Colestasis neonatal

Consideraciones sobre la biopsia hepatica
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Se define como colestasis a la reduccion en el flujo o en la formaciéon
de bilis, con la consiguiente retencion en sangre o en tejidos de las
sustancias que normalmente son excretadas por esta via. Se entien-
de por tales ala bilirrubina, el colesterol y los acidos biliares. La his-
tologia es un elemento importante en el diagnéstico de las entidades
responsablesdeltrastorno.

En la evaluacion del higado del neonato, se debe recordar que el
parénquima en esta edad tiene una respuesta morfolégica limitada
ante diferentes tipos de agravio y que una misma etiologia puede te-
ner diferentes patrones morfolégicos. En algunos casos es posible
constatar en la evolucién temporal el cambio de un patrén a otro. Es
importante que el diagnéstico definitivo surja de una correlaciéon
clinico patolégica estrecha y que las partes implicadas estén infor-
madas de la heterogeneidad morfolégica. Se debe, ademaés, conocer
las caracteristicas morfolégicas normales del higado en el periodo
neonatal.

El diagnéstico anatomopatolégico de una biopsia hepatica pe-
diatrica puede requerir en algunos casos de la congelacién, la con-
servacién de tejido para estudio de enfermedad metabélica o del
examen ultraestructural. Pero siempre se debera disponer para la
microscopia 6ptica de una muestra que por lo menos tenga 6 espa-
cios porta; de lo contrario se trata de una muestra no evaluable, ya
que las conclusiones obtenidas con tales muestras pueden no ser
validas @,

Los cortes deberan ser coloreados con hematoxilina y eosina,
PAS con y sin digestién, reticulina, tricrémico y en algunos casos
coloracion para hierro y cobre.

En la evaluacién de una biopsia hepatica en el lactante del pri-
mer trimestre con una presentacion clinica de colestasis neonatal
(CNN) se deberan investigar tres patrones morfolégicos: la hepati-
tis neonatal, la obstruccién de la via biliar extrahepatica y la ducto-
penia. Se considera que son tres las causas mas frecuentes de enfer-
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cleada.

medad hepatica neonatal: la atresia de la via biliar extrahepatica
(AVBEH), la hepatitis neonatal (HNN) idiopéatica y el déficit de alfa
1 antitripsina (déficit AAT); el grupo reunido da cuenta del 80% de
las CNN.

En nuestro medio, entre los anios 1983 y 2004, se realiz6 biop-
sia hepatica en el curso del procedimiento diagnéstico por CNN a
186 pacientes cuyos estudios fueron realizados por nuestro grupo.
La histologia mostré imagen de obstruccién en 66 casos, en 95 ca-
sos de HNN y en 20 casos de ductopenia. Se realizé el diagndstico
de déficit de alfa uno antitripsina (AAT) en 16 pacientes con biop-
sia hepatica por CNN. (A otros pacientes estudiados en los prime-
ros anos y no incluidos en esta cifra, se les realizé diagnéstico de
AAT entre 1y 10 anos; eran hepatopatias crénicas con multiples
biopsias previas realizadas en otras instituciones y con histologia
de hepatitis crénica).

La hepatitis neonatal (figura 1) se caracteriza por severas
alteraciones lobulillares caracterizadas por transformacién gi-
gantocelular de los hepatocitos, necrosis celular focal, agranda-
miento celular con balonamiento citoplasmatico, colestasis he-
patocitica y canalicular asi como focos de hematopoyesis extra-
medular. La colestasis ductular y ductal generalmente estan au-
sentes y no hay (o es minima) la proliferacién de estas estructu-
ras. La transformacion gigantocelular de los hepatocitos no es
exclusiva de la HNN, ya que se ve en una variedad de patologias
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FIGURA 2. Foto histolégica de Niemann Pick tipo C. Imagen histologica que muestra al-

teracion lobulillar de hepatitis neonatal con células gigantes y focos de hematopoye-
sis. En recuadro: imagen de célula gigante con microvacuolas citoplasmaticas.

L

@), Los espacios porta y los lobulillos en los casos de HNN tienen
ademas infiltrado linfocitario.

