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Resumo 

A ativação das células hepáticas estreladas (CHE) é considerada o evento mais 

importante na fibrogênese hepática. Na hepatite autoimune (HAI) este mecanismo é 

desconhecido e maiores evidências são necessárias quanto à evolução da fibrose. O 

objetivo desse estudo foi avaliar a ativação das CHE e a evolução da fibrose 

hepática em crianças portadoras de HAI tipo 1.  Foram analisadas 16 biópsias 

hepáticas pareadas de oito pacientes, antes do tratamento e após a remissão clínica 

através de estudo imuno-histoquímico com anticorpo anti-α-actina de músculo liso e 

realizada a gradação da fibrose e da inflamação empregando-se o sistema de 

escores de Batts e Ludwig (0-4). Não houve significante redução nos escores de 

fibrose após intervalo de tempo de 24± 18 meses entre as biópsias (2,5 ± 0,93 vs. 

2,0± 0,53, P = 0,2012). Observou-se redução significante na inflamação: portal (2,6 

±0,74 vs. 1,3± 0,89, P = 0,0277), periportal/perisseptal (3,0 ±0,76 vs. 1,4 ± 1,06, P = 

0,0277) e lobular (2,8 ± 1,04 vs. 0,9± 0,99, P =0,0179). A α-actina de músculo liso 

nas CHE foi expressa em biópsias hepáticas iniciais (3491,93 ±2051,48 µm2) e 

mostrou significante redução após a remissão clínica (377,91 ±439,47 µm2) (P = 

0,0117).  A ativação de CHE foi demonstrada em crianças portadoras de HAI tipo 1. 

A redução de sua ativação após remissão clínica, a qual pode preceder a redução da 

fibrose, abre importantes perspectivas no follow-up da HAI.  

Palavras chave: hepatite autoimune; criança; fibrose; células hepáticas estreladas.  
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1. INTRODUÇÃO 

 As CHE (lipócitos, células Ito, células de reserva de vitamina A) estão 

presentes no espaço entre as células do parênquima e as do endotélio dos 

sinusóides dos lóbulos hepáticos, sendo responsáveis pelo estoque de 80% do 

retinol de todo o organismo, na forma de palmitato de retinol, presente em vesículas 

(droplets) de lipídeos citoplasmáticas (1). As células estreladas também existem em 

órgãos extra-hepáticos como pâncreas, pulmão, coração, rim e intestino. Portanto, 

as células estreladas hepáticas e extra-hepáticas formam o que se denomina 

sistema de células estreladas (1, 2). Em condições fisiológicas, essas células 

desempenham papel primordial na regulação da homeostase do retinol. Em 

situações patológicas, como na fibrose hepática, as CHE sofrem processo conhecido 

como “ativação”, perdem o retinol e sintetizam grande quantidade de componentes 

da matriz extracelular, incluindo colágeno, proteoglicanos e glicoproteínas de adesão 

(1).  

  A fibrose hepática é um processo dinâmico que envolve deposição e 

degradação de colágeno fibrilar e outras proteínas da matriz extra-celular (3).  

A regressão da fibrose pode ser observada em várias doenças hepáticas 

crônicas, eliminando-se o agente etiológico ou a base patogênica da lesão hepática 

(4) ou espontaneamente (5). Há relato de regressão da fibrose hepática após 

tratamento antiviral em pacientes portadores de hepatite B e C (6, 7), terapia com 

penicilamina na doença de Wilson (8), metotrexato e ácido ursodeoxicólico no 

tratamento da cirrose biliar primária (9) e corticosteróides em pacientes portadores 

de hepatite autoimune (10).  

Duas formas de hepatite autoimune (HAI) têm sido descritas em crianças: 

tipo-1, associada à presença de anticorpo antinuclear (ANA) e/ou anti-músculo liso 
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(AML), e tipo-2, associada ao anticorpo anti-microssomal fígado-rim tipo1 (LKM-1). 

Apesar de essas duas formas terem diferentes achados clínicos, bioquímicos e 

histológicos, são descritas de modo semelhante quanto à gravidade e evolução (11).    

A longo prazo, a evolução é favorável para a maioria dos pacientes com HAI 

tratados, mas alguns deles, apesar do tratamento imunossupressor  e da remissão 

clínica e bioquímica, progridem para  cirrose (11, 12, 13).  Por outro lado, há relato 

de reversão da fibrose em pacientes adultos portadores de HAI tratados com 

corticosteróides, com intervalo médio de biópsias de controle variando de 4 a 14 

anos (10, 14, 15). A reversão da cirrose é provavelmente um processo lento, mas em 

alguns subgrupos pediátricos, o curto tempo de doença hepática e a forte atividade 

regenerativa poderiam assim acelerá-la (16). Na HAI, a ativação das CHE é 

desconhecida, assim como a fibrose hepática necessita de maiores evidências 

quanto a sua evolução. Neste sentido, realizou-se estudo imuno-histoquímico em 

amostras pareadas de biópsias hepáticas de crianças portadoras de HAI tipo-1, 

obtidas antes do tratamento e depois da remissão clínica, respectivamente, com o 

objetivo de avaliar tais aspectos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

Hepatite Autoimune 

 A HAI é uma doença inflamatória do fígado, caracterizada histologicamente 

por hepatite de interface, sorologicamente por autoanticorpos não-órgão específicos 

e níveis elevados de imunoglobulina G (17, 18, 19). Predomina no sexo feminino, 

associa-se com hipergamaglobulinemia e outras condições autoimmunes (20, 21, 

22). A natureza dos autoanticorpos detectados no soro ao diagnóstico leva ao 

reconhecimento de dois tipos de HAI: tipo-1, associado à presença do anticorpo anti-

músculo liso (AML) e/ou antinuclear (ANA) e tipo-2, ao anticorpo anti-microssomal 

fígado-rim tipo-1 (23). Os dois tipos de HAI podem também ser distinguidos por 

background genéticos dos pacientes e achados clínicos. A escolha do tratamento e o 

prognóstico parecem não ser influenciados pelo tipo de HAI, mas o tipo-2 apresenta-

se mais frequentemente com cirrose em idade precoce (23, 24). A HAI é 

primariamente uma doença pediátrica: 40% dos casos são diagnosticados antes dos 

18 anos de idade, com média de 10 anos, e 80% dos casos do tipo-2, antes dos 18 

anos de idade, com média de início aos 6,5 anos (23, 24).   

