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NOTA EXPLICATIVA 

 

A presente tese foi organizada sob a forma de artigos, de acordo com a resolução 
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concentração Saúde da Criança e do Adolescente, da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal de Minas Gerais (disponível em: 

resolucao_03_2010_regulamenta_formato_de_teses_e_dissertacoes.pdf). Este trabalho 

faz parte dos projetos de pesquisa sobre Hepatite autoimune e Colangite esclerosante 

primária em crianças e adolescentes desenvolvido pelo grupo de Hepatologia Pediátrica 

do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os projetos têm 

objetivos amplos de estudar, avaliar e entender vários aspectos relacionados a estas 

doenças. Na presente tese, o primeiro artigo já publicado, consiste em uma revisão da 

literatura na qual são discutidos os principais aspectos e achados recentes sobre a 

pesquisa de fatores genéticos e imunofenotípicos na hepatite autoimune em crianças e 

adolescentes. O segundo artigo trata da revisão de literatura em relação aos fatores 

genéticos e imunofenotípicos relacionados à colangite esclerosante primária. O terceiro 

e o quarto artigos, assim como os resultados complementares, objetivos primários do 

presente estudo, tiveram como foco a descrição de fatores imunofenotípicos em crianças 

e adolescentes com diagnóstico de hepatite autoimune e colangite esclerosante primária. 

As referências bibliográficas estão dispostas ao final de cada artigo ou seção. Para as 

citações do texto foi utilizado o sistema denominado Vancouver, elaborado por um 

grupo de editores das principais publicações biomédicas internacionais na cidade de 

Vancouver, no Canadá, em 1979 e atualizado em 2004 (Uniform Requirements for 

Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical 

Publication - www.ICMJE.org). Foram seguidas ainda as recomendações específicas 

dos periódicos para os quais os artigos serão submetidos. 
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RESUMO GERAL 

A hepatite autoimune (HAI) é uma doença inflamatória crônica do fígado, rara 

em crianças e adolescentes, que predomina no sexo feminino, com ampla gama de 

manifestações clínicas. O mecanismo fisiopatológico da doença não é completamente 

conhecido, o que limita a criação de exames laboratoriais e tratamentos mais 

específicos. A colangite esclerosante primária (CEP), na faixa etária pediátrica, é um de 

seus principais diagnósticos diferenciais. Sobre essa última, são menos conhecidos 

ainda os mecanismos fisiopatológicos, não havendo um tratamento que melhore de 

forma significativa o curso da doença. 

Neste estudo, o objetivo foi descrever o perfil imunofenotípico de pacientes com 

hepatite autoimune tipo 1, hepatite autoimune tipo 1 associada à colangite e colangite 

esclerosante primária avaliando também fatores clínicos e laboratoriais em uma coorte 

de crianças e adolescentes acompanhados no ambulatório de Hepatologia Pediátrica do 

Hospital das Clínicas da UFMG. 

Para tal, foi realizado acompanhamento clínico-laboratorial longitudinal dos 

pacientes e avaliado o perfil imunofenotípico desses através de marcadores de superfície 

celular - clusters of differentiation (CD). Os dados foram registrados em prontuários 

próprios e compilados também em banco de dados eletrônico. A análise estatística 

incluiu a descrição da amostra com relação a fatores clínicos e laboratoriais gerais e a 

avaliação de marcadores fenotípicos de linfócitos e monócitos relacionados à 

inflamação e a autoimunidade. 

Os resultados deste trabalho foram relatados em dois artigos e uma seção de 

resultados complementares. No primeiro artigo original, abordou-se a avaliação de 

dados encontrados em pacientes com diagnóstico de hepatite autoimune tipo 1 e sua 

associação com colangite. Os pacientes apresentaram características clínicas e 

laboratoriais semelhantes entre si, com execeção para resultados de gamaglutamil 

transferase (GGT) e gamaglobulinemia. Pacientes dos dois grupos tiveram maior 

porcentagem de células T CD4
+
. Na avaliação fenotípica de linfócitos T CD4

+
, a 

expressão de CCR3 foi maior em ambos os grupos pacientes, de CD45RA também foi 

alta em ambos os grupos pacientes, mas com significância apenas no grupo de 

associação com colangite, e de CD45RO e CD28 foi maior no grupo da HAI. Em 

linfócitos T CD8
+
, a expressão de CCR3 foi mais elevada em ambos os grupos e nos 

pacientes do grupo de associação à colangite encontramos uma expressão maior de 
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CD25 e CD45RA e inferior de CD45RO. Em monócitos, HLA-DR foi o achado mais 

importante, sendo menos expresso em ambos os grupos de pacientes.  

Já no segundo artigo, foi avaliado o perfil do grupo com diagnóstico de colangite 

esclerosante primária, com descrição da amostra e comparação de fatores 

imunofenotípicos com grupo controle. 

Observou-se que os pacientes tinham uma idade mediana 13.0 anos, com 

predomínio do sexo masculino (1.4: 1) e que a elevação da gamaglutamil transferase foi 

o achado laboratorial mais importante na avaliação inicial. Estas características se 

assemelharam às apresentadas em outras casuísticas pediátricas disponíveis na 

literatura. Apesar de reduzida contagem total de linfócitos no sangue periférico, os 

pacientes apresentavam uma maior percentagem de células T CD4
+
 em comparação aos 

controles. Na imunofenotipagem de células T CD4
+
 foi mais elevada a expressão de 

CCR3, CD25, CD95L, CD40L, HLA-DR e houve também maior percentagem de 

células CD28 negativas. Em linfócitos T CD8
+
, CD69 e CCR3 foram mais expressos. 

Em monócitos, houve um aumento da expressão de CD80. Os resultados demonstraram 

que crianças e adolescentes com diagnóstico de CEP apresentam uma ativação 

persistente do sistema imune, com mecanismo complexo com participação alterações 

em receptores e marcadores celulares. Mais pesquisas são necessárias para identificar 

possibilidades diagnósticas e terapêuticas relacionadas a estes marcadores. 

Na seção complementar foi realizada a comparação entre os grupos de pacientes 

com diagnóstico de HAI e CEP. Nessa avaliação, ficou evidente a maior expressão de 

marcadores relacionados a autoimunidade nos pacientes com diagnóstico de CEP, como 

CD25, CTLA-4, CD95L, CD69, CD40L em células T CD4
+
. Hipotetiza-se que esses 

achados poderiam estar relacionados às diferentes fisiopatologias dessas doenças ou à 

resposta ao tratamento observada na HAI. Em monócitos, observou-se menor expressão 

de HLA-DR nos pacientes com diagnóstico de HAI, sendo esse um achado importante 

pois já é conhecida a participação do HLA na predisposição genética dessa doença. É 

possível que um fenótipo mal funcionante do HLA-DR possa fazer da fisiopatologia. 

Ademais, observamos também interessante característica semelhante entre as duas 

doenças com a maior expressão de CCR3, marcador já descrito em outras situações de 

autoimunidade, com possível importância no mecanismo fisiopatológico. Por fim, os 

autores buscaram colaborar para um melhor entendimento da imunofenotipagem celular 

das doenças estudadas e também buscaram encontrar fatores que poderiam auxiliar no 

diagnóstico e tratamento de ambas. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

  A hepatite autoimune (HAI) é uma doença inflamatória crônica do fígado, rara 

em crianças e adolescentes e que acomete um grupo de pacientes que perderam a 

tolerância imunológica a antígenos do próprio fígado.
1,2,3

 Predomina no gênero 

feminino e caracteriza-se por hipergamaglobulinemia, elevação de enzimas hepáticas, 

presença de autoanticorpos e alterações histológicas.
4
 A idade de início dos sintomas é 

ampla, variando de 6 meses a 75 anos, sendo rara antes dos dois anos e possuindo 

incidência maior entre 10 e 30 anos.
2 

  O diagnóstico é confirmado por meio desses achados e da exclusão de outras 

causas de doença hepática crônica.
5
 De acordo com os autoanticorpos detectados, a HAI 

pode ser classificada em duas formas: HAI tipo 1 quando são detectados os 

autoanticorpos fator antinuclear (FAN) e/ou antimúsculo liso (AML); e HAI tipo 2 se 

detectado autoanticorpo antimicrossomal de fígado e rim (anti-LKM1).
5
 A biópsia 

hepática faz parte da confirmação diagnóstica e avaliação da presença ou ausência de 

cirrose. A histologia tem como achados sugestivos a presença de necrose em saca-

bocado periportal ou perisseptal, infiltrado linfoplasmocitário com numerosos 

plasmócitos e formação de rosetas.
3 

  As manifestações clínicas têm amplo espectro, havendo pacientes assintomáticos 

que cursam apenas com alterações laboratoriais, pacientes com quadro clínico 

semelhante à hepatite aguda viral e até o quadro grave de insuficiência hepática (aguda, 

crônica ou fulminante).
2,3,4

 Alguns casos cursam ainda com associação à colangite 

autoimune (CAI), sendo que nesta situação o acometimento hepático ocorre em 

hepatócitos e também em ductos biliares.
2 

Essa associação é relatada na literatura numa 

frequência de 2 a 8% entre os pacientes adultos com hepatite autoimune.
6
 Não se sabe 

ainda ao certo se ela é uma manifestação atípica da mesma doença ou uma entidade 

única, diferente da HAI e do seu principal diagnóstico diferencial descrito a seguir.
6 

  
Apesar da patogênese da doença não ser completamente conhecida, sabe-se que 

a susceptibilidade é em parte determinada pela presença de genes relacionados ao 

complexo principal de histocompatibilidade II (MHC II), de forma mais direta ao 

antígeno leucocitário humano (HLA).
7
 Uma associação primária foi descrita com HLA-

DR3 e HLA-DR4 em europeus e norte-americanos.
8
 Por outro lado, em crianças foi 

demonstrado que o HLA-DRB1*1301 é o que mais se relaciona à susceptibilidade à 

HAI.
7,9

 Acredita-se também que esses achados possam se relacionar com a resposta ao 
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tratamento e prognóstico, no entanto são poucos os estudos em adultos que avaliaram 

tal associação.
7
 

 O mecanismo fisiopatológico da doença envolve ativação de linfócitos, 

principalmente auxiliares, mas também linfócitos B, macrófagos e células natural 

killers (NK), no entanto não é conhecido o fator (ou fatores) que levam a uma 

desregulação do sistema imune, criando um ambiente de agressão às células 

hepáticas.
10,11

 Alterações na expressão de alguns clusters of differentiation (CD) em 

células imunológicas podem ser sinais dessa desregulação.
12-16 

Ainda são necessários 

mais estudos, como o presente, para avaliar se essas alterações podem estar relacionadas 

com a doença.
 

  Uma característica importante da HAI é a pronta resposta ao tratamento com 

corticoesteróides e imunossupressores.
2
 Prednisona isolada ou associada à azatioprina é 

a principal forma de tratamento utilizada, tendo como objetivos a redução do processo 

inflamatório hepático, a indução de remissão clínica, a melhora dos sintomas e o 

aumento da sobrevida.
3
 A resposta caracteriza-se pela melhora clínica e redução das 

aminotransferases até valores normais ou, no máximo, duas vezes o maior valor de 

referência.
 

  A remissão é definida como melhora clínica, normalização das 

aminotransferases e gamaglobulina, autoanticorpos negativos ou em títulos muito 

baixos e resolução histológica da inflamação, sendo essa última a mais tardia. Por outro 

lado, a recaída é caracterizada pelo aumento das transaminases após a remissão ter sido 

atingida.
17,18

 A recaída durante o tratamento é comum, podendo ocorrer em até 40% dos 

pacientes e requerendo um aumento temporário da dose de corticóide.
3
 A não aderência 

ao tratamento tem papel importante nessa porcentagem de recaídas. O transplante 

hepático é a última linha de tratamento, sendo indicado aos pacientes que não 

responderam à medicação. Necessidade de transplante foi relatada em 8,5% das crianças 

com HAI.
19

 O prognóstico dos pacientes que respondem ao tratamento imunossupressor 

é bom, mesmo quando já existe cirrose na avaliação inicial, com boa qualidade de vida 

e, em geral, com uso de baixas doses da medicação.
2,3

 

  A colangite esclerosante primária (CEP), doença hepática crônica de etiologia 

desconhecida, mas com componente autoimune, é um dos mais importantes 

diagnósticos diferenciais da hepatite autoimune.
20,21

 A CEP é caracterizada por 

inflamação crônica e fibrose de ductos biliares intra e/ou extra hepáticos, com evolução 

lenta, mas progressiva para cirrose.
20

 Predomina no gênero masculino e a apresentação 
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clínica é muito variável, o início da doença é normalmente insidioso e silencioso e 

muitas crianças apresentam curso prolongado da doença, sendo sua incidência 

subestimada nesta faixa etária.
20

  

  O diagnóstico muitas vezes é feito quando ocorrem as complicações do quadro 

de cirrose como hemorragia digestiva alta por varizes, ascite, entre outros.
21

 Para 

certeza, este diagnóstico é baseado em achados colangiográficos típicos (dilatações e 

estreitamentos multifocais em parte ou em toda a árvore biliar), achados clínicos, 

laboratoriais e histológicos, além da exclusão de causas secundárias de colangite.
22,23

 

Laboratorialmente, pode se assemelhar muito à HAI, podendo ocorrer aumento de 

gamaglobulina sérica, presença de anticorpos antimúsculo liso, FAN (Fator 

Antinuclear), ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic antibodies) e ASCA (anti-

Saccharomyces cerevisiae antibodies ).
20,22  

 A patogênese da CEP ainda não é totalmente compreendida, mas acredita-se 

numa interação complexa entre fatores genéticos, imunológicos e ambientais. Estudos 

têm mostrado uma forte predisposição genética, com parentes de primeiro grau exibindo 

nove a 39 vezes maior risco de desenvolver a doença.
24

 Esta tendência genética parece 

estar associada principalmente com o antígeno leucocitário humano (HLA) no 

complexo II (MHC II) encontrado no cromossomo 6p21, assim como na HAI.
25,26

 

Alguns subtipos do HLA são considerados como principais fatores de susceptibilidade, 

sendo que o HLA-DRB1 tem grande importância. HLA-DRB1*0301, -DRB1*1301 e -

DRB1*1501 são descritos como predisponentes à doença, enquanto -DRB1*0401 e -

DRB1*0701 são vistos como protetores.
25-29

   

 Assim como na HAI, o mecanismo fisiopatológico da doença envolve ativação 

de linfócitos, principalmente auxiliares, mas também linfócitos B, macrófagos e células 

natural killers (NK), no entanto não é conhecido o fator (ou fatores) que levam a uma 

desregulação do sistema imune, criando um ambiente de agressão às células biliares 

hepáticas.
30,31

 Alterações na expressão de alguns clusters of differentiation (CD) em 

células imunológicas, associadas a liberação de citocinas, também estão envolvidos 

nessa desregulação.
30-32

 

  
O tratamento, diferentemente da HAI, é feito com a utilização do ácido 

ursodesoxicólico (UDCA), que não impede a evolução da doença para cirrose. O 

transplante hepático pode ser necessário com a evolução da doença.
20 
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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.
1,2 

Contrasting the female 

predominance of many autoimmune diseases, approximately 2/3 of the PSC patients are 

males with less than 40 years.
3
 

PSC has a wide-ranging clinical presentation, from asymptomatic patients to 

chronic liver disease.
4,5

 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.
6,7

 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.
7
 

The diagnostic of PSC is based on clinical, laboratory and image findings. Mild 

to severe chronic cholestatic biochemical profile can be present.
8 

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.
8,9

 However, magnetic resonance cholangiography (MRC) is 

also considered a good option for PSC diagnosis, being a non-invasive and reliable 

method.
8,10,11

 

Some autoantibodies can be useful in detecting PSC. Serum atypical perinuclear 

antineutrophil cytoplasmic antibody (p-ANCA) is the most common autoantibody 

detected in PSC.
12,13 

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).
14 

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.
15
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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.
1,5,16,17 

Ursodesoxycolic acid (UDCA) is used as a palliative treatment option, without 

interfering on clinical outcome.
18,19 

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.
13,20 

Studies have shown a strong genetic predisposition in 

PSC, with first-degree relatives exhibiting 9 to 39 fold increased risk to develop the 

disease.
21

 Genome studies showed that this genetic tendency is mainly associated with 

Human Leukocyte Antigen (HLA) from major histocompatibility complex II (MHC II) 

locate on chromosome 6p21.
22,23,24,25,26 

Some haplotypes are considered as main 

susceptibility factors. HLA-B and HLA-DRB1 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.
22,23,24,27,28 

As protective 

haplotypes, HLA-DRB1*04-DQB1*0302 and HLA-DRB1*0701-DQB1*0303 have 

been pointed.
22,23,28 

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.
22-26

 

 Table 1 is a compilation of relevant studies that have investigated the influence 

of MHC II antigens on PSC. The number of children evaluated in these studies is also 

show. 

