® When compared with CD28" T cells, activated CD28 T cells
produce high levels of interferon y and TNFa, inducing up-regulation of intercellular
cell adhesion molecule-1, working as a enhancer of inflammation.*® Kurokohchi et al*
analyzed the expression levels of CD28 protein on PBMC and in liver tissue from AIH
adult patients and its correlation with the degree of hepatocellular damage. Their
analysis revealed that numbers of CD28"CD4" T cells in PBMC were significantly
reduced in patients without corticosteroids treatment while in treated patients the
numbers were comparable to the control individuals, maybe it meaning treatment
response. By contrast, CD28"CD8" T cells in PBMC were decreased in both treated and
untreated patients. They also founded that numbers of CD28"CD4" T cells in PBMC

and CD28 CD8" T cells in PBMC were comparable between AIH patients and controls.
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In our study we identify an increased expression of CD28 in CD4" T cells of
AIH patients with statistical significant difference and an increased expression in
overlap syndrome patients, but without significant difference when compared to
controls. We hypothesized that this finding may be due to differences in the ages of the

patients evaluated in our study compared to those assessed in Kurokochi et al**

study.
Perhaps children and adolescents may present a more evident response to treatment with
corticosteroids, leading to the increase of CD4'CD28" T cells, but more studies are
needed to confirm and understand this finding. On the other hand, similarly to
Kurokochi et al*! finding, CD28"CD4"* and CD28 CD8" T cells percentages in PBMC
were comparable between our AlH patients and controls.

The surface marker CD25 is a component of the IL-2 receptor and has been
implicated as an important regulator of T cell proliferation, activation of induced cell
death, as well as the actions of both regulatory (Treg) and effector (Teff) T cells.”? The
CD25 locus is associated with many autoimmune diseases in genome wide association
studies.’®*? Longhi et al**?® had described an impairment in number and function of
regulatory T cells in autoimmune liver disease. Also, using a more specific profile for
Tregs (CD4"CD25""CD127 FOXP3"), the studies of Peiseler et al*® and Liberal et al*®
showed opposite results. The first demonstrated a higher frequency of Treg cells in AIH
patients with active disease and the second showed numerically and functionally
impairment of Treg cells in autoimmune liver disease patients.

In our patients, CD25" were more expressed in CD8" T lymphocytes in AIH and
in overlap syndrome, considering that this last group presented a result with statistical
significant difference when compared to controls. We believe that, in view of what has
already been described for CD4" T cells in the literature and considering our findings,
this marker has a major role in the pathophysiology of AlIH. The exact meaning of this
higher expression in CD8" T cells must to be addressed.

Finally, at monocytes we evaluate the expression of HLA-DR. HLA-DR
haplotypes has been already described as susceptibility factors for AIH even in children,
but few studies evaluated its surface cell expression.>*?4** In our patients, HLA-DR
was less expressed in AIH with or without overlap syndrome being the expression in
AlH even lower when compared to the overlap syndrome group. Longhi et al** reported
the same result when assessing children and young adults diagnosed with autoimmune

hepatitis. Hiasa et al*® also showed a similar finding in dendritic cells of adult patients
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with AIH and primary biliary cirrhosis. We, like them, believe that this finding may
represent that a defective phenotype may have a relevance to the breakdown of
tolerance to self-antigen in these autoimmune diseases, considering that the low
expression of HLA-DR may hinder the full access and function of suppressor T cell.

We describe a complex phenotypic characterization that may be involved in the
pathophysiology of AIH, with participation of changes in the immune system regulatory
mechanisms represented by cell surface markers. The main findings were related to
CCR3, CD45RA/RO, CD25 in CD4" and CD8" T lymphocytes and HLA-DR in
monocytes as markers of disease activity with persistent inflammatory findings. Put all
together, this data is quite interesting if we consider that the patients are in use of
Immunosuppressant (corticotherapy with or without azathioprine) and, even with good
clinical and laboratory response by the currently existing criteria, they still have signs of

immune activity and autoimmunity at cellular level.
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Title: Primary sclerosing cholangitis: immunophenotypic factors in children and

adolescents

Abstract:

Objective: Although the pathogenesis of Primary Sclerosing Cholangitis (PSC) is not
fully understood, it is believed that involves a complex interaction between genetic,
immunological and environmental factors with breakdown of self-tolerance. Most of
the immunophenotype studies in PSC are performed in adults with little description of
the findings in pediatric patients. Therefore, the purpose of this article is to assess the
cell surface markers findings in a group of pediatric patients with PSC.

Patients and Methods: a case-control study of a cross-sectional cohort of 12 children
diagnosed with PSC was realized comparing the immunophenotipic findings to a
control group. The diagnosis was suspected according to clinical, laboratory and
imaging findings and confirmed with histological findings. Flow cytometry analysis for
surface marker profile was performed in peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
and surface markers (clusters of differentiation) analyzed were: CD45RA, CD45R0,
CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CCR3, CCR5, CD25, CD95, CD95L, CD80,
CD8é6.

Results: Patients had a median age 13.0 years, with prevalence of males (1.4:1) and
gamma glutamyl transferase elevation was the most significant laboratory finding in the
initial evaluation. Despite reduced lymphocyte count in peripheral blood, patients had a
higher percentage of CD4" T cells compared to controls. Significant findings in
immunophenotyping for CD4" T cells were higher expression of CCR3, CD25, CD95L,
CD40L, HLA-DR and higher percentage of CD28 negative cells. In CD8*, CCR3 and
CD69 lymphocytes were more expressed. In monocytes, there was increased expression
of CDB8O0.

Conclusion: The main findings were related to CD4" T lymphocytes, and they can be
considered the most important cells in PSC. The findings related to CTLA-4, CD40L,
HLA-DR, CD28 should receive special attention because they are already reported in
other studies and have the potential to be treatment targets.

Key-words: Primary sclerosing cholangitis, Genetics, Immunophenotype,

Autoimmune disease.
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Introduction

Primary sclerosing cholangitis (PSC) is a rare cholestatic liver disease,
principally in children, that is characterized by chronic inflammation of the biliary tree,
with fibrotic changes resulting in liver fibrosis." Unlike the female predominance of
many autoimmune diseases, approximately 2/3 of the PSC patients are male with less

than 40 years.?

PSC has a wide-ranging clinical presentation, with asymptomatic patients,
unspecific symptoms or patients with chronic liver disease findings.*> As a result, the
diagnosis can be a big challenge, principally at pediatric age. The diagnostic of PSC is
based on clinical, laboratory and image findings. The patients present with mild to more
severe chronic cholestatic biochemical profile.® The endoscopic retrograde
cholangiography is the golden standard imaging method; however, magnetic resonance
cholangiography (MRC) has become a good option for PSC diagnosis, being a non-
invasive and reliable diagnostic method.®”® Serum atypical perinuclear antineutrophil
cytoplasmic antibody (p-ANCA) is the most frequent autoantibody found in PSC.°
Other autoantibodies can be positive, but they don’t have a good specificity for PSC.20*!

PSC has no effective medical treatment and, in many cases, the disease will
progress to cirrhosis and end-stage liver disease with liver transplantation need.>*?** In
this context, immunophenotipic findings can be viewed as tools for diagnosis and
possible treatment paths. Although the pathogenesis of PSC is not fully understood, it is
believed that involves a complex interaction between genetic, immunological and
environmental factors with breakdown of self-tolerance.*** Studies had demonstrated
that exists an genetic association with Human Leukocyte Antigen (HLA) from major
histocompatibility complex Il (MHC 1) at chromosome 6p21.1%"!81%20 gome
haplotypes are cited as susceptibility haplotypes, being HLA-DRBL1 alleles the most
important ones, 1647182122

Furthermore, there are several hypotheses on immunological mechanisms and
pathways that may be altered in the PSC and involved in its pathogenesis. Most of them
involving cells of the immune system (lymphocytes, monocytes, natural killer cells and

142324252621 Tha mechanisms are

macrophages) and pro-inflammatory cytokines.
complex and interact with each other, with no definition until the moment of its
importance as propaedeutic and/or therapeutic option. It is also important to mention

that most of the immunophenotype studies in PSC are performed in adults with little
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description of the findings in pediatric patients. Therefore, the purpose of this article is

to assess the immunophenotipic findings in a group of pediatric patients with PSC.

Patients and Methods
Patients

This is a case-control study of a cross-sectional cohort of 12 children diagnosed
with PSC. Patients were followed at Hepatology Reference Center of Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais between January 1986 and July 2014.
All children and adolescents up to 18 years of age at diagnosis that accepted participate
were included.

It was also assessed a group of 15 healthy control patients, with ages ranging
from 10 to 17 years old, which were considered healthy in routine medical evaluation
and had no family history of autoimmune diseases. This study was approved by the
National Ethical Clearance Committee of Brazil as well as local ethical committee
(CAAE number 17395313.0.0000.5149) and abide by the Helsinki Declaration on
human subject research. The consent form was read and signed by researchers and
patients.

The PSC diagnosis was suspected according to clinical, laboratory and imaging
findings and was confirmed by the presence of increased canalicular liver enzymes
levels associated with characteristic findings in magnetic resonance (MRI) showing
strictures of the biliary tract. All patients underwent liver biopsy for disease staging and
confirmation. The findings of degeneration of bile duct epithelium, infiltration of portal
tracts by mononuclear cells and polymorphonuclear leucocytes, bile ductular
proliferation associated with diminution or absence of interlobular bile ducts and
periductal concentric fibrosis of small interlobular bile ducts were the histologic

features used to confirm PSC.1?

Clinical and Laboratory monitoring

The clinical follow-up consists on periodic clinical and laboratory evaluations at
each 1-6 months, according to the protocol and treatment demands.

The presentation form was considered acute if symptoms such as choluria, fecal
acholia, asthenia, fever were associated with laboratory findings; chronic presentation
was defined if one of the findings of chronic liver disease, such as hepatosplenomegaly

and upper gastrointestinal bleeding were present. The fortuitous finding was considered
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when, during routine clinical monitoring, an asymptomatic patient was detected with
hepatomegaly or laboratory abnormalities that justified the research of PSC. Finally, in
other forms are grouped patients investigated because of other findings as chronic
diarrhea.

The initial laboratory testing consists on complete blood count; the prothrombin
time, prothrombin activity and determination of the activated partial thromboplastin
time; serum levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (ALP) and gamma glutamyl transferase (GGT); dosages of
serum bilirubin and plasma proteins with electrophoretic fractionation to assess the liver
function of the patient. Other liver diseases were excluded, such as infectious hepatitis,
Wilson's disease, deficiency of alpha-1-antitrypsin. None of patients had clinical,
laboratorial or histological features suggestive of associated autoimmune hepatitis (AIH
Overlap Syndrome). Also, associated diseases as inflammatory bowel disease (IBD) and

immunodeficiency are described.

Immunophenotyping

For the evaluation, sample of approximately 10 mL of peripheral venous blood
was collected from each participant to study the profiles of surface markers related to
inflammatory process in lymphocytes and monocytes and the genetic evaluation of most
prevalent HLA subtype. Data collection was performed during routine exams requested
to monitor the patient.

Flow cytometry analysis for description of the lymphocyte and monocyte

surface marker profile was performed as described by Torres et al.?®

The peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by separating whole blood over Ficoll
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), stained, and analyzed for their profile.
Cells were stained using fluorochrome for the markers to be analyzed. At least 50,000
gated events were acquired for later analysis. Samples were acquired in flow cytometer
(BD FACSCanto 11®, Becton, Dickinson Co., California, USA) and analyzed by FlowJo
software 7.5® (FlowJo Co., Ashland, OR, USA). The percentages of CD4" and CD8"
lymphocytes, and of CD14" monocytes were evaluated and also their expression of
different surface markers. Surface markers (clusters of differentiation) analyzed were:
CD45RA, CD45R0O, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CCR3, CCR5, CD25,

CD95, CD95L, CD80, CD86.
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Treatment
All patients in this study were in use of ursodeoxycholic acid. None of them was

in use of steroids or other immunosuppressive drugs.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 17® program (IBM, New York,
USA). The descriptive analysis, using mean, median, standard deviation, interquartile
range from 25 to 75 (IQ) and percentages were used to characterize the study group.
Chi-square test was used to compare categorical variables.

Immunophenotyping data that is, percentages of expression of markers, was
evaluated by nonparametric analysis using the GraphPad Prism (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) software 5.03°, as there was no normal distribution
evaluated with Shapiro-Wilk test. Comparison of groups was performed using Mann-
Whitney test (nonparametric ANOVA test). In all analyzes, differences were considered
significant when p < 0.05. Confidence interval was calculated for the comparisons
between groups.

The total number of patients in each analysis for different markers ranged 6-12
in the PSC group and 7-15 in the control group due to experimental problems that

caused losses of samples. These losses are inherent to the experimental method used.