A predominância no sexo feminino é achado constante, tanto na criança 

quanto no adulto, com relação de 3 a 4:1 na HAI tipo-1 e 8 a 9:1 na tipo-2. O modo 

mais frequente de apresentação na população pediátrica é de uma síndrome de 

hepatite aguda, raramente com falência hepática fulminante ou subfulminante (17, 

23, 24, 25).   

Achados clínicos e laboratoriais têm levado à hipótese de que a HAI é doença 

multifatorial. Fatores genéticos e ambientais, incluindo infecções virais e drogas, 

desempenham papel importante na sua patogênese (26, 27, 28). Os agentes 

desencadeantes podem ser vários, dependendo da etnia, da população, da origem 
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geográfica, levando ao reconhecimento cruzado e desencadeando a autoimunidade 

a partir de epítopos diferentes. Se houver falha no mecanismo da imunorregulação, 

associada à presença de fatores genéticos predisponentes como do complexo HLA, 

as células T reconheceriam os componentes celulares e, por sua vez, auxiliariam as 

células B a identificarem o mesmo antígeno, levando à produção de autoanticorpos 

(26, 29). No Brasil, ao diagnóstico, os achados clínicos da HAI tipo-1 diferem de 

pacientes caucasóides dos Estados Unidos, por terem início de doença mais 

precoce, baixa frequência de doença autoimune concomitante, níveis mais elevados 

de aspartato aminotransferase e γ-globulina, maior ocorrência de anticorpos anti-

músculo liso e menor frequência de anticorpos antinuclear. Em nosso país, o HLA 

DR13 e DRB1*1301 são mais frequentes do que o HLA DR4 (30).  

Dentre os achados histopatológicos, a lesão mais característica é a presença 

de infiltrado inflamatório contendo linfócitos T e B, além de plasmócitos, no trato 

portal, invadindo o lóbulo e produzindo hepatite de interface. Necrose em ponte e 

formação de rosetas são também achados comuns (23, 24). A presença de cirrose à 

época do diagnóstico foi relatada em séries pediátricas em 59 a 100% dos casos (20, 

23, 24).  

Em 1993, o Grupo Internacional de Hepatite Autoimune publicou o sistema de 

escores para o diagnóstico de HAI até o momento mais utilizado, tendo sido revisado 

em 1999 (31) (Anexo1). Recentemente (2009) foi proposto sistema de escores 

simplificado (32). 

O tratamento da HAI consiste na administração de drogas imunossupressoras 

para o controle do processo inflamatório, podendo ser feito com prednisona isolada 

ou associada à azatioprina, e tem como meta a remissão clínica, manutenção das 

aminotransferases normais ou com no máximo de duas vezes o maior valor de 
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referência e a redução do infiltrado inflamatório hepático. (31, 33, 34, 35). A resposta 

alcançada em mais de dois terços dos pacientes caracteriza-se pela melhora dos 

sintomas e redução das aminotransferases. A melhora histológica é mais tardia. 

Alguns pacientes não respondem ao tratamento, e podem necessitar de transplante 

hepático (34). Quando há normalização dos níveis séricos de aminotransferases, em 

geral após 1 ano de tratamento, azatioprina pode ser usada como monoterapia  para 

manutenção da remissão (36). O uso da ciclosporina, na doença grave e não 

responsiva ao esquema habitual tem sido recomendado, bem como as opções do 

micofenolato mofetil e budesonide nos casos moderados (26, 37, 38, 39). No Brasil, 

Porta observou  taxa de sobrevida de mais de 90%,  após 10 anos do diagnóstico, 

de pacientes portadores de HAI tratados (40). Nos casos de falha terapêutica e 

evolução para insuficiência hepática, deve-se considerar o transplante hepático, 

devendo-se observar a possibilidade de recorrência da HAI em 10 a 35% dos casos 

transplantados (41, 42).  

 

Células hepáticas estreladas    

 As CHE são as células fibrogênicas-chave. Em consequencia de lesão de 

lesão hepática de várias etiologias, essas células tornam-se “ativadas”, que 

corresponde à transição de células quiescentes, ricas em vitamina A, em 

miofibroblastos contráteis (43, 44).     

 A ativação das CHE é um evento chave na lesão hepática e tem um papel 

central na produção e na degradação da matriz extracelular (3, 45). Nos últimos 

anos, modelos experimentais em ratos (46) e estudos em cultura de células com 

ênfase nas CHE trouxeram grande contribuição aos conhecimentos acerca da 

fibrogênese hepática, da regressão da fibrose e reversão da cirrose.  Os estímulos 
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que levam à ativação das CHE incluem a necrose hepatocelular devido ao estresse 

oxidativo, apoptose e os fatores de crescimento solúveis, especialmente o fator 

transformador de crescimento - beta 1 (TGF-Beta1) e  intermediários das reações de 

oxigênio/peróxidos lipídicos   (45) (Figura 3).   

