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Resumo

Introducgéo: a hepatite autoimune (HAI) € uma doenga hepatica inflamatéria crénica,
de causa desconhecida, que afeta predominantemente as mulheres. Estudos tem
apontado uma relacdo entre deficiéncia de vitamina D e doencgas autoimunes,
incluindo a HAI. Objetivo: determinar a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D em
pacientes com HAI e avaliar as variaveis associadas com esta deficiéncia. Pacientes
e métodos: Estudo transversal que incluiu pacientes com HAI atendidos nos
ambulatérios de gastroenterologia da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre e Sao Lucas da PUCRS entre outubro de 2016 a dezembro de 2018. Foram
analisados 23 pacientes com HAIl e 27 pacientes controles, sem doenca hepatica,
sendo dosado niveis séricos de 250HD e avaliando as seguintes variaveis: sexo,
idade, cirrose, trombocitopenia, fibrose avancada e atividade inflamatdria.
Resultados: Dos 23 pacientes com HAI, 12 (52%) apresentaram deficiéncia de
250HD e 20 (87%) eram do sexo feminino. A mediana da idade foi de 41 (16-69) anos,
a mediana dos niveis de 250HD entre todos os pacientes com HAI foi de 19,2 (11-
44.5) ng/ml e 15 pacientes (65,2%) tinham cirrose hepatica. No grupo de 27
participantes usados como controle, 19 (70%) eram do sexo feminino, com uma
mediana de idade de 55 (17-82) anos e mediana de 250HD de 26 (11-45) ng/ml.
Analise multivariada demonstrou que HAI foi um fator de risco para deficiéncia de
vitamina D (OR 6,27, IC 1.64-23.97; p=0,01). Ndo foi encontrada associacédo entre
deficiéncia de vitamina D e as seguintes variaveis: sexo, idade, cirrose,
trombocitopenia, fibrose avangada e atividade inflamatéria. Conclusao: A HAI foi um
preditor importante de deficiéncia de 250HD, sugerindo uma associagao entre essas
duas doencas. Além disso, a mediana de vitamina D menor que 20 nos pacientes
com HAI reforca a necessidade de monitoramento adequado e reposicéo de vitamina,

quando indicado.

Palavras chave: Hepatite autoimune, deficiéncia de vitamina D, prevaléncia.



Abstract

Introduction: Autoimmune hepatitis (AIH) is a chronic inflammatory liver disease of
unknown cause that predominantly affects women. Studies have pointed towards a
relationship between Vitamin D deficiency and autoimmune diseases, including AlH.
Objective: to determine the prevalence of Vitamin D deficiency in patients with AlH,
as well as evaluate the variables associated with this deficiency. Patients and
Methods: This cross-sectional study included patients with AIH from the
gastroenterology outpatient clinics of the Irmandade Santa Casa de Misericérdia of
Porto Alegre and S&o Lucas Hospital of PUCRS, between October 2016 and
December 2018. A total of 23 patients with AIH and 27 control patients, without liver
disease, were analyzed; the participant’s serum levels of 250HD and the following
variables were evaluated: age, gender, presence of cirrhosis, thrombocytopenia,
advanced fibrosis, and inflammation. Results: Of the 23 patients with AlH, 12 (52%)
had 250HD deficiency and 20 (87%) were female. The median age was of 41 (16-69)
years, the median 250HD levels among all patients with AIH was 19.2 (11-44.5) ng/ml,
and 15 patients (65.2%) had liver cirrhosis. Of the 27 participants in the control group,
19 (70%) were female, with a median age of 55 (17-82) years, and they presented a
median 250HD levels of 26 (11-45) ng/ml. Multivariate analysis showed that AIH was
a risk factor for Vitamin D deficiency (OR 6.27, Cl 1.64-23.97; p=0.01). No association
was found between Vitamin D deficiency and the following variables: gender, age,
cirrhosis, thrombocytopenia, advanced fibrosis, and inflammatory activity.
Conclusion: AIH was an important predictor of 250HD deficiency, suggesting an
association between these two diseases. Moreover, Vitamin D levels with a median
lower than 20 in patients with AIH reinforces the need for adequate monitoring and

vitamin replacement, when indicated.

Keywords: Autoimmune hepatitis, Vitamin D deficiency, prevalence
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1. Revisao de literatura

1.1.  Introdugao

Hepatite autoimune (HAI) é uma doencga inflamatéria crénica do figado,
caracterizada pela perda da tolerancia contra os hepatdcitos levando a destruicdo do
parénquima hepatico’. Inicialmente a doenca foi associada a outras doencas
autoimunes e sendo denominada "hepatite lupoide" devido a presencga de anticorpos
antinucleares e células do lupus eritematoso?. Essas observagdes levaram a
suposicao de que a base dessa patologia era secundaria a alteragao imunoldgica. O
termo HAI foi introduzido por Mackay e colegas em 1965 quando o conceito de
autoimunidade foi reconhecido em um consenso internacional®.

Atualmente a HAI é reconhecida como uma doenga hepatica inflamatéria
crbnica, relativamente rara, de causa desconhecida, que afeta predominantemente as
mulheres. Caracteriza-se pela presengca de hepatite de interface e infiltracdo
linfoplasmocitica em exame histolégico, hipergamaglobulinemia e autoanticorpos. O
diagnostico é feito mediante sistemas de escore diagndstico?®>% que permitem
caracterizara HAI como provavel ou definitiva, envolvendo a combinacédo de achados
clinicos, laboratoriais e histolégicos, com exclusdo de outras causas de doenca
hepatica crénica, como a doencga de Wilson, hepatite viral, doenca hepatica induzida
por farmaco, doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica e colangiopatias imunes
[cirrose biliar primaria (PBC) e colangite esclerosante (CEP)]”.