 

 

 

 

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

and its association with primary sclerosing cholangitis patients. 
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Reference Total Nº of 

patients/controls 

(Nº of children 

and adolescents) 

What was 

evaluated 

Conclusions 

Farrant et al
29

, 

1992 

 

71/68 (0) HLA-DRB, 

DQA and 

DQB  

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. 

Amar et 

al
30

,1992 

 

15/no control (0) HLA-DRB3 No apparent association of the 

alleles of the DRB3 locus in the 

Israeli population.  

Olerup et 

al
31

,1995 

 

75/250 (not cited) HLA-DR and 

DQ 

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.  

Leidenius et 

al
32

, 1995 

24/106 (not cited) HLA-A, B, C 

and DR  

HLA-B8 and DR3 (DRB1*03) 

were associated with primary 

sclerosing cholangitis. 

 

Wilschanski et 

al
33

, 1995 

27/no control (all 

children) 

HLA-B and 

HLA-DR  

An increased incidence of HLA B8 

and DR2 (DRB1*15) but not 

DRw52a (DRB3*0101) was found. 

Spurkland et 

al
27

,1999 

 

256/764 (not 

cited) 

HLA-DR and 

DQ 

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 Nº of 

patients/controls 

(Nº of children 

and adolescents) 

What was 

evaluated 

Conclusions 

Boberg et al
34

, 

2001 

 

265/no control 

(yes, but the 

number was not 

cited) 

HLA-DR and 

DQ 

DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*02 

(i.e. DR3, DQ2) 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. 

Donaldson et 

al
28

, 2002 

 

148/134 (0) HLA-DR and 

DQ 

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. 

Bittencourt et 

al
35

, 2002 

 

63/83 (27) HLA-B, 

DRB1, 

DQB1 

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. 

Neri et al
36

, 

2003 

64/183 (0) 
HLA-DRB1, 

HLA-DQB1 

and HLA-B 

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 Nº of 

patients/controls 

(Nº of children 

and adolescents) 

What was 

evaluated 

Conclusions 

Karlsen et al
22

, 

2010 

 

285/298 (yes, but 

the number was 

not cited) 

HLA-DR and 

DQ 

The strongest association was 

detected for HLA-B*08 and 

associations with the DRB1 alleles 

-DRB1*03, -DRB1*04, -DRB1*07, 

and -DRB1*1301 also were 

confirmed. 

Hov et al
37

, 

2010 

 

78/79 (not cited) HLA-DRB1, 

HLA-C 

Positive association of PSC with 

HLA-DRB1*15,  

-DRB1*03, -DRB1*04 and  

-DRB1*1301 confirmed. 

A protective association with HLA-

DRB1*0701 was found. 

Wang et al
38

, 

2014 

 

31/42 (all 

children) 

HLA-DR 

haplotypes 

Frequencies of homozygous HLA-

DRB1*0301 (DR3) genes and 

haplotype A1-B8-DR3 were higher 

in patients. 

Frequencies of disease-protective 

genes DR4 and/or DR15 were 

lower in the patients. 

Næss et al
39

, 

2014 

 

365/368 (yes, but 

the number was 

not cited) 

 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 al
40 

evaluated the extended HLA class I 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.
40

 D6S265*122 was also associated with DR6.
40 

The study of 

Karlsen et al
41 

showed that killer immunoglobulin-like receptors (KIRs) and HLA class 

I ligands can also be associated with PSC.  

 Norris et al
42 

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 γδ T cells, natural killer (NK) (CD56+) cells and cells expressing the NKG2D 

receptor.
42 

 Non-HLA findings include modifications in genes related to autoimmunity 

(IL2/IL2RA), bile acid toxicity (GPBAR1) and mechanisms related to concomitant IBD 

(IL2/IL21, ILR2A, CARD9, MST1, Fut2 and SIK2).
24,43 

Karlsen et al
22

 also 

investigated genome-wide association in PSC. These authors detected a susceptibility 

variant of importance for inflammatory conditions at chromosome 13q31, with 

GPC5/GPC6 as a candidate to represent this association.
22

 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.
44,45

 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.
44 

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.
13,46 

This phenomenon contributes to abnormal immune system 

activation and perpetuation of an inflammatory process.
13,46 

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.
47,48

 

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.
47

Along 

with this, tumor necrosis factor alfa (TNF-α), 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.
13,49,50,51,52 

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.
52,53 

Despite 

that, Bo et al
54

 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, 

α4β7 and CCR9, being these cells responsible for interferon (IFN)-γ production, which, 

in turn, enhances inflammatory stimuli.
55,56 

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.
57,58

 Besides this, Martin et al
59

 showed that γδ
+
 

cells expressing CD45RO and IL-2 can participate of an activated memory mechanism 

that maintains the inflammatory process. Sebode et al
60

 had also described a reduction 

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-α and IL-17A expressing lymphocytes can be found around bile ducts.
61

 

The CCR5 (chemokine receptor 5) is responsible for the recruitment of activated 

lymphocytes via portal expression of CCR5 ligands.
62,63 

CCR5 also contributes to 

generation of T helper 1 immune response.
63,64 

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.
62,63,64 

While Eri et al
63 

showed that CCR5-Delta32 allele frequency was 

significantly higher in PSC compared to controls, Melun et al
64 

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 

(MAdCAM-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 β2-integrin ligand.
56,62,65 

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.
66 

There are studies evaluating anti-

adhesion molecule therapies, but yet without solid results.
66 

Liaskou et al
67

 showed that, when compared with CD28
+ 

T cells, activated 

CD28
- 
T cells produce high levels of interferon γ and TNFα, 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 TNFα.
65 

 

Concluding remarks 

In conclusion, HLA class I and class II 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 – OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

 Avaliar o perfil imunofenotípico de linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 e monócitos 

para marcadores de superfície celular relacionados à inflamação e 

autoimunidade, em crianças e adolescentes com diagnóstico de hepatite 

autoimune tipo 1, associada ou não à colangite autoimune, e na colangite 

esclerosante primária, comparando pacientes com grupo controle.  

3.2 OBJETIVOS COMPLEMENTARES 

 Descrever os achados clínicos de coorte de crianças e adolescentes com 

diagnóstico de hepatite autoimune tipo 1, associada ou não à colangite 

autoimune, e na colangite esclerosante primária. 

 Mostrar os dados laboratoriais significativos na avaliação dos pacientes. 

 

4 - PACIENTES E MÉTODOS 

4.1 DELINEAMENTO, PACIENTES, LOCAL E PERÍODO DE ESTUDO 

Trata-se de um estudo prospectivo, de uma coorte transversal com 20 pacientes 

com diagnóstico de HAI tipo 1, 19 pacientes com hepatite autoimune tipo 1 associada à 

colangite autoimune e 12 com diagnóstico de CEP atendidos no período de janeiro de 

1986 a janeiro de 2014. O grupo controle foi composto por 15 crianças e adolescentes, 

hígidos em avaliação clínica e sem história pessoal ou familiar de doenças autoimunes. 

A seleção de pacientes com HAI foi realizada a partir de uma casuística de 134, 

sendo que dentre esses, 28 tinham diagnóstico de CAI. Foram utilizados como critérios 

de inclusão no estudo a idade até 18 anos na época do diagnóstico, o acompanhamento 

regular no serviço e a boa adesão ao tratamento com remissão clínica e laboratorial por 

pelo menos dois anos, tendo o paciente e seus responsáveis aceitado participar do 

estudo. Para diferenciação diagnóstica entre HAI e HAI associada à colangite foram 

utilizados critérios clínicos, propedêutica laboratorial e de imagem e achados 

histológicos como descrito a seguir.  

O diagnóstico de HAI foi estabelecido segundo os critérios do Grupo Internacional 

para Estudo da HAI, publicados em 1993 e revisados em 1999 e 2008.
1,2

 Todos os 

pacientes que apresentaram, ao início do tratamento ou durante o acompanhamento, 

quadro clínico laboratorial sugestivo de acometimento de vias biliares, foram submetidos à 
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pesquisa de associação do quadro à colangite autoimune. Os principais achados sugestivos 

dessa associação foram elevação persistente de GGT e/ou má resposta ao tratamento 

imunossupressor. A colangiorressonância magnética (CRM) foi utilizada para avaliar a 

presença de alterações em vias biliares, sendo revisada por três hepatologistas experientes 

da equipe de Hepatologia Pediátrica e dois radiologistas do serviço de Radiologia do 

Hospital das Clínicas da UFMG. A biópsia hepática foi o dado utilizado para a 

confirmação final do diagnóstico. Os achados histológicos estão descritos a seguir em 

avaliação histológica.  

O diagnóstico da CEP foi realizado por critérios clínicos, laboratoriais e de 

imagem, com os achados esperados nessa doença. A avaliação de imagem foi realizada 

pela CRM, também com revisão do laudo pelas equipes de Hepatologia Pediátrica e 

Radiologia do serviço, e com confirmação histológica, cujos achados estão descritos no 

item avaliação histológica. Foram selecionados os pacientes com diagnóstico já 

estabelecido, com idade ao diagnóstico inferior a 18 anos, com acompanhamento regular 

no serviço e que aceitaram participar do estudo. 

Foi realizada investigação para exclusão de outras doenças hepáticas crônicas em 

todos os pacientes.  

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

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

seus responsáveis foram devidamente esclarecidos sobre a natureza do estudo e o que 

foi realizado, tendo resguardado o direito de, em caso de recusa, receberem a avaliação 

e o tratamento indicados (para informação 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 ocasiões de suas 

avaliações clínicas rotineiras. 

Os projetos de pesquisa foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. 

(Anexos C e D). 

 

4.3 AVALIAÇÃO CLÍNICA 

 O acompanhamento clínico dos pacientes foi e ainda é realizado no Ambulatório 

São Vicente do Hospital das Clínicas da UFMG pela equipe de Hepatologia Pediátrica do 

serviço. São realizadas avaliações clínicas periódicas a cada 1 a 6 meses, segundo rotina do 
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serviço e fase de tratamento em que se encontra o paciente. Foram considerados os dados 

registrados em prontuário, segundo protocolo específico do serviço. Esses dados foram 

compilados em banco de dados para realização de análise estatística e descrição da 

casuística. A avaliação clínica inicial consta dos seguintes itens: 

 1 – Anamnese completa: gênero; idade; tempo de duração das manifestações até o 

encaminhamento ao ambulatório; evidência de manifestações extra-hepáticas (anemia 

hemolítica autoimune, tireoidite, artrite, diabetes mellitus, artralgia, vitiligo, doença 

inflamatória intestinal, lesões acneiformes etc.); antecedentes familiares de hepatopatias; 

antecedentes familiares de doenças autoimunes (diabetes mellitus, tireoidite, retocolite 

ulcerativa, vitiligo, hepatite autoimune, lúpus etc.); e uso de hemotransfusões, 

medicamentos ou drogas.   

 Os pacientes foram classificados em quatro formas de apresentação clínica: forma 

aguda, semelhante ao quadro clínico da hepatite viral aguda; forma crônica (presença de 

adinamia, anorexia, ascite, hepatomegalia, icterícia intermitente, esplenomegalia); forma 

de falência hepática grave, com apresentação semelhante à insuficiência hepática 

fulminante; e forma assintomática quando se tratava de diagnóstico por achado laboratorial 

isolado ou hepatomegalia detectada ao exame clínico.  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 físico: são avaliados e registrados peso, altura, presença de icterícia, 

ascite, aumento do volume abdominal, telangiectasias, eritema palmar, circulação 

colateral, aranhas vasculares, tamanho e consistência hepática, esplenomegalia e sinais 

clínicos de encefalopatia.   

 

4.4 PROPEDÊUTICA COMPLEMENTAR 

 A avaliação laboratorial inicial, que já faz parte da propedêutica de rotina ao 

diagnóstico, continha hemograma completo; determinação do tempo de protrombina, 

atividade de protrombina e determinação do tempo de tromboplastina parcial ativado; 

determinação dos níveis séricos da alanina aminotransferase (ALT), da aspartato 

aminotransferase (AST), da fosfatase alcalina (FA) e da gamaglutamil transferase (GGT); 

dosagens das bilirrubinas séricas e das proteínas plasmáticas com fracionamento 

eletroforético para avaliação principalmente do perfil hepático do paciente. 

 Foi realizada também pesquisa quantitativa e qualitativa dos autoanticorpos através 

da técnica de imunofluorêscencia indireta (IFI): antinuclear (FAN), antimúsculo liso 
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(AML), antimicrossomal fígado e rim (anti-LKM1) e citoplasmático antineutrofílico 

perinuclear (p-ANCA), sendo esse último realizado na suspeita de CEP. 

 Avaliação laboratorial quantitativa de α1-antitripsina, cobre e ceruloplasmina 

sérica, dosagem do cobre urinário de 24 horas; pesquisa de marcadores virais: HBsAg, 

anti-HBc, anti-HCV 2
a
 geração e anti-HAV IgM e pesquisa do vírus da hepatite C (HCV), 

quando sorologia positiva, foram realizadas para exclusão de outras doenças hepáticas. Os 

dados foram obtidos de registros em prontuário e diretamente no laboratório quando 

necessário. 

Imunofenotipagem 

 Para esta avaliação a pesquisa contou com apoio financeiro da CAPES, através do 

Instituto Nacional de Ciência 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 superfície relacionados à 

inflamação de linfócitos e monócitos. A coleta foi realizada durante os exames de rotina 

solicitados para acompanhamento do paciente.  

 A análise de citometria de fluxo para descrição do perfil de marcadores de 

superfície de linfócitos e monócitos foi realizada conforme descrito por Torres et al
3
. As 

células mononucleares de sangue periférico foram obtidas com utilização 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 coloração foram anti-CD4-APCCy7, anti-CD4-

Cy7, anti-CD8-FITC, anti-CD8-APC, anti-CD14-FITC, anti-CD45RA-FITC, anti-

CD45RO-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 isótopos de controle negativo conjugados com fluorocromos de 

acordo com o anticorpo de referência. 

 Após fixação e ressuspensão, as amostras foram adquiridas em citômetro de fluxo 

(Guava easy-Cyte, Millipore
®
, Darmstadt, Alemanha ou FACSCanto II

®
 BD, Califórnia, 

EUA) numa taxa mínima de 50000 eventos e analisadas pelo software FlowJo 7.5
®
 

(FlowJo, Oregon, USA). Para uma determinação das células correspondentes a linfócitos e 

monócitos, determinou-se a região a ser analisada pela construção 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 seleção de gates utilizados para linfócitos 

em A e de monócitos em B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Foram avaliadas as porcentagens de linfócitos CD4
+
 e CD8

+
 e monócitos (CD14

+
) 

expressando os marcadores de superfície em avaliação. As porcentagens de expressão 

resultantes foram utilizadas para a comparação entre os grupos através de testes estatísticos 

descritos no item análise estatística. Os marcadores de superfície analisados foram: 

CD45RA, CD45RO, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CD25, CD95, CD95L, 

CCR3, CCR5, CD80, CD86. Nessa avaliação tentou-se pesquisar a ativação de linfócitos e 

monócitos; e a presença de células de memória e de regulação imunes.  

 Avaliação radiológica 

Conforme rotina do serviço, foram solicitados exames ultrassonográficos de fígado 

e vias biliares (todos os pacientes) e colangiorressonância (na suspeita de colangite 

associada à HAI ou na CEP) sendo, revisados e avaliados por três hepatologistas 

experientes da equipe de Hepatologia Pediátrica e dois radiologistas do serviço de 

Radiologia do Hospital das Clínicas da UFMG.  