 Mecanismos fibrogênicos específicos de algumas doenças têm sido descritos: 

na hepatite C, incluem o estímulo direto das CHE pela infecção viral (47, 48), 

interleucina 15 em pacientes coinfectados com hepatite C e HIV (49), na 

hemocromatose, concentração hepática elevada de ferro (50) e na esteatohepatite 

não alcoólica, níveis elevados de leptina sinalizam aumento da fibrogênese hepática 

pelas CHE (51, 52, 53). A fisiopatologia da HAI é complexa e envolve predisposição 

genética, exposição prévia a antígenos, fatores desencadeadores e desregulação do 

sistema imune (54).  Apesar dos avanços acerca dos conhecimentos da 

fisiopatologia da HAI, novos modelos são necessários para se entender os 

mecanismos pelos quais as CHE podem estar envolvidas nesse processo.  

  O destino das CHE durante a resolução da lesão hepática é incerto, mas 

pode incluir a reversão para o fenótipo quiescente e/ou o seu desaparecimento 

(clearence) através da apoptose (55, 56, 57, 58) (Figura 3). A despeito dos novos 

avanços, incluindo o papel dos micro-RNAs (59), as vias intercelulares que regulam 

a sobrevida e morte dessas células são ainda pouco compreendidas.  

 Regressão da fibrose pode ocorrer em várias doenças hepáticas crônicas, 

eliminando-se o agente patogênico ou a base patogênica da lesão hepática (4) ou 

espontaneamente (5). Esse processo tem sido observado após tratamento antiviral 

para hepatite B e C (6, 7), tratamento com penicilamina para doença de Wilson (8), 

metotrexate e ácido ursodeoxicólico para o tratamento de cirrose biliar primária (9) e 

corticosteróides na HAI (10).  
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A evolução da fibrose hepática na HAI não foi ainda suficientemente 

investigada nas séries pediátricas.  Não somente a fibrose é reversível como parece 

bastante claro que a cirrose também o é. O exato estágio no qual a fibrose e/ou 

cirrose tornam-se irreversíveis não é conhecido (4), mas parece que a reversão 

somente ocorra nos estágios clínicos iniciais da doença, tornando-se improvável em 

pacientes com doença hepática avançada (Child-Pugh classe C com hipertensão 

portal) (60). 

  Em adultos portadores de HAI tratados com corticosteróides, regressão da 

fibrose e reversão da cirrose têm sido relatadas (10, 14, 15).  Nos pacientes em que 

tais eventos foram evidenciados, o intervalo médio de tempo entre as biópsias foi de 

4 a 14 anos, demonstrando que se trata de um processo lento. Em crianças e 

adolescentes, há poucos pacientes documentados. Dufour et al (60) observaram 

reversão da cirrose após o tratamento de 8 pacientes portadores de HAI (incluindo 

uma criança). Após intervalo médio de biópsias de 63 meses, houve redução 

significante tanto da inflamação quanto da fibrose. Bortolotti et al (16) sugerem que o 

processo de reversão da cirrose em alguns grupos de crianças possa acontecer em 

menor tempo devido à maior capacidade regenerativa do fígado.   

  Redução significante da atividade necroinflamatória nas biópsias hepáticas 

pós-remissão foi também observada em crianças portadoras de HAI tratadas com 

corticosteróides e imunossupressores (12), com intervalo médio de biópsias de 2 

anos.  

O papel dos corticosteróides na redução da inflamação e sua consequente 

ação antifibrótica tem sido investigado.  Estudos prévios demonstraram que a 

supressão da atividade inflamatória promove o desaparecimento de inibidores de 

metaloproteinase, degradação da matriz fibrótica do fígado e apoptose da CHE (61, 
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62). Dessa forma, os corticosteróides, que representam a base terapêutica para o 

tratamento efetivo da HAI, poderiam mudar a tendência progressiva da fibrose para a 

degradação da matriz e remodelação (14). Por outro lado, a despeito do tratamento 

imunossupressor e da remissão clínico-laboratorial, alguns pacientes com HAI 

evoluem para cirrose (11,12). Os determinantes da progressão da fibrose incluem 

fatores ambientais e genéticos; há esforços atuais para se definir polimorfismos 

específicos e a possível correlação desses com as taxas de progressão da fibrose 

(63, 64, 65).  
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4. COMENTÁRIOS, CONSIDERAÇÕES E CONCLUSÕES 

 
 

 O estudo atendeu ao questionamento inicial em relação à ativação das CHE e 

evolução da fibrose em fragmentos de biópsias hepáticas de crianças e adolescentes 

portadores de HAI tipo 1 realizadas antes do tratamento  e após a remissão clínica. 

Demonstramos através de estudo imuno-histoquímico utilizando o anticorpo 

monoclonal específico anti α - AML, que as CHE encontram-se ativadas nessa 

enfermidade e que há uma diminuição na ativação dessas células após remissão 

clínico-laboratorial. Esses dados foram surpreendentes, visto não terem sido 

anteriormente relatados. Nossos resultados evidenciaram significante redução nos 

escores de inflamação nas biópsias hepáticas pós-remissão, realizadas após 

intervalo médio de 24,18 meses. Houve redução nos escores de fibrose, apesar de 

não significante do ponto de vista estatístico, chamando a atenção para a 

necessidade de seguimento histológico mais prolongado nesses pacientes. Esses 

resultados são apresentados na Tabela 1 e Figuras 1 e 2 (Apêndice 1).  

 A idéia do trabalho surgiu durante o acompanhamento de pacientes 

portadores de HAI no ambulatório de Hepatologia do Hospital de Pediatria da UFRN 

(HOSPED).  O conhecimento acerca da evolução da fibrose hepática nesse grupo de 

pacientes, fato importante para o seu seguimento clínico, despertou-nos o interesse 

em buscar a experiência de outros autores. Na literatura, estudos sobre o follow-up 

histológico de crianças e adolescentes portadores de HAI são escassos. Dufour et al 

(60) observaram reversão da cirrose após o tratamento de oito pacientes portadores 

de HAI, estando apenas um deles na faixa pediátrica e, após intervalo médio de 

biópsias de 63 meses, houve redução significante tanto da inflamação quanto da 

fibrose.  Em alguns grupos de crianças, devido à maior capacidade regenerativa, foi 

sugerido que o processo de reversão da cirrose pudesse acontecer em menor tempo 

do que em pacientes adultos (16).   