A vitamina D € um horménio lipossoluvel cuja principal agado biolégica é
regular a homeostase mineral e esquelética, porém exerce também um papel
imunomodulador e anti-inflamatdrio®. Pode ser obtida a partir de fontes exdgenas
(vitamina D2) ou pode ser sintetizada endogenamente a partir do colesterol (vitamina
D3) e é metabolizada em 25-hidroxivitamina D no figado, podendo ter sua atividade
alterada em pacientes com hepatopatia. Pacientes com disfungcdo hepatica severa
podem ter comprometida a hidroxilacdo da vitamina D e ter os niveis circulantes de

25-hidroxivitamina D diminuidos®.
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1.2. Hepatite autoimune

1.2.1. Epidemiologia

A HAI é uma doenca hepatica crénica, que pode afetar todas as populacdes e
grupos etarios, porém com uma prevaléncia maior entre as mulheres. E caracterizada
por hipergamaglobulinemia, mesmo na auséncia de cirrose, bem como pela circulagao
de auto anticorpos e associagdo com antigenos de leucocitos humanos (HLA), tais
como DR3 ou DR4. Outras caracteristicas dessa doenca séo a presenca de atividade
de interface na bidpsia hepatica e uma resposta favoravel a imunossupressao.
Quando nao tratada, a doencga resulta frequentemente em cirrose, insuficiéncia
hepatica e morte® 9.

A HAI é considerada relativamente rara, com prevaléncia variando entre 15 a
25 casos por 100 000 habitantes na Europa, porém com aumento recente da
prevaléncia tanto nos homens quanto nas mulheres®. No Brasil, apesar dos poucos
estudos realizados, é responsavel por 5-19% das doengas hepaticas dos principais

centros e por menos de 5% dos pacientes em lista de transplante’?.

1.2.2. Fisiopatologia

A HAI ocorre como consequéncia de uma predisposi¢cao geneética, exposicao
antigénica a varios fatores que afetam a exibicdo de auto antigenos, ativagéo imune
e proliferacdo de células que perpetuam esse processo. Os fatores desencadeantes
incluem agentes infecciosos, medicamentos e toxinas. O tempo de atraso entre a
exposigao ao gatilho antigénico e o inicio da doenga pode ser longo e a presenga do
agente desencadeante nédo € necessario para perpetuar a doenga. A célula CD4+ T
helper é a principal célula efetora e sua ativagéo é o passo inicial na via patogénica’’.

Os antigenos sao apresentados para os linfécitos T helper em uma molécula
de complexo maior de histocompatibiliade (MHC) classe Il de uma célula
apresentadora de antigeno (APC), seja num linfonodo regional ou no proéprio figado.
Os alelos do MHC determinam a sua propriedade de apresentagao de certo antigenos.
Na HAI, a predisposi¢cao genética esta relacionada aos genes dos HLA da classe |,

mais especificamente ao lI6cus HLA-DRB17".
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O linfécito T helper (Th) ativado se diferencia em linfécitos Th1 e Th2, na
presenca de interleucinas (IL) 12 ou 14, de acordo com a natureza do antigeno. Isso
desencadeia uma série de reacdes imunes determinada pelas citocinas que essas
células produzem. Linfocitos Th1 secretam IL-2 e interferon-y, que irdo estimular
linfocitos T citotoxicos, aumentar a expressao de moléculas HLA classe Il, induzir a
expressdo de moléculas HLA classe Il nos hepatécitos e ativar macrofagos. Os
macrofagos liberam IL-1 e fatores de necrose tumoral (TNF), enquanto os linfécitos
Th2 secretam IL-4, IL-10 e IL-13, estimulando a producdo de auto anticorpos através
de linfocitos B. Linfocitos T reguladores (Treg) séo derivados dos linfécitos Th na
presenca de fatores de crescimento transformadores. Na presenca de linfocitos Treg
defeituosos a destruicdo do hepatécito ocorre pela ativagdo de mecanismos
causadores de lesao, incluindo linfécitos T citotdxicos, citocinas liberadas por linfécitos
Th1, macrofagos ativados e ativagao de complemento ou adeséo de células natural
killers (NK) aos hepatdcitos revestidos por auto anticorpos’’.

A suscetibilidade genética para HAI tipo 1 esta associada aos HLAs DR3 e
DR4 em pacientes caucasianos e orientais. No Brasil, entretanto, a suscetibilidade
esta relacionada primariamente ao HLA DR13. Pacientes com HLA DR13 apresentam
idade precoce de apresentacao em relacdo aqueles com HLA DR3. No Brasil essa
suscetibilidade esta relacionada apenas aos pacientes com reatividade para o
anticorpo antimicrofilamentos, ndo sendo observada relacdo com o anticorpo
antinucleo (FAN). Esses achados permitem inferir que a doenga na América do Sul
apresente caracteristicas particulares’?.

A predisposigcao genética também difere nos dois tipos de HAI nas diferentes
regides geograficas. No Brasil a suscetibilidade genética da HAI tipo 2 esta

relacionada ao HLA DR7 e ao DR3 nos pacientes com DR7 ausente’?.

1.2.3. Manifestacdes Clinicas

HAI é uma sindrome clinicamente distinta, que pode apresentar variacbes em
sua apresentagao clinica, laboratorial e histoldégica. Sua apresentagao clinica varia
desde assintomatica a aguda/grave ou até mesmo fulminante, quase idéntica a um
episodio de hepatite viral. A manifestagao clinica mais comum da doencga ¢é a fadiga,
observada em até 86% dos pacientes’. A doenca pode também apresentar-se

insidiosamente, sem qualquer sintoma aparente ou associado aos seguintes sintomas
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inespecificos: dor no quadrante superior direito, letargia, mal-estar, anorexia, perda
de peso, nauseas, prurido, ictericia flutuante e poliartralgia (envolvendo as pequenas
articulagdes, sem artrite), por vezes, com anos de pré-existéncia. Um tergo dos
doentes no momento do diagndstico ja desenvolveu cirrose, independentemente da
presencga de sintomas, devido ao atraso no diagndstico’ 7479,

A HAI deve ser considerada na presencga de doenca hepatica crénica ou nos
casos com manifestagdo aparentemente aguda, especialmente se associada a
hipergamaglobulinemia e em associagcdo com outras doengas autoimunes. O
diagnostico é geralmente estabelecido durante a investigacdo da elevacédo de
aminotransferases séricas em exames de rotina ou realizados durante a investigagéao
de outras doengas” "%,

O exame fisico pode ser normal, porém quando a cirrose esta presente, o
paciente pode apresentar hepatomegalia, ictericia, esplenomegalia, eritema palmar e
aranhas vasculares. Em estagios avangados o quadro clinico de hipertensao portal
predomina, incluindo ascite, varizes esofagicas e/ou gastricas, gastropatia
hipertensiva portal, citopenias secundarias a hiperesplenismo, bem como

encefalopatia hepatica’ ’°.