Results
Patient’s description

The group diagnosed with primary sclerosing cholangitis was composed by 12
patients with a median of current age of 13.0 years and interquartile 25-75th range (1Q
25-75th) of 10.3 to 14.5 years, with 58.3% (n = 7) of male patients (1.4:1) and median
follow-up period of 55.9 months (1Q from 35,6 to 86 months). The presentation form
was of an acute onset in 16.7% of patients (n=2), chronic liver disease findings in
33.3% (n=4), fortuitous finding in 16.7% (n=2) and others forms as isolated abdominal
pain or association with other disease in 33.3% patients (n=4). Twenty-five percent of
patients had positive autoantibodies, being 3 (25%) positive for antinuclear antibody
(ANA) and 3 (25%) positive for anti-smooth muscle (ASMA). Four patients (33.3%)
presented association with inflammatory bowel disease and two (16.7%) also had
immunodeficiency. Fifty percent of the patients were already cirrhotic in the first liver

biopsy. One hundred percent of the patients were treating with ursodeoxycholic acid.
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Only one patient (8.3%) required a liver transplant and no deaths occurred on the study
follow-up period.

The control group consisted of 15 patients in the pediatric age group (seven
females and six males) with a median age of 14.5 (IQ range 12.8 to 17) with no
significant statistical difference (p=0.40), which were considered healthy in routine

medical evaluation and had no family history of autoimmune diseases.

Laboratory tests

The laboratory findings in the first evaluation of the patient included liver
enzymes aspartate aminotransferase (AST) with median 3.4 times the upper reference
value (RV) and 1Q range 1.9 to 7.3 times the RV; alanine aminotransferase (ALT) with
median 3.0 times the RV and IQ range 2.0 to 5.7 times the RV; gamma
glutamyltransferase (GGT) with median 10.2 times the RV and 1Q range 5.8 to 21.5
times the RV. Albumin showed median of 3.8g/dL with 1Q range 2.7g/dL to 4.0g/dL
and prothrombin activity had median of 98% with 1Q range of 64% to 102%.

The total white blood cell counts of PSC patients ranged from 2140 to 9400
with median of 5420 (1Q25-75th of 3910 to 8000) and of control group ranged from
5780 to 11210 with median of 7230 (1Q25-75th of 6500 to 8450). The lymphocyte
counts of PSC patients ranged from 673 to 5200 with median of 1532 (1Q25-75th of
1210 to 2740) and of control group ranged 2023 to 3923 with median of 2562 (1Q25-
75th of 2275 to 3140). The monocyte counts of PSC group ranged from 100 to 770 with
median of 334 (1Q25-75th of 270 to 639) and of control group ranged from 120 to 560
with median of 362 (1Q25-75th of 325 to 422).

There was a statistically significant difference between the patient group and
controls with respect to total white blood cell count with p=0.023, being that the group
of patients had lower counts. The same has been found when analyzing the total number
of lymphocytes, with p=0.029. On the other hand, there was no statistically significant

difference between groups for the monocyte count.

Immunophenotyping results

At this stage of the study, it was performed immunophenotypic evaluation of
lymphocytes and monocytes of patients and the control group. Due to technical
problems with the cytometry process (loss of samples during preparation or reading) the

number of patients in each group was variable for each marker.
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The first cytometric evaluation performed was the total number of CD4" and
CD8" T lymphocytes and CD14" (monocytes) cells. Figures 1, 2 and 3 show the results.
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Figure 1: Percentage of CD4" T cells in PBMC of PSC and control patients with median
and interquartile range 25-75th representation.

Total expression of CD8+

80-
0
S 60- ”
G
[ ]
S 40-
[}]
o v
0 hd M
N N
//"‘) /,,\q,
N\ &
N &
&© Q%
o°°

Figure 2: Percentage of CD8" T cells in PBMC of PSC and control patients with median

and interquartile range 25-75th representation.
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Total expression of CD14+ (monocytes)
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Figure 3: Percentage of CD14" cells (monocytes) in PBMC of PSC and control patients

with median and interquartile range 25-75th representation.

Despite the lower total lymphocyte counts presented by patients, interestingly,
they had a higher CD4" T lymphocyte count when compared to controls, but with no
statistically significant difference (p= 0.320 and confidence interval -4.9 to 15.3). The
CD8" T lymphocyte count also showed no difference (p= 0.905 and confidence interval
-7.3 to 6.7) and, on the other hand, the monocyte count (CD14" cells) was lower in
patients but with no statistically significant difference (p= 0.495 and confidence interval
-28.3t0 7.9).

Tables 1 and 2 show the results of statistical comparison with p value and
confidence interval for difference of medians in PSC and control group with regard to
cell surface markers percentages of expression evaluated in CD4" T and CD8" T cells.
Table 3 shows the results of statistical comparison (p value and confidence interval) of
PSC and control group with regard to medians comparison of expression of the cell
surface markers evaluated in monocytes. For the results that showed a statistically
significant difference (p<0.05), scatter dot plots will also be presented (Figures 4, 5, 6, 7
and 8). A table with the results of means and standard error of the mean for all the

evaluated markers are available as supplemental results (anexo A).
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Table 1- Results of median and interquartile range (1Q25-75th) of percentage of

expression of surface markers in the two groups with total number of patients in each

evaluation; p value and confidence interval by nonparametric statistical test comparison
between patients and control group for CD4" T cells.

Surface Marker
Tested

Median and 1Q
range in control

group
(n of patients)

Median and 1Q
range in PSC

group
(n of patients)

p value and
confidence
interval for

difference between

groups
CD45RA"inCD4"  18.4[11.2-27.8] 25.1 [15.6-40.5] p=0.229
T cells (n=14) (n=10) (-4.3 t0 20.7)
CD45RO" inCD4"  13.8[8.3-17.4] 10.4 [8.3-14.7] p=0.821
T cells (n=14) (n=10) (-6.2t05.9)
CCR3'inCD4" T 1.7 [0.75-2.3] 20.9 [4.9-26.75] p=0.0001
cells (n=12) (n=8) (3.6 to 25.6)
CCR5"inCD4" T 2.0 [1.5-4.8] 4.8 [3.8-6.2] p=0.134
cells (n=12) (n=8) (-0.7 t0 3.9)
CD25"inCD4™ T 1.2 [0.7-2.0] 2.7 [1.8-3.5] p=0.007
cells (n=14) (n=12) (0.3t02.2)
CD95" (Fas) in 15.0 [11.0-17.0] 15.1[9.2-21.5] p=0.788
CD4" T cells (n=15) (n=11) (-4.1t05.7)
CD95L" (FasL) in 0.3[0.2-0.8] 1.5[0.8-2.0] p=0.005
CD4" T cells (n=15) (n=9) (0.4 to 1.5)
CTLA-4"inCD4™ T 0.5[0.4-0.9] 2.6 [0.9-6.2] p=0.003
cells (n=14) (n=10) (0.4t0 4.7)
CD69"inCD4™ T 0.7 [0.3-1.2] 3.8 [0.4-6.5] p=0.071
cells (n=14) (n=10) (-0.1t05.3)
CD40L"inCD4™ T 0.2 [0.1-0.6] 1.8 [0.6-2.0] p=0.005
cells (n=14) (n=9) (0.2t0 1.8)
HLA-DR" in CD4" 1.3[1.2-2.1] 5.1 [2.6-6.4] p=0.003
T cells (n=9) (n=10) (-4.7 to -1.0)
CD28"inCD4" T 35.9 [34.5-44.8] 38.3 [23.4-45.9] p=0.715
cells (n=9) (n=12) (-14.1t09.2)
CD28"E¢ in CD4* 1.5[0.7-3.2] 3.2 [1.5-4.8] p=0.057
T cells (n=9) (n=12) (-0.1t0 3.3)
CD4 total em 41.7 [36.7-44.5] 43.5 [33.2-56.3] p=0.320
PBMC (n=15) (n=12) (-4.9 to 15.3)

*peripheral blood mononuclear cells
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Table 2- Results of median and interquartile range (25-75th) of percentage of expression

of surface markers in the two groups with total number of patients in each evaluation; p

value and confidence interval by nonparametric statistical test comparison between

patients and control group for CD8" T cells.

Median and 1Q Median and 1Q p value and
Surface Marker range in control range in PSC confidence interval
Tested group group for difference
(n of patients) (n of patients) between groups
CD45RA’ in CD8" o éf‘l'g 2 19.9 [13.1-23.4] p=0.066
T cells (n=13) (n=8) (-1.3t011.2)
CD45RO" in CD8" 4.7 [2.8-12.2] 3.2[1.9-4.9] p=0.159
T cells (n=14) (n=12) (-6.1t0 0.5)
CCR3'inCD8' T 0.6 [0.3-0.9] 1.7 [1.0-2.6] p=0.002
cells (n=12) (n=10) (0.4t0 2.0)
CCR5"inCD8" T 1.2 [0.8-2.2] 1.6 [0.9-2.6] p=0.663
cells (n=12) (n=10) (-09t0 1.1)
CD25"inCD8" T 0.3[0.2-0.4] 0.4 [0.2-0.6] p=0.780
cells (n=13) (n=12) (-0.01t0 0.3)
CD95" (Fas) in 4.6 [3.5-6.3] 4.5 [3.2-11.6] p=0.771
CD8" T cells (n=14) (n=8) (-2.1t05.9)
CD95L" (FasL) in 0.3]0.1-0.9] 0.9[0.3-1.3] p=0.093
CD8" T cells (n=15) (n=11) (-0.1t0 0.8)
CTLA-4"inCD8" T 0.3[0.2-0.6] 0.5[0.2-1.0] p=0.260
cells (n=14) (n=11) (-0.1t0 0.6)
CD69"inCD8" T 0.5[0.3-0.7] 1.1[0.6-1.8] p=0.018
cells (n=12) (n=11) (0.1t0 1.3)
CD40L"inCD8" T 0.2 0.1-0.4] 0.3[0.2-0.5] p=0.349
cells (n=13) (n=10) (-0.1t0 0.3)
HLA-DR" in CD8" 2.0 [1.1-5.6] 2.6 [1.3-3.7] p=0.785
T cells (n=12) (n=12) (-2.5t0 1.5)
CD28"inCD8'T  15.3[11.4-22.4] 12.5[7.5-15.5] p=0.245
cells (n=13) (n=11) (-9.7t0 2.1)
CD28"E¢ in CD8* 3.6 [1.9-6.5] 5.1 [2.0-7.8] p=0.578
T cells (n=13) (n=11) (-2.6 t0 3.6)
CD8 total em 17.8 [13.0-21.9] 18.0 [12.9-21.8] p=0.905
PBMC (n=15) (n=12) (-7.3t06.7)

*peripheral blood mononuclear cells
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A Expression of CCR3 in CD4+ T cells B Expression of CD25 in CD4+ T cells
801 101
(2]} (2]} ¥
— — 84
g 9% ¥ 3
] s 6-
S  40- ) .
3 S 4l
g —y S _z'_v__
S 204 —e 7 o . — iy
* f e W
N . v
- 0 : .
N 5 N N
Pl \<\”q> & P
& (<) & N
o 2 o O
& R & L
& &
c Expression of CD95L in CD4+ T cells D Expression of CTLA-4 in CD4+ T cells
101 15-
v
) 8 )
E E
“5 6 u6 104 :
> 4 S
s 8 —
c d = | v
3 2 ° Vvlyv 3 »
5 D =R viv 5 M
o 0+ Y o Y
B
2 . , oL 2eeseguesent Y,
A N ™ N
298 \o,p N S
& O & &
o % o O
N Q éé Q(O
000 00

Figure 4: Expression of CCR3 (A), CD25 (B), CD95L (C) and CTLA-4 (D) in CD4™ T
cells in PBMC of PSC and control groups with median and interquartile range 25-75th

representation.
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Figure 5: Expression of CD40L (A) and HLA-DR (B) in CD4™ T cells in PBMC of PSC
and control groups with median and interquartile range 25-75th representation.
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Figure 6: Percentage of CD4" T cells not expressing CD28 in PBMC of PSC and

control groups with median and interquartile range 25-75th representation.
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Figure 7: Expression of CCR3 (A) and CD69 (B) in CD8" T cells in PBMC of PSC and

control groups with median and interquartile range 25-75th representation.
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Table 3- Results of median and interquartile range (25-75th) of percentage of expression
of surface markers in the two groups with total number of patients in each evaluation; p
value and confidence interval by nonparametric statistical test comparison between

patients and control group for CD14" cells (monocytes).

Median and 1Q Median and 1Q p value and
Surface Marker range in control range in PSC confidence interval
Tested group group for difference
(n of patients) (n of patients) between groups
CD80" in CD14" 1.410.3-2.8] 3.1[1.2-5.4] p=0.042
cells (n=11) (n=15) (0.04t03.7)
CD86" in CD14" 42.8 [3.6-81.9] 40.6 [3.9-82.1] p=0.234
cells (n=6) (n=7) (-76.6t0 7.7)
HLA-DR" in 83.5[74.5-89.2] 79.8 [34.2-90.5] p=0.565
CD14" cells (n=11) (n=15) (-40.3t0 7.0)
CD14 total em 83.2 [75.6-89.6] 78.1 [52.6-90.0] p=0.495
PBMC (n=15) (n=12) (-28.310 7.9)

*peripheral blood mononuclear cells
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Figure 8: Expression of CD80 in CD14" cells (monocytes) in PBMC of PSC and control

groups with median and interquartile range (25-75th) representation.

