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RECOMENDACIONES PARA SEROLOGIA EN
ENFERMEDADES HEPATICAS AUTOINMUNES

RESUMEN

Este documento establece recomendaciones para los examenes serologicos que son realizados por los
laboratorios clinicos en Chile, especificamente para la deteccion de autoanticuerpos, asociados a las tres
principales enfermedades autoinmunes que afectan al higado: Hepatitis autoinmune (HAI), Colangitis biliar
primaria (CBP) y Colangitis esclerosante primaria (CEP).

ALCANCE

Esta dirigido a profesionales del drea de Ia salud relacionados con el laboratorio clinico que realizan
examenes para deteccion de autoanticuerpos asociados con HAI, CBP y CEP: anticuerpos antinucleares
(ANA), anticuerpos anti musculo liso (SMA), anticuerpos anti microsomales de higado-rifion (anti LKM),
anticuerpos anti citosol hepdtico tipo 1 (anti LC1), anticuerpos anti antigeno soluble hepatico/higado-
pancreas (anti SLA/LP), anticuerpos anti mitocondriales (AMA), anticuerpos anti sp100 y anticuerpos anti
gp210. Las metodologias disponibles actualmente en el pais para su deteccion son inmunofluorescencia
indirecta (IFI) para screening e inmunoensayos para deteccion especifica tales como ELISA e immunoblot.

Para efectos de comprension del lenguaje, los autoanticuerpos mantendran la denominacion de su
acronimo en idioma inglés.

1.- INTRODUCCION

Los examenes que detectan autoanticuerpos relacionados con procesos autoinmunes que afectan al hi-
gado, se realizan en pacientes con hepatitis o colestasis de origen desconocido y aunque la mayoria de ellos
no son especificos de una enfermedad, su determinacion se realiza para apoyar el diagnostico de Hepatitis
autoinmune (HAI) y Colangitis biliar primaria (GBP). La presencia de estos autoanticuerpos otorga puntaje
a los criterios diagndsticos desarrollados por el Grupo Internacional de Hepatitis Autoinmune (IAIHG), la
European Association for the Study of the Liver (EASL) y la American Association for the Study of Liver
Diseases (AASLD) y se basan principalmente en hallazgos clinicos, examenes bioguimicos, seroldgicos e
histopatoldgicos (1, 2, 3, 4). En el caso de la Colangitis esclerosante primaria (CEP), como recientemente
lo ha indicado la AASLD, se presentan autoanticuerpos que no tienen relevancia diagnastica; su diagnéstico
principalmente se basa en hallazgos clinicos, exdmenes bioquimicos y de imagen (colangiografia) (5).

La Hepatitis autoinmune es una enfermedad cronica provocada por destruccion de los hepatocitos
y la consiguiente inflamacion del higado, la que en el tiempo, conduce a la cicatrizacion del tejido he-
patico con reemplazo de parénquima sano y la consecuente pérdida de su funcionalidad. El tratamiento
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farmacoldgico consiste en reducir la inflamacion, y por ende Ia fibrosis, previniendo asi el desarrollo de
complicaciones; sin embargo, en casos extremos puede Ilegar a un nivel de irreversibilidad tal en el que se
puede requerir el trasplante hepatico como Unica alternativa. Para el médico es una enfermedad de dificil
diagnaostico ya que no existen examenes de laboratorio especificos para ello. En 1999 el IAIHG establecio
un sistema de puntuacion diagnostica basado en parametros clinicos, de laboratorio e histologicos el cual
fue simplificado en 2008. Este sistema considera serologia autoinmune que ademas de apoyar el diagnos-
tico de HAI, la clasifica en tipos (3,4). Inicialmente, se propusieron dos tipos, HAI-1'y HAI-2:

e HAI-1 es el tipo méas comun, predominante en adultos y nifios, y corresponde al 80% de las HAI. Se
caracteriza por la presencia de ANA y/o SMA.

e HAI-2 se presenta en un 5-10% de los pacientes con HAI, jovenes a menudo nifios y con una presen-
tacion mas agresiva que HAI-1; se caracteriza por la deteccion de anti LKM1 y/o anti LCH.

El descubrimiento de los autoanticuerpos anti-SLA/LP llevé a proponer HAI-3, debatido hasta hoy, por-
que se ha asociado a una mayor gravedad y necesidad de inmunosupresion de por vida y por otra parte a
un comportamiento clinico similar a HAI-1. Hasta en un 10% de los pacientes con HAI, los anti-SLA/LP son
los Uinicos anticuerpos detectados. En 5 a 10% de los pacientes con HAI, los anti-SLA/LP estan presentes
en combinacion con ANA y/o SMA (1,3,6,7).