Esses aspectos foram discutidos com a Dra. Ana Maria de Oliveira Ramos, 

professora do Departamento de Patologia da UFRN, orientadora do estudo e 

coordenadora de linha de pesquisa em Patologia e Cirurgia Experimental do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da UFRN. Responsável pela 
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análise histopatológica de biópsias hepáticas dos pacientes avaliados, a mesma 

sugeriu que estudássemos, nesse material, além dos escores de inflamação e 

fibrose, a ativação das CHE, que desempenham papel-chave na fibrogênese 

hepática. A escassez de dados a respeito dos primeiros aspectos e o 

desconhecimento de trabalhos semelhantes quanto à ativação das CHE na HAI 

promoveram a motivação para a investigação. 

 Feito o desenho do estudo e discutida com o bioestatístico a metodologia a 

ser empregada, elaboramos projeto a ser enviado ao Comitê de Ética em Pesquisa 

da UFRN.   O cronograma inicialmente planejado foi prejudicado pela falta de 

financiamento para a realização do exame de imuno-histoquímica. Tal dificuldade 

técnica foi posteriormente solucionada com sua realização em laboratório privado 

(Laboratório Médico de Patologia Getulio de Oliveira Sales), sem ônus para os 

pesquisadores.  

  No período de março de 1997 a setembro de 2006, foram acompanhados no 

Serviço de Gastroenterologia e Hepatologia do HOSPED, em Natal, Brasil, 18 

pacientes que preencheram os critérios estabelecidos para o diagnóstico de HAI 

baseados no sistema de escores proposto pelo Grupo Internacional de Hepatite 

Autoimune (31). Todos os pacientes preencheram escores para o diagnóstico 

definitivo da doença. Hepatite B e C bem como outras possíveis causas de hepatite 

foram excluídas, utilizando-se investigação apropriada.  Os dados foram coletados 

através da revisão de prontuários médicos, tendo sido aplicado protocolo de 

pesquisa retrospectivamente até 2003 e prospectivamente após essa data.  

 Foram excluídos desse estudo dez pacientes: um menino de 7 anos de idade 

com síndrome “ overlap” (colangite esclerosante  com anticorpos ANA/AML positivos  

e HAI); um menino de  9 anos de idade com anticorpos ANA/AML  positivos e já com  

cirrose  ao diagnóstico, que morreu  3 meses após o diagnóstico; uma menina de 12 

anos de idade  com HAI tipo 1 que abandonou o acompanhamento  6 meses após o 

início do tratamento clínico; uma menina de 11 anos de idade  com  hepatite de 

células gigantes pós-infantil;  dois meninos de  7 e 10 anos de idade   com HAI tipo 

2;  uma menina de  7 anos com HAI tipo 1, mas com  acompanhamento clínico de 

apenas três meses, e  três meninas de  3, 10 e 12 anos de idade  com HAI  tipo 1 

cujas amostras de tecido hepático foram consideradas inadequadas para o estudo 

imuno-histoquímico.  Todos os 8  pacientes selecionados eram portadores de HAI 
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tipo 1 e possuíam no mínimo duas biópsias hepáticas, sendo a primeira ao 

diagnóstico inicial e as posteriores após a remissão clínico-laboratorial.  

 Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFRN e 

preenchimento do termo de consentimento pelos responsáveis por cada um dos 

pacientes, foi preenchido protocolo (Apêndice 2) contendo dados clínico-laboratoriais 

que incluíam: sexo, idade ao diagnóstico, tempo médio de remissão clínica e 

bioquímica, duração do follow-up e níveis séricos de aspartato aminotransferase 

(AST), alanina aminotransferase (ALT), gamaglutamiltranspeptidase (GGT), 

gamaglogulina, bilirrubina total e bilirrubina direta ao diagnóstico. Anticorpos ANA, 

AML e anti LKM-1 foram também pesquisados por técnicas padronizadas. Os 

resultados dos dados laboratoriais e sorológicos estão apresentados na Tabela 2 

(Apêndice 3).  

 A revisão das lâminas arquivadas no Laboratório do Departamento de 

Patologia da UFRN, realizada pela orientadora e estritamente acompanhada pela 

pós-graduanda.  Os blocos de parafina com os fragmentos de biópsia foram 

submetidos a novos cortes para a realização do exame de imuno-histoquímica, 

objetivando a marcação das CHE. A cooperação e o zelo dos funcionários do 

Departamento de Patologia da UFRN foram de fundamental importância.   

Cada um dos 8 pacientes selecionados foi submetido a no mínimo  duas 

biópsias hepáticas percutâneas por agulha: a primeira obtida na avaliação inicial do 

paciente (biópsia inicial) e a segunda (biópsia hepática pós-remissão) obtida no 

mínimo um ano após remissão clínica e bioquímica (66). Ao diagnóstico, os 

pacientes foram tratados com prednisona na dose de  2 mg/kg/dia (máximo de 60 

mg/dia) e 1 a 2 mg/kg/dia (máximo de 75 mg/dia) de azathioprina (AZA) (67), 

seguidos por diminuição gradual das doses, de acordo com a resposta clínica e a 

atividade das aminotransferases. No momento da biópsia pós-remissão, todos os 

pacientes estavam recebendo tratamento clínico e encontravam-se em remissão 

clínica.  

  Todas as biópsias foram revisadas por uma única hepatopatologista, em 

estudo cego. O estadiamento da fibrose e o grau de inflamação foram considerados 

em escala de  0 a 4,  utilizando-se o sistema de escores de  Batts e Ludwig (68). 