Avaliação histológica  

 As biópsias hepáticas são indicadas no momento do diagnóstico e realizadas tão 

logo as condições clínicas e laboratoriais do paciente permitam. A avaliação 

histopatológica foi realizada pela equipe de patologistas do Serviço de Anatomia 

Patológica do Hospital das Clínicas da UFMG. 
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O achado histológico de hepatite de interface, associada à formação de rosetas, 

alargamento dos espaços portais por fibrose e infiltrado inflamatório principalmente 

plasmocitário em espaços periportais, portais e intralobulares representou o quadro 

histológico de hepatite autoimune. Quando, além desses achados, encontrou-se 

acometimento de ductos por inflamação com alterações degenerativas do epitélio ductular, 

podendo haver também ductopenia e proliferação de ductos, confirmou-se o diagnóstico de 

hepatite autoimune com associação à colangite autoimune.  

 Os achados de degeneração do epitélio do ducto biliar, infiltração de espaços porta 

por células mononucleares e polimorfonucleares, proliferação de ductos associados com 

diminuição ou ausência de ductos biliares interlobulares e fibrose periductal concêntrica de 

ductos biliares interlobulares (fibrose "em casca de cebola") foram os achados histológicos 

utilizados para confirmar a CEP. 

  Além da classificação histológica do tipo de doença, descrita anteriormente, 

foram avaliados a graduação e o estadiamento das alterações hepáticas. A graduação é 

demonstrada pela ausência ou presença de necrose em saca-bocados, necrose 

confluente, necrose lítica focal, apoptose, alterações em ductos biliares, inflamação 

focal e inflamação portal com as respectivas intensidades. Através do estadiamento, 

avaliaram-se a presença e a quantidade de fibrose; o estágio final foi caracterizado por 

cirrose incipiente ou definitiva.     

 

4.5 RESPOSTA AO TRATAMENTO 

 O esquema de tratamento empregado para hepatite autoimune é a associação de 

prednisona e azatioprina, em tomadas diárias, nas doses de 1 a 2 mg/kg/dia (máximo 60 

mg/dia) e 1,5 mg/kg/dia (máximo 100 mg/dia), respectivamente.
4,5

 A primeira reavaliação 

é realizada com quatro semanas, quando a dose da prednisona é reduzida em um terço 

(retirados 10 a 20 mg) e posteriormente a cada duas semanas, sendo reduzida a dose em 10 

a 5 mg em cada avaliação até atingir 5 mg em dias alternados, mantendo o paciente em 

remissão clínico-laboratorial. A azatioprina é mantida na dose inicial. Para os pacientes 

que se apresentam no início do tratamento com leucopenia (global de leucócitos menor que 

3.000) e/ou plaquetopenia (menor que 50.000) é iniciada somente prednisona, sendo 

acrescentado azatioprina após melhora desses parâmetros; caso contrário, mantida somente 

prednisona. A medicação é fornecida aos pacientes através do Sistema de Medicamentos 

Especiais do Sistema Único de Saúde. 
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 A resposta ao tratamento foi avaliada segundo os critérios do Grupo Internacional 

para Estudo da HAI
1,2

, sendo caracterizada pela melhora clínica e redução das 

aminotransferases até valores normais ou no máximo duas vezes o maior valor de 

referência. Remissão completa foi definida como melhora clínica, normalização das 

aminotransferases e gamaglobulina, autoanticorpos negativos ou em títulos muito 

baixos e resolução histológica da inflamação, sendo esta última a mais tardia. Por outro 

lado, a recaída foi representada pelo aumento das transaminases após a remissão ter sido 

atingida.
4,5

 Foi avaliado também o número de pacientes que necessitaram de transplante 

hepático devido à não resposta ao tratamento.  

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

realizado em todos os pacientes com a utilização do ácido ursodesoxicólico (UDCA).
7 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 A análise estatística foi realizada através do programa SPSS 17® (IBM, New 

York, USA). A descrição da casuística clínica e laboratorial foi realizada utilizando-se 

média, mediana, desvio padrão, intervalos e porcentagens. Teste qui-quadrado foi 

utilizado para comparação de variáveis categóricas. 

Os dados relativos à imunofenotipagem foram avaliados por testes não 

paramétricos utilizando o GraphPad Prism software 5.03® (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA, EUA), considerando que não houve distribuição normal avaliada pelo 

teste de Shapiro-Wilk. As comparações com três ou mais grupos foram realizadas por 

teste não paramétrico Kruskal-Wallis, não havendo possibilidade de cálculo de intervalo 

de confiança (IC) por se tratar de comparação de múltiplos grupos. As comparações dos 

pares de grupos foram realizadas pelo teste Mann-Whitney com cálculo de intervalo de 

confiança e pelo teste de comparação múltipla de Dunn. Em todas as análises, as 

diferenças foram consideradas significativas quando p ≤ 0.05. O intervalo de confiança 

também foi calculado para as comparações entre os grupos. 

O número total de pacientes em cada análise para diferentes marcadores variou 

de 3-20 devido a problemas experimentais específicos do método (como, por exemplo, 

marcação ineficiente pelo fluorocromo, perda da amostra na leitura pelo aparelho) que 

causaram perdas de dados desses pacientes. Estas perdas são 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, CD45RO, 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 CD45RO. 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 AIH, 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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Key-words: Autoimmune hepatitis, Immunophenotype, Autoimmune disease, 

Children 

 

Introduction 

 Autoimmune hepatitis (AIH) is a progressive inflammatory liver disease more 

prevalent among female.
1,2

 The incidence is high between 10 and 30 years.
3
 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 (IgG).
3
 Histologically, AIH is 

characterized by interface hepatitis without a known etiology.
3
 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.
4
 There are two types of AIH: 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.
2,3,5,6

 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.
2,3,7,8 

 Susceptibility to AIH is associated to the presence of genes related to major 

histocompatibility complex II (MHC II) specifically to human leukocyte antigen 

(HLA).
9
 An association has been established with HLA-DR3 and HLA-DR4 in 

European and American cohorts.
10

 In children, the HLA-DRB1*1301 is the most 

common associated gene to susceptibility to AIH.
9,11

 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.
12,13

 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.
14,15

 

 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.
16

 Furthermore, it was 

demonstrated a higher expression of the CCR5 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.
16,17

 

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.
12

 Ogawa et 

al
18

 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 

(CD45RO
+
), suggesting a constant and chronic activation of T lymphocytes. 

CD4
+
CD95

+ 
T cells are responsible for the continuous activation of the regulatory 

system.
18

 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 AIH type 1 overlap syndrome with 

autoimmune cholangitis. Patients were followed at Hepatology Reference Center of 

Hospital das Clínicas 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.
1,2

 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.
19

 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 II
®
, 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, CD45RO, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CD25, 

CD95, CD95L, CCR3, CCR5, CD80. 

  

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.
4,5 

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.
1
  

 
 

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 

(n=20 patients) 

Autoimmune hepatitis 

associated with 

autoimmune 

cholangitis 

(n=19 patients) 

Statistical 

significance 

(p value) 

Median (IQ 25-75th) 

of age at clinical onset 

(years) 

10.7 (7.2-12.7) 10.2 (7.6-11.2) 0.90 

Median (IQ25-75th) 

of age at the time of 

evaluation 

15 (13.5-20.5) 15 (12.3-18) 1.00 

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

Median (IQ 25-75th) 

of follow-up time 

(months) 

78 (29-143) 38.5 (24-73.3) 0.14 

Median (IQ 25-75th) 

of time into remission 

(months)  

48 (24-96) 24 (24-48) 0.13 

 

Forms of presentation (number of patients) 
  

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

Chronic liver 

disease 

7 (35%) 6 (31.6%) 1.00 

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

Fortuitous finding 2 (10%) 4 (21%) 0.41 

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

hepatitis 

(n=20 patients) 

Autoimmune hepatitis 

associated with 

autoimmune 

cholangitis 

(n=19 patients) 

Statistical 

significance 

(p value) 

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 (2.4 to 17.0)  11.4 (5.6 to 27.0)  0.88 

ALT* 11.8 (4.6 to 20.0)  7.3 (3.2 to 22.0)  0.59 

GGT* 2.5 (1.7 to 4.4)  4.2 (2.6 to 6.4) 0.02 

Albumin 3.5 (3.3 to 4.0) g/dL 3.6 (3.2 to 3.9) g/dL 0.90 

Gammaglobulinemia 2.3 (1.3 to 2.8) g/dL 3.2 (2.2 to 4.1) g/dL 0.04 

Prothrombin activity 75 (54 to 87) % 59 (42 to 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 (IQ25-75th 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 (IQ25-75th of 4348 to 8090) and of overlap syndrome group 

ranged from 2130 to 15280 with median of 5400 (IQ25-75th of 3400 to 6320). The 
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lymphocyte count of AIH patients ranged from 590 to 5990 with median of 1755 (IQ25-

75th of 978 to 4008) and of overlap syndrome group ranged 610 to 4588 with median of 

1370 (IQ25-75th of 950 to 2690). The monocyte count in AIH group ranged from 84 to 

620 with median of 309 (IQ25-75th of 168 to 537) and of overlap syndrome group 

ranged from 108 to 1740 with median of 450 (IQ25-75th 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Percentage total of CD8
+
 T cells in PBMC with representation of median and 

interquartile range 25-75th. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Percentage total of 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.   

Surface 

Marker 

Tested 

Median and 

IQ range in 

control 

group 

(n of 

patients) 

Median and 

IQ range in 

AIH group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between AIH 

and control 

groups 

Median and 

IQ range in 

overlap 

syndrome 

group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between 

overlap 

syndrome 

and control 

groups 

CCR3
+ 

in 

CD4
+
 T cells  

1.7 

[0.75-2.3] 

(n=12) 

12.7  

[2.53-54.2] 

(n=5) 

p=0.003 

(0.9 to 5.8) 

10.7 

[1.8-32.9] 

(n=8) 

p=0.047 

(0.1 to 32.9) 

CCR5
+
 in 

CD4
+
 T cells  

2.0 

[1.5-4.8] 

(n=12) 

1.1  

[1.0-4.9] 

(n=3) 

p=0.362 

(-4.7 to 3.3) 

5.1 

[1.2-9.3] 

(n=8) 

p=0.214 

(-0.9 to 6.2) 

CD45RA
+
 in 

CD4
+
 T cells  

18.4 

[11.2-27.8] 

(n=14) 

23.7 

[15.3-32.4] 

(n=14) 

p=0.250 

(-2.9 to 16.2) 

29.2 

[21.9-39.8] 

(n=16) 

p=0.023 

(2.1 to 18.8) 

CD45RO
+
 in 

CD4
+
 T cells  

13.8 

[8.3-17.4] 

(n=14) 

18.8 

[13.6-27.0] 

(n=15) 

p=0.040 

(0.1 to 11.6) 

12.2 

[11.0-18.8] 

(n=15) 

p=0.973 

(-5.3 to 5.0) 

CD25
+
 in 

CD4
+
 T cells  

1.2 

[0.7-2.0] 

(n=14) 

1.0 

[0.4-2.8] 

(n=13) 

p=0.675 

(-0.8 to 0.6) 

1.6 

[0.9-2.6] 

(n=15) 

p=0.381 

(-0.5 to 0.9) 

CD28
+
 in 

CD4
+
 T cells  

35.9 

[34.5-44.8] 

(n=9) 

50.8 

[38.6-56.9] 

(n=19) 

p=0.027 

(1.3 to 18.4) 

45.0 

[36.8-54.2] 

(n=18) 

p= 0.092 

(-2.1 to 17.4) 

CD28
NEG

 in 

CD4
+
 T cells  

1.5 

[0.7-3.2] 

(n=9) 

1.3 

[0.8-1.2] 

(n=19) 

p=0.995 

(-1.4 to 0.8) 

1.6 

[2.6-6.5] 

(n=18) 

p= 0.623 

(-0.9 to 1.4) 

CTLA-4
+
 in 

CD4
+
 T cells  

0.5 

[0.4-0.9] 

(n=14) 

0.4 

[0.3-0.7] 

(n=15) 

p=0.585 

(-0.3 to 0.2) 

0.7 

[0.3-3.0] 

(n=14) 

p=0.421 

(-0.2 to 1.1) 

CD95
+
 (Fas) 

in CD4
+
 T 

cells  

15.0 

[11.0-17.0] 

(n=15) 

14.9 

[12.5-22.0] 

(n=16) 

p=0.440 

(-2.9 to 6.7) 

11.9 

[10.3-20.0] 

(n=13) 

p=0.865 

(-5.0 to 4.9) 
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Surface 

Marker 

Tested 

Median and 

IQ range in 

control 

group 

(n of 

patients) 

Median and 

IQ range in 

AIH group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between AIH 

and control 

groups 

Median and 

IQ range in 

overlap 

syndrome 

group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between 

overlap 

syndrome 

and control 

groups 

CD95L
+
 

(FasL) in 

CD4
+
 T cells 

(n=15) 

0.3 

[0.2-0.8] 

(n=15) 

0.6 

[0.3-0.7] 

(n=11) 

p=0.184 

(-0.1 to 0.5) 

0.7 

[0.3-1.3] 

(n=12) 

p=0.142 

(-0.1 to 1.0) 

CD69
+
 in 

CD4
+
 T cells  

0.7 

[0.3-1.2] 

(n=14) 

0.2 

[0.2-0.7] 

(n=16) 

p=0.150 

(-0.8 to 0.06) 

0.5 

[0.2-2.7] 

(n=14) 

p=0.828 

(-0.5 to 1.0) 

CD40L
+
 in 

CD4
+
 T cells  

0.2 

[0.1-0.6] 

(n=14) 

0.4 

[0.2-0.9] 

(n=16) 

p=0.429 

(-0.1 to 0.4) 

0.3 

[0.2-2.1] 

(n=13) 

p=0.112 

(-0.05 to 1.4) 

HLA-DR
+
 in 

CD4
+
 T cells  

1.3 

[1.2-2.1] 

(n=9) 

1.5 

[1.2-3.5] 

(n=15) 

p= 0.881 

(-0.7 to 1.9) 

2.3 

[1.0-5.9] 

(n=14) 

p=0.256 

(-0.4 to 4.2) 

CD4 total em 

PBMC
* 

41.7 

[36.7-44.5] 

(n=15) 

52.3 

[44.5-58.0] 

(n=20) 

p=0.0009 

(6.5 to 19.1) 

47.2 

[38.5-57.7] 

(n=18) 

p=0.025 

(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.  