Discussion

PSC is a low prevalence disorder, as a result, few case series of children with
this diagnosis are described in the literature.*** Interestingly, our study population
showed characteristics similar to those described in other studies in many aspects.

30-35

Higher frequency among males was common to all pediatric studies with ratios of

1.3: 1 to 2.5: 1 compared to females, and the mean age at diagnosis near 13 years was
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similarly reported in four studies.***% Clinical finding of chronic liver disease and
incidental findings were the commonest presentation in this sample and the most
significant laboratory abnormality are an increase of GGT, that were also reported in the
other pediatric case series.3®

Immunophenotyping findings

On the initial evaluation, despite of having a lower global count of leukocyte
cells than the control group, in most cases this is secondary to hypersplenism. In
patients group we observe a higher percentage of CD4" T cells, but without difference
statistically significant. These cells were already considered important to the immune
response on several autoimmune disorders, including PSC.**2*?" The CD8" T cells and
monocytes seem to have minor influence on autoimmune mechanisms, but are also
important for understanding the pathophysiology of PSC. Our patients do not have an
important difference on CD8" T cells and CD14" (monocytes) percentages when
compared with controls.

When evaluating specific markers, the CD45 marker was evaluated in two
subtypes: CD45RA for naive T cells (unstimulated) and CD45RO as memory T cell
marker and we didn’t find a statistically significant difference among patients and
controls for them in both CD4" and CD8" T cells, differently from what is reported in
AlH studies, in which a greater conversion of CD4'CD45RO™ T cells (naive) in
CD4"CD45RO" T cells (primed) is described as a possible autoimmune mechanism.*

Human chemokine receptor CCR3 (hCCR3) belongs to the G protein
coupled receptors (GPCRs) superfamily of membrane proteins and plays major roles in
allergic diseases and angiogenesis.®’ It is more common in basophils and eosinophils,
but is also found in lymphocytes. It has been observed a role in some autoimmune
conditions as atopic dermatitis, systemic lupus erythematosus and rheumatoid
arthritis.***° Interestingly, Manousou et al** founded a higher positivity of CCR3 in
peripheral T lymphocytes from adult patients with ulcerative colitis (UC) compared to
Crohn’s disease and controls. Similarly, higher and more frequent expression of
CCR3 was observed in colonic biopsies from adult patients with UC. Considering the
frequent association of this disease to PSC, we believe that our finding of higher
expression of this receptor in both types of T lymphocyte can have an unveiled meaning
on the pathophysiology of PSC in children and adolescents.”* As there were no other

studies evaluating this fact, we believe that further research may be important to better
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evaluate this finding, considering the existence of possible antagonists of this receptor
that could be potential targets for a treatment for PSC.

Cluster of differentiation (CD) CCR5 acts as cytokine receptor CCR5 for pro-
inflammatory cytokines by stimulating the cells to increased production of gamma
interferon. It was described as a possible autoimmune mechanism in AIH and there are
controversial findings in PSC.** While Eri et al*® showed that CCR5-Delta32 allele
frequency was significantly higher in PSC among adult patients compared to controls,

Melun et al**

did not find any statistically significant difference in the occurrence of this
mutation in patients and controls. In our study there was no statistically significant
difference between patients and controls for the percentage of lymphocytes expressing
this receptor.

The alpha chain of the IL-2 receptor, also nhamed CD25, was also evaluated.
Although previously reported as a marker of regulatory T cells (T reg), it can also be
found in memory T cells and that CD25" and FOXP3" is a more reliable profile for T
regs.”*® Using the former, Longhi et al*’**® had described an impairment in number and
function of regulatory T cells in autoimmune liver disease in young patients, including
children. Recently, using a more specific profile for Tregs (CD4*CD25""CD127
FOXP3"), the studies of Peiseler et al*® and Liberal et al®® showed opposite results in
adult patients. The first demonstrated a higher frequency of Treg cells in AIH adult
patients with active disease and the second showed numerically and functionally
impairment of Treg cells in autoimmune liver disease patients. We found a higher
percentage of CD25 in CD4" T cells in our PSC pediatric patients, but we cannot assure

I’ in adult

that they are Treg cells. A similar finding was described by Kekilli et a
patients with UC concurrent with PSC, with these patients presented a higher
percentage of CD4"CD25" T cells when compared to isolated UC patients.

Fas (CD95) is part of the tumor necrosis factor family, and it induces receptor-
mediated programmed cell death (apoptosis) through engagement with its ligand
(FasL/CD95L).>> 1t indirectly controls the number of antigen-activated
lymphocytes.>?Although there are studies showing a possible Fas participation in
autoimmunity of autoimmune diseases such as AlH, we found no studies that assessed
these findings specifically in the PSC. In AIH, Ogawa et al*® and Tsikrikoni et al*®
found an increase in CD95 (Fas) CD4" positive and CD8" T cell numbers. In Tsikrikoni
et al®® was found an increased in TNF-a and IFN-y production in cultured lymphocytes

cells, suggesting these cytokines could be involved in accelerating cell death



104

mechanisms. Genetic studies suggest that some mutations can affect the function of Fas
receptor.>*>® We believe that more studies are needed to demonstrate the importance of
this finding in the PSC.

CTLA4 is an inhibitory receptor expressed on a subset of T lymphocytes and
its single nucleotide polymorphisms has been implicated in several immune-mediated
diseases, including autoimmune hepatitis and primary biliary cirrhosis.>”® It is
expressed on the surface of T cells, induces peripheral tolerance by biding CD80 and
CD86 on antigen-presenting cells. In doing so, CTLA-4 competes with the co-
stimulatory molecule CD28, reducing the immune response.>’ Kurokohchi et al®* found
that expression of CTLA-4 was reduced in inflammatory cells from the peripheral blood
of AIH adult patients, compared with controls. However, the findings related to CTLA-
4 in PSC are different, since the study that evaluated the genetic association of CTLA-4
polymorphisms does not find association.®? It is interesting since is quite common in
autoimmune diseases to have an increase of CTLA4 expression.”” Our study found a
higher percentage of CD4" T lymphocytes expressing this marker when compared to the
control. This finding, not yet described in the literature, may represent a further feature
of this disease.

In other autoimmune diseases, particularly in lupus erythematosus and
rheumatoid arthritis and autoimmune myocarditis, CD69 has been studied as a possible
marker involved in the pathophysiology of autoimmunity. It acts on the activation of
immune cells, through a stimulation of natural killer (NK) cells for increased production
of pro-inflammatory cytokines such as IL-2, but the mechanism of this action is still
unclear.®® Recent studies have suggested that CD69 participates of a complex
immunoregulatory system, and that it could be a molecular target for the therapy of
immune-mediated diseases.®* As this is the first study to evaluate CD69 in PSC and we
observe a higher percentage of CD8" T lymphocytes expressing it in children and
adolescents with PSC, more studies are necessary to elucidate the meaning of this
finding.

1°® showed that, when compared with CD28"* T cells, activated

Liaskou et a
CD28 T cells produce high levels of interferon y and TNFa, inducing up-regulation of
intercellular cell adhesion molecule-1, HLA-DR and CDA40L, which are important
ligands for immune activated T cells. Other authors also described significantly greater
proportion of CD4°CD28 and CD8CD28cells that infiltrate in liver tissue of adult

patients with PSC, leading to a pro-inflammatory environment rich in TNFa.% The
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higher expression of HLA-DR and CD40L observed in the patients in our study and the
reduced number of TCD4" cells expressing CD28 (T CD4'CD28 cells) are important
findings that may be part of this possible pathophysiological mechanism. In
combination, they can represent an attainable pathway for treatment, considering the
existence of anti-CD40L.%

CD40L, also known as CD154, is mainly present on activated lymphocytes
(primed). It is described as a possible pathway for the treatment of autoimmune diseases
due to its role in autoimmune regulation, activating phagocytic cells.®” Recent studies
have tested an anti-CD40L antibody in primary biliary cirrhosis in animal models and
described a good response, although it has been temporary.®® Other studies follow the
same line and attempt to raise anti-CD40L antibodies for use in the treatment of
autoimmune and oncological diseases.®”*

Lastly, for the evaluation of monocytes we looked for HLA-DR, CD80 and
CD86. CD80 (or B7-1) and CD86 (or B7-2) are found on activated B
cells and monocytes.”®"* They work providing a co-stimulatory signal necessary for T
cell activation and survival and act as ligands for two different proteins on the T cell
surface: CD28 and CTLA-4, already cited above.” Kurokohchi et al®* showed reduced
levels of CD80" and CD86" in PBMC of adults and adolescents patients with AIH when
compared with healthy controls and, in contrast, a higher number of cells expressing
this markers in liver infiltrating mononuclear cells. There is no similar description to
date in patients with PSC, and we found greater expression of the CD80 marker in
PBMC of monocytes in our study. We believe that further studies are needed to assess
the role of these markers in the PSC.

We describe that a complex immunopathological mechanism that may be
involved in the pathophysiology of PSC, with participation of changes in the immune
system regulatory mechanisms represented by cell surface markers and cytokines
mentioned. The main findings were related to CD4" T lymphocytes, and they can be
considered the most important cells in PSC. The findings related to CTLA-4, CD40L,
HLA-DR, CD28 should receive special attention because they are already reported in

other studies and have the potential to be treatment targets.
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5.3 Resultados e discussdo complementares

Titulo: Avaliacdo comparativa de achados imunofenotipicos em criancas e
adolescentes com diagndéstico de hepatite autoimune, colangite autoimune e
colangite esclerosante primaria.
RESUMO:
Objetivos: Hepatite autoimune (HAI) e colangite esclerosante priméaria (CEP)
apresentam caracteristicas clinicas e laboratoriais semelhantes, mas ao mesmo tempo
caracteristicas divergentes. Em algumas situacfes a HAI se manifesta com achados de
acometimento de ductos biliares semelhantes a CEP, mas que apresentam melhora com
o0 tratamento imunossupressor. Até 0 momento ndo sdo conhecidos os fatores imunes
que podem justificar essa diferenca. O objetivo principal dessa avaliagcdo foi comparar
os achados imunofenotipicos dos grupos de pacientes com diagnéstico de HAI ou HAI
associada a colangite (CAI) com o grupo com diagnostico de CEP.
Pacientes e métodos: Estudo prospectivo de coorte transversal com 20 criangas e
adolescentes diagnosticados com HAI tipo 1, 19 com HAI tipo 1 e sobreposicdo a
colangite e 12 com diagndstico de CEP. Grupo controle com criangas e adolescentes
higidos e sem historico de doengas autoimunes foi também avaliado. A
imunofenotipagem para descri¢do do perfil de marcadores de superficie de linfocitos e
de mondcitos foi realizada em amostras de sangue periférico. Marcadores analisados
foram: CD45RA, CD45R0O, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CD25, CD95,
CD95L, CCR3, CCR5, CD80.
Resultados: Pacientes com diagnostico de HAI e CAl apresentaram maior porcentagem
de linfécitos CD4*, mas sem diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo CEP. Todos os trés grupos de pacientes tiveram maior expressdo de CCR3 em
linfocitos T CD4" e TCD8" quando comparados ao controle. Em linfcitos T CD4", o
grupo CEP teve maior porcentagem de expressdo de CD25, CTLA-4, CD95L, CD69,
CD40L, enquanto o grupo HAI apresentou maior expressdo de CD45RO. Em
monacitos, HLADR foi menos expresso nos grupos HAI e CAL.
Conclusao: Pacientes com HAI e CAI apresentaram diferencas importantes com
relacdo a expressdo de marcadores de superficie celular de linfocitos e mondcitos,
quando comparados ao grupo CEP. Esse achado pode advir de diferencas reais no
mecanismo fisiopatoldgico das duas doencas, colocando a colangite autoimune como

um quadro possivelmente mais ligado a hepatite autoimune, ou podem representar o
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efeito do tratamento imunossupressor, considerando o fato que 0s pacientes com
diagnostico de HAI apresentavam boa resposta ao mesmo.
Palavras-chave: Hepatite autoimune, Colangite esclerosante primaria,

imunofenotipagem, doenc¢a autoimune, criancas.