(Anexo 2). Esse sistema de escores foi utilizado por sua praticidade e por ser 
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habitualmente utilizado no serviço de Patologia da UFRN. Diferente das hepatites 

virais, para as quais existem escores internacionalmente reconhecidos, como 

Knodell (69), Ishak (70) and METAVIR (71), não há um sistema específico para as 

HAI, porém a avaliação pelo sistema de escores de Batts e Ludwig permitiu a 

avaliação de toda a agressão inflamatória autoimune existente no tecido hepático, 

podendo servir para padronização em futuros estudos comparativos. Colorações de 

hematoxilina & eosina, tricrômio de Masson, reticulina  (Gomori), Van Gieson 

(colágeno), PAS com e sem diastase, usadas rotineiramente em estudo 

microscópico de biópsias hepáticas foram também realizadas em todos os casos. 

Acompanhar de perto as revisões histológicas foi uma experiência bastante 

enriquecedora, por ampliar nossos conhecimentos nessa área e permitir maior 

compreensão de muitos aspectos da enfermidade e da própria interpretação de 

resultados da pesquisa. Reforçamos, assim, a importância do trabalho conjunto do 

hepatopatologista com o hepatologista clínico, tanto no diagnóstico como na 

avaliação evolutiva de hepatopatias crônicas.   

 A despeito do aumento da acurácia em métodos não invasivos para avaliação 

quantitativa da fibrose hepática como a elastografia (fibroescan) e fibrotest, tais 

alternativas têm sido utilizadas principalmente em pacientes portadores de hepatite 

crônica C e B (72, 73, 74, 75), com poucos estudos em crianças (76). Desta forma, a 

biópsia hepática continua sendo o método recomendado para o acompanhamento 

da evolução da fibrose na HAI (66, 77).   

 Estudar as CHE significou descobertas impactantes. Consideradas as células 

que desempenham papel-chave na fibrogênese hepática, sua ativação na HAI, que 

até então desconhecíamos, pôde ser demonstrada. Isto pode trazer perspectivas 

futuras e estimular o estudo dessas células, que potencialmente terão importância no 
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que tange ao tratamento e acompanhamento de doenças hepáticas crônicas. Ao 

mesmo tempo, o trabalho nos propiciou o melhor entendimento das complexas vias 

de suas ativação e desativação, até então aventadas. 

 Para a análise das CHE, realizamos estudo imunohistoquímico utilizando-se 

anticorpo monoclonal específico anti-α actina de músculo liso (α - AML) (Sigma 

Chemical Co, Poole, UK). A positividade para anti α-AML, caracterizando a ativação 

das CHE, foi quantificada utilizando-se um sistema digital e um analisador de 

imagens disponíveis no Núcleo de Cirurgia Experimental do Centro de Ciências da 

Saúde/UFRN.  A área total dos campos microscópicos nas secções histológicas 

coradas pela técnica de imunohistoquímica foi delimitada utilizando-se um 

microscópio óptico trinocular Olympus BX-45. As imagens foram capturadas com 

uma câmera digital Samsung e processadas em um microcomputador utilizando-se o 

programa Image Pro-plus version 3.0 (Media Cybernetics – LP, USA).  O campo 

digitalizado foi dividido pelo programa em unidades de imagem denominadas picture 

elements ou pixels, com coordenadas definidas. Depois de selecionada a resolução 

desejada (X200), os impulsos ópticos foram digitalizados, resultando em uma 

imagem de cada campo que foi armazenada, sendo processada em sistema 

multimídia. Quatro imagens digitalizadas de cada biópsia hepática foram obtidas e 

examinadas para quantificação das CHE ativadas, cuja intensidade foi determinada 

pela média do número de pixels de hemossiderina por campo, sendo cada campo 

composto de 303.360 pixels (µm2) (78). A avaliação histológica em amostras de 

tecido hepático de tamanho adequado, restrita a uma única observadora e a 

quantificação das CHE através de histomorfometria computadorizada permitiu uma 

maior confiabilidade dos resultados do presente estudo.  
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 Os fatores genéticos relacionados à HAI têm sido bastante estudados.  

Susceptibilidade à HAI está relacionada aos genes do Complexo Maior de 

Histocompatibilidade (CMH) - região do antígeno leucocitário humano (HLA) - no 

braço longo do cromossomo 6, especialmente genes codificando alelos HLA DRB1 

(79). Na Europa e América do Norte, a susceptibilidade à HAI tipo 1 é conferida pela 

presença de  HLA DR3 (DRB1*0301) e DR4 (DRB1*0401) (80).  No Brasil, ao 

diagnóstico, os achados clínicos da HAI tipo-1 diferem de pacientes caucasóides dos 

Estados Unidos, por terem início de doença mais precoce, baixa frequência de 

doença autoimune concomitante, níveis mais elevados de aspartato 

aminotransferase e γ-globulina, maior ocorrência de anticorpos anti-músculo liso e 

menor frequência de anticorpos antinuclear. No nosso país, o HLA DR13 e 

DRB1*1301 são mais frequentes do que o HLA DR4 (30). Esses dados nos 

estimulam a determinar, no futuro, o perfil de HLA de nossos pacientes, com o 

objetivo de comparar suas manifestações clínicas e evolução com aquelas dos 

europeus e norte-americanos previamente estudados.  