La esteatosis en la HNN idiopatica es rara, su presencia indica
otra condicién que implique montaje de patrén de hepatitis y estea-
tosis como es el caso de la enfermedad de Niemann Pick tipo C (figu-
ra 2), la intolerancia a la fructosa y la galactosemia @,

La HNN da cuenta de un elevado porcentaje de las colestasis
neonatales. En su etiologia se reconoce la causa “idiopéatica”, la
infecciosa, la téxica o autoinmune y, con menor frecuencia, las
enfermedades metabélicas. Hasta 70% de las colestasis neonata-
les en diferentes series estan constituidas por HNN idiopatica.
Cuando se dispone de un equipo multidisciplinario entrenado y
una completa infraestructra de laboratorio, la forma “idiopati-
ca” es un porcentaje bajo ya que éste es un diagnéstico de exclu-
sion. Con el tiempo, al reconocerse diferentes causas responsa-
bles de la misma morfologia este grupo se reduce. Debera descar-
tarse la infeccion (viral: CMV, rubéola, reovirus 3; virus de hepa-
titis: A, B, C; ECHO virus; coxsackie; herpes virus; varicela; ade-
noviurs; parvovirus B19; HIV. Bacteriana: listeria, Treponema,
hepatitis asociada a sepsis. Protozoario: toxoplasmosis). Otras
causas conocidas son: la enfermedad autoinmune 34 que si bien
en general es posterior a los 6 meses de vida, puede verse en el pe-
riodo neonatal; algunas enfermedades metabdlicas, especial-
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CAUSAS METABOLICAS DE HEPATITIS NEONATAL (11617

Déficit de ol antitripsina Tirosinemia
Niemann-Pick tipo C Galactosemia

Fibrosis quistica (mucoviscidosis) Fructosemia

Trastorno de la sintesis de acidos Hemocromatosis neonatal
biliares

Algunos sindromes de colestasis Sindrome de Zellweger
familiar

Enfermedades mitocondriales

mente déficit de alfa uno antitripsina y la enfermedad de Nie-
mann-Pick tipo C que constituye una causa importante de HNN.
Algunos trastornos de la sintesis de 4cidos biliares tienen morfo-
logia de hepatitis gigantocelular asi como la colestasis familiar
progresiva tipo 2.

Son conocidas las formas de resolucién espontanea de las CNN;
se considera que puedan deberse a inmadurez de la secrecion biliar
y a enfermedad perinatal con agravio hip6xico-isquémico del higa-
do. El conocimiento de estas situaciones permite reducir el nimero
de HNN idiopatica ¢-7. Se considera que hasta un 8% de las CNN
son por estas causas. Estan descritas, ademés, las lesiones hepati-
cas neonatales en casos de vasculopatia trombética fetal ®. Se sabe
que estas lesiones hepaticas pueden ser el resultado de dafo intrau-
terino severo del feto .

Algunas enfermedades cromosémicas cursan con HNN @, En
algunos pacientes los aspectos fenotipicos orientan a la etiologia del
trastorno 1011,

La hepatitis gigantocelular postinfantil debe ser considerada
como otra entidad; en general responde a otras etiologias (12-15),

Frecuentemente las enfermedades metabdlicas se manifiestan
con un patrén morfolégico de esteatosis, transformaciéon acinar de
los hepatocitos y pueden tener o no alteraciones histolégicas de he-
patitis. La colestasis no es una caracteristica, aunque puede tam-
bién haber colestasis (16-18), Algunas entidades sélo tienen esteatosis
y colestasis, sin células gigantes 19 y a veces acompanadas de infla-
macién. La acumulacién no se limita a hepatocitos sino que tam-
bién puede estar en células de Kupffer, macréfagos del espacio por-
ta, asi como en el epitelio de los conductos biliares. El glucégeno, los
mucopolisacaridos y los lipidos se disuelven con el procesado habi-
tual y se requieren otros procedimientos para demostrarlos.