Surface 

Marker 

Tested 

Median and 

IQ range in 

control 

group 

(n of 

patients) 

Median and 

IQ range in 

AIH group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between AIH 

and control 

groups 

Median and 

IQ range in 

overlap 

syndrome 

group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between 

overlap 

syndrome 

and control 

groups 

CCR3
+ 

in 

CD8
+
 T cells  

0.6 

[0.3-0.9] 

(n=12) 

1.2 

[0.5-2.9] 

(n=8) 

p=0.044 

(0.01 to 2.5) 

1.2 

[0.8-1.8] 

(n=10) 

p=0.001 

(0.4 to 1.9) 

CCR5
+
 in 

CD8
+
 T cells  

1.2 

[0.8-2.2] 

(n=12) 

0.9 

[0.3-2.0] 

(n=8) 

p=0.296 

(-1.6 to 0.6) 

1.5 

[0.4-3.5] 

(n=10) 

p=0.859 

(-0.9 to 1.1) 

CD45RA
+
 in 

CD8
+
 T cells 

14.4 

[9.5-18.4] 

(n=13) 

18.2 

[15.1-24.7] 

(n=4) 

p=0.157 

(-2.7 to 13.4) 

24.1 

[16.7-28.2] 

(n=10) 

p=0.017 

(2.5 to 15.6) 

CD45RO
+
 in 

CD8
+
 T cells 

4.7 

[2.8-12.2] 

(n=14) 

2.4 

[1.5-4.5] 

(n=16) 

p= 0.063 

(-5.6 to 0.2) 

1.8 

[1.0-3.1] 

(n=13) 

p=0.0056 

(-7.3 to -0.5) 

CD25
+
 in 

CD8
+
 T cells 

0.3 

[0.2-0.4] 

(n=13) 

0.2 

[0.1-0.8] 

(n=11) 

p=0.597 

(-0.2 to 0.4) 

0.5 

[0.2-0.9] 

(n=15) 

p=0.044 

(0.01 to 0.3) 

CD28
+
 in 

CD8
+
 T cells 

15.3 

[11.4-22.4] 

(n=13) 

15.9 

[10,0-24.8] 

(n=17) 

p=0.995 

(-7.7 to 7.4) 

11.3 

[9.3-23.5] 

(n=15) 

p=0.404 

(-9.7 to 2.1) 

CD28
NEG

 in 

CD8
+
 T cells 

3.6 

[1.9-6.5] 

(n=13) 

3.5 

[1.7-6.2] 

(n=17) 

p=0.958 

(-2.5 to 2.3) 

3.4 

[2.2-4.4] 

(n=15) 

p=0.871 

(-2.3 to 1.4) 

CTLA-4
+
 in 

CD8
+
 T cells 

0.3 

[0.2-0.6] 

(n=14) 

0.2 

[0.1-0.5] 

(n=19) 

p=0.474 

(-0.2 to 0.2) 

0.4 

[0.1-0.8] 

(n=17) 

p=0.524 

(-0.1 to 0.5) 

CD95
+
 (Fas) 

in CD8
+
 T 

cells 

4.6 

[3.5-6.3] 

(n=14) 

3.2 

[2.0-5.6] 

(n=10) 

p=0.483 

(-3.4 to 2.3) 

4.2 

[1.0-6.6] 

(n=12) 

p=0.764 

(-2.1 to 5.9) 
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Surface 

Marker 

Tested 

Median and 

IQ range in 

control 

group 

(n of 

patients) 

Median and 

IQ range in 

AIH group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between AIH 

and control 

groups 

Median and 

IQ range in 

overlap 

syndrome 

group 

(n of 

patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between 

overlap 

syndrome 

and control 

groups 

CD95L
+
 

(FasL) in 

CD8
+
 T cells 

0.3 

[0.1-0.9] 

(n=15) 

0.3 

[0.2-0.6] 

(n=18) 

p=0.851 

(-0.5 to 0.2) 

0.3 

[0.1-1.2] 

(n=16) 

p=0.792 

(-0.1 to 0.8) 

CD69
+
 in 

CD8
+
 T cells 

0.5 

[0.3-0.7] 

(n=12) 

0.7 

[0.2-1.2] 

(n=12) 

p=0.599 

(-0.3 to 0.7) 

0.5 

[0.3-1.5] 

(n=15) 

p=0.782 

(-0.2 to 0.8) 

CD40L
+
 in 

CD8
+
 T cells 

0.2 

[0.1-0.4] 

(n=13) 

0.2 

[0.1-0.4] 

(n=18) 

p=0.729 

(-0.2 to 0.2) 

0.3 

[0.1-1.0] 

(n=15) 

p=0.132 

(-0.1 to 0.5) 

HLA-DR
+
 in 

CD8
+
 T cells 

2.0 

[1.1-5.6] 

(n=12) 

1.4 

[0.6-2.4] 

(n=12) 

p=0.126 

(-3.8 to 0.2) 

1.7 

[0.8-5.7] 

(n=15) 

p=0.692 

(-1.9 to 2.3) 

CD8 total em 

PBMC
* 

17.8 

[13.0-21.9] 

(n=15) 

22.3 

[13.6-30.3] 

(n=20) 

p=0.314 

(-3.4 to 10.8) 

19.6 

[13.0-27.5] 

(n=18) 

p=0.630 

(-5.1 to 9.2) 

*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).   

Surface 

Marker 

Tested 

Median and 

IQ range in 

control group 

(n of 

patients) 

Median and 

IQ range in 

AIH group 

(n of patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between AIH 

and control 

groups 

Median and 

IQ range in 

overlap 

syndrome 

group 

(n of patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between 

overlap 

syndrome 

and control 

groups 

CD80
+
 in 

CD14
+
 cells  

1.4 

[0.3-2.8] 

(n=15) 

1.4 

[0.7-1.9] 

(n=20) 

p=0.863 

(-0.8 to 0.8) 

1.8 

[1.2-4.0] 

(n=15) 

p=0.068 

(-0.2 to 2.3) 
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Surface 

Marker 

Tested 

Median and 

IQ range in 

control group 

(n of 

patients) 

Median and 

IQ range in 

AIH group 

(n of patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between AIH 

and control 

groups 

Median and 

IQ range in 

overlap 

syndrome 

group 

(n of patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference 

between 

overlap 

syndrome 

and control 

groups 

HLA-DR
+
 in 

CD14
+
 cells  

83.5 

[74.5-89.2] 

(n=15) 

33.5 

[16.2-58.6] 

(n=19) 

p=0.0001 

(-59.3 to -

25.5) 

53.6 

[32.9-81.7] 

(n=15) 

p=0.029 

(-46.5 to -2.0) 

CD14 total em 

PBMC
*
 

83.2 

[75.6-89.6] 

(n=15) 

59.5 

[39.1-75.3] 

(n=20) 

p=0.004 

(-36.5 to -5.9) 

78.3 

[64.3-85.4] 

(n=18) 

p=0.163 

(-17.4 to 3.1) 

*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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 CD45RO in CD4

+
 T cells. 5.C:Expression 

of CD45RA in CD8
+
 T cells. 5.D: Expression of CD45RO 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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.
6,20-27

 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 AIH is the most frequent as observed in other studies.
6, 20-27

 On 

first histopathological evaluation, cirrhosis was present in more them 50% of patients in 

A B 
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most other studies, ranging from 20 to 75%.
6,20,22-27 

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.
3,4 

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.
6,8,21,24,26,27 

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.
13-15,28-30

 In 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
31

 in children and young 

adults diagnosed with AIH, 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.
32-33

 Landi et al
35

 

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.
36

 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.
37 

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.
18

 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 AIH 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, 

cytokine production and regulates long-term T cell survival.
38

 Some authors understand 

that CD28
+
/CD28

-
 among CD8

+
 T cells  reflects replicative senescence and might mean 

immune exhaustion.
39

 When compared with CD28
+ 

T cells, activated CD28
- 

T cells 

produce high levels of interferon γ and TNFα, inducing up-regulation of intercellular 

cell adhesion molecule-1, working as a enhancer of inflammation.
40

 Kurokohchi et al
41

 

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
41

 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
41

 finding, CD28
−
CD4

+
 and CD28

−
CD8

+
 T cells percentages in PBMC 

were comparable between our AIH 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.
42

 The 

CD25 locus is associated with many autoimmune diseases in genome wide association 

studies.
28,42

 Longhi et al
13,28

 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

high
CD127

-
FOXP3

+
), the studies of Peiseler et al

29
 and Liberal et al

43
 

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 AIH. 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.
9-12,44,45 

In our patients, HLA-DR 

was less expressed in AIH with or without overlap syndrome being the expression in 

AIH even lower when compared to the overlap syndrome group. Longhi et al
31 

reported 

the same result when assessing children and young adults diagnosed with autoimmune 

hepatitis. Hiasa et al
46

 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, CD45RO, 

CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CCR3, CCR5, CD25, CD95, CD95L, CD80, 

CD86. 

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 CD80. 

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.
1,2

 Unlike the female predominance of 

many autoimmune diseases, approximately 2/3 of the PSC patients are male with less 

than 40 years.
3
  

PSC has a wide-ranging clinical presentation, with asymptomatic patients, 

unspecific symptoms or patients with chronic liver disease findings.
4,5 

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.
6
 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.
6,7,8

 Serum atypical perinuclear antineutrophil 

cytoplasmic antibody (p-ANCA) is the most frequent autoantibody found in PSC.
9
 

Other autoantibodies can be positive, but they don´t have a good specificity for PSC.
10,11

 

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.
1,5,12,13

 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.
14,15

 Studies had demonstrated 

that exists an genetic association with Human Leukocyte Antigen (HLA) from major 

histocompatibility complex II (MHC II) at chromosome 6p21.
16,17,18,19,20

 Some 

haplotypes are cited as susceptibility haplotypes, being HLA-DRB1 alleles the most 

important ones.
16,17,18,21,22

  

 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 

macrophages) and pro-inflammatory cytokines.
14,23,24,25,26,27 

The mechanisms are 

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 

Clínicas 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.
1,2 

 

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.
28

 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 II
®

, 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, CD45RO, 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 (IQ 

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 (IQ 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 IQ 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 IQ range 5.8 to 21.5 

times the RV. Albumin showed median of 3.8g/dL with IQ range 2.7g/dL to 4.0g/dL 

and prothrombin activity had median of 98% with IQ range of 64% to 102%.   

 The total white blood cell counts of PSC patients ranged from 2140 to 9400 

with median of 5420 (IQ25-75th of 3910 to 8000) and of control group ranged from 

5780 to 11210 with median of 7230 (IQ25-75th of 6500 to 8450). The lymphocyte 

counts of PSC patients ranged from 673 to 5200 with median of 1532 (IQ25-75th of 

1210 to 2740) and of control group ranged 2023 to 3923 with median of 2562 (IQ25-

75th of 2275 to 3140). The monocyte counts of PSC group ranged from 100 to 770 with 

median of 334 (IQ25-75th of 270 to 639) and of control group ranged from 120 to 560 

with median of 362 (IQ25-75th 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Percentage of CD4
+
 T cells in PBMC of PSC and control patients with median 

and interquartile range 25-75th representation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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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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 

-28.3 to 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 (IQ25-75th) 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 IQ 

range in control 

group 

(n of patients) 

Median and IQ 

range in PSC 

group 

(n of patients) 

p value and 

confidence 

interval for 

difference between 

groups 

CD45RA
+
 in CD4

+
 

T cells 

18.4 [11.2-27.8] 

(n=14) 

25.1 [15.6-40.5] 

(n=10) 

p=0.229 

(-4.3 to 20.7) 

CD45RO
+
 in CD4

+
 

T cells 

13.8 [8.3-17.4] 

(n=14) 

10.4 [8.3-14.7]  

(n=10) 

p=0.821 

(-6.2 to 5.9) 

CCR3
+ 

in CD4
+
 T 

cells 

1.7 [0.75-2.3]  

(n=12) 

20.9 [4.9-26.75] 

(n=8) 

p=0.0001 

(3.6 to 25.6) 

CCR5
+
 in CD4

+
 T 

cells 

2.0 [1.5-4.8]  

(n=12) 

4.8 [3.8-6.2]  

(n=8) 

p=0.134 

(-0.7 to 3.9) 

CD25
+
 in CD4

+
 T 

cells 

1.2 [0.7-2.0]  

(n=14) 

2.7 [1.8-3.5]  

(n=12) 

p=0.007 

(0.3 to 2.2) 

CD95
+
 (Fas) in 

CD4
+
 T cells 

15.0 [11.0-17.0] 

(n=15) 

15.1 [9.2-21.5] 

 (n=11) 

p=0.788 

(-4.1 to 5.7) 

CD95L
+
 (FasL) in 

CD4
+
 T cells 

0.3 [0.2-0.8]  

(n=15) 

1.5 [0.8-2.0]  

(n=9) 

p=0.005 

(0.4 to 1.5) 

CTLA-4
+
 inCD4

+
 T 

cells 

0.5 [0.4-0.9]  

(n=14) 

2.6 [0.9-6.2]  

(n=10) 

p=0.003 

(0.4 to 4.7) 

CD69
+
 in CD4

+
 T 

cells 

0.7 [0.3-1.2] 

(n=14) 

3.8 [0.4-6.5]  

(n=10) 

p=0.071 

(-0.1 to 5.3) 

CD40L
+
 in CD4

+
 T 

cells 

0.2 [0.1-0.6] 

 (n=14) 

1.8 [0.6-2.0]  

(n=9) 

p=0.005 

(0.2 to 1.8) 

HLA-DR
+
 in CD4

+
 

T cells 

1.3 [1.2-2.1]  

(n=9) 

5.1 [2.6-6.4]  

(n=10) 

p=0.003 

(-4.7 to -1.0) 

CD28
+
 in CD4

+
 T 

cells 

35.9 [34.5-44.8] 

(n=9) 

38.3 [23.4-45.9] 

 (n=12) 

p=0.715 

(-14.1 to 9.2) 

CD28
NEG

 in CD4
+
 

T cells 

1.5 [0.7-3.2] 

 (n=9) 

3.2 [1.5-4.8] 

 (n=12) 

p=0.057 

(-0.1 to 3.3) 

CD4 total em 

PBMC
*
 

41.7 [36.7-44.5] 

(n=15) 

43.5 [33.2-56.3] 

(n=12) 

p=0.320 

(-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.    

Surface Marker 

Tested 

Median and IQ 

range in control 

group 

(n of patients) 

Median and IQ 

range in PSC 

group 

(n of patients) 

p value and 

confidence interval 

for difference 

between groups 

CD45RA
+
 in CD8

+
 

T cells 

14.4 

[9.5-18.4] 

(n=13) 

19.9 [13.1-23.4] 

(n=8) 

p=0.066 

(-1.3 to 11.2) 

CD45RO
+
 in CD8

+
 

T cells 

4.7 [2.8-12.2] 

(n=14) 

3.2 [1.9-4.9] 

 (n=12) 

p=0.159 

(-6.1 to 0.5) 

CCR3
+ 

in CD8
+
 T 

cells 

0.6 [0.3-0.9] 

 (n=12) 

1.7 [1.0-2.6] 

 (n=10) 

p=0.002 

(0.4 to 2.0) 

CCR5
+
 in CD8

+
 T 

cells 

1.2 [0.8-2.2] 

 (n=12) 

1.6 [0.9-2.6] 

(n=10) 

p=0.663 

(-0.9 to 1.1) 

CD25
+
 in CD8

+
 T 

cells 

0.3 [0.2-0.4] 

 (n=13) 

0.4 [0.2-0.6] 

(n=12) 

p=0.780 

(-0.01 to 0.3) 

CD95
+
 (Fas) in 

CD8
+
 T cells 

4.6 [3.5-6.3] 

 (n=14) 

4.5 [3.2-11.6] 

(n=8) 

p=0.771 

(-2.1 to 5.9) 

CD95L
+
 (FasL) in 

CD8
+
 T cells 

0.3 [0.1-0.9] 

(n=15) 

0.9 [0.3-1.3] 

(n=11) 

p=0.093 

(-0.1 to 0.8) 

CTLA-4
+
 inCD8

+
 T 

cells 

0.3 [0.2-0.6] 

(n=14) 

0.5 [0.2-1.0] 

(n=11) 

p=0.260 

(-0.1 to 0.6) 

CD69
+
 in CD8

+
 T 

cells 

0.5 [0.3-0.7] 

(n=12) 

1.1 [0.6-1.8] 

(n=11) 

p=0.018 

(0.1 to 1.3) 

CD40L
+
 in CD8

+
 T 

cells 

0.2 [0.1-0.4] 

(n=13) 

0.3 [0.2-0.5] 

(n=10) 

p=0.349 

(-0.1 to 0.3) 

HLA-DR
+
 in CD8

+
 

T cells 

2.0 [1.1-5.6] 

(n=12) 

2.6 [1.3-3.7] 

(n=12) 

p=0.785 

(-2.5 to 1.5) 

CD28
+
 in CD8

+
 T 

cells 

15.3 [11.4-22.4] 

(n=13) 

12.5 [7.5-15.5] 

(n=11) 

p=0.245 

(-9.7 to 2.1) 

CD28
NEG

 in CD8
+
 

T cells 

3.6 [1.9-6.5] 

(n=13) 

5.1 [2.0-7.8] 

(n=11) 

p=0.578 

(-2.6 to 3.6) 

CD8 total em 

PBMC
*
 

17.8 [13.0-21.9] 

(n=15) 

18.0 [12.9-21.8] 

(n=12) 

p=0.905 

(-7.3 to 6.7) 

*peripheral blood mononuclear cells 

 

 



 99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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).    