   Considerada a importância dos fatores genéticos na HAI, com objetivo de obter 

ferramentas que pudessem permitir sua maior compreensão, bem como atualizar 

muitos conceitos, participamos em outubro de 2009 do “Curso Teórico-Prático de 

Genética Médica” como parte do “Curso de Especialização em Endocrinologia 

Pediátrica” do HOSPED, coordenado pelo Doutor Ricardo Fernando Arrais, 

Professor Adjunto do Departamento de Pediatria da UFRN. O contato com 

professores dos Departamentos de Biologia e Farmácia da UFRN em aulas teórico-

práticas foi de fundamental importância, não só para o trabalho, mas principalmente 

para nossa formação, além de nos ter despertado o interesse em ampliar nossos 

estudos, incluindo esses aspectos.   
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 Mecanismos fibrogênicos específicos de algumas doenças têm sido descritos, 

com ativação das CHE, como na hepatite C, hepatite C e HIV, na hemocromatose e 

na esteatohepatite não-alcoólica, conforme anteriormente referido (47, 48, 49, 50, 

51, 52, 53). A fisiopatologia da HAI é complexa e envolve predisposição genética, 

exposição prévia a antígenos (autoantígenos), fatores desencadeadores e 

desregulação do sistema immune (54).  Demonstramos, de maneira pioneira, que as 

CHE encontram-se ativadas na HAI. Apesar dos avanços acerca dos conhecimentos 

da fisiopatologia da HAI, novos modelos são necessários para se entender os 

mecanismos pelos quais as CHE podem estar envolvidas nesse processo.  

 Nas biópsias hepáticas pós-remissão, obtidas após tratamento, com intervalo 

de tempo médio entre as biópsias de 24,18 meses, observamos redução significante 

na ativação das CHE. O destino das CHE durante o processo de resolução da 

fibrose hepática é incerto, mas pode incluir reversão ao fenótipo quiescente e/ou 

clareamento seletivo por meio de apoptose. As vias de que regulam a sobrevida e 

morte dessas células permanecem ainda pouco compreendidas (56, 57, 58, 63).   

Em adultos portadores de HAI tratados com corticosteróides, regressão da fibrose e 

reversão da cirrose têm sido relatadas (10, 14, 15).  Nos pacientes em que tais 

eventos foram evidenciados, o intervalo médio de tempo entre as biópsias foi de 4 a 

14 anos, demonstrando que se trata de um processo lento. Em crianças e 

adolescentes, há poucos pacientes documentados. Dufour et al (60) observaram 

reversão da cirrose após o tratamento de 8 pacientes portadores de HAI (incluindo 

uma criança). Após intervalo médio de biópsias de 63 meses, houve redução 

significante tanto da inflamação quanto da fibrose.  Há poucos estudos em crianças 

portadoras de HAI tipo 1 com relação à evolução da fibrose em biópsias pós-

remissão. Dificuldades técnicas e metodológicas adicionam algumas limitações a 
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esses estudos. As considerações acima mencionadas tornam os achados de nosso 

estudo relevantes. Foi sugerido que o processo de reversão da cirrose em alguns 

grupos de crianças possa ocorrer em um tempo menor que em adultos, devido à 

grande capacidade de regeneração do fígado (16). Observamos regressão da 

fibrose, apesar de não significante, após intervalo médio de 24,18 meses entre as 

biópsias. O fato de não termos observado redução significante da fibrose nas 

biópsias hepáticas pós-remissão, após intervalo médio de 24,14 meses, aponta para 

a necessidade de um seguimento mais prolongado, com coleta de amostras em 

tempo mais alargado, para que proposições como essas possam ser confirmadas.   

 A despeito do tratamento imunossupressor e da remissão clínico-laboratorial, 

alguns pacientes com HAI evoluem para cirrose (10,11). Os determinantes da 

progressão da fibrose incluem fatores ambientais e genéticos; há esforços no 

momento para definir polimorfismos específicos e a possível correlação dos mesmos 

com as taxas de progressão da fibrose (44, 45, 63). No nosso estudo, 1 de 8 dos 

pacientes piorou os escores de fibrose.  

Por outro lado, redução significante da atividade necroinflamatória nas biópsias 

hepáticas pós-remissão encontrada em nosso estudo, foi também observada em 

crianças portadoras de HAI tratadas com corticosteróides e imunossupressores (12), 

com intervalo médio de biópsias de 2 anos.  

 As informações geradas pelo estudo foram divulgadas na forma de pôsteres 

no Congresso Mundial de Gastroenterologia e Hepatologia Pediátrica, realizado em 

Foz de Iguaçu-Brasil, no período de 16 a 20 de agosto de 2008. (Apêndice 4). Os 

resultados foram também informados aos pacientes portadores de HAI, no sentido e 

confirmar a importância do acompanhamento clínico e a necessidade do follow-up 

histológico. Atualmente são acompanhadas 13 crianças e adolescentes portadores 
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de HAI no ambulatório de Hepatologia do HOSPED, todos clinicamente bem, exceto 

uma adolescente de 18 com HAI tipo um associada à síndrome nefrótica e 

plaquetopenia de difícil controle, e outra de 16 anos, também com HAI tipo 1, 

falecida em dezembro de 2008, devido a cirrose descompensada, sem conseguir 

transplante hepático depois de 1 ano em fila de espera.    

 A experiência no doutorado proporcionou-nos crescimento intelectual e 

relevante aquisição de conhecimentos científicos, além de nos despertar o interesse 

em continuar estudando e pesquisando aspectos da HAI e outras hepatopatias 

crônicas.  

 A pesquisa trouxe a oportunidade de aprofundamento sobre o tema em 

análise, além de proporcionar aprimoramento da prática de pesquisa e ampliar nossa 

base de informação e formação. Todo o apoio de recursos humanos técnicos 

necessários ao bom andamento da pesquisa foi fundamental e pudemos contar com 

a colaboração de professores de várias áreas da UFRN, dentre eles, pediatra 

gastroenterologista, patologista, biólogo e estatístico. A execução desse projeto 

preencheu, assim, os requisitos da multi e interdisciplinaridade, promovendo de 

forma ampla as relações entre as referidas especialidades, acentuando a 

importância do estudo ora apresentado e atendendo aos princípios do Programa de 

Pós-Graduação em Ciências da Saúde da UFRN.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1  

Diagnostic Criteria for Autoimmune Hepatitis: Minimum Required Parameters 
From Alvarez F, Berg PA, Bianchi FB, et al: International Autoimmune Hepatitis Groupreport: Review 

of criteria for diagnosis of autoimmune hepatitis. J Hepatol 31:929-938, 1999. 