La enfermedad de Niemann Pick tipo C es considerada por al-
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gunos autores como la segunda causa metabdlica mas frecuente de
colestasis neonatal. Puede manifestarse histolégicamente como
una HNN @0.2D que en la evolucién desarrolla fibrosis perisinusoi-
dal. Frecuentemente es diagnosticada como HNN idiopéatica 22
Los mismos autores consideran que esta enfermedad da cuenta del
23% de los casos catalogados como HNN idiopéatica y del 8% de las
colestasis neonatales. Entre 45-60% de los casos de Niemman Pick
tipo C se presentan como enfermedad neonatal y la histologia puede
simular una AVBEH ouna HNN @3, El diagnéstico requiere cultivo
de fibroblastos.

Los trastornos de la sintesis de los acidos biliares 24 constitu-
yen 1-2% de las CNN. Dependiendo de la edad de manifestacién y
del trastorno subyacente pueden tener una histologia que simula
una hemocromatosis neonatal, una HNN, una AVBEH, una duc-
topenia, una colestasis progresiva esporadica o familiar o una ci-
rrosis criptogenética. Es importante el diagnéstico porque mu-
chos pueden ser tratados. La fibrosis rapidamente evolutiva es
inusual en la HNN; cuando esta presente y se ha excluido a la
AVBEH se debe pensar en enfermedad metabdlica 24. En los
trastornos de la sintesis de acidos biliares la fibrosis es peripor-
tal, indicativa de dafno de colangiolo. Se debe recordar la hetero-
geneidad morfolégica y pensar en estos trastornos para investi-
garlos clinicamente.

Obstruccion de la via biliar extrahepatica (AVBEH):
la AVBEH es una enfermedad progresiva caracterizada por pro-
ceso inflamatorio esclerosante de los conductos biliares extrahe-
paticos que resulta en obliteracion de la luz y desarrollo de cirro-
sis. Esta entidad da cuenta del 30% de las colestasis neonatales,
observandose en 1 de cada 10.000 nacimientos vivos (25.26), Se re-
conocen dos tipos:

1) Elembrionario o congénito con colestasis presente al nacer, que
da cuenta del 15% de los casos, caracterizado por su asociaciéon
con otras anomalias extrahepéaticas (poliesplenia, vena portal
preduodenal, malrotacion intestinal, situs inversus y cardiopa-
tia congénita).

2) El clasico, postnatal o adquirido, en que la ictericia y acolia se
manifiestan luego de las primeras dos semanas de vida y en el
que no se constatan malformaciones asociadas. Es posible que
en la base de la forma embrionaria estén implicados factores
genéticos relacionados con la lateralidad, con el agregado de
factores ambientales ya que la repeticion de casos en la familia
es inconstante 27,

Labiopsia hepatica (figura 3) constituye el estandar de oro en
el diagnédstico de la AVBEH, con un acierto diagnéstico del 93%.
Se debe recordar que la proliferacién ductal puede ser tardia en
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FIGURA 3. Foto histoldgica de atresia de la via biliar extrahepatica. Se observa tracto
portal ancho con fibrosis periportal y conductos biliares proliferados con colestasis.
En recuadro: imagen a mayor aumento de la colestasis ductular.

algunos pacientes, por esa razén se ha sugerido que en los casos
de acolia e hiperbilirrubinemia conjugada se deben realizar biop-
sias seriadas para excluir AVBEH @8, El hallazgo de conductos
biliares normales o de ductopenia no excluye el diagnéstico de
AVBEH @8, En Uruguay, el diagnéstico fibrolaparoscépico pe-
diatrico en esta patologia, desarrollado por el Prof. Berazateguiy
su equipo, ha tenido una elevada correlacién diagnéstica con el
estudio histolégico 29,

La ecografia prenatal podria, en algunos casos, colaborar en el
diagnéstico temprano de AVBEH, tanto de la forma embrionaria
como de la clasica, al mostrar malformacién biliar quistica 89,