La Colangitis biliar primaria (CBP) es una enfermedad que afecta a los conductos biliares pequefios
intrahepdticos provocando su inflamacion cronica (colangitis). La destruccion progresiva de éstos dificul-
ta el flujo regular de la bilis, 1a cual al acumularse en el higado ocasiona fibrosis con sus consecuentes
complicaciones (hipertension portal y disfuncion hepatica). El tratamiento esté dirigido a prevenir o retra-
sar esta condicion, aunque, si el grado de afectacion es superior, puede requerir trasplante hepatico. Los
anticuerpos AMA son caracteristicos de CBP, en tanto que anti sp-100 y anti gp210 se solicitan cuando los
AMA resultan negativos (7).

De forma similar a CBP, en la Colangitis esclerosante primaria (CEP) se afectan los conductos
biliares intra y extrahepaticos, provocando inflamacion cronica en ellos y sucesivamente se genera fibrosis
periductal. Esta caracteristica que adopta el tejido, hace que los conductos se estrechen y se restrinja el
flujo regular de bilis, causando un dafio progresivo al higado y por consiguiente pérdida de su funcio-
nalidad requiriendo en algunos casos trasplante hepatico. A diferencia de CBP, que puede tratarse con
medicamentos, la CEP no tiene un tratamiento eficaz (8,9) Los anticuerpos ANA, SMA y p-ANCA pueden
estar presentes de forma variable, mostrando probablemente un estado de desregulacion inmune y por ello
no tienen un rol en el diagndstico (5).

Para conocimiento de lo complejo que resulta el diagnastico para el clinico, es necesario mencionar
ademads los “sindromes de sobreposicion” que presentan caracteristicas tanto de enfermedades hepaticas
colestasicas (es decir CBP o CEP) como de hepatitis autoinmune (HAI). Estas condiciones contintian sien-
do discutidas por las organizaciones internacionales de la especialidad, EASL y AASLD (10,11).

Los estudios de laboratorio comenzaron hacia los afios 60s en pacientes con enfermedades hepaticas
cronicas. Mediante inmunofluorescencia sobre tejido hepatico, se comenzo a observar anticuerpos dirigi-
dos a citoplasma de hepatocitos, a citoplasma de células de conductos biliares y a ntcleo de todo tipo de
células. Estos ensayos acompafiados de estudios histologicos, contribuyeron inicialmente a la compren-
sion de la fisiopatologia y a su caracterizacion como autoinmunes (12,13,14,15).

Através de los afios, el desarrollo de metodologias, tecnologia para la obtencion de antigenos recombi-
nantes e investigacion clinica, ha permitido al laboratorio disponer de examenes de screening y especificos
para ir resolviendo 1a necesidad diagnostica en esta area de la medicina. La inmunofluorescencia indi-
recta (IF1) en tejido de roedor (triple tejido) continiia siendo el método de referencia para
la deteccidon simultanea de autoanticuerpos relevantes en las enfermedades hepaticas au-
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toinmunes y complementando la informacion de los patrones obtenidos en células HEp-2 por el mismo
método, resaltados con (*) en este documento técnico, entonces se busca dirigida y justificadamente Ia
reactividad especifica de estos autoanticuerpos hacia sus “target” usando métodos en base a antigenos pu-
rificados o recombinantes (7,16). Los actuales y futuros esfuerzos de los grupos investigadores alineados
a lainiciativa ICAP en busqueda de la significancia clinica de los patrones ANA, validaran su utilidad en la
practica clinica.

El laboratorio de especialidad debe seleccionar los examenes y métodos para llevar a cabo la funcion
de apoyo diagndstico al clinico. La Figura N°1 muestra el algoritmo del Grupo Espafiol de Autoinmunidad
para la serologfa en este grupo de enfermedades (17).

Hepatitis de origen desconocido
Colestasis
Sindrome extrahepdtico autoinmune

- + - - - - -
| Asma + ||LF.M1+ || LC 1+ || Negativo || u.ﬂ.NCP.atlpicu+|
I I I
v R

Ac anti-
gpZll+ || Homogéneo | | Ac anti- Ac anti- || Ac anti-
AMA MZ + Ac anti- Moteadn actina + ASGFR+ || SLA+
spl0+
w v v v
CBP I | Huz |4 CEP
FIGURA N°1:

Algoritmo de determinacion de autoanticuerpos en sospecha de hepatopatia autoinmune. AMA: anticuerpos antimitocondriales;
ANA: anticuerpos antinucleares; ASGPR: receptor de la asialoglucoproteina; ASMA: anticuerpos antimusculo liso; CBP: cirrosis
biliar primaria; CEP: colangitis esclerosante primaria; HAI: hepatitis autoinmune; LC: liver cytosol (citosol hepatico); LKM:
liver-kidney microsomes (microsomas de higado y rifion); pANCA: anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilo de patron perinu-
clear; SLA: soluble liver antigen (antigeno soluble hepdtico). Fuente: Grupo Espafiol de Autoinmunidad (GEAI) de la Sociedad
Espafiola de Inmunologia (17)
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2.- MARCADORES SEROLOGICOS PARA HEPATITIS AUTOINMUNE

El diagnostico se basa en la combinacion de hallazgos los cuales no son especificos de la enfermedad
y deben excluir las hepatitis virales (7,18), ver Tabla N°1. Aunque la presencia de estos autoanticuerpos
apoya su diagnostico, la mayoria de ellos no son especificos de HAI. Es importante considerar que aproxi-
madamente un 10-15% de los pacientes no presentan autoanticuerpos (HAIsn 6 “seronegativa®) (19,20).

ANAb 0 SMA >1:40 1
ANADb o SMA >1:80 2
0 anti LKM >1:40
0 anti SLA Positivo
lgG Por encima del limite superior normal 1
> 1.1 veces el limite superior normal 2
Histologia hepatica Compatible con HAI 1
Tipica HAI 2
Ausencia de hepatitis viral St 2

aUn puntaje > 6 indica una posible HAI; un puntaje > 7 indica una definitiva HAI.

bE| titulo de ANA obtenido mediante IFI HEp-2 debe ser dividido por un factor de 2 para el criterio diagndstico de HA
(basado en la deteccion de ANA en secciones de tejido hepatico). Esto significa que un titulo de 1:80 en ANA IFI HEp-2
corresponde a un titulo de 1:40 especificado en el criterio diagndstico para hepatitis autoinmune.

TABLA N°1:
Criterios diagndsticos simplificados para HAI. Traducido de van Beers et al (18)

2.1- Anticuerpos antinucleares (ANA)

Grupo de autoanticuerpos que en HAI reconoce diversas proteinas celulares entre ellas dSDNA, sSDNA,
histonas, cromatina, ribonucleoproteinas entre las conocidas y otras que permanecen sin identificar. Adn
cuando los criterios diagnasticos fueron establecidos en base a ANA detectados sobre higado de roedor,
éstos se mantienen vigentes con el advenimiento de células HEp-2 y su diversidad de patrones caracteriza-
dos (ICAP; www.anapatterns.org). En el contexto de un suero de paciente en evaluacion para enfermedad
autoinmune hepatica por el laboratorio, ANA se evidencia en IFI triple tejido de roedor y su positividad
permite distinguir el patron que lo caracteriza sobre células HEp2 (16, 21).

FIGURA N°2:

Inmunofluorescencia indirecta para ANA
A: ANA (+) patron AC-1 en HEp-2; B: ANA (+) en tejido hepatico de roedor. Tomado de Terziroli et al (16)
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Aproximadamente el 75% de los pacientes con HAl muestran un patrén homogéneo AC-1 en células
HEp?2, y el resto muestra un patrén moteado o nucleolar (7,16,18,21), ver Figura N°2. No se recomienda
hacer examenes adicionales para ahondar en especificidades antigénicas.

2.2- Anticuerpos anti misculo liso (SMA)

Grupo heterogéneo de autoanticuerpos que tiene reactividad a diferentes proteinas del tejido muscular
liso, tales como actina, tubulina y filamentos intermedios. En IFI, utilizando triple tejido de roedor (es-
tomago/higado/rifion), los SMA reaccionan con musculo liso de los tres. Se definieron tres patrones de
deteccion sobre rifion: V al reaccionar exclusivamente con las paredes de los vasos sanguineos, VG al re-
accionar con vasos sanguineos y mesangio de los glomérulos y VGT al reaccionar con vasos, glomérulos
y membrana basal de los tabulos (22,23,24,25,29), ver Figura N°3.

FIGURA N°3:

Inmunofluorescencia indirecta para SMA en triple tejido de roedor

A: patron vascular (V); B: patron vascular y glomerular (VG); C: patron vascular, glomerular y tubular (VGT). Tomado de Terziroli
etal (29)

El patron V se observa también en otras enfermedades hepdticas y no hepdticas. Los patrones VG y VGT
se asocian de forma més confiable a HAI. De hecho, VGT corresponderia a lo que se conoce actualmente
como actina filamentosa (f-actina) (24,25) estando presente en el 80% de los pacientes con HAI-1. Los
anticuerpos anti f-actina pueden confirmarse mediante inmunoensayos especificos (7).