Surface Marker 

Tested 

Median and IQ 

range in control 

group 

(n of patients) 

Median and IQ 

range in PSC 

group 

(n of patients) 

p value and 

confidence interval 

for difference 

between groups 

CD80
+
 in CD14

+
 

cells 

1.4 [0.3-2.8] 

(n=11) 

3.1 [1.2-5.4] 

(n=15) 

p=0.042 

(0.04 to 3.7) 

CD86
+
 in CD14

+
 

cells 

42.8 [3.6-81.9] 

(n=6) 

40.6 [3.9-82.1] 

(n=7) 

p=0.234 

(-76.6 to 7.7) 

HLA-DR
+
 in 

CD14
+
 cells 

83.5 [74.5-89.2] 

(n=11) 

79.8 [34.2-90.5] 

(n=15) 

p=0.565 

(-40.3 to 7.0) 

CD14 total em 

PBMC
*
 

83.2 [75.6-89.6] 

(n=15) 

78.1 [52.6-90.0] 

(n=12) 

p=0.495 

(-28.3 to 7.9) 

*peripheral blood mononuclear cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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.
30-35

 Interestingly, our study population 

showed characteristics similar to those described in other studies in many aspects. 

Higher frequency among males was common to all pediatric studies
30-35

 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.
31,33-35

 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.
30-35 

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.
14,24-27

 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 

AIH 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.

36  

 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.
37

 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.
38-40

 Interestingly, Manousou et al
41

 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.
41 

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.
42

 While Eri et al
43 

showed that CCR5-Delta32 allele 

frequency was significantly higher in PSC among adult patients compared to controls, 

Melun et al
44 

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 named 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.
45,46

 Using the former, Longhi et al
47,48

 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

high
CD127

-

FOXP3
+
), the studies of Peiseler et al

49
 and Liberal et al

50
 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 

that they are Treg cells. A similar finding was described by Kekilli et al
51

 in adult 

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).
52

 It indirectly controls the number of antigen-activated 

lymphocytes.
52

Although there are studies showing a possible Fas participation in 

autoimmunity of autoimmune diseases such as AIH, we found no studies that assessed 

these findings specifically in the PSC. In AIH, Ogawa et al
30

 and Tsikrikoni et al
53

 

found an increase in CD95 (Fas) CD4
+
 positive and CD8

+
 T cell numbers. In Tsikrikoni 

et al
53

 was found an increased in TNF-α and IFN-γ production in cultured lymphocytes 

cells, suggesting these cytokines could be involved in accelerating cell death 
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mechanisms. Genetic studies suggest that some mutations can affect the function of Fas 

receptor.
54-56

 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.
57-60

 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.
57

 Kurokohchi et al
61

 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.
62

 It is interesting since is quite common in 

autoimmune diseases to have an increase of CTLA4 expression.
57

 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.
63 

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.
64

 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. 

Liaskou et al
65

 showed that, when compared with CD28
+ 

T cells, activated 

CD28
- 
T cells produce high levels of interferon γ and TNFα, inducing up-regulation of 

intercellular cell adhesion molecule-1, HLA-DR and CD40L, which are important 

ligands for immune activated T cells. Other authors also described significantly greater 

proportion of CD4
+
CD28

- 
and CD8

+
CD28

-
cells that infiltrate in liver tissue of adult 

patients with PSC, leading to a pro-inflammatory environment rich in TNFα.
66

 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.
67 

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.
67

 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.
68

 Other studies follow the 

same line and attempt to raise anti-CD40L antibodies for use in the treatment of 

autoimmune and oncological diseases.
67,69

  

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.
70,71

 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.
70

 Kurokohchi et al
61 

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 discussão complementares 

Título: Avaliação comparativa de achados imunofenotípicos em crianças e 

adolescentes com diagnóstico de hepatite autoimune, colangite autoimune e 

colangite esclerosante primária. 

RESUMO:  

Objetivos: Hepatite autoimune (HAI) e colangite esclerosante primária (CEP) 

apresentam características clínicas e laboratoriais semelhantes, mas ao mesmo tempo 

características divergentes. Em algumas situações a HAI se manifesta com achados de 

acometimento de ductos biliares semelhantes à CEP, mas que apresentam melhora com 

o tratamento imunossupressor. Até o momento não são conhecidos os fatores imunes 

que podem justificar essa diferença. O objetivo principal dessa avaliação foi comparar 

os achados imunofenotípicos dos grupos de pacientes com diagnóstico de HAI ou HAI 

associada à colangite (CAI) com o grupo com diagnóstico de CEP.  

Pacientes e métodos: Estudo prospectivo de coorte transversal com 20 crianças e 

adolescentes diagnosticados com HAI tipo 1, 19 com HAI tipo 1 e sobreposição à 

colangite e 12 com diagnóstico de CEP. Grupo controle com crianças e adolescentes 

hígidos e sem histórico de doenças autoimunes foi também avaliado. A 

imunofenotipagem para descrição do perfil de marcadores de superfície de linfócitos e 

de monócitos foi realizada em amostras de sangue periférico. Marcadores analisados 

foram: CD45RA, CD45RO, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, CD25, CD95, 

CD95L, CCR3, CCR5, CD80. 

Resultados: Pacientes com diagnóstico de HAI e CAI apresentaram maior porcentagem 

de linfócitos CD4
+
, mas sem diferença estatisticamente significativa em relação ao 

grupo CEP. Todos os três grupos de pacientes tiveram maior expressão de CCR3 em 

linfócitos T CD4
+
 e TCD8

+
 quando comparados ao controle. Em linfócitos T CD4

+
, o 

grupo CEP teve maior porcentagem de expressão de CD25, CTLA-4, CD95L, CD69, 

CD40L, enquanto o grupo HAI apresentou maior expressão de CD45RO. Em 

monócitos, HLADR foi menos expresso nos grupos HAI e CAI.  

Conclusão: Pacientes com HAI e CAI apresentaram diferenças importantes com 

relação à expressão de marcadores de superfície celular de linfócitos e monócitos, 

quando comparados ao grupo CEP. Esse achado pode advir de diferenças reais no 

mecanismo fisiopatológico das duas doenças, colocando a colangite autoimune como 

um quadro possivelmente mais ligado à hepatite autoimune, ou podem representar o 
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efeito do tratamento imunossupressor, considerando o fato que os pacientes com 

diagnóstico de HAI apresentavam boa resposta ao mesmo. 

Palavras-chave: Hepatite autoimune, Colangite esclerosante primária, 

imunofenotipagem, doença autoimune, crianças. 

 

 

Introdução 

Hepatite autoimune (HAI) e colangite esclerosante primária (CEP) são 

condições raras em crianças e adolescentes, mas que podem levar a alta morbi-

mortalidade se não reconhecidas adequadamente.
1,2

 Apresentam algumas características 

clínicas semelhantes, como forma de apresentação e sintomatologia, mas ao mesmo 

tempo características opostas como acometimento maior no gênero feminino na HAI e, 

de forma contrária, no gênero masculino na CEP.
1
 Laboratorialmente chamam atenção 

na HAI as alterações de autoanticorpos e gamaglobulina, enquanto na CEP as alterações 

relacionadas às lesões de ductos biliares são mais evidentes, com o aumento de 

gamaglutamil transferase (GGT).
3
 Interessantemente, em algumas situações a HAI se 

manifesta com achados de acometimento de ductos biliares semelhantes à CEP, mas que 

apresentam regressão com o tratamento com imunossupressores.
2 

Essa situação de 

sobreposição de achados de alterações hepáticas e canaliculares, também conhecida 

como "overlap syndrome" é mais frequente na faixa etária pediátrica.
2
 Apesar de 

publicações relacionadas a pacientes adultos considerarem o quadro como um conjunto 

das duas doenças, as publicações pediátricas mais importantes caracterizam essa 

situação como um quadro de colangite esclerosante autoimune ("autoimmune sclerosing 

cholangitis"). São consideradas importantes suas características semelhantes à CEP, no 

entanto enfatiza-se a boa resposta ao tratamento que os pacientes apresentam, 

considerando essa situação como parte do mesmo processo patogênico da HAI.
1,2

 Não 

são conhecidos os fatores imunes que podem justificar essa diferença. 

Tendo em vista a pouca disponibilidade de estudos correlacionando achados em 

HAI e CEP, principalmente em crianças e adolescentes, foi decidido ampliar o trabalho 

e apresentar os resultados imunofenotípicos comparativos entre todos os grupos 

avaliados. 
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Objetivos 

O objetivo principal da avaliação nessa sessão foi comparar os achados 

imunofenotípicos dos grupos de pacientes com diagnóstico de HAI ou HAI associada à 

colangite com o grupo com diagnóstico de CEP.  

 

Materiais e métodos 

Trata-se de um estudo prospectivo, de uma coorte transversal com 20 pacientes 

com diagnóstico de HAI tipo 1, 19 pacientes com hepatite autoimune tipo 1 associada à 

colangite autoimune (CAI) e 12 com diagnóstico de CEP atendidos no período de 

janeiro de 1986 a janeiro de 2014. Foram incluídas crianças e adolescentes até 18 anos de 

idade na época do diagnóstico, com acompanhamento regular no serviço e boa adesão 

ao tratamento que aceitaram participar da pesquisa. Foram utilizados para confirmação 

diagnóstica os achados clínicos, laboratoriais, a histologia hepática e a resposta ao 

tratamento. O grupo controle foi composto por 15 crianças e adolescentes, hígidos em 

avaliação clínica e sem história pessoal ou familiar de doenças autoimunes. 

O diagnóstico de HAI foi estabelecido segundo os critérios do Grupo Internacional 

para Estudo da HAI, publicados em 1993 e revisados em 1999 e 2008.
4,5

 Os pacientes que 

apresentaram quadro clínico ou laboratorial sugestivo de acometimento de vias biliares 

(elevação persistente de GGT e/ou má resposta ao tratamento imunossupressor) foram 

avaliados utilizando-se a colangiorressonância magnética (CRM) para avaliar a presença 

de alterações em vias biliares, sendo revisada por três hepatologistas experientes da equipe 

de Hepatologia Pediátrica e dois radiologistas do serviço de Radiologia do Hospital das 

Clínicas da UFMG. A biópsia hepática foi o dado utilizado para a confirmação final do 

diagnóstico. Todos os pacientes com diagnóstico de HAI associada ou não à colangite 

estavam em tratamento com imunossupressores. 

O diagnóstico da CEP foi realizado por critérios clínicos, laboratoriais e de 

imagem, com os achados esperados nessa doença. A avaliação de imagem foi realizada 

pela CRM, com revisão do laudo pelas equipes de Hepatologia Pediátrica e Radiologia do 

serviço, e também com confirmação histológica. Foi realizada também investigação para 

exclusão de outras doenças hepáticas crônicas em todos os pacientes.  

O achado histológico de hepatite de interface, associada à formação de rosetas, 

alargamento dos espaços portais por fibrose e infiltrado inflamatório principalmente 

plasmocitário em espaços periportais, portais e intralobulares representou o quadro 

histológico de hepatite autoimune. Quando, além desses achados, encontrou-se 
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acometimento de ductos por inflamação com alterações degenerativas do epitélio ductular, 

podendo haver também ductopenia e proliferação de ductos, confirmou-se o diagnóstico de 

hepatite autoimune com associação à colangite autoimune. Por outro lado, os achados de 

degeneração do epitélio do ducto biliar, infiltração de espaços porta por células 

mononucleares e polimorfonucleares, proliferação de ductos associados com diminuição 

ou ausência de ductos biliares interlobulares e fibrose periductal concêntrica de ductos 

biliares interlobulares (fibrose "em casca de cebola") foram os achados histológicos 

utilizados para confirmar a CEP. 

 O estudo foi aprovado pelo Comité de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais (número ETIC 0419.0.203.000-10 e número 

17395313.0.0000.5149). O formulário 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 três grupos para estudar os perfis de marcadores de superfície 

relacionadas com processos inflamatórios em linfócitos e monócitos. 

A citometria de fluxo para análise da descrição de linfócitos e de monócitos 

perfil de marcadores de superfície foi realizada como descrito por Torres et al
6
. 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®, Califórnia, EUA) e analisadas no software 

FlowJo 7.5® (FlowJo Co., Ashland, OR, EUA). As porcentagens de células T CD
4+

 e 

linfócitos T CD8
+
 e de monócitos CD14

+
 foram avaliadas, assim como a sua 

porcentagem de expressão de marcadores de superfície. Os marcadores de superfície 

analisados foram: CD45RA, CD45RO, CTLA-4, CD69, HLA-DR, CD28, CD40L, 

CD25, CD95, CD95L, CCR3, CCR5, CD80. 

 

 Análise estatística 

 A análise estatística foi realizada utilizando-se o software SPSS 17® (IBM Co., 

New York, EUA). A análise descritiva, utilizando média, mediana, desvio padrão, 

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 análises comparativas das porcentagens de expressão dos marcadores nos grupos 

utilizando-se teste não paramétrico no software GraphPad Prism 5.03® (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, EUA), já que não havia distribuição normal dos dados 

quando avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparações com três ou mais grupos 

foram realizadas por teste não paramétrico Kruskal-Wallis, não havendo possibilidade 

de cálculo de intervalo de confiança (IC) por se tratar de comparação de múltiplos 

grupos. As comparações dos pares de grupos foram realizadas pelo teste Mann-Whitney 

com cálculo de intervalo de confiança e também pelo teste de comparação múltipla de 

Dunn. Em todas as análises, as diferenças foram consideradas significativas quando 

 p ≤ 0.05.  

O número total de pacientes em cada análise para diferentes marcadores variou 

devido a problemas experimentais que causaram perdas de amostras. Estas perdas são 

inerentes ao método experimental utilizado. 

 

Resultados 

No momento da coleta de sangue para avaliação de citometria, os 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 (IQ 10.3 a 14.5). O 

grupo controle teve mediana de idade de 14.5 anos (IQ 12.8 a 17). O gênero feminino 

foi mais prevalente nos grupos HAI (65%) e CAI (52,6%), enquanto no grupo CEP 

prevaleceu o gênero masculino (58.3%). 

Na primeira avaliação de imunofenotipagem, observamos que os pacientes com 

diagnóstico de HAI e HAI associada à colangite apresentaram maior porcentagem de 

células T CD4
+
 quando comparados ao grupo com diagnóstico de CEP, mas sem 

diferença estatisticamente significativa (p=0.267). Este resultado está apresentado na 

Figura 1. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos de 

pacientes para a expressão de CD8
+ 

em células T (p=0.710) e de CD14
+ 

em monócitos 

(p=0.194). 
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Figura 1: Expressão de CD4 em linfócitos em sangue periférico (PBMC) em todos os 

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

 

 A seguir apresentamos os resultados de imunofenotipagem que tiveram 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes.  

Com relação ao CCR3, todos os grupos de pacientes apresentaram maior número 

de células T CD4
+
 e também T CD8

+
 expressando esse marcador (p=0.002 e p= 0.006, 

respectivamente) quando comparadas ao controle, não havendo, por outro lado, 

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

resultados são apresentados na Figura 2.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Expressão de CCR3 em células T CD4
+
 (A) e em células T CD8

+
 (B) em 

PBMC em todos os grupos com representação de mediana e intervalo interquartil 25-75. 
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Quando avaliados os marcadores CD45RA e CD45RO, presentes em células 

naive (não estimuladas) e células T de memória, respectivamente, o resultado mais 

significativo foi a maior porcentagem de células T CD4
+
 expressando o marcador 

CD45RO nos pacientes com diagnóstico de HAI. Para este resultado, houve diferença 

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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Expressão de CD45RO em células T CD4
+
 em PBMC em todos os grupos 

com representação de mediana e intervalo interquartil 25-75. 