La biopsia muestra un patrén de colestasis que es muy caracte-
ristico. Se observa proliferacién de conductos biliares, colestasis
ductulary anivel del espacio porta hay fibrosis con expansion fibro-
sa periportal. En una biopsia hepatica con esta morfologia siempre
debera descartarse la obstrucciéon de la via biliar extrahepatica, es-
pecialmente la atresia (AVBEH). Pero es importante recordar que
el quiste de colédoco puede dar similar alteracién a nivel del parén-
quima hepatico. Otras etiologias que pueden dar una morfologia
hepatica similar ala AVBEH son: el déficit de 1 antitripsina (déficit
AAT), la fibrosis quistica (FQ), la colangitis esclerosante neonatal,
la alimentacién parenteral, algunas raras formas tempranas de sin-
drome de Alagille, algunos casos de trastornos de la sintesis de aci-
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FIGURA 4. Foto histolégica de un caso de déficit de alfa uno antitripsina. Se observan

granulos PAS positivos resistentes a la digestion con diastasa en el citoplasma de los
hepatocitos del limite porto lobulillar.

dos biliares y raros casos de colestasis familiar. La colestasis neona-
tal en FQ se observa en 1/163 casos GV, El déficit AAT puede ser
diagnosticado facilmente por el patélogo por la presencia de granu-
los PAS + resistentes a la digestion con diastasa (figura 4), pero
éstos solo estan presentes luego del tercer mes de vida (lo que es
muy tardio para el diagnéstico diferencial de AVBEH). El diagnés-
tico temprano de AVBEH es importante ya que la cirugia debe reali-
zarse antes del segundo mes para que tenga posibilidades de ser exi-
tosa. Datos recientes sugieren que las formas que se presentan mas
tempranamente (menos de 30 dias) tienen peor pronéstico 26). Las
formas embrionarias son las més tempranas.

Al comienzo, antes de la cuarta semana de vida, es posible que la
Unica alteracion histolégica encontrada sea la colestasis hepatociti-
cay canalicular. Alrededor de la cuarta semana, la proliferacion de
conductos biliares ya es prominente. Las alteraciones lobulillares
son menos acentuadas aunque pueden verse elementos lobulillares
de hepatitis con transformacién gigantocelular en hasta un 15% de
los casos.

Luego de la cirugia de derivacién 40-60% de los pacientes tie-
nen uno o mas episodios de colangitis. Estos pacientes con histo-
ria de colangitis tienen més chances de desarrollar cirrosis 26. A
pesar de la cirugia de derivacion un elevado nimero de pacientes
con AVBEH requiere un transplante hepéatico en su evolucién
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FIGURA 5. Foto histol6gica de ductopenia. Se observa espacio porta sin conductos bilia-
res interlobulares. El indice CB/EP es inferior a 0,5.

(25,26,32) Series importantes muestran que una significativa pro-
porcién de pacientes no tienen hepatopatia crénica y sus compli-
caciones 3,

Ductopenia: la ductopenia (figura 5) es la reduccién en el
numero de los conductos biliares intrahepaticos de tipo interlo-
bular en presencia de un arbol biliar extrahepatico permeable. Se
reconoce una forma sindromatica y otra no sindromética de la
ductopenia. En la primera, conocida como sindrome de Alagille
(34,35) el paciente tiene, ademaés de la ductopenia, alteraciones ex-
trahepaticas. La colestasis debida a ductopenia no sindromatica
constituye un grupo heterogéneo de lesiones. La etiologia mas
frecuente dentro de este grupo es el déficit AAT; se ve ademés en
la fibrosis quistica, el sindrome de Zellweger, la enfermedad de
Byler, la acidemia coprostanica y en la infeccién por CMV asi co-
mo en forma “idiopéatica”. La AVBEH en su evolucion va a la duc-
topenia por fibrosis progresiva del parénquimay colangitis, aun-
que en raros casos estas alteraciones pueden encontrarse en la
primera biopsia 6.

Es importante distinguir los pacientes con ductopenia no sin-
dromética de los que tienen sindrome de Alagille, ya que en estos al-
timos el pronéstico es diferente 7.