1.2.4. Auto Anticorpos

Pacientes com HAI apresentam titulos significativos de auto anticorpos,
maiores ou iguais a 1/40 nos testes com imunofluorescéncia indireta. Porém, a
titulagdo de auto anticorpos nao reflete a extenséo da resposta imune ou a gravidade
da doenga, podendo estar ausentes em até 10% dos casos e negativar com o
tratamento°.

Os auto anticorpos pesquisados na investigacdo da HAI sdo o antinucleo
(FAN), antimusculo liso (SMA), antimicrossoma de figado e rim tipo 1 (LKM-1) e
anticitosol hepatico (anti-LC1). Anticorpo antiantigeno hepatico soluvel/antifigado
pancreas (anti-SLA/LP) e o anticorpo antireceptor asialoglicoproteina ndo precisam
ser pesquisados de rotina’.

Através do padrdao de autoanticorpos detectados, propds-se uma

subclassificacdo da doenga em dois ou trés subtipos”7°-78:
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- HAI tipo 1: caracteriza-se pela presenca de FAN e/ou SMA. E o tipo mais
frequente de HAI (90% dos casos), acomete pacientes de qualquer idade e apresenta
grande variabilidade de gravidade clinica e histolégica. Costuma apresentar boa
resposta ao tratamento, mas com taxas de recidiva variaveis apos retirada da
medicagdo e necessidade de manutengéo da medicagao a longo prazo” 778,

- HAI tipo 2: caracteriza-se pela deteccdo de anti-LKM1 e/ou anti-LC1.
Representa até 10% dos casos de HAI e geralmente acomete pacientes na infancia
ou idade adulta jovem. A gravidade de sua apresentacgao clinica e histopatoldgica é
frequentemente aguda e avangada, podendo apresentar falhas de tratamento e surtos
frequentes apos retirada da medicacio. A necessidade de manutencao de tratamento
a longo prazo é muito comum 7758,

A descoberta de anticorpos anti-SLA/LP levou a definicdo de um terceiro
subtipo de HAI, uma forma mais grave, com a necessidade de imunosupressao
permanente ao longo da vida, segundo alguns autores’6.77.78,

A validade destas classificagcdes ainda permanece questionavel’®.

1.2.5 Diagnéstico

A HAI é uma doenga que nao possui caracteristicas patognoménicas ou
marcadores com sensibilidade e especificidade suficientes para definir o seu
diagndstico isoladamente. Apesar da positividade dos auto anticorpos ser importante
para o diagndstico e classificagdo da doencga, eles podem estar presentes em outras
doencas hepaticas, infecciosas e reumatolégicas, e ausentes em até 10% dos casos.
Assim sendo, o diagndstico definitivo é feito mediante a combinacdo de achados
clinicos, laboratoriais e histolégicos, com exclusdo de outras causas de doenca
hepatica®67:21,

HAI deve ser considerada em pacientes com alanino aminotransferase (ALT)
e aspartato transaminase (AST) elevadas, aumento de imunoglobulina G (IgG), alto
titulos de anticorpos circulantes, testes sorolégicos para hepatites virais negativos e
exclusao de hepatite toxica. No entanto, nem todos esses achados laboratoriais
precisam estar presentes em um unico paciente. Elevagao sérica da IgG é um achado
comum em pacientes com HAI, mas niveis normais podem ser encontrados em até

30% desses pacientes’920:27,
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A biopsia hepatica é considerada um pré-requisito para o diagnéstico de HAI,
além de fornecer avaliagao histolégica da gravidade da doenga, excluir outras causas
de hepatite e orientar decisdes de tratamento, devendo ser realizada antes de se
iniciar o tratamento, desde que n&o haja contraindicagbes*>°. Ndo existem critérios
histolégicos especificos que confirmem o diagndstico de HAI, mas a hepatite de
interface é considerada a marca histolégica da HAI, sendo definida como um processo
de infiltracao inflamatdria e necrose do parénquima hepatico em sua interface com o
espaco porta??23. E encontrada em 84-98% dos pacientes com HAI?42526 mas
também pode ser vista em pacientes com hepatite viral ou induzida por drogas. Os
infiltrados do espaco-porta, septo e parénquima consistem predominantemente de
linfécitos e plasmdcitos. Por outro lado, os plasmdcitos nédo estdo invariavelmente
presentes e sua auséncia, portanto, ndo exclui o diagndstico de HAI, podendo estar
ausentes em até um terco dos pacientes?6-27,

Em um estudo recente, a emperipolese e a formacdo de rosetas se
demonstraram preditores histolégicos superiores de HAl quando comparadas com as
caracteristicas histoldgicas tipicas de hepatite de interface e infiltrado plasmocitico??.
A presenca de roseta hepatocitaria representa acentuada atividade regenerativa.

Para uniformizar e melhor definir o diagndstico da doenga, um grupo de
especialistas, denominados de Grupo Internacional de Hepatite Autoimune (GIHAI),
propds um sistema de pontuagao e critérios diagndsticos em 19934, sendo revisto em
19995 onde estabeleceram um sistema de escore diagndstico que permite

caracterizara HAI como provavel ou definitiva (tabela 1).