 

Na avaliação da expressão dos marcadores CD25, CTLA-4, CD95L, CD69, 

CD40L em células T CD4
+
 o grupo de pacientes com diagnóstico de CEP apresentou 

maior porcentagem de expressão não só quando comparado ao grupo controle, mas 

também quando comparado aos grupos de pacientes com HAI e HAI associada à 

colangite. Para CD25 houve diferença estatisticamente significativa entre os três grupos, 

sendo p=0.024 (IC -2.4 a -0.2) para HAI comparado à CEP e p=0.031 (IC 0.1 a 2.0) 

para HAI associada à colangite comparado à CEP. Na avaliação do CD95L, o p foi 

0.058 (IC -1.5 a 0.2) para HAI comparada à CEP e p=0.098 (IC -1.4 a 0.4) para HAI 

associada à colangite comparada à CEP. Para CTLA-4, os resultados foram p=0.014      

(-3.8 a -0.3) para HAI comparado à CEP e p=0.041 (IC -3.5 a -0.3) para HAI associada 

à colangite comparada à CEP. Com relação ao CD40L houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos HAI e CEP (p=0.030; IC -1.7 a -0.2), mas não houve entre 
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A B 

HAI associada à 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 comparação à CEP e p=0.158     

(IC -0.2 a 5.2) para HAI associada à colangite comparada à CEP. Esses resultados são 

apresentados nas figuras 4, 5 e 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Expressão de CD25 em células T CD4
+
 em PBMC em A e expressão de 

CD95L em células T CD4
+
 em PBMC em B, em todos os grupos, com representação de 

mediana e intervalo interquartil 25-75. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Expressão de CTLA-4 em células T CD4
+
 em PBMC em todos os grupos com 

representação mediana e intervalo interquartil 25-75. 
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Figura 6: Expressão de CD40L em células T CD4
+
 em PBMC em A e expressão de 

CD69 em células T CD8
+
 em PBMC em B, em todos os grupos com representação de 

mediana e intervalo interquartil 25-75. 

 

 Na avaliação de monócitos, foi encontrada menor expressão de HLA-DR nos 

pacientes com diagnóstico de HAI e HAI associada à colangite quando comparados aos 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Expressão de HLA-DR em células CD14
+
 (monócitos) em PBMC em todos os 

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

 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os três 

grupos de pacientes para os demais marcadores avaliados. (dados não mostrados). 
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Discussão 

 Considerando os resultados dos quatro grupos aqui apresentados, foi evidenciada 

uma diferença importante com relação aos marcadores de superfície celular entre os 

grupos com diagnóstico de HAI e o grupo com diagnóstico de CEP. Acreditamos que 

podemos extrair hipóteses importantes dessa análise. Primeiramente, foi possível 

confirmar os dados já disponíveis na literatura da importante atuação das células T 

CD4
+
, principalmente as regulatórias, na fisiopatologia de todas as doenças avaliadas, 

considerando que os principais achados ocorreram neste grupo celular.
7-12

 CCR3 

também mostrou ser um marcador importante nas três doenças avaliadas, podendo 

representar possível mecanismo compartilhado entre as mesmas, já que tem função 

relacionada a estímulo inflamatório e já foi descrito em outras com achados de 

autoimunidade, como por exemplo, retocolite ulcerativa.
13,14

 

 Em segundo lugar, considerando o fato de que a hepatite autoimune apresenta, 

em geral, boa resposta ao tratamento com imunossupressores, enquanto a CEP não 

apresenta esse mesmo perfil de resposta, é possível que as diferenças apresentadas com 

relação aos marcadores celulares representem diferentes mecanismo imunopatológicos 

para estas doenças, que justificam essa diferente resposta ao tratamento.
15

 Os pacientes 

com diagnóstico de CEP apresentaram maior número de marcadores relacionados a 

mecanismos autoimunes sendo mais expressos em células T CD4
+
, com diferença 

estatisticamente significativa de em relação ao controle e aos pacientes dos grupos com 

diagnóstico de HAI. Em nosso grupo isso foi ainda mais evidente considerando que os 

pacientes com HAI (isolada ou em associação à colangite autoimune) apresentavam boa 

resposta ao tratamento.  

 Foi possível confirmar também que a HAI, mesmo com boa resposta ao 

tratamento, ainda apresenta fatores inflamatórios ativos, principalmente aqueles 

relacionados às células reguladoras e de memória imunológica (CD4
+
CD45RO

+
) como 

outros estudos já haviam previamente demonstrado.
16

 Consideramos este achado 

importante, porque demonstra uma possível diferença entre a HAI e a CEP, sendo que 

na primeira uma maior conversão de células T CD4
+
CD45RO- T (naive) em células T 

CD4
+
CD45RO

+
 (primed) é descrita como um possível mecanismo autoimune. Esse 

achado indica a persistência e a ativação crônicas dos linfócitos T CD4
+
.
16 

  Por outro lado, a CEP apresenta vários possíveis marcadores envolvidos em sua 

fisiopatologia como CTLA-4, CD40L e CD69, sendo necessários mais estudos para 

avaliar a importância e a forma de participação de cada um deles. Estes marcadores 
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podem representar até mesmo novas vias para tratamento, considerando novos 

medicamentos que estão sendo estudados.
17-21

 

Por fim, na avaliação de células CD14
+ 

(monócitos), chamou atenção a menor 

expressão de HLA-DR nos grupos HAI e HAI associada à colangite quando 

comparados não só ao controle, mas também ao grupo CEP. Tendo em vista a 

participação desse marcador como fator genético comprovadamente associado a essas 

doenças, esse achado, já relado por Longhi et al
22

 ao avaliar monócitos de crianças e 

adultos jovens com diagnóstico de HAI e Hiasa et al
23

 em células dendríticas de adultos 

com HAI e cirrose biliar primária, pode representar a existência de um fenótipo mal 

funcionante do HLA-DR que tenha importância no mecanismo autoimune da HAI.   

Conclui-se que, na casuística aqui apresentada, os pacientes com HAI, mesmo 

em sua associação à colangite, apresentaram diferenças importantes com relação à 

expressão de marcadores de superfície celular de linfócitos e monócitos quando 

comparados ao grupo com diagnóstico de CEP. Hipotetiza-se que as diferenças 

observadas possam advir de diferenças reais no mecanismo fisiopatológico das duas 

doenças, colocando a colangite autoimune como um quadro possivelmente mais ligado 

à hepatite autoimune e menos semelhante à colangite esclerosante primária, como é 

proposto na literatura voltada para a faixa etária pediátrica. Por outro lado, 

consideramos também que essas diferenças em nossa avaliação possam representar o 

efeito do tratamento imunossupressor, considerando o fato que os pacientes com 

diagnóstico de HAI apresentavam boa resposta ao mesmo. Acreditamos que novos 

estudos, possivelmente com casuísticas maiores e com pacientes em atividade da doença 

possam ser o caminho para elucidar esses achados. 
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6 – Comentários Finais 

 Apesar das várias hipóteses existentes, ainda não foi possível comprovar ao 

certo o mecanismo fisiopatológico envolvido em várias doenças com fatores 

autoimunes. Tendo em vista o pequeno número de estudos existentes sobre a 

fisiopatologia das doenças aqui avaliadas, principalmente quando tratamos da faixa 

etária pediátrica, e que parte dos dados aqui relatados são similares a outros dados já 

disponíveis na literatura, acreditamos que esses resultados possam contribuir para esse 

esclarecimento, fomentando também pesquisas semelhantes. Além disso, os achados 

inovadores, ou seja, ainda não relatados na literatura podem contribui trazendo novos 

caminhos na busca desse conhecimento. Acreditamos ainda que a avaliação 

comparativa dos fatores imunofenotípicos entre a hepatite autoimune e colangite 

esclerosante primária pode nos ajudar a conhecer melhor a inter-relação entre essas 

doenças, principalmente considerando importante o fato de que em crianças observamos 

de forma mais frequente a associação de achados da HAI associados a achados de 

alterações em vias biliares.     

 Nosso trabalho apresentou algumas limitações, sendo a primeira delas o menor 

número de pacientes avaliados no grupo da colangite esclerosante primária. Tal número 

se justifica pela raridade da doença na faixa etária pediátrica. Tendo em vista os achados 

relevantes aqui descritos não acreditamos que esse fato diminui a importância desse 

estudo. Colocamos ainda como limitação o fato de, durante as avaliações de citometria, 

o número de pacientes em cada grupo ser pequeno para alguns marcadores. As 

dificuldades inerentes à metodologia justificam as perdas de amostras. Acreditamos 

mesmo assim na importância de se relatar os achados, considerando que a literatura 

apresenta trabalhos com resultados semelhantemente pequenos em citometria.  

 Sabemos ainda que com o número restrito de trabalhos nessa área, 

principalmente em pediatria, e também o fato de se tratam de doenças raras, podem ser 

necessários vários estudos em diferentes casuísticas ou estudos maiores, multicêntricos, 

para que possam ser avaliados o real impacto desses dados no diagnóstico e tratamento 

das doenças e a sua repercussão em casos individuais. 

Por fim, HAI e CEP, são doenças desafiantes para o paciente e a equipe que o 

atende. HAI e sua sobreposição à colangite demandam tratamento contínuo, com 

medicamentos que possuem efeitos colaterais significativos e podem evoluir para 

quadro grave e irreversível com indicação de transplante quando não tratadas 
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adequadamente. A situação da CEP é ainda mais complicada, pois não possui 

tratamento que altere o curso da doença. Dessa forma, todas as contribuições para 

esclarecer o mecanismo envolvido na fisiopatologia devem ser consideradas 

importantes, pois ajudam a elucidar novas vias para diagnóstico e/ou tratamento, 

podendo diminuir a morbi-mortalidade dos pacientes.   
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ANEXO A 

 

Tabela A: Médias e desvios padrões das porcentagens de expressão dos marcadores 

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

 

Média e desvio padrão das porcentagens de expressão dos marcadores nos grupos 

Marcador e tipo 

celular 
Controle HAI  

HAI + 

colangite 
CEP 

CCR3 em T CD4+ 1.6 ± 0.88 25,2 ± 27.2 16.3 ± 16.9 20,9 ± 18.9 

CCR5 em T CD4+ 3.2 ± 2.3 2.4 ± 2.2 5.7 ± 3.8 4.6 ± 1.9 

CD45RA em T CD4+ 19.2 ± 8.4 26.1 ± 14.1 30.5 ± 12.4 27.2 ± 15.6 

CD45RO em T CD4+ 13.7 ± 6.9 19.5 ± 7.0 13.5 ± 5.0 11.1 ± 4.0 

CD25 em T CD4+ 1.5 ± 1.2 1.6 ± 1.7 1.8 ± 1.4 2.9 ± 2.1 

CD28 em T CD4+ 39.4 ± 6.0 47.0 ± 19.4 46.6 ± 14.7 38.6 ± 19.2 

CD28
NEG

 em T CD4+ 1.7 ± 1.3 2.3 ± 3.1 2.2 ± 1.7 3.4 ± 2.0 

CTLA-4 em T CD4+ 0.6 ± 0.4 1.6 ± 2.7 1.9 ± 2.4 3.6 ± 3.4 

CD95 em T CD4+ 14.5 ± 5.1 16.5 ± 7.6 15.0 ± 7.0 15.2 ± 5.8 

CD95L em T CD4+ 0.5 ± 0.4 0.9 ± 1.0 1.1 ± 1.3 1.7 ± 1.6 

CD69 em T CD4+ 0.8 ± 0.7 1.7 ± 3.3 1.9 ± 2.9 3.8 ± 3.3 

CD40L em T CD4+ 0.5 ± 0.4 0.8 ± 1.4 0.9 ± 1.0 1.8 ± 1.5 

HLA-DR em T CD4+ 1.6 ± 0.6 2.8 ± 3.5 3.3 ± 2.8 5.1 ± 3.4 

CD4 total em PBMC
* 

38.5 ± 10.0 52.5 ± 12.9 48.8 ± 14.9 45.4 ± 17.4 

     

CCR3 em T CD8+ 0.6 ± 0.3 1.6 ± 1.3 2.0 ± 2.6 1.7 ± 0.9 

CCR5 em T CD8+ 2.2 ± 2.4 1.3 ± 1.4 2.1 ± 2.1 1.8 ± 1.7 

CD45RA em T CD8+ 14.0 ± 6.3 19.3 ± 5.3 21.9 ± 8.5 19.1 ± 5.4 

CD45RO em T CD8+ 7.7 ± 7.2 4.5 ± 6.1 2.7 ± 2.8 3.7 ± 2.5 

CD25 em T CD8+ 0.3 ± 0.1 0.5 ± 0.5 0.6 ± 0.5 0.4 ± 0.2 

CD28 em T CD8+ 19.8 ± 13.84 18.6 ± 12.34 14.9 ± 7.9 13.0 ± 6.2 

CD28
NEG

 em T CD8+ 5.2 ± 5.1 4.4 ± 3.2 3.6 ± 1.7 4.8 ± 3.1 

CTLA-4 em T CD8+ 0.5 ± 0.5 1.0 ± 2.1 1.4 ± 2.3 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 0.5 ± 0.4 0.8 ± 1.0 0.9 ± 0.6 

CD69 em T CD8+ 0.5 ± 0.3 1.3 ± 1.8 1.5 ± 2.2 1.7 ± 1.9 

CD40L em T CD8+ 0.3 ± 0.2 0.3 ± 0.3 0.5 ± 0.4 0.3 ± 0.2 

HLA-DR em T CD8+ 3.2 ± 2.5 1.6 ± 1.2 3.4 ± 3.4 2.5 ± 1.3 

CD8 total em PBMC
* 

19.4 ± 9.5 23.1 ± 11.7 20.5 ± 8.7 20.5 ± 14.0 
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Média e desvio padrão das porcentagens de expressão dos marcadores nos grupos 

Marcador e tipo 

celular 
Controle HAI  

HAI + 

colangite 
CEP 

HLA-DR em CD14+ 78.0 ± 19.8 39.5 ± 26.3 53.8 ± 29.7 63.8 ± 32.6 

CD80 em CD14+ 1.5 ± 1.3 3.7 ± 10.6 3.0 ± 2.7 3.4 ± 2.3 

CD86 em CD14+ 42.8 ± 55.3 - - 42.5 ± 40.7 

CD14 total 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 RESPONSÁVEIS 

HEPATITE AUTOIMUNE 
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

  
Nome do Indivíduo:                           

Data: 

 

Convite para participar do estudo 

 

Seu filho(a) está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com 

diagnóstico de hepatite auto-imune. O motivo da pesquisa é para podermos saber melhor sobre a doença e 

descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento, quais são as complicações que 

seu filho já sentiu ou sente usando os remédios. 

 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas crianças e adolescentes, 

através de um levantamento sobre as formas de manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao 

exame físico), achados laboratoriais e aspectos que levam a lesão do fígado. Avaliar a evolução clínica 

após tratamento e suas complicações no Setor de Hepatologia do serviço de Gastroenterologia Pediátrica 

do Hospital das Clínicas da UFMG, verificando a resposta e recaídas durante o tratamento. Avaliar a 

evolução do crescimento e desenvolvimento dos pacientes ao longo do tratamento. 

 

Seus direitos 

A participação de seu filho(a) neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar 

da pesquisa, não mudará em nada a forma que você e seu filho(a) são é atendidos e acompanhados neste 

ambulatório. Não haverá nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o 

acompanhamento continuará por tempo indeterminado. Você e seu filho(a) continuarão recebendo a 

mesma atenção que já recebem. Para se retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). Você 

será 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 participação do seu filho neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento 

realizado ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados 

do laboratório e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina já realizados 

estaremos coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas no processo de 

inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o nome de seu filho(a) ou o registro no hospital 

será revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

Os riscos que seu filho corre seriam os relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório, que 

são os mesmos atuais quando colhe exames de sangue como dor durante a punção, sangramentos no local 

que é retirado o sangue. 
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Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua 

participação deve nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da hepatite autoimune. 

A importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, 

quais as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma 

forma mais rápida. 

 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela participação do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais 

feitos para este projeto serão feitos todos gratuitamente. 

 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações não será identificada o nome de seu filho(a) que só será 

conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) não será utilizado em nenhum relatório ou 

publicação neste estudo. Nenhuma informação obtida desta pesquisa será incluída no histórico médico do 

paciente. 

 

Questões 

Sinta-se à 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, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você desejar discutir o estudo ou os direitos do seu filho(a) 

na pesquisa com alguém que não está associado com o projeto proposto, você poderá entrar em contato 

com o coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de contato é 

(31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da UFMG, na Unidade 

Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA  
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

     DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

 

Nome de indivíduo:_________________________________________________________________ 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

 

Eu,_________________________________________________, RG N 

º____________________________, responsável legal por 

_________________________________________________________________,  

RG Nº_________________________ concordo com a participação dele como voluntário no projeto de 

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a 

qualquer momento. Eu recebi uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

 

__________________________________________________     Data: ____/____/_____ 

Assinatura dos pais ou responsáveis 
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DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o pai ou responsável, mencionado acima, a natureza e propósito 

dos procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e respondi essas 

perguntas da melhor forma possível. 