Introducgéo

Hepatite autoimune (HAI) e colangite esclerosante primaria (CEP) séo
condicdes raras em criancas e adolescentes, mas que podem levar a alta morbi-
mortalidade se ndo reconhecidas adequadamente.>? Apresentam algumas caracteristicas
clinicas semelhantes, como forma de apresentacdo e sintomatologia, mas ao mesmo
tempo caracteristicas opostas como acometimento maior no género feminino na HAI e,
de forma contraria, no género masculino na CEP.! Laboratorialmente chamam atenc&o
na HAI as alteracdes de autoanticorpos e gamaglobulina, enquanto na CEP as alteracfes
relacionadas as lesbes de ductos biliares sdo mais evidentes, com o aumento de
gamaglutamil transferase (GGT).? Interessantemente, em algumas situagdes a HAI se
manifesta com achados de acometimento de ductos biliares semelhantes a CEP, mas que
apresentam regressdo com 0 tratamento com imunossupressores.” Essa situacdo de
sobreposicdo de achados de alteragBes hepaticas e canaliculares, também conhecida
como “overlap syndrome" é mais frequente na faixa etaria pediatrica.?> Apesar de
publicacGes relacionadas a pacientes adultos considerarem o quadro como um conjunto
das duas doencas, as publicacBes pediatricas mais importantes caracterizam essa
situacdo como um quadro de colangite esclerosante autoimune (*autoimmune sclerosing
cholangitis"). Sdo consideradas importantes suas caracteristicas semelhantes a CEP, no
entanto enfatiza-se a boa resposta ao tratamento que 0s pacientes apresentam,
considerando essa situacdo como parte do mesmo processo patogénico da HAI.™? N&o
sdo conhecidos os fatores imunes que podem justificar essa diferenca.

Tendo em vista a pouca disponibilidade de estudos correlacionando achados em
HAI e CEP, principalmente em criancas e adolescentes, foi decidido ampliar o trabalho
e apresentar os resultados imunofenotipicos comparativos entre todos 0s grupos

avaliados.
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Objetivos
O objetivo principal da avaliagdo nessa sessdo foi comparar os achados
imunofenotipicos dos grupos de pacientes com diagnostico de HAI ou HAI associada a

colangite com o grupo com diagnostico de CEP.

Materiais e métodos

Trata-se de um estudo prospectivo, de uma coorte transversal com 20 pacientes
com diagnostico de HAI tipo 1, 19 pacientes com hepatite autoimune tipo 1 associada a
colangite autoimune (CAI) e 12 com diagnostico de CEP atendidos no periodo de
janeiro de 1986 a janeiro de 2014. Foram incluidas criancas e adolescentes até 18 anos de
idade na época do diagnéstico, com acompanhamento regular no servico e boa adesdo
ao tratamento que aceitaram participar da pesquisa. Foram utilizados para confirmacéo
diagnostica os achados clinicos, laboratoriais, a histologia hepatica e a resposta ao
tratamento. O grupo controle foi composto por 15 criangas e adolescentes, higidos em
avaliacdo clinica e sem historia pessoal ou familiar de doengas autoimunes.

O diagnéstico de HAI foi estabelecido segundo os critérios do Grupo Internacional
para Estudo da HAI, publicados em 1993 e revisados em 1999 e 2008.*> Os pacientes que
apresentaram quadro clinico ou laboratorial sugestivo de acometimento de vias biliares
(elevacdo persistente de GGT e/ou ma resposta ao tratamento imunossupressor) foram
avaliados utilizando-se a colangiorressonancia magnética (CRM) para avaliar a presenca
de alteracBes em vias biliares, sendo revisada por trés hepatologistas experientes da equipe
de Hepatologia Pediéatrica e dois radiologistas do servico de Radiologia do Hospital das
Clinicas da UFMG. A bidpsia hepética foi o dado utilizado para a confirmacéo final do
diagndstico. Todos os pacientes com diagnostico de HAI associada ou ndo a colangite
estavam em tratamento com imunossupressores.

O diagndstico da CEP foi realizado por critérios clinicos, laboratoriais e de
imagem, com os achados esperados nessa doenca. A avaliacdo de imagem foi realizada
pela CRM, com revisao do laudo pelas equipes de Hepatologia Pediatrica e Radiologia do
servigo, e também com confirmacédo histologica. Foi realizada também investigacdo para
exclusdo de outras doencas hepaticas cronicas em todos os pacientes.

O achado histologico de hepatite de interface, associada a formacdo de rosetas,
alargamento dos espacos portais por fibrose e infiltrado inflamatorio principalmente
plasmocitario em espagos periportais, portais e intralobulares representou o quadro

histologico de hepatite autoimune. Quando, além desses achados, encontrou-se
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acometimento de ductos por inflamacdo com alteragdes degenerativas do epitélio ductular,
podendo haver também ductopenia e proliferagdo de ductos, confirmou-se o diagnostico de
hepatite autoimune com associagdo a colangite autoimune. Por outro lado, os achados de
degeneracdo do epitélio do ducto biliar, infiltracho de espacos porta por células
mononucleares e polimorfonucleares, proliferacdo de ductos associados com diminuic¢do
ou auséncia de ductos biliares interlobulares e fibrose periductal concéntrica de ductos
biliares interlobulares (fibrose "em casca de cebola™) foram os achados histologicos
utilizados para confirmar a CEP.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (numero ETIC 0419.0.203.000-10 e nUmero
17395313.0.0000.5149). O formulério de consentimento livre e esclarecido foi lido e

assinado por pesquisadores, pacientes e grupo controle.

Imunofenotipagem

Amostra de aproximadamente 10 mL de sangue venoso periférico foi colhida de
cada participante nos trés grupos para estudar os perfis de marcadores de superficie
relacionadas com processos inflamatdrios em linfécitos e monacitos.

A citometria de fluxo para analise da descricdo de linfocitos e de mondcitos
perfil de marcadores de superficie foi realizada como descrito por Torres et al®. As
células mononucleares foram obtidas a partir de sangue periférico utilizando gradiente
de Ficoll (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). As células foram coradas com
fluorocromos para os marcadores a serem analisados. As amostras foram adquiridas no
citometro de fluxo (BD FACSCanto II®, Califérnia, EUA) e analisadas no software
FlowJo 7.5® (FlowJo Co., Ashland, OR, EUA). As porcentagens de células T CD** e
linfécitos T CD8" e de mondcitos CD14" foram avaliadas, assim como a sua
porcentagem de expressdo de marcadores de superficie. Os marcadores de superficie
analisados foram: CD45RA, CD45RO, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L,
CD25, CD95, CD95L, CCR3, CCR5, CD80.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software SPSS 17® (IBM Co.,
New York, EUA). A andlise descritiva, utilizando média, mediana, desvio padréo,
intervalo interquartil de 25 a 75 (IQ 25-75) e porcentagens foram utilizados para

caracterizar o grupo de estudo. Os dados obtidos na imunofenotipagem foram avaliados
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por analises comparativas das porcentagens de expressdo dos marcadores nos grupos
utilizando-se teste ndo paramétrico no software GraphPad Prism 5.03® (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA), ja que ndo havia distribuicdo normal dos dados
quando avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes com trés ou mais grupos
foram realizadas por teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ndo havendo possibilidade
de célculo de intervalo de confianca (IC) por se tratar de comparacdo de multiplos
grupos. As comparacdes dos pares de grupos foram realizadas pelo teste Mann-Whitney
com célculo de intervalo de confianca e também pelo teste de comparacdo mdltipla de
Dunn. Em todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas quando
p <0.05.

O numero total de pacientes em cada analise para diferentes marcadores variou
devido a problemas experimentais que causaram perdas de amostras. Estas perdas sdo

inerentes ao método experimental utilizado.

Resultados

No momento da coleta de sangue para avaliacdo de citometria, 0s pacientes do
grupo HAI apresentaram mediana de idade de 15 anos (IQ 13.5 a 20.5), do grupo CAI
mediana também de 15 anos (IQ 12.3 a 18) e do grupo CEP, 13 anos (1Q 10.3 a 14.5). O
grupo controle teve mediana de idade de 14.5 anos (IQ 12.8 a 17). O género feminino
foi mais prevalente nos grupos HAI (65%) e CAI (52,6%), enquanto no grupo CEP
prevaleceu o género masculino (58.3%).

Na primeira avaliacdo de imunofenotipagem, observamos que 0s pacientes com
diagndstico de HAI e HAI associada a colangite apresentaram maior porcentagem de
células T CD4" quando comparados ao grupo com diagnostico de CEP, mas sem
diferenca estatisticamente significativa (p=0.267). Este resultado estd apresentado na
Figura 1. N&@o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
pacientes para a expressio de CD8" em células T (p=0.710) e de CD14" em mondcitos
(p=0.194).
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Figura 1: Expressdo de CD4 em linfocitos em sangue periférico (PBMC) em todos 0s

grupos com representacdo de mediana e intervalo interquartil 25-75.

A seguir apresentamos o0s resultados de imunofenotipagem que tiveram

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes.

Com relacdo ao CCR3, todos 0s grupos de pacientes apresentaram maior numero

de células T CD4" e também T CD8" expressando esse marcador (p=0.002 e p= 0.006,

respectivamente) quando comparadas ao controle, nd&o havendo, por outro lado,

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes entre si. Esses

resultados sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2: Expressdo de CCR3 em células T CD4" (A) e em células T CD8" (B) em
PBMC em todos os grupos com representacdo de mediana e intervalo interquartil 25-75.
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Quando avaliados os marcadores CD45RA e CD45RO, presentes em células
naive (ndo estimuladas) e células T de memdria, respectivamente, o resultado mais
significativo foi a maior porcentagem de células T CD4" expressando o marcador
CD45R0 nos pacientes com diagnéstico de HAI. Para este resultado, houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo HAI e os demais grupos de pacientes sendo
p=0.030 (IC -10.5 a -0.2) entre HAI e HAI associada a colangite e p=0.041 (IC -12.4 a
0.3) entre HAI e CEP. Esse resultado é apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Expressdo de CD45RO em células T CD4* em PBMC em todos 0s grupos

com representacdo de mediana e intervalo interquartil 25-75.

Na avaliacdo da expressdo dos marcadores CD25, CTLA-4, CD95L, CD69,
CD40L em células T CD4" o grupo de pacientes com diagnostico de CEP apresentou
maior porcentagem de expressdo ndo sO quando comparado ao grupo controle, mas
também quando comparado aos grupos de pacientes com HAI e HAI associada a
colangite. Para CD25 houve diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos,
sendo p=0.024 (IC -2.4 a -0.2) para HAI comparado a CEP e p=0.031 (IC 0.1 a 2.0)
para HAI associada & colangite comparado a CEP. Na avaliagdo do CD95L, o p foi
0.058 (IC -1.5 a 0.2) para HAI comparada a CEP e p=0.098 (IC -1.4 a 0.4) para HAI
associada a colangite comparada a CEP. Para CTLA-4, os resultados foram p=0.014
(-3.8 a -0.3) para HAI comparado a CEP e p=0.041 (IC -3.5 a -0.3) para HAI associada
a colangite comparada a CEP. Com relacdo ao CD40L houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos HAI e CEP (p=0.030; IC -1.7 a -0.2), mas ndo houve entre
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HAI associada a colangite e CEP (p=0.390; IC -1.7 a 0.5). Achado semelhante ocorreu
para CD69, com p=0.034 (IC 0.1 a 5.3) para HAI em comparacdo & CEP e p=0.158
(IC -0.2 a 5.2) para HAI associada a colangite comparada a CEP. Esses resultados sdo

apresentados nas figuras 4, 5 e 6.
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Figura 4: Expressdo de CD25 em células T CD4" em PBMC em A e expressdo de

CD95L em células T CD4" em PBMC em B, em todos 0s grupos, com representacao de

mediana e intervalo interquartil 25-75.
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Figura 5: Expressdo de CTLA-4 em células T CD4" em PBMC em todos 0s grupos com

representacdo mediana e intervalo interquartil 25-75.
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Expressao de CD40L em células T CD4+ B Expressao de CD69 em células T CD4+
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Figura 6: Expressdo de CD40L em células T CD4" em PBMC em A e expressdo de
CD69 em células T CD8" em PBMC em B, em todos 0s grupos com representacio de

mediana e intervalo interquartil 25-75.

Na avaliacdo de mondcitos, foi encontrada menor expressdo de HLA-DR nos
pacientes com diagnostico de HAI e HAI associada a colangite quando comparados aos

grupos CEP e controle (p=0.003). Esse resultado ¢é apresentado na figura 7.