Quadro 1. Sistema de escore diagndstico de HAI°

Escore Diagnodstico para HAI

Sexo Marcadores virais Fenétipos HLA
feminino ’ +2 Positivos -3 DR3 ou DR4 +1
Fosfatase alcalina / AST Negativos +3
(ou ALT)
> 3 vezes -2 Outros marcadores
< 1,5 vezes +2 anti SLA, anti actina, anti LC1, | +2 Resposta ao
PANCA tratamento
1,0-1,5vezesonormal | +1 Alcool Completa +2
< 1,0 vezes o normal 0 <25g/d +2 Recidiva +3
FAN, AML ou anti-LKM1 > 60 g/d -2
>1:80 +3 Outra doeng¢a autoimune
1:80 +2 tireoidite, colite ou outra [ +2 Escore Diagnéstico
1:40 +1 Achados histopatolégicos
<1:20 0 hepatite de interface +3 Pré-tratamento
Anticorpo anti-mitocéndria Infiltrado plasmacitico +1 definitivo >15
positivo -4 Rosetas +1 provavel 10-
15
Drogas nenhum dos acima -5 Pés-tratamento
sim -4 alteragdes biliares -3 definitivo >17
nao +1 alt. sugest. de outra patologia -3 provavel 12-
17

*Alvarez F, Berg PA, Bianchi FB, Bianchi L, Burroughs AK, Cancado EL, et al. International Autoimmune Hepatitis Group Report:
review of criteria for diagnosis of autoimmune hepatitis. J Hepatol. (MODIFICADA)

Mais recentemente, foi proposto um sistema com formato simplificado para uso
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clinico de rotina baseado em quatro variaveis: presenca e nivel de anticorpos,

elevagado de IgG, marcadores histoldgicos tipicos e auséncia de marcadores virais

(tabela 2)°.

Quadro 2. Critérios simplificados para o diagnostico de HAI®

Varavel
FAN ou AML
FAN ou AML
ou LKM
ou SLA
IgG ou y-globulina

Histologia hepatica®

Hepatite viral
Interpretagao

Resultado
>1/40
>1/80
>1/40

Positivo

> Limite superior da normalidade
> 1,1x limite superior da normalidade

Compativel com HAI*
Tipica de HAI®
Ausente

Diagndstico Provavel = 6 / Definitivo > 7

Pontuacgdo
1

NN BFPRP NP

%Condicdo necessdria — evidéncia de hepatite

#
Achados histoldgicos de hepatite cronica com infiltrado linfocitario, sem todos os achados considerados tipicos

&
Achados histoldgicos simultaneos de hepatite de interface, infiltrado portal linfocitério/linfoplasmocitario com
extensdo para o parénquima e rosetas

*6 Hennes EM, Zeniya M, Czaja AJ, Pares A, Dalekos GN, Krawitt EL, et al. Simplified criteria for the diagnosis of
autoimmune hepatitis. Hepatology 2008; 48:169-176 (MODIFICADA)
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O sistema de pontuacéo original possui maior sensibilidade para o diagndstico
do que o sistema simplificado (100% vs. 95%), mas o sistema simplificado possui

maior especificidade (90% vs. 73%) e valor preditivo (92% vs. 82%)?2%30.37.32,

1.2.6. Tratamento

O tratamento da HAI visa obter a remissdo completa da doencga e evitar a
progressdo da doenga hepatica. Isso requer principalmente tratamento de
manutengao permanente ou, em alguns poucos pacientes, indugao de uma remissao
sustentada apos a retirada do tratamento’®.

Quando néao tratada, a HAI apresenta mau prognostico, com taxas de
sobrevida em 5 e 10 anos de 50% e 10%, respectivamente®?. Até 40% dos pacientes
com doenga grave nao tratada evoluem para o6bito dentro de seis meses do
diagnostico e ha evolugdo para cirrose hepatica em pelo menos 40% dos pacientes?3.
A sobrevida dos pacientes com resposta completa ao tratamento € semelhante a da
populagdo normal e excede 80% em 20 anos33343%,

Segundo os guidelines atualizados pela European Association for the Study
of the Liver em 2015, British Society of Gastroenterology em 2011 e a American
Association for the Study of Liver Diseases em 2010, as indicagdes absolutas para
tratamento s&o niveis de AST maiores ou iguais a 10 vezes o valor normal, aumento
maior ou igual a 5 vezes das aminotransferases associados ao nivel de
gamaglobulinas maior que 2 vezes o valor normal ou achados histologicos de necrose
em ponte ou necrose panacinar?’®3436,

Apesar das indicagdes absolutas de tratamento, a tendéncia atual é tratar a
maioria dos pacientes, levando em conta o julgamento clinico e pesando-se 0s riscos
e 0s beneficios advindos da imunossupressao em longo prazo. O tratamento deve ser
questionado nos casos de cirrose hepatica descompensada sem atividade
inflamatdria importante e em pacientes em lista de transplante, pelo risco de
mortalidade por causa infecciosa associada a imunossupress&o333437,

O tratamento convencional atual consiste em uma indugédo com prednisona
na dose de 1mg/kg, ndo excedendo de 60mg/dia na monoterapia, seguida de redugao
gradativa do corticoide e adigdo subsequente de azatioprina (AZA) na dose de 1-

2mg/Kg/dia, para terapia de manutengdo com dose minima de corticoide. Quando o
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tratamento é iniciado com terapia combinada com AZA utiliza-se a dose de 30 mg/dia
de prednisona, com taxa de resposta semelhante a monoterapia com corticoide. Apés
a normalizagdo de ALT e AST, a prednisona pode ser reduzida gradativamente em 10
mg por semana, até atingir a dose de 20 mg ao dia. Nos pacientes tratados com
terapia combinada pode-se reduzir a prednisona em 5 mg por semana até a dose de
15 mg/dia. A partir desse ponto uma redugdo mais lenta é recomendada3®438. A opgao
por esses tratamentos é baseada em estudos controlados realizados ha trés décadas,
que indicaram o efeito benéfico do corticoide no tratamento da HAI, aumentando a
sobrevida, melhorando a sintomatologia e reduzindo ou normalizando as alteragbes
laboratoriais e a histologia hepatica333437.

Em até 10% dos pacientes com HAI a terapia convencional com prednisona
e azatioprina ndo é bem sucedida devido a efeitos colaterais ou auséncia de resposta
clinica®#%6, Nos pacientes com falha a terapia convencional, op¢des terapéuticas com
ciclosporina, tacrolimus, metrotrexate, ciclofosfamida e micofenolato tém sido
utilizadas na substituicdo da azatioprina, com resultados promissores3°-46.

