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. RESUMEN

Titulo: Frecuencia de colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFIC)
detectada por inmunohistoquimica (IHQ) a través de la expresion de BSEP y
MDR3 en biopsia hepatica en nifios con diagnoéstico de hepatitis neonatal
idiopatica.

Autores: Rebeca lvonne Gonzalez Rodriguez, Judith Flores Calderon, Alicia
Georgina Siordia Reyes, Guillermo Ramén Garcia, Segundo Moran Villota

Introduccion. La colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFIC por sus siglas en
inglés) son alteraciones genéticas que dan lugar a mutaciones en la proteinas
transportadoras de aminofosfolipidos (PFIC 1), sales biliares (PFIC2) y PFIC 3 dada
por una glicoproteina clase Il multidroga resistente (MDR3) la cual media la
translocacion de la fosfatidilcolina a través de la membrana canalicular del
hepatocito (PFIC 3). El diagndstico diferencial de estas entidades puede realizarse
por medio de las caracteristicas bioquimicas y en la biopsia hepatica, a través de
inmunohistoquimica (IHQ). En nuestro medio no se conoce la frecuencia de PFIC,
su identificacion en nifios con diagnostico de HNI podria orientar hacia la prevencion
y tratamiento de las complicaciones derivadas de la cirrosis biliar, como la
implementacion de intervenciones para mejorar el estado nutricional y la inclusion
temprana en programas de trasplante hepatico.

Objetivo. Determinar la frecuencia de PFIC detectada por IHQ a través de la
expresion de BSEP y MDR3 en biopsia hepatica de nifios con diagndstico de
hepatitis neonatal idiopatica en la UMAE Hospital de Pediatria de Centro Médico
Nacional Siglo XXI.

Material y métodos. Tipo de estudio: Estudio observacional, descriptivo,
transversal. Se realiz6 revision de las caracteristicas clinicas y las biopsias hepaticas
de pacientes con diagndstico de hepatitis neonatal idiopatica. Se realizé IHQ para
detectar la ausencia proteinas transportadoras BSEP y MDR3 para confirmar o
descartar PFIC. Analisis estadistico: Los resultados se expresan en promedios *
desviacion estandar, intervalos y porcentajes.

Resultados. Se incluyeron 21/35 casos. 8 (38%) del sexo femenino y 13 pacientes
(62%) del sexo masculino. Se detectaron 7 pacientes con ausencia de respuesta a
IHQ: 4 para BSEP, 1 para MDR3 y 2 pacientes con ausencia de tincion tanto para
BSEP como MDRS3. Tuvieron antecedente de consanguinidad 4/7, y 1 historia
familiar de colestasis. Al comparar los hallazgos clinicos, bioquimicos e
histopatolégicos entre los casos con IHQ positiva vs negativa, no se encontraron
diferencias significativas.

Conclusién: En este estudio encontramos que un 33% de los casos con HNI se
encontré6 ausencia de tincion a IHQ para BSEP Y MDR3, con la limitante de
corroborar el diagndstico definitivo mediante estudio genético; aparentemente por
IHQ la frecuencia de PFIC en nuestro medio es superior a lo reportado en literatura.



Il. ANTECEDENTES

La colestasis es un proceso en el que existe disminucion del flujo biliar, evidencia
histologica de depdsito de pigmentos biliares en los hepatocitos y conductos biliares,
y aumento de la concentracion sérica de los productos excretados en la bilis
(bilirrubina, acidos biliares, colesterol). La causa es la alteracion de la formacion de
bilis por el hepatocito o la obstruccién del flujo en la via biliar intrahepatica o

extrahepatica.’

El sindrome de colestasis neonatal constituye un grupo de enfermedades que
afectan el higado y la via biliar durante los primeros tres meses de vida y se
presenta, aproximadamente, en uno de cada 2,500 recién nacidos vivos. La
hepatitis neonatal es una de las causas que lo originan con mayor frecuencia pero

existen otras etiologias de tipo metabdlico, genético o infeccioso.?

En paises anglosajones se ha reportado que aproximadamente un 10% de los casos
con colestasis intrahepatica son causados por la deficiencia de alfa1-antitripsina y
20% por otros trastornos de tipo metabdlico; las infecciones congénitas constituyen
menos del 5%, mientras que la hepatitis neonatal idiopatica (HNI) representa de un

10 a un 15% de los casos de colestasis neonatal.®

La hepatitis neonatal idiopatica (HNI) se describe como la colestasis intrahepatica
neonatal prolongada que ocurre en los primeros 6 meses de vida, y cuya lesion
histopatoldgica es la presencia de “células gigantes”, en ausencia de otras causas