Los valores normales de conductos biliares interlobulares se
calculan por el indice CB/EP que es de 0,9 a 1,8. Se define a la ducto-
penia cuando el indice es inferior a 0,5. Se requieren de 10 a 20 espa-
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cios porta para calcular el indice, aunque la medicién realizada en 5
espacios puede ser confiable si es realizada por una persona de ex-
periencia ¢®, Este indice tiene valores diferentes durante la gesta-
cién. Se debera tener en cuenta los valores normales en ninos pre-
maturos para la evaluacién de esta poblacién. En un prematuro de
26 a 28 semanas un indice de 0,5 es normal. En términos generales
debe considerarse que en un neonato con edad gestacional menor
de 38 semanas un valor de <0.9 del indice puede ser normal ¢9,

Se debe tener la precaucion de no confundir los pequenos con-
ductos biliares con conductos biliares interlobulares. Estos tulti-
mos tienen forma regular y estan localizados préximo a la arteria
(con la que tiene similar tamano) asi como a la vena del espacio
porta “0),

Enlaformasindromatica (sindrome de Alagille) las biopsias
realizadas en el primer trimestre de vida atin no tienen ductope-
nia, observandose con frecuencia una morfologia de HNN “1,
Incluso se ha llegado a observar, en casos de biopsias tempra-
nas, que tienen una morfologia similar a la AVBEH y que luego
desarrollan con el tiempo la ductopenia “2). Después del tercer
mes de vida estos pacientes tienen la reduccién caracteristica
en el nimero de conductos biliares intrahepaticos. La colestasis
cronica por ductopenia es un signo mayor del sindrome. Los
otros signos mayores son el aspecto facial caracteristico, la alte-
raciéon cardiovascular (hipoplasia o estenosis de arteria pulmo-
nar), las malformaciones vertebrales (vértebra en mariposa) y
el embriotoxoma corneano posterior. Estos pacientes también
pueden tener una tendencia hemorragipara en ausencia de falla
hepatica que puede ser una complicacién para la cirugia y la
biopsia 43, Hay historia familiar en 15% de los pacientes afecta-
dos. Los pacientes pueden tener hipoplasia de la via biliar ex-
trahepatica pero no tienen atresia concomitante. Por el contra-
rio, se han observado casos de ductopenia no sindromaética aso-
ciada a AVBEH 3844,

En los casos de ductopenia no sindromatica la biopsia hepatica
temprana (antes de los 3 meses) ya muestra el indice CB/EP bajo y
esto constituye una diferencia morfolégica importante con el sin-
drome de Alagille. Las alteraciones lobulillares son variables en la
biopsia temprana, llegando a ser indistinguible de la hepatitis neo-
natal; puede haber transformacién gigantocelular, hematopoyesis
y colestasis asi como fibrosis 4145, Algunos casos de ductopenia no
sindromatica recuperan en la evolucién el nimero normal de con-
ductos biliares interlobulares “6),

Otras causas conocidas de ductopenia son: el déficit AAT, la tri-
somia 18y 21 4748 el sindrome de Turner y trastornos de la sintesis
y transporte de acidos biliares “9. La infeccion por CMV puede cau-
sar ductopenia 59, Otros procesos inflamatorios, como la colangitis
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esclerosante de la que hay descripciones neonatales, también dan
ductopenia 49, En forma rara la fibrosis quistica 4V, enfermedades
peroxisomales, algunos sindromes de colestasis familiar, el sindro-
me de prune belly y el sindrome de artrogriposis, disfuncién renal y
colestasis pueden tener ductopenia “6.49,51),

La mayoria de las ductopenias son idiopaticas.

Fuera del periodo neonatal, la ductopenia puede verse como
reaccién adversa al uso de algunos antibiéticos 49, en la reacciéon in-
jerto contra huésped, en el rechazo crénico del transplante hepati-
co, asi como en la colangitis esclerosante primaria o secundaria. Ya
se ha dicho que la AVBEH evoluciona a la desaparicion de los con-
ductos biliares intrahepaticos 40:52),

Como manifestamos al comienzo, algunas entidades pueden te-
ner multiples patrones morfolégicos. El déficit AAT en el periodo
neonatal puede tener una biopsia normal, una histologia de HNN,
una morfologia de AVBEH o de ductopenia ¢4244,53-55 Luego del pe-
riodo neonatal, una imagen de hepatitis crénica.