Expressao de HLADR em mondécitos (CD14+)
150

100+ 0|00

50+

Porcentagem de células

Figura 7: Expressdo de HLA-DR em células CD14™ (mondcitos) em PBMC em todos 0s

grupos com representacdo de mediana e intervalo interquartil 25-75.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os trés

grupos de pacientes para os demais marcadores avaliados. (dados ndo mostrados).
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Discusséo

Considerando os resultados dos quatro grupos aqui apresentados, foi evidenciada
uma diferenca importante com relacdo aos marcadores de superficie celular entre os
grupos com diagnostico de HAI e o grupo com diagndéstico de CEP. Acreditamos que
podemos extrair hipoOteses importantes dessa analise. Primeiramente, foi possivel
confirmar os dados j& disponiveis na literatura da importante atuagdo das células T
CD4", principalmente as regulatorias, na fisiopatologia de todas as doengas avaliadas,
considerando que os principais achados ocorreram neste grupo celular.”** CCR3
também mostrou ser um marcador importante nas trés doencas avaliadas, podendo
representar possivel mecanismo compartilhado entre as mesmas, ja que tem funcdo
relacionada a estimulo inflamatério e ja foi descrito em outras com achados de
autoimunidade, como por exemplo, retocolite ulcerativa.**'*

Em segundo lugar, considerando o fato de que a hepatite autoimune apresenta,
em geral, boa resposta ao tratamento com imunossupressores, enquanto a CEP néo
apresenta esse mesmo perfil de resposta, é possivel que as diferencas apresentadas com
relacdo aos marcadores celulares representem diferentes mecanismo imunopatolégicos
para estas doencas, que justificam essa diferente resposta ao tratamento.™ Os pacientes
com diagnostico de CEP apresentaram maior nimero de marcadores relacionados a
mecanismos autoimunes sendo mais expressos em células T CD4", com diferenca
estatisticamente significativa de em relacdo ao controle e aos pacientes dos grupos com
diagnostico de HAI. Em nosso grupo isso foi ainda mais evidente considerando que 0s
pacientes com HAI (isolada ou em associacéo a colangite autoimune) apresentavam boa
resposta ao tratamento.

Foi possivel confirmar também que a HAI, mesmo com boa resposta ao
tratamento, ainda apresenta fatores inflamatorios ativos, principalmente aqueles
relacionados as células reguladoras e de meméria imunoldgica (CD4"CD45R0O") como
outros estudos ja4 haviam previamente demonstrado.® Consideramos este achado
importante, porque demonstra uma possivel diferenca entre a HAI e a CEP, sendo que
na primeira uma maior conversdo de células T CD4"CD45RO- T (naive) em células T
CD4"CD45RO" (primed) é descrita como um possivel mecanismo autoimune. Esse
achado indica a persisténcia e a ativacdo cronicas dos linfécitos T CD4*.%8

Por outro lado, a CEP apresenta varios possiveis marcadores envolvidos em sua
fisiopatologia como CTLA-4, CD40L e CD69, sendo necessarios mais estudos para

avaliar a importancia e a forma de participagdo de cada um deles. Estes marcadores
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podem representar até mesmo novas vias para tratamento, considerando novos
medicamentos que estdo sendo estudados.'’ %

Por fim, na avaliacdo de células CD14" (mondcitos), chamou atengdo a menor
expressao de HLA-DR nos grupos HAI e HAI associada a colangite quando
comparados ndo s6 ao controle, mas também ao grupo CEP. Tendo em vista a
participacdo desse marcador como fator genético comprovadamente associado a essas

22
I

doencas, esse achado, ja relado por Longhi et al*= ao avaliar mondcitos de criangas e

1 em células dendriticas de adultos

adultos jovens com diagndstico de HAI e Hiasa et a
com HAI e cirrose biliar primaria, pode representar a existéncia de um feno6tipo mal
funcionante do HLA-DR que tenha importancia no mecanismo autoimune da HAI.
Conclui-se que, na casuistica aqui apresentada, os pacientes com HAI, mesmo
em sua associacdo a colangite, apresentaram diferencas importantes com relacdo a
expressao de marcadores de superficie celular de linfocitos e mondcitos quando
comparados ao grupo com diagnéstico de CEP. Hipotetiza-se que as diferencas
observadas possam advir de diferencas reais no mecanismo fisiopatolégico das duas
doencas, colocando a colangite autoimune como um quadro possivelmente mais ligado
a hepatite autoimune e menos semelhante a colangite esclerosante primaria, como €
proposto na literatura voltada para a faixa etaria pediatrica. Por outro lado,
consideramos também que essas diferencas em nossa avaliacdo possam representar o
efeito do tratamento imunossupressor, considerando o fato que os pacientes com
diagnostico de HAI apresentavam boa resposta ao mesmo. Acreditamos que novos
estudos, possivelmente com casuisticas maiores e com pacientes em atividade da doenca

possam ser 0 caminho para elucidar esses achados.
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6 — Comentarios Finais

Apesar das varias hipoteses existentes, ainda ndo foi possivel comprovar ao
certo o mecanismo fisiopatologico envolvido em varias doencas com fatores
autoimunes. Tendo em vista 0 pequeno numero de estudos existentes sobre a
fisiopatologia das doencgas aqui avaliadas, principalmente quando tratamos da faixa
etaria pediatrica, e que parte dos dados aqui relatados séo similares a outros dados ja
disponiveis na literatura, acreditamos que esses resultados possam contribuir para esse
esclarecimento, fomentando também pesquisas semelhantes. Além disso, os achados
inovadores, ou seja, ainda nédo relatados na literatura podem contribui trazendo novos
caminhos na busca desse conhecimento. Acreditamos ainda que a avaliacdo
comparativa dos fatores imunofenotipicos entre a hepatite autoimune e colangite
esclerosante priméaria pode nos ajudar a conhecer melhor a inter-relagcdo entre essas
doencgas, principalmente considerando importante o fato de que em criangas observamos
de forma mais frequente a associagdo de achados da HAI associados a achados de
alteracdes em vias biliares.

Nosso trabalho apresentou algumas limitagdes, sendo a primeira delas 0 menor
namero de pacientes avaliados no grupo da colangite esclerosante priméaria. Tal nimero
se justifica pela raridade da doenca na faixa etaria pediatrica. Tendo em vista os achados
relevantes aqui descritos ndo acreditamos que esse fato diminui a importancia desse
estudo. Colocamos ainda como limitacdo o fato de, durante as avaliacfes de citometria,
0 numero de pacientes em cada grupo ser pequeno para alguns marcadores. As
dificuldades inerentes a metodologia justificam as perdas de amostras. Acreditamos
mesmo assim na importancia de se relatar os achados, considerando que a literatura
apresenta trabalhos com resultados semelhantemente pequenos em citometria.

Sabemos ainda que com o0 ndmero restrito de trabalhos nessa area,
principalmente em pediatria, e também o fato de se tratam de doencas raras, podem ser
necessarios varios estudos em diferentes casuisticas ou estudos maiores, multicéntricos,
para que possam ser avaliados o real impacto desses dados no diagnéstico e tratamento
das doencas e a sua repercussao em casos individuais.

Por fim, HAI e CEP, sdo doencas desafiantes para o paciente e a equipe que 0
atende. HAI e sua sobreposicdo a colangite demandam tratamento continuo, com
medicamentos que possuem efeitos colaterais significativos e podem evoluir para

quadro grave e irreversivel com indicacdo de transplante quando nédo tratadas
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adequadamente. A situacdo da CEP é ainda mais complicada, pois ndo possui
tratamento que altere o curso da doenga. Dessa forma, todas as contribuigdes para
esclarecer o mecanismo envolvido na fisiopatologia devem ser consideradas
importantes, pois ajudam a elucidar novas vias para diagnostico e/ou tratamento,

podendo diminuir a morbi-mortalidade dos pacientes.
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Tabela A: Medias e desvios padrdes das porcentagens de expressdo dos marcadores

analisados nos grupos controle, HAI, HAI associada a colangite autoimune e CEP.

Media e desvio padréo das porcentagens de expressao dos marcadores Nos grupos

Marcador e tipo

HAI +

Controle HAI . CEP
celular colangite
CCR3em T CD4+ 1.6 +0.88 252 +27.2 16.3+16.9 20,9+ 18.9
CCR5 em T CD4+ 32+23 24+22 5.7+3.8 46+1.9
CD45RAem T CD4+  19.2+8.4 26.1+14.1 305+ 124 27.2+ 156
CD45RO em T CD4+  13.7+6.9 195+ 7.0 135+5.0 11.1+4.0
CD25 em T CD4+ 15+1.2 16+17 1.8+1.4 29+21
CD28 em T CD4+ 39.4+6.0 47.0+19.4 46.6 +14.7 38.6 +19.2
CD28NEC¢ em T CD4+ 1.7+1.3 23+31 22+17 3.4+20
CTLA-4 em T CD4+ 06+0.4 1.6+27 1.9+24 3.6+34
CD95 em T CD4+ 145+5.1 165+ 7.6 15.0+7.0 15.2+5.8
CD95L em T CD4+ 0.5+0.4 09+1.0 1.1+13 1.7+16
CD69 em T CD4+ 08+0.7 1.7+3.3 1.9+29 3.8+33
CD40L em T CD4+ 05+0.4 08+1.4 09+1.0 1.8+15
HLA-DR em T CD4+ 1.6+0.6 2.8+35 33+28 51+34
CD4 total em PBMC™  38.5+10.0 52.5+12.9 48.8+14.9 45.4 +17.4
CCR3em T CD8+ 0.6+0.3 16+13 20+26 1.7+09
CCR5em T CD8+ 22+24 13+1.4 21+2.1 18+1.7
CD45RAem T CD8+  14.0%6.3 19.3+5.3 21.9+85 19.1+5.4
CD45RO em T CD8+ 77+72 45+6.1 2.7+28 3.7+25
CD25 em T CD8+ 03+0.1 05+0.5 0.6+0.5 0.4+0.2
CD28em TCD8+  19.8+13.84 186+ 12.34 149+7.9 13.0+6.2
CD28NE¢ em T CD8+ 52+5.1 4.4+32 36+17 48+3.1
CTLA-4em T CD8+ 05+0.5 1.0+21 1.4+23 1.2+1.8
CD95 em T CD8+ 5.9+5.2 6.1+ 8.4 5.0+4.8 6.9+4.9
CD95L em T CD8+ 0.5+0.4 05+0.4 0.8+1.0 09+0.6
CD69 em T CD8+ 05+0.3 13+1.8 15+2.2 1.7+19
CD40L em T CD8+ 0.3+0.2 0.3+0.3 05+0.4 0.3+0.2
HLA-DR em T CD8+ 32+25 1.6+1.2 3.4+34 25+13
CD8 total em PBMC™  19.4+9.5 23.1+11.7 20.5+ 8.7 20.5+ 14.0
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Media e desvio padréo das porcentagens de expressdo dos marcadores Nos grupos

Marcador e tipo Controle HA HAI + CEP
celular colangite
HLA-DR em CD14+ 78.0+19.8 39.5 + 26.3 53.8 + 29.7 63.8 +32.6
CD80 em CD14+ 15+1.3 3.7+10.6 3.0+27 3.4+23
CD86 em CD14+ 42.8 4553 - . 425+ 40.7
CD14 t*otal em
PBMC 79.2+18.8 57.9 + 26.1 73.3+15.7 68.7 +27.1

"PBMC: peripheral blood mononuclear cells
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ANEXO B

TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ESCLARECIMENTO PARA PAIS OU RESPONSAVEIS
HEPATITE AUTOIMUNE

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome do Individuo:
Data:

Convite para participar do estudo

Seu filho(a) estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das criancas e adolescentes com
diagndstico de hepatite auto-imune. O motivo da pesquisa € para podermos saber melhor sobre a doenga e
descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento, quais sdo as complicacBes que
seu filho ja sentiu ou sente usando os remédios.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas criangas e adolescentes,
através de um levantamento sobre as formas de manifestacéo clinica (sinais, sintomas e alteracoes ao
exame fisico), achados laboratoriais e aspectos que levam a lesdo do figado. Avaliar a evolugdo clinica
apos tratamento e suas complicagfes no Setor de Hepatologia do servico de Gastroenterologia Pediatrica
do Hospital das Clinicas da UFMG, verificando a resposta e recaidas durante o tratamento. Avaliar a
evolucdo do crescimento e desenvolvimento dos pacientes ao longo do tratamento.

Seus direitos

A participacéo de seu filho(a) neste estudo é voluntaria. A sua aceitacéo, ou ndo aceitagdo, de participar
da pesquisa, ndo mudara em nada a forma que vocé e seu filho(a) séo é atendidos e acompanhados neste
ambulatério. Ndo havera nenhuma modificagdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o
acompanhamento continuara por tempo indeterminado. VVocé e seu filho(a) continuardo recebendo a
mesma atencdo que ja recebem. Para se retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). Vocé
sera informado de qualquer achado novo obtido durante do desenvolvimento deste projeto que possa
afetar a disponibilidade do seu filho(a) em participar do estudo.

Procedimento

A participacdo do seu filho neste estudo envolvera a coleta dos dados de prontuério do seu atendimento
realizado ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados
do laboratorio e os da biopsia hepatica. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina ja realizados
estaremos coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas no processo de
inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 nome de seu filho(a) ou o registro no hospital
seréa revelado.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu filho(a) continue a participar do estudo, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da
coleta dos exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos que seu filho corre seriam os relacionados a coleta de exames para avaliagdo do laboratério, que
sd0 0s mesmos atuais quando colhe exames de sangue como dor durante a pungao, sangramentos no local
que € retirado o sangue.
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Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua
participacdo deve nos ajudar a entender como esta sendo a evolucéo e tratamento da hepatite autoimune.
A importancia da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento,
quais as suas complicacdes. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar a doenca de uma
forma mais répida.