Dentro los SMA, es importante mencionar que el patron citoplasmatico AC-15 (*) observado por IFl en
células HEp-2 presenta reactividad a fibras de actina y se asocia a pacientes con HAI-1 (21).

2.3- Anticuerpos anti microsomales de higado-rifidon (anti LKM)

Estos autoanticuerpos tienen reactividad en tibulos proximales del rifion y citoplasma de los hepatoci-
tos. Se ha descrito tres tipos de ellos: LKM1, LKM2 y LKM3. El anti LKM1 es el marcador seroldgico mas
importante de la HAI-2 siendo su principal “target” el citocromo p450 [ID6 (CYP2D6).

En IFl con triple tejido de roedor (estomago/higado/rifion), el patron caracteristico de anti LKM1 se pre-
senta sin reactividad en células parietales gastricas/fluorescencia granular en citoplasma de hepatocitos/
fluorescencia granular en los tibulos proximales (mas grandes) respectivamente, ver Figura N°4 (7,16,26).
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FIGURA N°4:

Inmunofluorescencia indirecta para anti LKM en triple tejido de roedor

Patron de anticuerpos LKM-1 en tejido renal de roedor (lado izquierdo) que muestra tincion de los tibulos proximales y en tejido
de higado de roedor (lado derecho) que muestra una tincion brillante del citoplasma en los hepatocitos, respetando niicleo.
Tomado de Terziroli et al (16)

HAI-2 afecta principalmente a nifios y adolescentes y es particularmente agresiva; considera aproxima-
damente un tercio de las HAI juveniles y solo al 10% de las HAI de adultos. LKM2 y LKM3 se asocian a
otras enfermedades hepaticas no autoinmunes. Existen inmunoensayos disponibles para la deteccion de
LKM1 elaborados con antigenos purificados o recombinantes con el fin de confirmar especificidad.

2.4- Anticuerpos anti citosol hepatico (anti LC1)

El autoanticuerpo anti LC1 tiene reactividad con el citoplasma de los hepatocitos. Su “target” es la for-
mimino transferasa ciclodeaminasa que cataliza la conversion de histidina en dcido glutdmico. La IFI sobre
higado de roedor, muestra un patron de tincion del citoplasma en los hepatocitos con un debilitamiento de
latincion alrededor de la vena central; ésta generalmente es enmascarada por la presencia de anti LKM1 de-
bido a que se presentan juntos (16,26). Por esta razon anti LC1 se detecta por inmunoensayos especificos.

FIGURA N°5:

Patrdn de inmunofluorescencia indirecta de anti LC1 en tejido hepatico de roedor: tifie el
citoplasma de hepatocitos con un debilitamiento alrededor de la vena central. Tomado de Liberal et al (26)
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Anti-LC1 es, junto con anti-LKM1, marcador serologico de HAI-2. Se encuentra en aproximadamente
el 66% de los pacientes con HAI tipo 2; se desconoce Ia frecuencia de pacientes HAI-2 que tienen solo
anti-LC1, pero se estima que es baja.

2.5- Anticuerpos anti antigeno soluble hepatico/higado-pancreas (anti SLA/LP)

Los autoanticuerpos anti-SLA y anti-LP. originalmente se describieron como anticuerpos individuales y pos-
teriormente se identificd que eran el mismo autoanticuerpo. El antigeno “target” se ha caracterizado como una
(O-fosfoseril-ARNL: selenocisteina-ARNt sintetasa. Los Anti-SLA/LP se detectan mediante inmunoensayos, pero
no pueden detectarse por IFI. Los anti SLA/LP son altamente especificos para el diagndstico de HAI, pronostica
mayor gravedad y peor evolucion; sin embargo, estan presentes s6lo en 10 a 20% de los pacientes (7,26).

3.- MARCADORES SEROLOGICOS PARA COLANGITIS BILIAR PRIMARIA

En el caso de CBP el diagndstico también se basa en la combinacion de hallazgos que no son especifi-
cos de la enfermedad siendo los autoanticuerpos uno de los criterios para llegar a éste (2,28). El hallazgo
principalmente de AMA, aunque también de anti sp-100 y anti gp210, apoyan el diagndstico pero no son
especificos de CBP. En este contexto la AASLD propone la siguiente directriz de orientacion al diagnostico
de CBP, la cual indica que se puede establecer cuando se cumplen dos de los tres siguientes criterios:

1. Evidencia bioquimica de colestasis basada en Ia elevacion de fosfatasa alcalina en sangre.

2. Presencia de AMA u otros autoanticuerpos especificos de PBC, incluidos sp-100 o gp210, si es que
AMA es negativo.

3. Evidencia histoldgica de colangitis destructiva no supurativa y destruccion de conductos biliares in-
terlobulillares.