Parameters Score 

History 

Sex  

Female  +2 

Male  0 

Alcohol average consumption  

< 25g/day +2 

>60 g/day −2 

History of hepatotoxic drug use  

Yes  −4 

No  +1 

Other autoimmune diseases  

Present  +2 

Absent  0 

Serum Biochemical Studies 

Serum ALP:ALT ratio  

<1.5 +2 

>3.0 −2 

Serum total globulin, gamma globulin, or IgG  

>2 × normal +3 

1.5-2 × normal  +2 

1.0-1.5 × normal  +1 

Normal 0 

Serology Studies 

ANA, ASMA, or LKM-1  

>1:80 +3 

1:80  +2 

1:40  +1 

<1:40 0 

AMA  

Negative  0 

Positive  −4 

Viral hepatitis markers  
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Parameters Score 

Negative  +3 

Positive  −4 

Other autoantibodies  

Present  +2 

Absent  0 

HLA-DR3 or DR4  

Present  +1 

Absent  0 

  

Treatment Response 

Complete remission +2 

Remission with subsequent relapse +3 

Histology 

Interface hepatitis +3 

Lymphoplasmacytic infiltrate +1 

Hepatocyte rosetting +1 

None of the above −5 

Biliary changes −3 

Other changes −3 

 

Interpretation of Aggregate Scores 

Before therapy:  

>15 Definite AIH 

10-15  Probable AIH 

After therapy:  

>17 Definite AIH 

12-17  Probable AIH 
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Anexo 2  

 

Escores histológicos de Batts and Ludwig 

 

ACTIVITY GRADES 

Grade 0 - portal inflammation only/no lymphocytic piecemeal necrosis/no lobular 

inflammation and necrosis  

Grade 1 - minimal and patchy portal inflammation/minimal or occasional spotty 

necrosis 

Grade 2 - mild portal inflammation involving some or all the portal tract/mild lobular 

inflammation and little hepatocellular damage  

Grade 3 - moderate portal inflammation involving all portal tract/moderate lobular 

inflammation with noticeable hepatocellular change; 

Grade 4 - severe portal inflammation/severe lobular inflammation and necrosis, with 

prominent diffuse hepatocellular damage  

 

HISTOLOGICAL STAGE 

Grade 0 - no fibrosis 

Grade 1 - fibrosis portal expansion 

Grade 2 - periportal or rare portal–portal septa 

Grade 3 - fibrous septa with architectural distortion, no obvious cirrhosis 

Grade 4 – cirrhosis 
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APÊNDICE 1  

 

Apêndice 1.1 

 

TABELA 1 - Achados Histológicos (Escores de Batts e Ludwig) de Atividade 

Inflamatória Hepática (0-4), Fibrose (0-4) e Achados Imunohistoquímicos de Ativação 

das Células Hepáticas Estreladas (µm²) em Biópsias Hepáticas Pareadas Antes do 

Tratamento e Após a Remissão Clínica e Laboratorial  de 8  Crianças Portadoras de 

Hepatite Autoimune tipo 1.  

Achados histológicos Antes Depois P-valor * 

IP 2,6 ± 0,74 1,3 ± 0,89 0,027709 

IPP 3,00 ± 0,76 1,4 ± 1,06 0,027709 

IL 2,8 ± 1,04 0,9 ± 0,99 0,017961 

Fibrose 2,5 ± 0,93 2,0 ± 0,53 0,201244 

CHE  3491.93 ± 
2051,48 

377,91 ± 439,47 0,0117 

* Teste de  Wilcoxon , nível de  significância de    p<0.05 
IP: inflamação portal; IPP: inflamação  periportal/periseptal ; IL: inflamação lobular, 
CHE: Células Hepáticas Estreladas.  
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Apêndice 1.2 

 

 

 

 

Figura 1 – Imuno-histoquímica da expressão da actina-de músculo liso (anti-músculo 

liso) na biópsia hepática inicial antes do tratamento (A) e após remissão clínica (B) 

(aumentoX400).   
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Apêndice 1.3  

 

 

 

 

Figura 2 - Imuno-histoquímica (em verde) demonstrando forte expressão de actina 

de músculo liso na biópsia hepática inicial antes do tratamento (A) e sua quase 

ausência na biópsia hepática após a remissão  clínica (B) (aumento X400). 
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Apêndice 1.4 

 

 

Figura 3 – Achados fenotípicos da ativação das CHE durante as fases de injúria e 

resolução da lesão hepática. 
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Apêndice 2 

PROTOCOLO CLÍNICO-LABORATORIAL E ANÁTOMO-PATOLÓGICO 
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APÊNDICE 3  

 

 

Tabela 2. Achados laboratoriais e sorológicos ao diagnóstico de 8 crianças 

portadoras de Hepatite Autoimune tipo 1. 
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APÊNDICE 4  

 

RESUMOS DE TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE  

Evolution of hepatic fibrosis in children with type I autoimmune hepatitis: histological 
findings before treatment and after clinical remission.  

Jussara M C Maia**, Hélcio de S Maranhão, Lauro V de Sena, Luiz R M da Rocha, Ítalo A de 

Medeiros, Ana Maria de O Ramos***  

Objectives:  Fibrosis regression can be observed in various chronic liver diseases, by 
eliminating the etiologic agent or pathogenic base. In autoimmune hepatitis (AIH), more 
evidence is needed about its evolution. The aim of this study was to analyze the evolution of 
fibrosis and inflammation in liver biopsies of children with type I AIH, comparing the 
findings before treatment and after clinical remission.   