La fibrosis quistica es otra entidad de morfologia mutiple. Los ca-
sos de FQ que se manifiestan como enfermedad hepética infantil tie-
nen un pronéstico bueno por lo menos a corto y mediano plazo ¢6,

El sindrome de Alagille puede tener morfologia variada en las
biopsias tempranas. Un 23% de los pacientes no tiene ductopenia;
15% tiene HNN y 8% imagen biliar (en algunos casos aun después
del primer trimestre) 7.

La colestasis intrahepatica familiar progresiva incluye por lo
menos tres entidades; las dos primeras que estan bien definidas
tienen gamma-glutamil transpeptidasa baja, herencia autosémi-
ca recesiva y baja concentracion de acidos biliares primarios en
bilis de vesicula biliar o de ampolla de Vater. Difieren en la mor-
fologia y en la clinica. El tipo 1 (ATP8B1 o enfermedad de Byler)
tiene ademés manifestaciones extrahepéticas. La biopsia 4958 no
tiene aspecto de HNN. Al comienzo se observa colestasis canali-
cular y centrilobular de coloracién gris verdosa, palida, y los ca-
naliculos estan dilatados con aspecto acinar (figura 6). No hay
proliferacion de conductos ni cilindros biliares. Se reconocen ra-
ras células necroéticas y algin hepatocito multinucleado. En la
evolucion hay fibrosis que se inicia en el centro del lobulillo, alre-
dedor de la vena y perisinusoidal. La metaplasia colangiolar de
los hepatocitos puede hacer que las zonas centrales simulen es-
pacios porta sin conductos biliares. El tipo 2 0o ABCB11 tiene una
falla en la excrecion de sales biliares, con mucho dano celular he-
patocitico que se evidencia en la biopsia como hepatitis giganto-
celular (HNN) 49, Puede haber algo de proliferacién de pequenos
conductillos en el limite porto lobulillar pero no hay colestasis in-
traductal. En la evolucion tienen fibrosis que progresa rapida-
mente a una cirrosis irregular en el primer ano de vida. La inmu-
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FIGURA 6. Foto histoldgica en un caso de enfermedad de Byler. Biopsia temprana. Co-
lestasis canalicular. En recuadro metaplasia colangiolar de los hepatocitos y necro-
sis celular focal.

nomarcacién para SPGP (sister of P-glycoprotein, que represen-
ta a la bomba de exportaciéon de sales biliares en el canaliculo)
muestra que estos pacientes no tienen positividad en la membra-
na canalicular %9, El tipo 3 o deficiencia de MDR3 9 general-
mente se manifiestan mas tardiamente que los anteriores, tienen
actividad de gamma-glutamil transferasa alta, baja concentra-
ci6én de fosfolipidos en bilis y alta concentracién de acidos biliares
primarios séricos, con concentraciones normales en bilis. En la
histologia hay proliferaciéon de conductos biliares con fibrosis
portal e inflamacién en presencia de una via biliar extrahepatica
normal. Evolucionan a la cirrosis biliar. En algunos pacientes
con igual fenotipo, manifestacién clinica y de laboratorio, no se
confirma la mutacién 69,

COMENTARIOS FINALES

La histologia hepéatica en la CNN tiene gran valor pero muestra una
variabilidad notoria como ya fue expuesto. La utilidad de esta pre-
sentacion es facilitar la interpretacion de informes histolégicos a co-
legas clinicos que no estan interiorizados en el tema. Destacamos la
importancia de que estos pacientes sean vistos por hepatélogos pe-
diatrasy que la experiencia entre los mismos sea compartida. Espe-
cialmente en medios chicos como en Uruguay, la experiencia indivi-
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dual nunca puede sustituir a la experiencia de grupo. Otro aspecto
que consideramos valido subrayar es la necesidad de desarrollar el
laboratorio clinico en estas areasy que los especialistas en enferme-
dades metabdlicasy en genética clinica integren el grupo multidisci-
plinariodetrabajo.
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