Na Europa o uso de prednisolona tem sido preferido, principalmente nos
casos de hepatite aguda fulminante, pois ela ndo necessita de conversao intra-
hepatica para sua forma metabdlica ativa, apesar de ndo apresentar diferenca nos
desfechos?-#°. Budesonida € outro glicocorticoide que tem sido utilizado em
combinagdao com azatioprina como opgao terapéutica, apresentando menos efeitos
colaterais e normalizagcao de transaminases mais frequente quando comparado a
prednisona. Seu uso parece ser mais apropriado em pacientes nao cirroticos, obesos,

com diabete mellitus, hipertensos, com osteoporose ou virgens de tratamento®%-°2,
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1.3. Vitamina D

A vitamina D é um horménio lipossoluvel cuja principal agao biologica é regular
a homeostase mineral e esquelética. Pode ser obtida a partir de fontes exdgenas
(vitamina D2) ou pode ser sintetizada endogenamente a partir do colesterol (vitamina
D3)%3.

A epiderme é a principal fonte de vitamina D, responsavel por 80% da
necessidade diaria, e a dieta os demais 20%, principalmente na forma de vitamina D2.
A sintese endogena da vitamina D é realizada na pele através da conversao de 7-
dehidrocolesterol para forma de pré-vitamina D3 pela radiagao ultravioleta. Esse
passo inicial € seguido por uma isomerizagao da pré-vitamina D3 a vitamina D3.
Independentemente da sua origem, a vitamina D ¢é metabolizada em 25-
hidroxivitamina D no figado pela 25-hidroxilase. Por fim, a forma ativa da vitamina D,
1, 25-dihidroxivitamina D, é produzida no rim através de um processo de hidroxilagao
envolvendo a 1a-hidroxilase, também conhecida como citocromo CYP27B1. A
homeostase da vitamina D é regulada através do controle hormonal e mineral. O nivel
de fosfato sérico regula diretamente a sintese de vitamina D, enquanto a regulagéo
do calcio € mediada pelo hormonio da paratireoide. Por fim, a 1a,25-dihidroxivitamina
D exerce um controle de feedback na sua propria sintese e também regula
positivamente o seu catabolismo (Fig. 1)°3.

A forma ativa da vitamina D circulante é transferida para os tecidos alvo e regula
inumeras fungdes, em varios tipos de células, através da ligagao aos receptores de
vitamina D (VDR)*%. O VDR é expresso em quase todas as células imunes, mediando
as propriedades imunoreguladoras da vitamina D. De fato, a vitamina D através dos
seus receptores, interfere diretamente com células T inibindo a producéao de citocinas
das células Th1, enquanto promove as citocinas do subtipo Th2. Além disso, a
vitamina D inibe a diferenciacdo das células dendriticas resultando também em um
decréscimo no desenvolvimento de células Th1. Em conjunto, essas observagdes
indicam que a vitamina D, através dos seus receptores, diminui a resposta das células
T efetoras sugerindo que o eixo vitamina D-VDR possa estar envolvido em doengas

autoimunes®3.
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Figura 1 — Sintese da Vitamina D%
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O figado desempenha um papel importante na conversédo da vitamina D, uma
disfuncéo hepatica severa pode comprometer a sua hidroxilizacédo e diminuir os niveis
circulantes de 25-hidroxivitamina D8,

A forma utilizada para monitorar o nivel de vitamina D é o seu metabdlito inativo,
25-hidroxivitamina D (250HD), que € considerado um marcador apropriado de
exposicao total (enddégeno e externo a partir de alimentos e suplementos) do corpo
para vitamina D. A 250HD tem uma meia vida plasmatica de 3 semanas, enquanto o
seu metabdlito ativo, calcitriol, tem uma meia vida muito mais curta, de
aproximadamente 5 a 8 horas®3.

Alguns laboratérios clinicos usam unidades convencionais para 250HD (ng /ml)
enquanto outros usam unidades do sistema internacional (IS) (nmol / L). O fator de
conversdo para unidades IS é: 1 ng /ml = 2.496 nmol /L.

Disponibilidade de ensaios simples, precisos e reproduziveis para detectar os
niveis de vitamina D nos fluidos biolégicos é fundamental para identificar com precisao
os pacientes que podem se beneficiar da suplementagdo com vitamina D. Os dois

tipos principais de métodos para medir a 250HD sérica séo, respectivamente, o
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imunoensaio competitivo e separagao cromatografica seguido por detecgao direta ndo
imunolégica (HPLC, LC-MS / MS)*.

A sociedade americana de endocrinologia define deficiéncia de vitamina D
quando a 250HD esta abaixo de 20 ng/ml, insuficiéncia de 20 a 29 ng/ml e suficiéncia
com valores de 30 a 100 ng/ml°¢. Os niveis séricos minimos de 250HD adequados
para se prevenir fraturas variam de 20 a 32 ng/ml®’. Niveis séricos de 250HD para se
alcancar resposta imunomodulatdria e efeitos anti-inflamatorios ou anti-fibroticos em
pacientes com doenca hepatica ainda ndo foram definidos e sao incertos.

Diversos estudos investigando o papel da vitamina D em doengas autoimunes
se concentraram em avaliar os niveis de vitamina D em pacientes comparando com
controles saudaveis ou avaliando pacientes com polimorfismos nos VDR. Niveis mais
baixos de vitamina D foram encontrados em doencas autoimunes como IUpus
eritematoso sistémico (LES)%S, artrite reumatoide (AR)°°, esclerose sistémica®,
doencas autoimunes da tiredide®’, diabetes mellitus®? e doenga de Crohn®3. Contudo,
ha poucos estudos envolvendo doencgas hepaticas autoimunes. Entre estes, dois
demonstraram deficiéncia da vitamina D e implicagdes progndsticas, com doencga
mais grave e pior resposta ao tratamento, nos pacientes com HA[46%,

A observacado que a incidéncia de doencgas autoimunes aumenta em climas
mais frios contribuiu para a hipétese que a vitamina D poderia estar relacionada ao
desenvolvimento dessas doengas®®%”. Estudos epidemiolégicos que demonstraram a
mais baixa incidéncia de hepatite autoimune no sul de Israel (0,67 casos por 100.000
pessoas por ano) e a maior prevaléncia na populagdo nativa do Alasca (42,9 casos
por 100.000 habitantes) sugerem essa associagao® . Niveis baixos de vitamina D
podem alterar a regulagéo das células dendriticas, células T regulatorias e células Th1
em individuos com predisposigdo genética’®. Niveis séricos de vitamina D abaixo de
30 ng/ml foram encontrados em um numero significativo de pacientes com doencga
autoimune, mas também em cerca de 30 a 77% de individuos saudaveis. Deficiéncia
severa de vitamina D (abaixo de 10 ng/ml) esta associada também com a piora da
sintomatologia de doengas autoimunes”®.