 

_________________________________________________      Data:____/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

__________________________________________________ 

Ass. da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31)8874 9235 

Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982) 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO HEPATITE AUTOIMUNE 
 

SUBGRUPO FAIXA ETÁRIA 7 A 12 ANOS – (PARA PAIS OU RESPONSÁVEIS E CRIANÇA) 

 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

  
Nome do Indivíduo:  _______________________________________________________________                      

Data:___/___/____ 

 

Convite para participar do estudo 

 

Você está recebendo um convite para participar de um projeto de pesquisa em crianças e adolescentes 

com diagnóstico de hepatite autoimune. O motivo da pesquisa é para podermos saber melhor sobre a 

doença e mostrar aos outros médicos se o tratamento e os remédios usados estão sendo bons ou não, quais 

são os problemas que podem acontecer com os pacientes que usam esses medicamentos. 

 

Proposta de Pesquisa 

 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas crianças e adolescentes, 

estudando o que acontece na doença, o que você sente, quais as mudanças que podem acontecer no seu 

corpo, o que pode estar anormal no exame de sangue, o que causa a lesão no fígado. Avaliar ao que 

mudou em você e nos seus exames após tratamento, por exemplo, se você cresceu, ganhou peso, quais os 

problemas que podem acontecer com o tratamento. O estudo será feito no Setor de Hepatologia do serviço 

de Gastroenterologia Pediátrica do Hospital das Clínicas da UFMG.  

 

Seus direitos 

Você vai participar deste estudo se você quiser. Se quiser ou não participar da pesquisa, você será 

atendido e acompanhado no ambulatório da mesma forma, vai receber a mesma atenção que já recebe. Se 

um dia você não quiser fazer parte do estudo, pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues 

Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). Você será informado de 

qualquer achado novo encontrado durante do desenvolvimento deste projeto que possa impedir que você 

participe do estudo.  

Procedimento 

A sua participação na pesquisa inclui a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento realizado ao 

longo do acompanhamento neste hospital. Serão avaliados os dados clínicos, os resultados do laboratório 

e os da biópsia do fígado. Durante a coleta de sangue, para os exames de rotina já realizados, estaremos 

coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas no processo de 

inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o seu nome ou o seu registro no hospital será 

mostrado.  

Se depois de permitir a coleta, se você não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

 

Os riscos que você tem neste estudo são relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório, 

que são os mesmos que você faz quando colhe exames de sangue, por exemplo, durante a punção, 

sangramentos no local que é retirado o sangue. 
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Benefícios 

 

Não haverá nenhum prêmio ou presente para você participar deste estudo, mas sua participação deve nos 

ajudar a entender como está sendo o tratamento da hepatite autoimune. A importância da pesquisa é para 

podermos mostrar aos outros médicos como é realizado o tratamento, quais os problemas que podem 

acontecer. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma forma mais rápida. 

 

Custos 

Você não vai gastar nenhum dinheiro para participar desse estudo. Os testes laboratoriais feitos para este 

projeto serão feitos sem gasto para você. 

 

Confidencialidade 

 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais ficarão em segredo. Em todas as anotações 

seu nome não vai aparecer, somente os pesquisadores irão saber. O seu nome não será usado em nenhum 

relatório ou publicação neste estudo. Nenhuma informação adquirida nesta pesquisa será usada no 

histórico médico do paciente. 

 

Questões 

 

Você pode fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre seu direito como participante. Se tiver 

outras perguntas ou dúvidas mais tarde, você poderá entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues 

Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em qualquer período, 

durante ou depois da pesquisa, você quiser tirar alguma dúvida do estudo ou dos direitos que você tem na 

pesquisa, com alguém que não faz parte desse projeto, você poderá conversar com o coordenador do 

Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de contato é (31)3409-4592. O Comitê de 

Ética em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da UFMG, na Unidade Administrativa II (prédio da 

Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA 
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

     DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

 

Nome de indivíduo:________________________________________________________________ 

 

Eu recebi as informações sobre o significado e a importância de realizar essa pesquisa, quais exames 

serão feitos e quais os riscos e benefícios que poderão acontecer durante o estudo. As minhas dúvidas e 

perguntas foram respondidas pelo pesquisador e/ou medico responsável pela pesquisa. 

 

Eu,________________________________________________________,RG Nº___________________ 

responsável legal por ________________________________________________________________ 

 RG Nº _____________________, concordo com a minha participação como voluntário no projeto de 

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a 

qualquer momento. Eu recebi uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

__________________________________________________________ Data: ___/___/_____ 

Assinatura dos pais ou responsável 

 

__________________________________________________________ Data:____/____/____ 

Assinatura da criança 
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DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o indivíduo mencionado acima a natureza e propósito dos 

procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei ao indivíduo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e 

respondi essas perguntas da melhor forma possível. 

 

__________________________________________________________ Data: ____/____/____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

Ass. da Pesquisadora: ___________________________________________________________ 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira : (31)8874 9235 

Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982) 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha, Belo 

Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO HEPATITE AUTOIMUNE 
 

SUBGRUPO FAIXA ETÁRIA 13 A 17 ANOS  

 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

  

 

Nome do Indivíduo: _______________________________________________________________                      

Data:___/____/_____ 

 

Convite para participar do estudo 

 

Você está sendo convidado a participar como convidado de um projeto de pesquisa de crianças e 

adolescentes com diagnóstico de hepatite auto-imune. O motivo da pesquisa é para podermos saber 

melhor sobre a doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento, quais 

são as complicações que você já sentiu ou sente usando os remédios. 

 

Proposta de Pesquisa 

 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas crianças e adolescentes, 

através de um levantamento sobre as formas de manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao 

exame físico), achados laboratoriais e aspectos que levam a lesão do fígado. Avaliar a evolução clínica 

após tratamento e suas complicações no Setor de Hepatologia do serviço de Gastroenterologia Pediátrica 

do Hospital das Clínicas da UFMG, verificando a resposta e recaídas durante o tratamento. Avaliar a 

evolução do crescimento e desenvolvimento dos pacientes ao longo do tratamento. 

 

Seus direitos 

A sua participação neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar da pesquisa, 

não mudará em nada a forma que você é atendido e acompanhado neste ambulatório. Não haverá 

nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que seu acompanhamento 

continuará por tempo indeterminado. Você continuará recebendo a mesma atenção que já recebe. Para se 

retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou 

Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). Você será informado de qualquer achado novo obtido 

durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo. 

Procedimento 

 

A sua participação neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento realizado 

ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados do 

laboratório e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina estaremos 

coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas no processo de 

inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o seu nome ou o seu registro no hospital será 

revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, você não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

 

Os riscos que você corre seriam os relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório, que são 

os mesmos atuais quando colhe exames de sangue como dor durante a punção, sangramentos no local que 

é retirado o sangue. 
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Benefícios 

 

Não haverá nenhum benefício direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participação deve 

nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da hepatite autoimune. A importância da 

pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais as suas 

complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma forma mais rápida. 

 

Custos 

 

Não haverá nenhum custo adicional pela sua participação. Os testes laboratoriais feitos para este projeto 

serão feitos todos gratuitamente. 

 

Confidencialidade 

 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações você não será identificado e seu nome só será conhecido pelos 

pesquisadores. O seu nome não será utilizado em nenhum relatório ou publicação neste estudo. Nenhuma 

informação obtida desta pesquisa será incluída no histórico médico do paciente. 

 

Questões 

 

Sinta-se à vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como 

participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você desejar discutir o estudo ou os seus direitos na 

pesquisa com alguém que não está associado com o projeto proposto, você poderá entrar em contato com 

o coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de contato é (31)3409-

4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na Unidade 

Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA  
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

     DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

 

Nome de indivíduo: 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

 

Eu,______________________________________________________, RG Nº 

______________________, 

concordo com a minha participação, como voluntário, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui 

informado que a minha participação no estudo poderá ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi 

uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

________________________________________________________________ Data: ___/____/_____ 

Assinatura do Paciente 

 

_______________________________________________________________ Data:___/____/_____ 

Assinatura dos pais ou responsável 
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DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o indivíduo mencionado acima a natureza e propósito dos 

procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei ao indivíduo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e 

respondi essas perguntas da melhor forma possível. 

 

___________________________________________________________   Data:___/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

Ass. da Pesquisadora: ____________________________________________________________ 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira : (31)8874 9235 

Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982) 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha, Belo 

Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO HEPATITE AUTOIMUNE 
(SUBGRUPO PACIENTES ACIMA DE 18 ANOS) 

 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

  
Nome do Indivíduo:   ________________________________________________________________                        

Data: ___/___/____ 

 

Convite para participar do estudo 

 

Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com 

diagnóstico de hepatite auto-imune. Apesar de atualmente você já ter atingido a idade adulta, o seu 

diagnóstico foi durante a fase de criança ou adolescência, período de inclusão no estudo. O motivo da 

pesquisa é para podermos saber melhor sobre a doença e descrever como tem sido a resposta aos 

remédios usados no tratamento, quais são as complicações que você já sentiu ou sente usando os 

remédios. 

 

Proposta de Pesquisa 

 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer sobre a hepatite autoimune nas crianças e adolescentes, 

através de um levantamento sobre as formas de manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao 

exame físico), achados laboratoriais e aspectos que levam a lesão do fígado. Avaliar a evolução clínica 

após tratamento e suas complicações no Setor de Hepatologia do serviço de Gastroenterologia Pediátrica 

do Hospital das Clínicas da UFMG, verificando a resposta e recaídas durante o tratamento. Avaliar a 

evolução do crescimento e desenvolvimento dos pacientes ao longo do tratamento. 

 

Seus direitos 

A sua participação neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar da pesquisa, 

não mudará em nada a forma que você é atendido (a) e acompanhada neste ambulatório. Não haverá 

nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o acompanhamento, 

continuará por tempo indeterminado. Você continuará recebendo a mesma atenção que já recebe. Para se 

retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou 

Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982). Você será informado de qualquer achado novo obtido 

durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a disponibilidade em participar do estudo. 

Procedimento 

 

A sua participação neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento realizado 

ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados do 

laboratório e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina já realizados 

estaremos coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas no processo de 

inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o seu nome ou o registro no hospital será 

revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, e você não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

 

Os riscos que corre seriam os relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório, que são os 

mesmos atuais quando colhe exames de sangue como dor durante a punção, sangramentos no local que é 

retirado o sangue. 
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Benefícios 

 

Não haverá nenhum benefício direto de estar participando deste estudo. Entretanto sua participação deve 

nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da hepatite autoimune. A importância da 

pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais as suas 

complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma forma mais rápida. 

 

Custos 

 

Não haverá nenhum custo adicional pela participação neste estudo. Os testes laboratoriais feitos para este 

projeto serão feitos todos gratuitamente. 

 

Confidencialidade 

 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações não será identificada o seu nome que só será conhecido pelos 

pesquisadores. O seu nome não será utilizado em nenhum relatório ou publicação neste estudo. Nenhuma 

informação obtida desta pesquisa será incluída no histórico médico do paciente. 

 

Questões 

 

Sinta-se à vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como 

participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-88749235) ou Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-88749235). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você desejar discutir o estudo ou os seus direitos na 

pesquisa com alguém que não está associado com o projeto proposto, você poderá entrar em contato com 

o coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de contato é (31)3409-

4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na Unidade 

Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO PROJETO DE PESQUISA 
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS 

IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

 

Nome de indivíduo: 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

 

Eu, ______________________________________________________, RG Nº_____________________ 

concordo com a participação dele, como voluntário, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui 

informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi uma 

cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

 

_______________________________________________________________ Data: ___/___/____ 

Assinatura do paciente 
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DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o paciente mencionado acima a natureza e propósito dos 

procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e respondi essas 

perguntas da melhor forma possível. 

 

__________________________________________________________      Data: ___/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

Ass. da Pesquisadora: _____________________________________________________________ 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31)8874 9235 

Dra. Eleonora Fagundes Druve (31-99595982) 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha, Belo 

Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE 

PRIMÁRIA PARA PAIS OU RESPONSÁVEIS 
 (para responsáveis por participantes de até 6 anos, para responsáveis por participantes de 13 a 17 anos) 

 

Título: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS 

ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

   DRA. ELEONORA DRUVE TAVARES FAGUNDES 

  

Nome do Indivíduo:                           

Data: ___/___/____ 

 

Convite para participar do estudo 

Seu filho(a) está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com 

diagnóstico de colangite esclerosante primária. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a 

doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento. 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doença nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A participação de seu filho(a) neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar 

da pesquisa, não mudará em nada a forma que você e seu filho(a) são é atendidos e acompanhados neste 

ambulatório. Não haverá nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o 

acompanhamento continuará por tempo indeterminado. Você e seu filho(a) continuarão recebendo a 

mesma atenção que já recebem. Para se retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Você 

será 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 participação do seu filho neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento 

realizado ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados 

do laboratório e de imagem e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina 

já realizados estaremos coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas 

no processo de inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o nome de seu filho(a) ou o 

registro no hospital será revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

Riscos 

Os riscos para o seu filho estão relacionados à coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes 

riscos são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como 

dor durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua 

participação deve nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da colangite 

esclerosante. A importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o 

tratamento, quais as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença 

de uma forma mais rápida. 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela participação do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais 

feitos para este projeto serão feitos todos gratuitamente. 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações não será identificada o nome de seu filho(a) que só será 

conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) não será utilizado em nenhum relatório ou 

publicação neste estudo.  
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Questões 

Sinta-se à 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, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as questões 

éticas, vocês poderão entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do 

telefone de contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da 

UFMG, na Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

Eu, _________________________________________________, RG Nº__________________________, 

responsável legal por _________________________________________________________________,  

RG Nº_________________________ concordo com a participação dele como voluntário no projeto de 

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a 

qualquer momento. Eu recebi uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

__________________________________________________     Data: ____/____/_____ 

Assinatura dos pais ou responsáveis 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

O investigador principal explicou para o pai ou responsável, mencionado acima, a natureza e propósito 

dos procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e respondi essas 

perguntas da melhor forma possível. 

 

_________________________________________________      Data:____/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

__________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos à disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE 

PRIMÁRIA 

SUBGRUPO FAIXA ETÁRIA 7 A 12 ANOS 

(para pais e responsáveis e a criança) 
 

Título: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS 

ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

   DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

Nome do Indivíduo:  _______________________________________________________________                      

Data:___/___/____ 

 

Convite para participar do estudo 

Seu filho(a) está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com 

diagnóstico de colangite esclerosante primária. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a 

doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento. 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doença nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A participação de seu filho(a) neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar 

da pesquisa, não mudará em nada a forma que você e seu filho(a) são é atendidos e acompanhados neste 

ambulatório. Não haverá nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que o 

acompanhamento continuará por tempo indeterminado. Você e seu filho(a) continuarão recebendo a 

mesma atenção que já recebem. Para se retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Você 

será 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 participação do seu filho neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento 

realizado ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados 

do laboratório, de imagem e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina 

já realizados estaremos coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas 

no processo de inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o nome de seu filho(a) ou o 

registro no hospital será revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

Riscos 

Os riscos para o seu filho estão relacionados à coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes 

riscos são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como 

dor durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua 

participação deve nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da colangite 

esclerosante. A importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o 

tratamento, quais as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença 

de uma forma mais rápida. 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela participação do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais 

feitos para este projeto serão feitos todos gratuitamente. 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações não será identificada o nome de seu filho(a) que só será 

conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) não será utilizado em nenhum relatório ou 

publicação neste estudo.  
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Questões 

Sinta-se à 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, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as questões 

éticas, vocês poderão entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do 

telefone de contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da 

UFMG, na Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

Eu, _________________________________________________, RG Nº__________________________, 

responsável legal por _________________________________________________________________,  

RG Nº_________________________ concordo com a participação dele como voluntário no projeto de 

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a 

qualquer momento. Eu recebi uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

__________________________________________________     Data: ____/____/_____ 

Assinatura dos pais ou responsáveis 

 

__________________________________________________________ Data:____/____/____ 

Assinatura da criança 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

O investigador principal explicou para o pai ou responsável, mencionado acima, a natureza e propósito 

dos procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e respondi essas 

perguntas da melhor forma possível. 