Methods: We analyzed 16 liver biopsy samples from 8 children with type I AIH, paired 
before treatment and after clinical remission (mean interval = 24 ± 18 months). The fibrosis 
and inflammation findings were expressed as scores between 0 and 4 (Batts and Ludwig) and 
compared using Wilcoxon’s test.  

Results: Mean age at diagnosis was 8.1 ± 3 years, with a predominance of girls (87.5%). No 
significant decrease in fibrosis scores was found (2.5 ± 0.93 versus 2.0 ± 0.53, p = 0.2012). 
However, there was significantly reduced inflammation: portal (2.6 ± 0.74 versus 1.3 ± 0.89, p 
= 0.0277), periportal/periseptal (3.0 ± 0.76 versus 1.4 ± 1.06, p = 0.0277) and lobular (2.8 ± 
1.04 versus 0.9 ± 0.99, p = 0.0179).  

Conclusions:  Despite significantly decreased inflammation in post-remission liver biopsies 
of children with type I AIH, the persistence of fibrosis suggests the need for a longer 
histological follow-up period, owing to the risks of potential evolution toward cirrhosis.  

• Postgraduate Program in Health Sciences of the Federal University of Rio Grande do 

Norte, Natal, Brazil. Department of Pediatrics of the Federal University of Rio Grande 

do Norte, Natal, Brazil. Department of Pathology of the Federal University of Rio 

Grande do Norte, Natal, Brazil. Department of Surgery of the Federal University of 

Rio Grande do Norte, Natal, Brazil.  ** Tese de Aluna de Doutorado do Curso de Pós-

Graduação em Ciências da Saúde – Universidade Federal do Rio Grande do Norte 

(UFRN) – Natal, Rio Grande do Norte (RN) – Brasil. *** Professora Orientadora. 
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE  

Activation of Hepatic Stellate Cells in Children with Type I Autoimmune Hepatitis: 

immunohistochemical Study of Liver Biopsies Before Treatment and After Clinical 

Remission.*   

Jussara M C Maia**, Hélcio de S Maranhão, Lauro V de Sena, Luiz R M da Rocha, Ítalo A de 

Medeiros, Ana Maria de O Ramos***   

 Objectives: the activation of hepatic stellate cells (HSC) is considered the most important 

event of hepatic fibrogenesis, but is unknown in autoimmune hepatitis (AIH). The aim of the 

study was to assess the activation of HSC in children with type I AIH, before treatment and 

after clinical remission.  

Methods: we analyzed 16 liver biopsy samples from 8 children with type I AIH, paired before 

treatment and after clinical remission (mean interval = 24 ± 18 months), using an 

immunohistochemical study with an anti-α smooth muscle actin (anti-α SMA) antibody. The 

positivity for this antibody, characterizing HSC activation, was quantified using a digitalizing 

system and image analyzer (Image Pro Plus software, version 3.0- Media Cybernetics – LP, 

USA). Wilcoxon’s test was used to compare the analyses.  

Results: mean age at diagnosis was 8.1 ± 3 years, with a predominance of girls (87.5%). Anti-

α SMA antibodies were expressed in the HSC in all the initial biopsies (3491.93 ± 2051.48) 

and a significant reduction was found in post-remission biopsies (377.91 ± 439.47) (p = 

0.0117). were expressed in HSC in the initial biopsies, with a significant reduction after 

remission (p = 0.0117).  

Conclusions: The confirmation of HSC activation and its subsequent reduction after clinical 

remission provides important perspectives in the follow-up of fibrosis evolution in patients 

with AIH.  

* Postgraduate Program in Health Sciences of the Federal University of Rio Grande do Norte, 

Natal, Brazil. Department of Pediatrics of the Federal University of Rio Grande do Norte, 

Natal, Brazil. Department of Pathology of the Federal University of Rio Grande do Norte, 
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Natal, Brazil. Department of Surgery of the Federal University of Rio Grande do Norte, Natal, 

Brazil.  ** Tese de Aluna de Doutorado do Curso de Pós-Graduação em Ciências da Saúde – 

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) – Natal, Rio Grande do Norte (RN) – 

Brasil. *** Professora Orientadora.  
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ABSTRACT 

 

The activation of hepatic stellate cells (HSC) is considered the most important event 

in hepatic fibrogenesis. The precise mechanism of this process is unknown in 

autoimmune hepatitis (AIH), and more evidence is needed on the evolution of 

fibrosis. The aim of this study was to assess these aspects in children with type 1 

AIH.  We analyzed 16 liver biopsy samples from eight patients, paired before 

treatment and after clinical remission, performed an immunohistochemical study with 

anti- α-actin smooth muscle antibody and graded fibrosis and inflammation on a scale 

of 0–4 (Batts and Ludwig  scoring system). We observedthere was no significant 

reduction in fibrosis scores after 24± 18 months (2.5 ± 0.93 vs. 2.0± 0.53, P = 

0.2012). There was an important decrease in inflammation: portal (2.6 ±0.74 vs. 1.3± 

0.89, P = 0.0277), periportal/periseptal (3.0 ±0.76 vs. 1.4 ± 1.06, P = 0.0277), and 

lobular (2.8 ± 1.04 vs. 0.9± 0.99, P =0.0179). Anti- α-actin smooth muscle antibodies 

were expressed in the HSC of the initial biopsies (3491.93 ±2051.48 lm2), showing a 

significant reduction after remission (377.91 ±439.47 lm2) (P = 0.0117).  HSC 

activation was demonstrated in the AIH of children. The reduction of this activation 

after clinical remission, which may precede a decrease in fibrosis, opens important 

perspectives in the follow-up of AIH.    

Keywords: keywords: hepatic stellate cells; fibrosis; autoimmune hepatitis; children. 
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