Além da possibilidade de desempenhar um importante papel na patogénese da
hepatite autoimune, a vitamina D pode potencializar os efeitos anti-inflamatdrios dos
glicocorticéides através de mediadores. Os glicocorticéides induzem a producéo de

mediadores anti-inflamatérios em células mononucleares no sangue humano
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periférico e a 250HD potencializa essa resposta anti-inflamatéria em mondécitos
humanosé.

O papel imunomodulador e anti-inflamatério da vitamina D, além de uma alta
prevaléncia de sua deficiéncia em doenga autoimunes, sugerem uma investigagao
maior sobre seu papel nessas doencas. Embora estudos recentes tenham
demonstrado associagao entre a deficiéncia de vitamina D e pior prognéstico nos
pacientes com HAI%#%% atualmente, ndo ha evidéncias suficientes na literatura para
recomendar suplementagao a todos os pacientes com essa doenga, bem como para

validar seu uso como biomarcador.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que estudos recentes demonstram associag¢ao entre HAl e a
deficiéncia de vitamina D, bem como uma provavel implicagao prognéstica, o presente
estudo foi desenhado para esclarecer essa associacdo e sua importancia no nosso

meio.
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3. OBJETIVOS

Primario: Determinar a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D em pacientes com
HAL.

Secundario: Analisar se as variaveis idade, sexo, cirrose, trombocitopenia, fibrose
avancgada e grau de inflamagao possuem associagdo com a deficiéncia de vitamina D

em pacientes com HAL.
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Resumo

Introducgéo: a hepatite autoimune (HAI) € uma doenga hepatica inflamatéria crénica,
de causa desconhecida, que afeta predominantemente as mulheres. Estudos tem
apontado uma relacdo entre deficiéncia de vitamina D e doencgas autoimunes,
incluindo a HAI. Objetivo: determinar a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D em
pacientes com HAI, bem como avaliar as variaveis associadas com esta deficiéncia.
Pacientes e métodos: Estudo transversal que incluiu pacientes com HAI atendidos
nos ambulatérios de gastroenterologia da Irmandade Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre e Sao Lucas da PUCRS entre outubro de 2016 a dezembro de 2018.
Foram analisados 23 pacientes com HAI e 27 pacientes controles, sem doenca
hepatica, sendo dosado niveis séricos de 250HD e avaliando as seguintes variaveis:
idade, sexo, presenca de cirrose, trombocitopenia, fibrose avangada e inflamacéo.
Resultados: Dos 23 pacientes com HAI, 12 (52%) apresentaram deficiéncia de
250HD e 20 (87%) eram do sexo feminino. A mediana da idade foi de 41 (16-69) anos,
a mediana dos niveis de 250HD entre todos os pacientes com HAI foi de 19,2 (11-
44.5) ng/ml e 15 pacientes (65,2%) tinham cirrose hepatica. No grupo de 27
participantes usados como controle, 19 (70%) eram do sexo feminino, com uma
mediana de idade de 55 (17-82) anos e mediana de 250HD de 26 (11-45) ng/ml.
Analise multivariada demonstrou que HAI foi um fator de risco para deficiéncia de
vitamina D (OR 6,27, IC 1.64-23.97; p=0,01). Nao foi encontrada associacéo entre
deficiéncia de vitamina D e as seguintes variaveis: sexo, idade, cirrose,
trombocitopenia, fibrose avangada e atividade inflamatéria. Conclusao: A HAI foi um
preditor importante de deficiéncia de 250HD, sugerindo uma associagao entre essas
duas doencas. Além disso, a mediana de vitamina D menor que 20 nos pacientes
com HAI reforca a necessidade de monitoramento adequado e reposicéo de vitamina,

quando indicado.

Palavras chave: Hepatite autoimune, deficiéncia de vitamina D, prevaléncia.
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Introdugao

A hepatite autoimune ¢é uma doenca hepatica inflamatéria cronica,
relativamente rara, de causa desconhecida, que afeta predominantemente as
mulheres. Caracteriza-se pela presengca de hepatite de interface e infiltracdo
linfoplasmocitica em exame histoldgico, hipergamaglobulinemia e autoanticorpos no
sangue periférico. O diagndstico é feito mediante sistemas de escore diagnéstico’23
que permitem caracterizar a HAI como provavel ou definitiva, envolvendo a
combinagao de achados clinicos, laboratoriais e histolégicos, com exclusao de outras
causas de doenca hepatica cronicas, como a doenca de Wilson, hepatite viral, doenca
hepatica induzida por farmaco, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica e
colangiopatias imunes [cirrose biliar primaria (PBC) e colangite esclerosante (CEP)]*.

A vitamina D € um horménio lipossoluvel cuja principal agao biologica é regular
a homeostase mineral e esquelética, porém exerce também um papel
imunomodulador e anti-inflamatério®. Pode ser obtida a partir de fontes exdgenas
(vitamina D2) ou pode ser sintetizada endogenamente a partir do colesterol (vitamina
D3) e é metabolizada em 25-hidroxivitamina D no figado, podendo ter sua atividade
alterada em portadores de hepatopatia. A hidroxilacdo da vitamina D pode estar
prejudicada e os niveis plasmaticos de 25-hidroxivitamina D diminuidos nos pacientes

com disfungdo hepatica®.

O presente estudo tem como objetivo determinar a prevaléncia da deficiéncia
de vitamina D e analisar variaveis associadas com essa deficiéncia, em pacientes com
HAI.