3.1- Anticuerpos anti mitocondriales (AMA)

Los AMA son un grupo de autoanticuerpos dirigidos principalmente contra la proteina enzimatica ubi-
cada en la membrana interna de las mitocondrias denominada M2. Estos AMA-M2 reconocen las subuni-
dades E2 de los complejos PDC-E2, BCOADC-E2, OGDC-E2 y/u otras proteinas de PDC: subunidad El1a
y proteina de union a E3. En IFI, utilizando triple tejido de roedor (estémago/higado/rifion), los AMA-M2
muestran un patron caracteristico de fluorescencia granular citoplasmatica en células parietales gastricas/
hepatocitos/tibulos distales (mds pequefios) y proximales (mas grandes), respectivamente (16,27).

FIGURA N°6:

Inmunofluorescencia indirecta para AMA en triple tejido de roedor

A: en estémago de roedor anticuerpos AMA tifie las células parietales gastricas.

B: en higado de roedor anticuerpos AMA tifie los hepatocitos.

C: en rifion de roedor anticuerpos AMA tifie los tibulos distales con mayor brillo que los proximales.
Modificado de Liberal et al (26)
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AMA es marcador seroldgico de CBP. Se encuentra presente en el 95 a 98% de los pacientes con CBP.
Actualmente se encuentran disponibles inmunoensayos para la deteccion de AMA-M2 elaborados con
antigenos purificados o recombinantes con el fin de confirmar especificidad (28).

Es importante mencionar que el patron citoplasmético AC-21(*) observado por IFl en células HEp-2, se
asocia consistentemente a pacientes con CBP (21).

3.2- Anticuerpos anti sp100; Anticuerpos anti gp210

Ambos autoanticuerpos, anti sp100 y anti gp210, son indicados a realizar en ese 5% de pacientes CBP
que tienen AMA negativo. Estos pueden detectarse por IFI en células HEP-2 reconocidos en los patrones
nucleares AC-6(*) y AC-12(*) respectivamente y también en distintos inmunoensayos (18,21).

3.3- Autoanticuerpos anti centromero

Entre los estudios realizados las ultimas dos también se mencionan los anticuerpos anti centromero con
un posible prondstico de hipertension portal (2).

El patron nuclear anti centrémero corresponde a AC-3(*) observado por IFI en células HEp-2 y se en-
cuentra asociado a un grupo particular de pacientes con CBP (21).

4.- SEROLOGIA EN COLANGITIS ESCLEROSANTE PRIMARIA

Como se ha indicado previamente la CEP debe considerase en pacientes con colestasis de origen
desconocido, especialmente en el contexto de una Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) dada la fuerte
asociacion con ésta. Més del 70% de los pacientes con CEP tienen Ell, dos tercios diagnosticados como
Colitis Ulcerosa y el otro tercio como Enfermedad de Crohn o colitis indeterminada (5).

Diversos estudios realizados identifican p-ANCA, SMA y ANA como los autoanticuerpos con mayor pre-
valencia en pacientes con GEP, aunque muy variable y por ello no se les ha otorgado adn una significancia
clinica (30).

5.- RECOMENDACIONES ANALITICAS PARA LOS MARCADORES SEROLOGICOS

Las recomendaciones analiticas referidas a los marcadores serologicos mencionados en este docu-
mento, se encuentran descritas en los documentos del ISP “Recomendaciones para la Determinacion de
Autoanticuerpos en el Laboratorio de Inmunologia” y “Recomendaciones para la Determinacion de Anti-
cuerpos Antinucleares”, ambas publicaciones disponibles en https://n9.cl/prsi9 . Como se menciona en
este documento, al screening de IFI en tejido de roedor (triple tejido) le sigue la busqueda de reactividad
especifica de estos autoanticuerpos hacia sus “target” usando métodos de paneles o immunoblots disefia-
dos para la deteccion simultdnea de diez 0 mds autoanticuerpos (por ejemplo Anti LKM1, Anti LC1, Anti
SLA/LP, Anti Ro 52, Anti F-actina, Anti AMA-M2, Anti M2-3E, Anti sp-100, Anti PML, Anti gp210) que en
algunos casos resultan dificiles de detectar por IFI'y en otros definitivamente ello no es posible; de esta
forma se puede tener mayor evidencia serologica en |a etapa de diagnostico para estos pacientes.
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