Custos
Néo havera nenhum custo adicional pela participacdo do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais
feitos para este projeto serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotacGes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anotacfes nao sera identificada o nome de seu filho(a) que s6 sera
conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) ndo sera utilizado em nenhum relatério ou
publicagdo neste estudo. Nenhuma informacéo obtida desta pesquisa serd incluida no histdrico médico do
paciente.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os direitos de seu filho(a) como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em
qualquer periodo, durante ou apds a pesquisa, vocé desejar discutir o estudo ou os direitos do seu filho(a)
na pesquisa com alguém que ndo esta associado com o projeto proposto, vocé podera entrar em contato
com o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O niimero do telefone de contato é
(31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da UFMG, na Unidade
Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome de individuo:

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG N
° , responsavel legal por
RG Ne concordo com a participagdo dele como voluntéario no projeto de

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participagdo no estudo podera ser interrompida a
qualquer momento. Eu recebi uma copia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura dos pais ou responsaveis
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DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o pai ou responsavel, mencionado acima, a natureza e propdsito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relagdo aos procedimentos empregados e respondi essas
perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Ass. da Pesquisadora

Em caso de davida, estaremos a disposi¢édo para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31)8874 9235
Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982)

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
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TERMO DE ESCLARECIMENTO HEPATITE AUTOIMUNE

SUBGRUPO FAIXA ETARIA 7 A 12 ANOS — (PARA PAIS OU RESPONSAVEIS E CRIANCA)

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome do Individuo:
Data: /[

Convite para participar do estudo

Vocé estéa recebendo um convite para participar de um projeto de pesquisa em criangas e adolescentes
com diagndstico de hepatite autoimune. O motivo da pesquisa é para podermos saber melhor sobre a
doenga e mostrar aos outros médicos se o tratamento e os remédios usados estdo sendo bons ou ndo, quais
sdo 0s problemas que podem acontecer com 0s pacientes que usam esses medicamentos.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas criangas e adolescentes,
estudando o que acontece na doenca, 0 que vocé sente, quais as mudangas que podem acontecer no seu
corpo, o que pode estar anormal no exame de sangue, 0 que causa a lesdo no figado. Avaliar ao que
mudou em vocé e nos seus exames apos tratamento, por exemplo, se vocé cresceu, ganhou peso, quais 0s
problemas que podem acontecer com o tratamento. O estudo serd feito no Setor de Hepatologia do servigo
de Gastroenterologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFMG.

Seus direitos

Vocé vai participar deste estudo se vocé quiser. Se quiser ou ndo participar da pesquisa, vocé sera
atendido e acompanhado no ambulatério da mesma forma, vai receber a mesma atencdo que ja recebe. Se
um dia vocé ndo quiser fazer parte do estudo, pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues
Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). VVocé serd informado de
qualquer achado novo encontrado durante do desenvolvimento deste projeto que possa impedir que vocé
participe do estudo.

Procedimento

A sua participagdo na pesquisa inclui a coleta dos dados de prontuério do seu atendimento realizado ao
longo do acompanhamento neste hospital. Serdo avaliados os dados clinicos, os resultados do laboratorio
e 0s da bidpsia do figado. Durante a coleta de sangue, para 0s exames de rotina ja realizados, estaremos
coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas no processo de
inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 seu nome ou 0 seu registro no hospital sera
mostrado.

Se depois de permitir a coleta, se vocé ndo quiser continuar participando do estudo, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer época do estudo, seja antes ou depois da coleta dos
exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos
Os riscos que vocé tem neste estudo sdo relacionados a coleta de exames para avaliacéo do laboratorio,

que sdo 0s mesmos que vocé faz quando colhe exames de sangue, por exemplo, durante a puncéo,
sangramentos no local que € retirado o sangue.
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Beneficios

N&o havera nenhum prémio ou presente para vocé participar deste estudo, mas sua participacdo deve nos
ajudar a entender como esta sendo o tratamento da hepatite autoimune. A importancia da pesquisa é para
podermos mostrar aos outros médicos como é realizado o tratamento, quais os problemas que podem
acontecer. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar a doenga de uma forma mais rapida.

Custos
Vocé ndo vai gastar nenhum dinheiro para participar desse estudo. Os testes laboratoriais feitos para este
projeto serdo feitos sem gasto para vocé.

Confidencialidade

As anotacOes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais ficardo em segredo. Em todas as anotacdes
Seu nome nao vai aparecer, somente 0s pesquisadores irdo saber. O seu nome nao sera usado em nenhum
relatério ou publicacdo neste estudo. Nenhuma informacgdo adquirida nesta pesquisa sera usada no
histérico médico do paciente.

Questdes

Vocé pode fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre seu direito como participante. Se tiver
outras perguntas ou dividas mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues
Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em qualquer periodo,
durante ou depois da pesquisa, vocé quiser tirar alguma divida do estudo ou dos direitos que vocé tem na
pesquisa, com alguém que ndo faz parte desse projeto, vocé podera conversar com o coordenador do
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O niimero do telefone de contato é (31)3409-4592. O Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da
Fundep), 2° andar, sala 2005.

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome de individuo:

Eu recebi as informagfes sobre o significado e a importancia de realizar essa pesquisa, quais exames
serdo feitos e quais os riscos e beneficios que poderdo acontecer durante o estudo. As minhas dividas e
perguntas foram respondidas pelo pesquisador e/ou medico responséavel pela pesquisa.

Eu, ,RG N°
responsavel legal por
RG N° , concordo com a minha participagdo como voluntario no projeto de

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participagdo no estudo podera ser interrompida a
qualquer momento. Eu recebi uma copia deste Termo de Consentimento.

Data: [/

Assinatura dos pais ou responsavel

Data: / /

Assinatura da crianga



136

DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propdésito dos
procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei ao individuo se qualquer pergunta Ihe ocorreu em relagéo aos procedimentos empregados e
respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Ass. da Pesquisadora:;

Em caso de davida, estaremos a disposi¢cédo para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira : (31)8874 9235
Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982)

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
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TERMO DE ESCLARECIMENTO HEPATITE AUTOIMUNE
SUBGRUPO FAIXA ETARIA 13 A 17 ANOS

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome do Individuo:
Data: / /

Convite para participar do estudo

Vocé estd sendo convidado a participar como convidado de um projeto de pesquisa de criangas e
adolescentes com diagndstico de hepatite auto-imune. O motivo da pesquisa é para podermos saber
melhor sobre a doenca e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento, quais
sdo as complicagOes que voceé ja sentiu ou sente usando os remedios.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas criancas e adolescentes,
através de um levantamento sobre as formas de manifestacao clinica (sinais, sintomas e alteracdes ao
exame fisico), achados laboratoriais e aspectos que levam a leséo do figado. Avaliar a evolucéo clinica
apos tratamento e suas complicagcfes no Setor de Hepatologia do servico de Gastroenterologia Pediatrica
do Hospital das Clinicas da UFMG, verificando a resposta e recaidas durante o tratamento. Avaliar a
evolucdo do crescimento e desenvolvimento dos pacientes ao longo do tratamento.

Seus direitos

A sua participagdo neste estudo é voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitagdo, de participar da pesquisa,
ndo mudard em nada a forma que vocé é atendido e acompanhado neste ambulatério. Ndo havera
nenhuma modificacdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que seu acompanhamento
continuard por tempo indeterminado. Vocé continuara recebendo a mesma atencao que ja recebe. Para se
retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou
Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). VVocé serd informado de qualquer achado novo obtido
durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo.

Procedimento

A sua participagdo neste estudo envolverd a coleta dos dados de prontudrio do seu atendimento realizado
ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados do
laboratdrio e os da bidpsia hepatica. Durante a coleta de sangue para 0s exames de rotina estaremos
coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas no processo de
inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 seu nome ou 0 seu registro no hospital sera
revelado.

Se depois de autorizar a coleta, vocé ndo quiser continuar participando do estudo, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da coleta dos
exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos
Os riscos que voceé corre seriam 0s relacionados a coleta de exames para avaliagdo do laboratdrio, que sdo

0S mesmos atuais quando colhe exames de sangue como dor durante a puncdo, sangramentos no local que
é retirado o sangue.
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Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participacédo deve
nos ajudar a entender como esta sendo a evolucdo e tratamento da hepatite autoimune. A importancia da
pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais as suas
complicag@es. Desta forma outros médicos poderédo descobrir e tratar a doenga de uma forma mais rapida.

Custos

Né&o havera nenhum custo adicional pela sua participacdo. Os testes laboratoriais feitos para este projeto
serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotacOes sobre 0s exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacéo atual. Em todas as anotagdes vocé ndo sera identificado e seu nome s6 sera conhecido pelos
pesquisadores. O seu nome ndo sera utilizado em nenhum relatério ou publica¢do neste estudo. Nenhuma
informacdo obtida desta pesquisa serd incluida no histérico medico do paciente.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre 0s seus direitos como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em
qualquer periodo, durante ou apds a pesquisa, vocé desejar discutir o estudo ou os seus direitos na
pesquisa com alguém que ndo esta associado com o projeto proposto, vocé podera entrar em contato com
o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nimero do telefone de contato é (31)3409-
4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na Unidade
Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome de individuo:
A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer

minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG Ne

concordo com a minha participagdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui
informado que a minha participacdo no estudo podera ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi
uma copia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura do Paciente

Data:  / /

Assinatura dos pais ou responsavel
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DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propdésito dos
procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei ao individuo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relagcdo aos procedimentos empregados e
respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data:  / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Ass. da Pesquisadora:

Em caso de davida, estaremos a disposi¢édo para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira : (31)8874 9235
Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982)

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
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TERMO DE ESCLARECIMENTO HEPATITE AUTOIMUNE
(SUBGRUPO PACIENTES ACIMA DE 18 ANOS)

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome do Individuo:
Data: [/ |/

Convite para participar do estudo

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das criangas e adolescentes com
diagndstico de hepatite auto-imune. Apesar de atualmente vocé j4 ter atingido a idade adulta, o seu
diagndstico foi durante a fase de crianca ou adolescéncia, periodo de inclusdo no estudo. O motivo da
pesquisa é para podermos saber melhor sobre a doenca e descrever como tem sido a resposta aos
remédios usados no tratamento, quais sdo as complica¢cdes que vocé ja sentiu ou sente usando 0s
remédios.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas criangas e adolescentes,
através de um levantamento sobre as formas de manifestacéo clinica (sinais, sintomas e alteracoes ao
exame fisico), achados laboratoriais e aspectos que levam a lesdo do figado. Avaliar a evolucéo clinica
apos tratamento e suas complicagfes no Setor de Hepatologia do servico de Gastroenterologia Pediatrica
do Hospital das Clinicas da UFMG, verificando a resposta e recaidas durante o tratamento. Avaliar a
evolucdo do crescimento e desenvolvimento dos pacientes ao longo do tratamento.

Seus direitos

A sua participagdo neste estudo € voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitagdo, de participar da pesquisa,
ndo mudard em nada a forma que vocé é atendido (a) e acompanhada neste ambulatério. Nao havera
nenhuma modificacdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o acompanhamento,
continuard por tempo indeterminado. Vocé continuara recebendo a mesma atencao que ja recebe. Para se
retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou
Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). VVocé seré informado de qualquer achado novo obtido
durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a disponibilidade em participar do estudo.

Procedimento

A sua participagdo neste estudo envolverd a coleta dos dados de prontuéario do seu atendimento realizado
ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados do
laboratdrio e os da bidpsia hepatica. Durante a coleta de sangue para 0s exames de rotina ja realizados
estaremos coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas no processo de
inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 seu nome ou o registro no hospital sera
revelado.

Se depois de autorizar a coleta, e vocé ndo quiser continuar a participar do estudo, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da coleta dos
exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos
Os riscos que corre seriam os relacionados a coleta de exames para avaliagdo do laboratério, que sdo 0s

mesmos atuais quando colhe exames de sangue como dor durante a pungdo, sangramentos no local que é
retirado o sangue.
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Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto de estar participando deste estudo. Entretanto sua participacdo deve
nos ajudar a entender como esta sendo a evolucao e tratamento da hepatite autoimune. A importancia da
pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais as suas
complicag@es. Desta forma outros médicos poderédo descobrir e tratar a doenga de uma forma mais rapida.

Custos

Néo havera nenhum custo adicional pela participacéo neste estudo. Os testes laboratoriais feitos para este
projeto serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotacfes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anotag¢des ndo sera identificada o seu nome que so serd conhecido pelos
pesquisadores. O seu nome ndo sera utilizado em nenhum relatério ou publica¢do neste estudo. Nenhuma
informacdo obtida desta pesquisa sera incluida no histérico médico do paciente.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre o0s seus direitos como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em
qualquer periodo, durante ou apds a pesquisa, vocé desejar discutir o estudo ou os seus direitos na
pesquisa com alguém que ndo esta associado com o projeto proposto, vocé podera entrar em contato com
o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nimero do telefone de contato é (31)3409-
4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na Unidade
Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANGCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS
IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES

Nome de individuo:

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG Ne°
concordo com a participagdo dele, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui
informado que a participacdo no estudo podera ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi uma
copia deste Termo de Consentimento.