Metodologia

Populacao do estudo:

Estudo transversal no qual foram avaliados pacientes com diagndstico de HAI
que foram atendidos nos ambulatérios de Gastroenterologia do Hospital Santa Clara
(Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre) e Sdo Lucas da PUCRS.

Os critérios de inclusdo no grupo de pacientes com HAI foram portadores de

HAI, diagnosticados através do sistema de pontuagao e critérios diagnosticos?3, com
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idade superior a 17 anos, atendidos entre outubro de 2016 a dezembro de 2018. No
grupo controle foram incluidos pacientes com idade superior a 17 anos, nao
portadores de HAI, com dosagem de 25-hidroxivitamina D entre outubro de 2016 e
abril de 2019.

Foram excluidos os pacientes com hepatopatia crbnica pelas seguintes
etiologias: hepatopatias de causas virais (hepatite B e C), esteato-hepatite néo
alcodlica, hepatopatia alcodlica (ingestdo de alcool = 20 g/dia nas mulheres e = 30
g/dia nos homens), hemocromatose, doenga de Wilson e medicamentosa.

Entre os pacientes com HAI foram analisadas as seguintes variaveis: idade,
sexo, dosagem sérica de 25-hidroxivitamina D (250HD), plaquetopenia (< 150 mil
plaquetas), cirrose, forma de apresentacao clinica, grau de fibrose e de atividade
inflamatdria nas bidpsias hepaticas. Para avaliar o grau da fibrose e a atividade
inflamatoria foi utilizado o escore Metavir®, que avalia extensdo da fibrose de FO a F4
e a atividade inflamatéria em AO a A3. Para fins estatisticos agrupamos o grau da
fibrose e a atividade inflamatd6ria em dois grupos cada: fibrose leve a moderada (FO,
F1 e F2) e fibrose acentuada (F3 e F4); atividade ausente, leve e moderada (A0, A1 e
A2) e atividade acentuada (A3). Nos pacientes cirréticos foram calculados os escores
Child-Pugh’” e MELD?®. No grupo controle foi analisado o sexo, idade, idoso e a
dosagem de 250HD.

A dosagem de 250HD foi realizada utilizando método de
qguimioluminescéncia, conforme posicionamento da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial e Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia,
com os valores dos resultados expressos em nanograma por mililitro (ng/ml). Niveis
séricos de 250HD menores que 20 ng/ml foram considerados como deficientes? 0.

Um consentimento informado por escrito foi obtido de todos os pacientes que
tiveram dosados os niveis de 25-hidroxivitamina D exclusivamente para o estudo. O
projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Porto Alegre/ISCMPA e Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul de Porto Alegre/PUCRS, Brasil, CAAE 64458117.0.0000.5335 e
64458117.0.3001.5336. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os

padrdes éticos dos respectivos comités de ética e pesquisa dessas instituigcdes.
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Analise estatistica
As variaveis clinicas e demograficas foram comparadas pelo teste t de Student
para medidas continuas. As variaveis categoricas serdo apresentadas em

porcentagem e comparadas com o teste do x? ou o teste exato de Fisher.

A variavel idade referente aos niveis de vitamina D foi utilizada de forma
continua no modelo logistico. Ja as variaveis qualitativas foram codificadas de forma
binaria, ou seja, atribuindo um para sexo, presenga de cirrose e plaquetopenia em
analise e zero para os demais. Outrossim, incluimos no modelo o grau de fibrose e

atividade inflamatdria como variavel ordinal.

A partir do teste de Shapiro-Wilk foi identificado que as amostras eram
diferentes entre si, optando pelo uso do teste Wilcoxon-Mann-Whitney como corregéo

de continuidade.

O procedimento de analise estatistica dos dados foi a determinacédo e
interpretacdo do modelo de regressao logistica simples e multivariada. A avaliagao da
qualidade do modelo final foi feita pelo calculo de seu coeficiente de determinacao
(R2), pelas aplicagbes do teste goodness-of-fit e pela analise dos residuos, baseando-

se principalmente nos pontos influenciais.

Aplicou-se o método stepwise forward selection, permanecendo no modelo de
regressao somente as variaveis que apresentaram p < 0,05. Foi utilizado o programa

computacional R versao 3.5.2 nas analises estatisticas dos dados.

Resultados

Quarenta e quatro pacientes com HAI foram selecionados para participar do
estudo. Foram excluidos 21 pacientes pela impossibilidade de realizar contato ou por
optarem néo participar do estudo. Permaneceram no estudo 23 pacientes com HAIl e
27 pacientes, sem HAI, usados como grupo controle. As caracteristicas gerais de

todos participantes sdo demonstradas na tabela 1.
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Dos 23 pacientes com HAI incluidos no estudo, 12 (52%) apresentaram
deficiéncia de 250HD e 20 (87%) eram do sexo feminino. A mediana dos niveis de
250HD entre todos os pacientes com HAI foi de 19,2 (11-44,5) ng/ml. A mediana da
idade em anos entre os pacientes com HAI foi de 41 (16-69) anos e 15 pacientes
(65,2%) apresentavam cirrose (tabela 2).

O grupo controle foi composto por 27 participantes, sendo 19 do sexo
feminino (70%), com uma mediana de idade de 55 (17-82) anos e mediana de 250HD
de 26 ng/ml, variando entre 11 e 45 ng/ml.

Através de uma analise multivariada incluindo todos os participantes (tabela
3) foi demonstrado que HAI foi fator de risco importante para deficiéncia de vitamina
D (OR 6,27, IC 1.64-23.97; p=0,01). Outras variaveis como sexo, idade e idoso foram
analisadas porém sem significancia estatistica.

Quando analisados os pacientes com HAI, ndo foi demonstrada correlacao
entre a deficiéncia de 250HD e as seguintes variaveis: cirrose, trombocitopenia,
atividade inflamatdria e grau de fibrose (tabela 4). O numero reduzido de pacientes
inviabilizou estudar a relagdo entre as variaveis Child-Pugh, MELD e forma de

apresentacao clinica.

Discussao

O presente estudo demonstra, de forma inédita no nosso meio, que a HAI foi
um preditor importante de deficiéncia de vitamina D, quando comparado com grupo
controle. O risco de apresentar deficiéncia dessa vitamina nos pacientes com HAI foi
aproximadamente 6 vezes maior que os controles.