 

_________________________________________________      Data:____/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

__________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982) 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE 

PRIMÁRIA 

SUBGRUPO FAIXA ETÁRIA 13 A 17 ANOS  
 

Título: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS 

ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

Nome do Indivíduo: _______________________________________________________________                      

Data:___/____/_____ 

 

Convite para participar do estudo 

Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa de crianças e adolescentes com 

diagnóstico de colangite esclerosante primária. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a 

doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento. 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doença nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A sua participação neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar da pesquisa, 

não mudará em nada a forma que você é atendido e acompanhado neste ambulatório. Não haverá 

nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que seu acompanhamento 

continuará por tempo indeterminado. Você continuará recebendo a mesma atenção que já recebe. Para se 

retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou 

Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Você será informado de qualquer achado novo obtido 

durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo. 

Procedimento 

A sua participação neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento realizado 

ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados do 

laboratório e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina estaremos 

coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas no processo de 

inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o seu nome ou o seu registro no hospital será 

revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, você não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

Riscos 

Os riscos que você corre estão relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes riscos 

são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como dor 

durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participação deve 

nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da colangite esclerosante primária. A 

importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais 

as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma forma mais 

rápida. 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela sua participação. Os testes laboratoriais feitos para este projeto 

serão feitos todos gratuitamente. 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações você não será identificado e seu nome só será conhecido pelos 

pesquisadores. O seu nome não será utilizado em nenhum relatório ou publicação neste estudo.  

Questões 

Sinta-se à vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como 

participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-8874-9235). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você tiver duvidas relacionadas as questões éticas, você 
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poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de 

contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na 

Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

 

Eu,______________________________________________________, RG Nº 

______________________, 

concordo com a minha participação, como voluntário, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui 

informado que a minha participação no estudo poderá ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi 

uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

________________________________________________________________ Data: ___/____/_____ 

Assinatura do Paciente 

 

 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o indivíduo mencionado acima a natureza e propósito dos 

procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei ao indivíduo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e 

respondi essas perguntas da melhor forma possível. 

 

___________________________________________________________   Data:___/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

____________________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO COLANGITE ESCLEROSSANTE 

PRIMÁRIA 

PARA MAIORES DE 18 ANOS  
 

Título: COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES: ESTUDO DOS 

ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

         DRA. ELEONORA DRUVE FAGUNDES 

Nome do Indivíduo: _______________________________________________________________                      

Data:___/____/_____ 

 

Convite para participar do estudo 

Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa de crianças e adolescentes com 

diagnóstico de colangite esclerosante primária. O objetivo da pesquisa é melhorar o conhecimento sobre a 

doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento. 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doença nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A sua participação neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar da pesquisa, 

não mudará em nada a forma que você é atendido e acompanhado neste ambulatório. Não haverá 

nenhuma modificação na forma das consultas nem do tratamento, sendo que seu acompanhamento 

continuará por tempo indeterminado. Você continuará recebendo a mesma atenção que já recebe. Para se 

retirar do estudo você pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou 

Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-9959-5982). Você será informado de qualquer achado novo obtido 

durante do desenvolvimento deste projeto que possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo. 

Procedimento 

A sua participação neste estudo envolverá a coleta dos dados de prontuário do seu atendimento realizado 

ao longo do acompanhamento neste hospital. Serão analisados os dados clínicos, os resultados do 

laboratório e os da biópsia hepática. Durante a coleta de sangue para os exames de rotina estaremos 

coletando parte do sangue para avaliar substâncias que possam estar envolvidas no processo de 

inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o seu nome ou o seu registro no hospital será 

revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, você não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

Riscos 

Os riscos que você corre estão relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes riscos 

são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como dor 

durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participação deve 

nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento da colangite esclerosante primária. A 

importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais 

as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma forma mais 

rápida. 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela sua participação. Os testes laboratoriais feitos para este projeto 

serão feitos todos gratuitamente. 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações você não será identificado e seu nome só será conhecido pelos 

pesquisadores. O seu nome não será utilizado em nenhum relatório ou publicação neste estudo.  

Questões 

Sinta-se à vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como 

participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Eleonora Druve Fagundes (31-8874-9235). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você tiver duvidas relacionadas as questões éticas, você 
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poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de 

contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na 

Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

 

Eu,______________________________________________________, RG Nº 

______________________, 

concordo com a minha participação, como voluntário, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui 

informado que a minha participação no estudo poderá ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi 

uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

________________________________________________________________ Data: ___/____/_____ 

Assinatura do Paciente 

 

 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o indivíduo mencionado acima a natureza e propósito dos 

procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei ao indivíduo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e 

respondi essas perguntas da melhor forma possível. 

 

___________________________________________________________   Data:___/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

____________________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE 

 

TERMO DE ESCLARECIMENTO PARA PAIS OU RESPONSÁVEIS 

 (para responsáveis por participantes de até 6 anos, para responsáveis por participantes de 13 a 17 anos) 

 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E 

ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO 

TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

   DRA. PRISCILA MENEZES FERRI LIU 

  

Nome do Indivíduo:___________________________________________________________________                           

Data: ___/___/____ 

 

Convite para participar do estudo 

Seu filho(a) está sendo convidado a participar como grupo controle (grupo de crianças que não tem a 

doença em estudo) de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com diagnóstico doenças 

hepáticas autoimunes (hepatite autoimune e colangite esclerosante primária). O objetivo da pesquisa é 

melhorar o conhecimento sobre a doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no 

tratamento.  

 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer as doenças nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A participação de seu filho(a) neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar 

da pesquisa, não mudará em nada a forma que você e seu filho(a) são é atendidos e acompanhados nos 

ambulatórios. Você e seu filho(a) continuarão recebendo a mesma atenção que já recebem. Para se retirar 

do estudo você pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. 

Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Você será informado de qualquer alteração encontrada que 

possa ser importante para a saúde de seu filho (a) 

 

Procedimento 

A participação do seu filho neste estudo envolverá a coleta de sangue para avaliação de substâncias que 

possam estar envolvidas no processo de inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o nome 

de seu filho(a) ou o registro no hospital será revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

Os riscos para o seu filho estão relacionados à coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes 

riscos são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como 

dor durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua 

participação deve nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento das doenças em estudo. 

A importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, 

quais as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar estas doenças de uma 

forma mais rápida. 

 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela participação do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais 

feitos para este projeto serão feitos todos gratuitamente. 
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Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações não será identificada o nome de seu filho(a) que só será 

conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) não será utilizado em nenhum relatório ou 

publicação neste estudo.  

Questões 

Sinta-se à 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, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as questões 

éticas, vocês poderão entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do 

telefone de contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da 

UFMG, na Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

Eu, _________________________________________________, RG Nº__________________________, 

responsável legal por _________________________________________________________________,  

RG Nº_________________________ concordo com a participação dele como voluntário no projeto de 

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a 

qualquer momento. Eu recebi uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

__________________________________________________     Data: ____/____/_____ 

Assinatura dos pais ou responsáveis 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

O investigador principal explicou para o pai ou responsável, mencionado acima, a natureza e propósito 

dos procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e respondi essas 

perguntas da melhor forma possível. 

 

_________________________________________________      Data:____/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

__________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos à disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Priscila Menezes Ferri Liu (31) 9132-4248 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE 

SUBGRUPO FAIXA ETÁRIA 7 A 12 ANOS 

(para pais e responsáveis e a criança) 
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E 

ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO 

TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

      DRA. PRISCILA MENEZES FERRI LIU 

Nome do Indivíduo:  _______________________________________________________________                      

Data:___/___/____ 

 

Convite para participar do estudo 

Seu filho(a) está sendo convidado a participar como grupo controle (grupo de crianças que não tem a 

doença em estudo) de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com diagnóstico doenças 

hepáticas autoimunes (hepatite autoimune e colangite esclerosante primária). O objetivo da pesquisa é 

melhorar o conhecimento sobre a doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no 

tratamento.  

 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer as doenças nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A participação de seu filho(a) neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar 

da pesquisa, não mudará em nada a forma que você e seu filho(a) são é atendidos e acompanhados nos 

ambulatórios. Você e seu filho(a) continuarão recebendo a mesma atenção que já recebem. Para se retirar 

do estudo você pode entrar em contato com o Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. 

Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Você será informado de qualquer alteração encontrada que 

possa ser importante para a saúde de seu filho (a). 

 

Procedimento 

A participação do seu filho neste estudo envolverá a coleta de sangue para avaliação de substâncias que 

possam estar envolvidas no processo de inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa o nome 

de seu filho(a) ou o registro no hospital será revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

Os riscos para o seu filho estão relacionados à coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes 

riscos são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como 

dor durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por seu filho(a) estar participando deste estudo. Entretanto sua 

participação deve nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento das doenças em estudo. 

A importância da pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, 

quais as suas complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar estas doenças de uma 

forma mais rápida. 

 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela participação do seu filho(a) neste estudo. Os testes laboratoriais 

feitos para este projeto serão feitos todos gratuitamente. 

 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações não será identificada o nome de seu filho(a) que só será 
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conhecido pelos pesquisadores. O nome de seu filho(a) não será utilizado em nenhum relatório ou 

publicação neste estudo.  

 

Questões 

Sinta-se à 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, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você ou seu filho tiverem duvidas relacionadas as questões 

éticas, vocês poderão entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do 

telefone de contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG funciona no Campus da 

UFMG, na Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

Eu, _________________________________________________, RG Nº__________________________, 

responsável legal por _________________________________________________________________,  

RG Nº_________________________ concordo com a participação dele como voluntário no projeto de 

pesquisa acima descrito. Eu fui informado que a participação no estudo poderá ser interrompida a 

qualquer momento. Eu recebi uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

__________________________________________________     Data: ____/____/_____ 

Assinatura dos pais ou responsáveis 

 

__________________________________________________________ Data:____/____/____ 

Assinatura da criança 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

O investigador principal explicou para o pai ou responsável, mencionado acima, a natureza e propósito 

dos procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e respondi essas 

perguntas da melhor forma possível. 

 

_________________________________________________      Data:____/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

__________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982) 

 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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TERMO DE ESCLARECIMENTO PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE 

SUBGRUPO FAIXA ETÁRIA 13 A 17 ANOS  
 

Título: HEPATITE AUTOIMUNE E COLANGITE ESCLEROSANTE PRIMÁRIA EM CRIANÇAS E 

ADOLESCENTES: ESTUDO DOS ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS, CLÍNICOS, DIAGNÓSTICOS E RESPOSTA AO 

TRATAMENTO. 

INVESTIGADORES: DR. ALEXANDRE RODRIGUES FERREIRA 

      DRA. PRISCILA MENEZES FERRI LIU 

Nome do Indivíduo: _______________________________________________________________                      

Data:___/____/_____ 

 

Convite para participar do estudo 

Você está sendo convidado a participar como grupo controle (grupo de pacientes que não tem a doença 

em estudo) de um projeto de pesquisa das crianças e adolescentes com diagnóstico doenças hepáticas 

autoimunes (hepatite autoimune e colangite esclerosante primária). O objetivo da pesquisa é melhorar o 

conhecimento sobre a doença e descrever como tem sido a resposta aos remédios usados no tratamento.  

 

Proposta de Pesquisa 

O principal objetivo desta pesquisa é conhecer a doença nas crianças e adolescentes, suas formas de 

manifestação clínica (sinais, sintomas e alterações ao exame físico), achados dos exames 

complementares, resposta ao tratamento e complicações.  

Seus direitos 

A sua participação neste estudo é voluntária. A sua aceitação, ou não aceitação, de participar da pesquisa, 

não mudará em nada a forma que você é atendido e acompanhado neste ambulatório. Você continuará 

recebendo a mesma atenção que já recebe. Para se retirar do estudo você pode entrar em contato com o 

Dr. Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). 

Você será informado de qualquer achado novo obtido durante do desenvolvimento deste projeto que 

possa afetar a sua disponibilidade em participar do estudo. 

 

Procedimento 

A sua participação neste estudo envolverá a coleta de sangue para avaliação de substâncias que possam 

estar envolvidas no processo de inflamação do fígado. Em nenhum momento da pesquisa seu nome ou o 

registro no hospital será revelado.  

Se depois de autorizar a coleta, você não 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 prejuízo do atendimento que está recebendo. 

 

Riscos 

Os riscos que você corre estão relacionados a coleta de exames para avaliação do laboratório. Estes riscos 

são os mesmos quando se colhe exames de sangue para as consultas de acompanhamento, como dor 

durante a punção, sangramentos no local que é retirado o sangue. 

 

Benefícios 

Não haverá nenhum benefício direto por estar participando deste estudo. Entretanto sua participação deve 

nos ajudar a entender como está sendo a evolução e tratamento das doenças em estudo. A importância da 

pesquisa é para podermos mostrar a outros médicos como é realizado o tratamento, quais as suas 

complicações. Desta forma outros médicos poderão descobrir e tratar a doença de uma forma mais rápida. 

 

Custos 

Não haverá nenhum custo adicional pela sua participação. Os testes laboratoriais feitos para este projeto 

serão feitos todos gratuitamente. 

 

Confidencialidade 

As anotações sobre os exames clínicos e testes laboratoriais serão mantidos em segredo de acordo com a 

legislação atual. Em todas as anotações você não será identificado e seu nome só será conhecido pelos 

pesquisadores. O seu nome não será utilizado em nenhum relatório ou publicação neste estudo.  
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Questões 

Sinta-se à vontade de fazer qualquer pergunta sobre este estudo ou sobre os seus direitos como 

participante do estudo. Se outras perguntas surgirem mais tarde, você poderá entrar em contato com o Dr. 

Alexandre Rodrigues Ferreira (31-8874-9235) ou Dra. Priscila Menezes Ferri Liu (31-9132-4248). Se em 

qualquer período, durante ou após a pesquisa, você tiver duvidas relacionadas as questões éticas, você 

poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG. O número do telefone de 

contato é (31)3409-4592. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG, funciona no Campus da UFMG, na 

Unidade Administrativa II (prédio da Fundep), 2º andar, sala 2005. 

 

 

A proposta e procedimentos deste projeto de pesquisa, assim como o desconforto previsível, riscos e 

benefícios que podem ocorrer foram explicados para mim. Eu também tive a oportunidade de esclarecer 

minhas dúvidas com o pesquisador responsável e/ou médico responsável pelo estudo. Todas as minhas 

perguntas foram respondidas. 

 

Eu,______________________________________________________, RG Nº 

______________________, 

concordo com a minha participação, como voluntário, no projeto de pesquisa acima descrito. Eu fui 

informado que a minha participação no estudo poderá ser interrompida a qualquer momento. Eu recebi 

uma cópia deste Termo de Consentimento. 

 

 

________________________________________________________________ Data: ___/____/_____ 

Assinatura do Paciente 

 

 

 

 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

O investigador principal explicou para o indivíduo mencionado acima a natureza e propósito dos 

procedimentos descritos acima e possíveis riscos, desconfortos e benefícios que podem ocorrer. Eu 

perguntei ao indivíduo se qualquer pergunta lhe ocorreu em relação aos procedimentos empregados e 

respondi essas perguntas da melhor forma possível. 

 

___________________________________________________________   Data:___/____/_____ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

____________________________________________________________ 

Assinatura da Pesquisadora 

  

 

Em caso de dúvida, estaremos a disposição para maiores esclarecimentos 

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira: (31) 8874-9235 

Profa. Eleonora Druve Fagundes (31) 9959-5982 

 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG 

Av. Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar sala 2005- Campus Pampulha,  

Belo Horizonte, MG, 31270-901 - coep@prpq.ufmg.br 

Telefone 3409-4592 
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ANEXO C 
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ANEXO D 
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