Data: [/ |/

Assinatura do paciente
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DECLARAGAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o paciente mencionado acima a natureza e propésito dos
procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relagdo aos procedimentos empregados e respondi essas
perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Ass. da Pesquisadora:

Em caso de davida, estaremos a disposi¢édo para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31)8874 9235
Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982)

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE

PRIMARIA PARA PAIS OU RESPONSAVEIS
(para responsaveis por participantes de até 6 anos, para responsaveis por participantes de 13 a 17 anos)

Titulo: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EMm CRIANCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS
ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA

DRA. ELEONORA DRUVE TAVARES FAGUNDES

Nome do Individuo:

Data: [/ [

Convite para participar do estudo

Seu filho(a) esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das criancas e adolescentes com
diagndstico de colangite esclerosante primaria. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a
doenca e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doenca nas criancas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragdes ao exame fisico), achados dos exames

complementares, resposta ao tratamento e complicages.

Seus direitos

A participacdo de seu filho(a) neste estudo é voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitacdo, de participar
da pesquisa, ndo mudard em nada a forma que vocé e seu filho(a) sdo é atendidos e acompanhados neste
ambulatério. N&o haverd nenhuma modificacdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o
acompanhamento continuard por tempo indeterminado. Vocé e seu filho(a) continuardo recebendo a
mesma atencdo que ja recebem. Para se retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Vocé
sera informado de qualquer achado novo obtido durante do desenvolvimento deste projeto que possa
afetar a disponibilidade do seu filho(a) em participar do estudo.

Procedimento

A participacdo do seu filho neste estudo envolverd a coleta dos dados de prontuario do seu atendimento
realizado ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados
do laboratério e de imagem e os da bidpsia hepética. Durante a coleta de sangue para 0s exames de rotina
ja realizados estaremos coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas
no processo de inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 nome de seu filho(a) ou o
registro no hospital sera revelado.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu filho(a) continue a participar do estudo, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da
coleta dos exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos para o seu filho estdo relacionados a coleta de exames para avaliacdo do laboratorio. Estes
riscos sdo os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como
dor durante a puncédo, sangramentos no local que é retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua
participagdo deve nos ajudar a entender como estd sendo a evolugdo e tratamento da colangite
esclerosante. A importancia da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como € realizado o
tratamento, quais as suas complicagdes. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar a doenca
de uma forma mais rapida.

Custos

Né&o havera nenhum custo adicional pela participacdo do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais
feitos para este projeto serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotagdes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislagdo atual. Em todas as anotacBes ndo sera identificada o nome de seu filho(a) que s6 sera
conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) ndo serd utilizado em nenhum relatério ou
publicacdo neste estudo.
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Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os direitos de seu filho(a) como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Se em
qualquer periodo, durante ou ap6s a pesquisa, vocé ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as questdes
éticas, vocés poderdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O niimero do
telefone de contato é (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da
UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, y RG N° ,
responsavel legal por :
RG N° concordo com a participacao dele como voluntario no projeto de

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participagdo no estudo podera ser interrompida a
qualquer momento. Eu recebi uma cépia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura dos pais ou responsaveis

DECLARACAO DO INVESTIGADOR
O investigador principal explicou para o pai ou responsavel, mencionado acima, a natureza e propdsito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei se qualquer pergunta lIhe ocorreu em relagdo aos procedimentos empregados e respondi essas
perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de duvida, estaremos a disposicao para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE
PRIMARIA
SUBGRUPO FAIXA ETARIA 7 A 12 ANOS
(para pais e responsaveis e a crianca)

Titulo: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS
ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES
Nome do Individuo:
Data:  / [

Convite para participar do estudo

Seu filho(a) esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das criangas e adolescentes com
diagnostico de colangite esclerosante primaria. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a
doenga e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doenca nas criancas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragbes ao exame fisico), achados dos exames
complementares, resposta ao tratamento e complicagdes.

Seus direitos

A participacdo de seu filho(a) neste estudo é voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitacdo, de participar
da pesquisa, ndo mudard em nada a forma que vocé e seu filho(a) sdo ¢é atendidos e acompanhados neste
ambulatério. Ndo haverd nenhuma modificacdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o
acompanhamento continuard por tempo indeterminado. Vocé e seu filho(a) continuardo recebendo a
mesma atencdo que j& recebem. Para se retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Vocé
sera informado de qualquer achado novo obtido durante do desenvolvimento deste projeto que possa
afetar a disponibilidade do seu filho(a) em participar do estudo.

Procedimento

A participacdo do seu filho neste estudo envolverd a coleta dos dados de prontuario do seu atendimento
realizado ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados
do laboratério, de imagem e os da bidpsia hepatica. Durante a coleta de sangue para 0s exames de rotina
ja realizados estaremos coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas
no processo de inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 nome de seu filho(a) ou o
registro no hospital sera revelado.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu filho(a) continue a participar do estudo, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da
coleta dos exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos para o seu filho estdo relacionados a coleta de exames para avaliagdo do laboratdrio. Estes
riscos sdo 0s mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como
dor durante a pungdo, sangramentos no local que é retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua
participagdo deve nos ajudar a entender como estd sendo a evolugdo e tratamento da colangite
esclerosante. A importancia da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como € realizado o
tratamento, quais as suas complicacdes. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar a doenca
de uma forma mais répida.

Custos

Né&o havera nenhum custo adicional pela participacdo do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais
feitos para este projeto serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotagdes sobre 0s exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anotagfes ndo serd identificada o nome de seu filho(a) que sé sera
conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) ndo serd utilizado em nenhum relatério ou
publicacdo neste estudo.
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Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os direitos de seu filho(a) como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Se em
qualquer periodo, durante ou apés a pesquisa, vocé ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as questfes
éticas, vocés poderdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O ndmero do
telefone de contato é (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da
UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, y RG N° ,
responsavel legal por :
RG N° concordo com a participacao dele como voluntario no projeto de

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participacdo no estudo poderd ser interrompida a
qualquer momento. Eu recebi uma cépia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura dos pais ou responsaveis

Data: / /

Assinatura da crianga

DECLARACAO DO INVESTIGADOR
O investigador principal explicou para o pai ou responsavel, mencionado acima, a natureza e proposito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei se qualquer pergunta Ihe ocorreu em relagéo aos procedimentos empregados e respondi essas
perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de davida, estaremos a disposi¢do para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982)

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE
PRIMARIA
SUBGRUPO FAIXA ETARIA 13 A 17 ANOS

Titulo: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS
ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES
Nome do Individuo:
Data:_ / /

Convite para participar do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa de criancas e adolescentes com
diagndstico de colangite esclerosante primaria. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a
doenga e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doencga nas criancas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragbes ao exame fisico), achados dos exames

complementares, resposta ao tratamento e complicagdes.

Seus direitos

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitacdo, de participar da pesquisa,
ndo mudara em nada a forma que vocé é atendido e acompanhado neste ambulatério. Ndo havera
nenhuma modificacdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que seu acompanhamento
continuaré por tempo indeterminado. VVocé continuara recebendo a mesma atencdo que ja recebe. Para se
retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou
Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Vocé sera informado de qualquer achado novo obtido
durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo.
Procedimento

A sua participac@o neste estudo envolvera a coleta dos dados de prontuério do seu atendimento realizado
ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados do
laboratério e os da bidpsia hepatica. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina estaremos
coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas no processo de
inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 seu nome ou 0 seu registro no hospital sera
revelado.

Se depois de autorizar a coleta, vocé ndo quiser continuar participando do estudo, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da coleta dos
exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos que vocé corre estdo relacionados a coleta de exames para avaliacdo do laboratério. Estes riscos
sdo 0os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como dor
durante a puncao, sangramentos no local que é retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participagdo deve
nos ajudar a entender como estd sendo a evolugdo e tratamento da colangite esclerosante primaria. A
importancia da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais
as suas complicac@es. Desta forma outros médicos poderédo descobrir e tratar a doenga de uma forma mais
rapida.

Custos

Né&o haverd nenhum custo adicional pela sua participacdo. Os testes laboratoriais feitos para este projeto
serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotagdes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anota¢bes vocé ndo serd identificado e seu nome s6 serd conhecido pelos
pesquisadores. O seu nome ndo sera utilizado em nenhum relatério ou publicagéo neste estudo.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-8874-9235). Se em
qualquer periodo, durante ou apés a pesquisa, vocé tiver duvidas relacionadas as questdes éticas, vocé
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podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O numero do telefone de
contato ¢ (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na
Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG N°

concordo com a minha participacdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui
informado que a minha participacéo no estudo podera ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi
uma cdpia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura do Paciente

DECLARAGCAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propoésito dos
procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei ao individuo se qualquer pergunta Ihe ocorreu em relagcdo aos procedimentos empregados e
respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data: [/ /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de duvida, estaremos a disposicdo para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE
PRIMARIA
PARA MAIORES DE 18 ANOS

Titulo: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS
ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA
DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES
Nome do Individuo:
Data:_ / /

Convite para participar do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa de criancas e adolescentes com
diagndstico de colangite esclerosante primaria. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a
doenga e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doenga nas criangas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragbes ao exame fisico), achados dos exames

complementares, resposta ao tratamento e complicagdes.

Seus direitos

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. A sua aceitagdo, ou ndo aceitacdo, de participar da pesquisa,
ndo mudara em nada a forma que vocé é atendido e acompanhado neste ambulatério. Ndo havera
nenhuma modificacdo na forma das consultas nem do tratamento, sendo que seu acompanhamento
continuaré por tempo indeterminado. Vocé continuara recebendo a mesma atencéo que ja recebe. Para se
retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou
Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Vocé sera informado de qualquer achado novo obtido
durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo.
Procedimento

A sua participac@o neste estudo envolvera a coleta dos dados de prontuério do seu atendimento realizado
ao longo do acompanhamento neste hospital. Serdo analisados os dados clinicos, os resultados do
laboratério e os da bidpsia hepatica. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina estaremos
coletando parte do sangue para avaliar substancias que possam estar envolvidas no processo de
inflamagdo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 seu nome ou 0 seu registro no hospital sera
revelado.

Se depois de autorizar a coleta, vocé ndo quiser continuar participando do estudo, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da coleta dos
exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos que vocé corre estdo relacionados a coleta de exames para avaliacdo do laboratdrio. Estes riscos
sdo 0os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como dor
durante a puncao, sangramentos no local que é retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participacdo deve
nos ajudar a entender como estd sendo a evolugdo e tratamento da colangite esclerosante primaria. A
importancia da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais
as suas complicac@es. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar a doenca de uma forma mais
rapida.

Custos

Né&o haverd nenhum custo adicional pela sua participacdo. Os testes laboratoriais feitos para este projeto
serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotagdes sobre 0s exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anota¢bes vocé ndo serd identificado e seu nome s6 serd conhecido pelos
pesquisadores. O seu nome ndo serd utilizado em nenhum relatdrio ou publica¢do neste estudo.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-8874-9235). Se em
qualquer periodo, durante ou apés a pesquisa, vocé tiver duvidas relacionadas as questdes éticas, vocé
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podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nimero do telefone de
contato ¢ (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na
Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG N°

concordo com a minha participacdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui
informado que a minha participacéo no estudo podera ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi
uma cdpia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura do Paciente

DECLARAGCAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propoésito dos
procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei ao individuo se qualquer pergunta Ihe ocorreu em relagdo aos procedimentos empregados e
respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data: [/ /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de duvida, estaremos a disposicéo para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE

TERMO DE ESCLARECIMENTO PARA PAIS OU RESPONSAVEIS
(para responsaveis por participantes de até 6 anos, para responsaveis por participantes de 13 a 17 anos)

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO
TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA

DRA. PRISCILA MENEZES FERRI LIU

Nome do Individuo:
Data: [/ |/

Convite para participar do estudo

Seu filho(a) estd sendo convidado a participar como grupo controle (grupo de criancas que ndo tem a
doenca em estudo) de um projeto de pesquisa das criancas e adolescentes com diagndstico doengas
hepéticas autoimunes (hepatite autoimune e colangite esclerosante priméria). O objetivo da pesquisa €é
melhorar o conhecimento sobre a doenca e descrever como tem sido a resposta aos remedios usados no
tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer as doencgas nas criangas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragdes ao exame fisico), achados dos exames
complementares, resposta ao tratamento e complicagdes.