A HAI é uma doenga com patogénese multifatorial em que os fatores genéticos,
imunoldgicos e ambientais contribuem para a manifestacdo da doenca. Acredita-se
também que o desequilibro entre as respostas imunolégicas pro-inflamatérias e anti-
inflamatodrias hepaticas tenham um papel importante no desenvolvimento da HAI"".

Com relagdo a vitamina D, o figado desempenha um papel importante na
conversao dessa vitamina, portanto, uma disfuncdo hepatica severa pode
comprometer a sua hidroxilagdo e diminuir os niveis circulantes de 25-hidroxivitamina
D, levando a uma deficiéncia de 250HD®.

Estudos demonstram uma associa¢ao entre niveis baixos de vitamina D e

doengas autoimunes tais como lupus eritematoso sistémico (LES), artrite reumatoide
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(AR), esclerose sistémica, doengas autoimunes da tireoide, diabetes mellitus e doenca
de Crohn’?77, Qutros estudos observaram um aumento da incidéncia de doencas
autoimunes em regides com climas frios sugerindo a hipétese que a vitamina D
poderia estar relacionada ao desenvolvimento dessas doencgas’®7°. Niveis baixos de
vitamina D podem alterar a regulagao das células dendriticas, células T regulatorias
e celulas Th1 em individuos com predisposigcao genética, sugerindo também o
envolvimento da vitamina D em doengas autoimunes?’?’. Postula-se que a vitamina
D tenha efeitos sobre a fibrose e atividade anti-inflamatéria hepatica através de efeitos
antiproliferativos nos pacientes com HAI?2 e que sua suplementagéo poderia promover
uma protecdo contra complicacbes do estresse oxidativo além de fortalecer suas
defesas antioxidativas??.

Dessa forma, a vitamina D pode estar envolvida na patogénese da HAL.
Estudos demonstram uma piora das manifestacdes clinicas da doenga em casos de
deficiéncia severa (<10 ng/ml)?’, além de sugerir que a vitamina D potencialize os
efeitos anti-inflamatérios dos glicocorticoides através de mediadores anti-
inflamatorios® e que atue como um biomarcador da gravidade da doenga?4. Por outro
lado, ha duvidas sobre os mecanismos e efeitos dessa vitamina na
imunomodulacao’”.

O presente estudo apresenta limitacdes, destaca-se o numero pequeno de
pacientes analisados e a impossibilidade, por este motivo, de correlacionar a
deficiéncia da vitamina D com o prognéstico da doenga no que diz respeito as
classificagdes de Child-Pugh e MELD, e apresentacgao clinica da doenga. A auséncia
de associagcdo com a cirrose, trombocitopenia, atividade inflamatéria e fibrose também
pode estar relacionada a casuistica insuficiente.

Por outro lado, nosso estudo demonstra uma associacao importante entre a
presenca de HAI e a deficiéncia dessa vitamina, e, embora nao tenha demonstrado
correlagdo prognostica, reforca a necessidade de investigacdo e monitoramento
adequado dessa deficiéncia. Estudos com numero maior de pacientes devem ser

encorajados.



Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos pacientes

Variaveis Total (n=50) HAI (n=23) Controle (n=27) P
Idade* [1IQ], anos 54,0 [33,0; 60,5] 41 [28,5; 57,5] 55,0 [39,0; 64,0] 0,04
Idoso (= 65 anos) — n (%) 6 (22) 2(8,7) 6 (22) 0,4
25-OHD (ng/ml)* [11Q] 24.0[17.0; 30.0] 19,0[16,0; 30,0] 26.0 [21,5; 30.0] 0,1
Sexo Feminino — n (%) 39 (78.0) 20 (87.0) 19 (70.0) 0,1

Mediana*; [1Q: Intervalo interquartil; HAI: hepatite autoimune

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos pacientes com hepatite autoimune (n=23)

Variaveis
Idade (anos) — [l1Q] 41 [28,5; 57,5]
25-OHD (ng/ml) - [11Q] 19 [16; 30]
Sexo Feminino — n (%) 20 (87)
Plaquetas < 150 mil — n (%) 9(39,1)
MELD — mediana [IIQ] 7 [6; 8,5]
Cirrose — n (%) 15 (65,2)
Child-Pugh — n (%)
A 13 (86,5)
B/C 2 (13,5)
Atividade inflamatéria — n (%) 22 (100)
A0,A1,A2 12 (54,5)
A3 10 (45,5)
Fibrose — N(%) 22 (100)
FO,F1,F2 7 (31,8)
F3,F4 15 (68,2)
Apresentagao clinica — n (%)
Assintomatica 11 (47,8)
Hepatite aguda 6 (26,1)

Cirrose descompensada 6 (26,1)




Tabela 3 - Variaveis analisadas em relagao a deficiéncia de vitamina D na

populagao total do estudo (analise multivariada)

Variaveis OR OR(95%Cl) P

|dade 0,99 (0.95-1.02) 0,4
Sexo 2.52 (0.48-13.33) 0,4
Idoso (>65 anos) 1.34 (0.28-6.46) 0,2
Hepatite autoimune 6.27 (1.64-23.97) 0,01

Tabela 4 - Variaveis analisadas em relacéo a deficiéncia de vitamina D entre os

pacientes com HAI (analise multivariada)

Variaveis OR OR(95%CI) P
Cirrose 0.22 (0.03-1.49) 0.1
Trombocitopenia* 0.28 (0.05-1.62) 0.5
Atividade inflamatéria** 1.75 (0.33-9.30) 0.7
Grau de fibrose*** 0.31 (0.05-2.11) 0.1

*Plaquetas < 150 mil; **Atividade inflamatéria A3; ***Fibrose F3 e F4
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Conclusao e Perspectivas Futuras

O estudo demonstrou que ha uma prevaléncia maior de deficiéncia de vitamina
D entre pacientes com hepatite autoimune quando comparado com os controles.
Nao foi demonstrada associacdo entre cirrose, trombocitopenia, atividade

inflamatdria e fibrose nos pacientes com HAI e deficiéncia de vitamina D.