Seus direitos

A participacdo de seu filho(a) neste estudo é voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitacdo, de participar
da pesquisa, ndo mudara em nada a forma que vocé e seu filho(a) sdo é atendidos e acompanhados nos
ambulatérios. Vocé e seu filho(a) continuardo recebendo a mesma atencdo que ja recebem. Para se retirar
do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra.
Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). VVocé sera informado de qualquer alteracdo encontrada que
possa ser importante para a satde de seu filho (a)

Procedimento

A participacdo do seu filho neste estudo envolverd a coleta de sangue para avaliacdo de substancias que
possam estar envolvidas no processo de inflamagéo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 nome
de seu filho(a) ou o registro no hospital sera revelado.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu filho(a) continue a participar do estudo, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da
coleta dos exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos para o seu filho estdo relacionados a coleta de exames para avaliacdo do laboratério. Estes
riscos sdo 0s mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como
dor durante a pungdo, sangramentos no local que é retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua
participagdo deve nos ajudar a entender como esta sendo a evolugdo e tratamento das doengas em estudo.
A importéncia da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como € realizado o tratamento,
quais as suas complicacBes. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar estas doencas de uma
forma mais répida.

Custos
Né&o havera nenhum custo adicional pela participagdo do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais
feitos para este projeto serdo feitos todos gratuitamente.
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Confidencialidade

As anotacgdes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anotacdes ndo sera identificada o nome de seu filho(a) que s6 sera
conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) ndo sera utilizado em nenhum relatério ou
publicacdo neste estudo.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os direitos de seu filho(a) como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Se em
qualquer periodo, durante ou ap6s a pesquisa, vocé ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as quest6es
éticas, vocés poderdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O ndmero do
telefone de contato é (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da
UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RGN° ,
responséavel legal por ;
RG N° concordo com a participacdo dele como voluntério no projeto de

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participacdo no estudo poderd ser interrompida a
qualquer momento. Eu recebi uma cépia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura dos pais ou responsaveis

DECLARACAO DO INVESTIGADOR
O investigador principal explicou para o pai ou responsavel, mencionado acima, a natureza e proposito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei se qualquer pergunta Ihe ocorreu em relacdo aos procedimentos empregados e respondi essas
perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de davida, estaremos a disposi¢do para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Priscila Menezes Ferri Liu (31) 9132-4248

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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TERMO DE ESCLARECIMENTO PARTIQIPANTES DO GRUPO CONTROLE
SUBGRUPO FAIXA ETARIA 7 A 12 ANOS
(para pais e responsaveis e a crianga)

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO
TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA

DRA. PRISCILA MENEZES FERRI LIU
Nome do Individuo:
Data: [/ [

Convite para participar do estudo

Seu filho(a) esta sendo convidado a participar como grupo controle (grupo de criancas que ndo tem a
doenga em estudo) de um projeto de pesquisa das criancas e adolescentes com diagnostico doencgas
hepéticas autoimunes (hepatite autoimune e colangite esclerosante priméria). O objetivo da pesquisa é
melhorar o conhecimento sobre a doenca e descrever como tem sido a resposta aos remedios usados no
tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer as doencgas nas criangas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragdes ao exame fisico), achados dos exames
complementares, resposta ao tratamento e complicagdes.

Seus direitos

A participagdo de seu filho(a) neste estudo é voluntéria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitagdo, de participar
da pesquisa, ndo mudara em nada a forma que vocé e seu filho(a) sdo é atendidos e acompanhados nos
ambulatérios. Vocé e seu filho(a) continuardo recebendo a mesma atencdo que ja recebem. Para se retirar
do estudo vocé pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra.
Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). VVocé sera informado de qualquer alteracdo encontrada que
possa ser importante para a satde de seu filho (a).

Procedimento

A participacdo do seu filho neste estudo envolvera a coleta de sangue para avaliacdo de substancias que
possam estar envolvidas no processo de inflamagéo do figado. Em nenhum momento da pesquisa 0 nome
de seu filho(a) ou o registro no hospital sera revelado.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu filho(a) continue a participar do estudo, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da
coleta dos exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos para o seu filho estdo relacionados a coleta de exames para avaliacdo do laboratério. Estes
riscos sdo 0s mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como
dor durante a puncédo, sangramentos no local que é retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua
participagdo deve nos ajudar a entender como esta sendo a evolugdo e tratamento das doencas em estudo.
A importancia da pesquisa € para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento,
quais as suas complicacfes. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar estas doengas de uma
forma mais répida.

Custos
N&o havera nenhum custo adicional pela participacdo do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais
feitos para este projeto serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade
As anotagdes sobre 0s exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anotacfes ndo serd identificada o nome de seu filho(a) que s sera
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conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) ndo serd utilizado em nenhum relatério ou
publicacdo neste estudo.

Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os direitos de seu filho(a) como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Se em
qualquer periodo, durante ou ap6s a pesquisa, vocé ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as quest6es
éticas, vocés poderdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O ndmero do
telefone de contato é (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da
UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG N° ,
responséavel legal por ;
RG N° concordo com a participacdo dele como voluntario no projeto de

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participagdo no estudo podera ser interrompida a
qualquer momento. Eu recebi uma cépia deste Termo de Consentimento.

Data: [/

Assinatura dos pais ou responsaveis

Data: / /

Assinatura da crianga

DECLARA(;AO DO INVESTIGADOR
O investigador principal explicou para o pai ou responsavel, mencionado acima, a natureza e propdsito
dos procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relagdo aos procedimentos empregados e respondi essas
perguntas da melhor forma possivel.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de davida, estaremos a disposi¢do para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982)

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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TERMO DE ESCLARECIMENTO PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE
SUBGRUPO FAIXA ETARIA 13 A 17 ANOS

Titulo: HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS, CLINICOS, DIAGNOSTICOS E RESPOSTA AO
TRATAMENTO.
INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA

DRA. PRISCILA MENEZES FERRI LIU
Nome do Individuo:
Data: [/ /

Convite para participar do estudo

Vocé estd sendo convidado a participar como grupo controle (grupo de pacientes que ndo tem a doenca
em estudo) de um projeto de pesquisa das criancas e adolescentes com diagndéstico doencas hepéticas
autoimunes (hepatite autoimune e colangite esclerosante primaria). O objetivo da pesquisa é melhorar o
conhecimento sobre a doenca e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento.

Proposta de Pesquisa

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doenca nas criangas e adolescentes, suas formas de
manifestacdo clinica (sinais, sintomas e alteragbes ao exame fisico), achados dos exames
complementares, resposta ao tratamento e complicagdes.

Seus direitos

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. A sua aceitacdo, ou ndo aceitagdo, de participar da pesquisa,
ndo mudard em nada a forma que vocé é atendido e acompanhado neste ambulatério. Vocé continuard
recebendo a mesma atengdo que j& recebe. Para se retirar do estudo vocé pode entrar em contato com o
Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248).
Vocé sera informado de qualquer achado novo obtido durante do desenvolvimento deste projeto que
possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo.

Procedimento

A sua participacao neste estudo envolvera a coleta de sangue para avaliacdo de substancias que possam
estar envolvidas no processo de inflamagéo do figado. Em nenhum momento da pesquisa seu home ou 0
registro no hospital sera revelado.

Se depois de autorizar a coleta, vocé ndo quiser continuar a participar do estudo, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase de estudo, seja antes ou depois da coleta dos
exames, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo.

Riscos

Os riscos que vocé corre estdo relacionados a coleta de exames para avaliagdo do laboratorio. Estes riscos
sdo 0s mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como dor
durante a puncdo, sangramentos no local que € retirado o sangue.

Beneficios

N&o havera nenhum beneficio direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participacéo deve
nos ajudar a entender como esta sendo a evolugdo e tratamento das doencas em estudo. A importancia da
pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais as suas
complicac@es. Desta forma outros médicos poderdo descobrir e tratar a doenca de uma forma mais rapida.

Custos
Né&o haverd nenhum custo adicional pela sua participacdo. Os testes laboratoriais feitos para este projeto
serdo feitos todos gratuitamente.

Confidencialidade

As anotagdes sobre os exames clinicos e testes laboratoriais serdo mantidos em segredo de acordo com a
legislacdo atual. Em todas as anota¢bes vocé ndo serd identificado e seu nome s6 serd conhecido pelos
pesquisadores. O seu nome ndo sera utilizado em nenhum relatério ou publicacdo neste estudo.
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Questdes

Sinta-se a vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como
participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, vocé podera entrar em contato com o Dr.
Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Se em
qualquer periodo, durante ou apds a pesquisa, vocé tiver duvidas relacionadas as questdes éticas, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. O nimero do telefone de
contato é (31)3409-4592. O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na
Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsivel, riscos e
beneficios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer
minhas ddvidas com o pesquisador responsavel e/ou médico responsavel pelo estudo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas.

Eu, , RG Ne

concordo com a minha participagdo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui
informado que a minha participacéo no estudo podera ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi
uma cdpia deste Termo de Consentimento.

Data: / /

Assinatura do Paciente

DECLARACAO DO INVESTIGADOR

O investigador principal explicou para o individuo mencionado acima a natureza e propoésito dos
procedimentos descritos acima e possiveis riscos, desconfortos e beneficios que podem ocorrer. Eu
perguntei ao individuo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relagcdo aos procedimentos empregados e
respondi essas perguntas da melhor forma possivel.

Data:  / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura da Pesquisadora

Em caso de davida, estaremos a disposi¢do para maiores esclarecimentos
Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235
Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982

COEP - Comité de Etica em Pesquisa - UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala 2005- Campus Pampulha,
Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpg.ufmg.br
Telefone 3409-4592
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ANEXO C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n. ETIC 0419.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 12 de novembro de 2010, apés atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Hepatite autoimune em
criancas e adolescentes: estudo dos aspectos imunopatologicos,
diagnésticos e resposta ao tratamento™ bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amara
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coeplprpg.ulmg.br
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ANEXO D

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 17395313.0.0000.514%

Interessado{a): Profa. Elecncra Druve Tavares Fagundes
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAQ

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de julho de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Colangite
esclerosante primaria em criangas e adolescentes: estudo dos
aspectos imunopatoldgicos, clinicos, diagnosticos e resposta ao
tratamento” bem comoc © Termo de Consentimenic Livre e
Esclarecido.

O relat6rio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

X V. b )
Prc(uﬁ': aﬂa\?i/{m&’ﬁarques Ama(;l

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antorio Carlos, 5627 - Unidadle Adaviivirativg JT - 2° amfar — Safz 2003 — Cepr 31270000 — 880G
Teboton: (031 24094392 - cingl sueplippg g br
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UFm G
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE -

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA
PRISCILA MENEZES FERRI LIU

Realizou-se, no dia 01 de margo de 2016, as 14:00 horas, na sala 062, andar térreo da
Faculdade de Medicina da UFMG, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
tese, intitulada “HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA
EM CRIANCAS E ADOLESCENTES: AVALIAGAO DOS FATORES
IMUNOFENOTIPICOS”, apresentada por PRISCILA MENEZES FERRI LIU, nimero de
registro 2012655275, graduada no curso de MEDICINA, como requisito parcial para a
obtengao do grau de Doutor em Ciéncias da Salde - Saude da Crianga e do Adolescente,
a seguinte Comissdo Examinadora formada pelos Professores Doutores: Alexandre
Rodrigues Ferreira - Orientador (UFMG), Maria do Carmo Barros de Melo (UFMG),
Eleonora Druve Tavares Fagundes (UFMG), Karen Cecilia de Lima Torres Navarro
(FIOCRUZ), Gabriel Hessel (Unicamp).

A Comissao considerou a tese: ; ;
R iion
’ : £ COM ORIGIN/
(‘A Aprovada CCeanS)%G Pos-Graduagao

( ) Reprovada Faculdade de Medicina - UFM

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 01 de margo de 2016.
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Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira — Orientador ( Doutor )
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Prof.2 Karen Cecilia de Lima Torres Navarro ( Doutora )
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Prof. Gabriel Hessel ( Doutor )
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEMG
HE

FOLHA DE APROVACAO

HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMARIA EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES: AVALIACAO DOS FATORES
IMUNOFENOTIPICOS

PRISCILA MENEZES FERRI LIU

Tese submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias da Satde - Satide da Crianga e do Adolescente, como requisito para
obtengdo do grau de Doutor em Ciéncias da Satde - Saude da Crianga e do Adolescente, area
de concentragdo em Ciéncias da Saude.

Aprovada em 01 de margo de 2016, pela banca constituida palos membros:

Prof. Alexandre ROdrli,%Flll\ig Fetteira - Orientador

NN Qo

Prof.? Maria do Carmo Barros de Melo
UFMG

B0 o
Prof* Eleonora Druve Tavares Fagundes
UFMG

Prof. Karen Cecilia de Lima Torres Navarro
FIOCRUZ

g
,7’/ .
Gt Jg%w (
Profl Gabriel Hessel

UNICAMP

Belo Horizonte, 1 de margo de 2016.
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Liu. Priscila Menezes Ferri.
L783h Hepatite avtoinmne e colangite esclerosante primaria em criancas e

adolescentes [mannscrito]: avaliacio dos fatores immnofenotipicos.
Priscila Menezes Ferri Lin. - - Belo Heonizente: 2016

138f: 4l

Orientador: Alexandre Rodrigues Ferreira.

Coorientador: Débera Marques de Miranda.

Area de concentracdo: Satide da Crianca e do Adolescente.

Tese (doutorade): Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de
Medicina.
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