4,5

de tipo infeccioso, genético u obstructivo. Se distinguen dos tipos de HNI: la

esporadica (80%) y la familiar (20%).°

Existen 2 estudios realizados en nuestro pais, uno de ellos con frecuencia de HNI
superior al 50% en los pacientes estudiados. El primero de ellos, retrospectivo,
realizado entre 2004-2006 en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
(CMN) de Occidente con reporte de 77 casos de colestasis neonatal, de los cuales el
58% correspondié a hepatitis neonatal (45 casos), 25.9% a atresia de vias biliares
(AVB) y el resto correspondié a quiste de colédoco (10 casos) y neoplasia del hilio
hepatico (2 casos). ’ Mientras que en el Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI se
realizd un estudio similar comprendido entre 2004-2009, en nifios con diagndstico
de colestasis neonatal, describiendo 64 casos; 34 nifios (53%) correspondieron a
AVB y 30 nifios (47%) a HNI. De los pacientes con HNI, el 63% (19/30) tuvo un curso



clinico favorable con resoluciéon de la colestasis en aproximadamente 6 meses
después del diagnostico. Sin embargo el 37%, (11/30) mostrd colestasis progresiva,

con deterioro progresivo de funcion hepatica hasta cirrosis biliar 8,

Gracias a los avances de la biologia molecular y al mejor conocimiento de los
mecanismos fisioloégicos del sistema hepatobiliar, se ha logrado identificar diversas
enfermedades cuya manifestacion es colestasis intrahepatica®, estableciendo el
diagnostico de certeza en aquellos pacientes catalogados inicialmente como HNI y
que padecen colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFIC por sus siglas en

inglés: progressive familial intrahepatic cholestasis) hasta en un 25% de los casos. "°

Existen tres tipos de PFIC: PFIC1, PFIC2 y PFIC3, cada una de ellos provocado por
la disminucion de la sintesis, o la ausencia total, de una proteina concreta necesaria
para la funcidén secretora normal del hepatocito. El acumulo de estos componentes
dentro del hepatocito provoca el dafio de estas células y las manifestaciones de la

" Estas

enfermedad hepatica que comienzan en las primeras etapas de la vida.
enfermedades recibieron denominaciones que hacian referencia a la poblacion en
que habian sido detectadas, como enfermedad de Byler'? (el nombre del ancestro
comun de una poblacién de nifios Amish en Pensilvania), colestasis de nifios
esquimales de Groenlandia', colestasis de nifios indios canadienses', colestasis de
niflos arabes de Israel’®, entre otros.

En la ultima década, la identificacion, clonacion y caracterizacion funcional de las
proteinas de transporte, han permitido caracterizar los 3 tipos de PFIC: de tipo 1 que
se vincula a mutaciones en la proteina, la cual se expresa en el canaliculo, pero con
funcién todavia indefinida y las de tipos 2 y 3 que resultan de mutaciones en los
transportadores que alteran directamente la formacion de bilis y la consecuente
produccion de flujo biliar. 1618

Colestasis intrahepatica familiar progresiva de tipo 1 (CIFP1, defecto de FIC1 o
enfermedad FIC1). La primera descripcion de esta enfermedad se realiz6 en una
poblacién de nifios Amish de Pensilvania, descendientes de Jacobo Byler, por lo que
es denominada Enfermedad de Byler, hoy conocida como PFIC1."? El gen ATP8B1
se localiza en el cromosoma 18qg21-q22 y codifica para una ATP-asa de tipo P,
llamada FIC1. La FIC1 es una proteina integral de membrana; es el primer miembro

de las ATP-asas de tipo P, subfamilia P4. Se piensa que desempefan un papel



importante en el transporte de aminofosfolipidos a través de la membrana celular,
expresandose en los siguientes tejidos: higado, intestino, rinones y pancreas. Llama

la atencion que el higado, comparativamente, lo exprese menos que el intestino.”'"-

22
La colestasis se presenta en estos pacientes durante el primer afio de vida, con un
curso fluctuante y se hace persistente entre 1 y 4 afos de edad. Se acompafna de
prurito, retraso del crecimiento, hepatoesplenomegalia y sintomas extrahepaticos
(diarrea, pancreatitis recurrente y sintomas respiratorios). Al progresar la
enfermedad hepatica, los pacientes desarrollan cirrosis con insuficiencia hepatica en
la infancia o adolescencia temprana. Los parametros bioquimicos acompafantes
consisten en: hiperbilirrubinemia y aumento moderado de transaminasas,
concentracion elevada de acidos biliares séricos y, caracteristicamente, nivel de
gamma glutamil transpeptidasa (GGT) normal o bajo. La histologia hepatica muestra
colestasis canalicular, fibrosis portal, leve proliferacion de conductos biliares vy, a
medida que avanza la edad, formacién de puentes de fibrosis entre los espacios
porta o el espacio porta y la vena centrolobulillar. A la microscopia electronica se
observa dilatacién canalicular, con material amorfo y granular en su interior. *'"16:23
Se han identificado mutaciones del gen FIC1 en la colestasis intrahepatica
recurrente benigna de tipo 1 (CIRB1) (BRIC1, en inglés), enfermedad no progresiva,
caracterizada por episodios autolimitados de ictericia y prurito que se resuelven sin
afectacion hepatica.' 17 18 20

Colestasis intrahepatica familiar progresiva de tipo 2 (CIFP2 defecto de BSEP o
enfermedad BSEP). Los acidos biliares sintetizados y reciclados son transportados
desde los hepatocitos a través de la membrana canalicular, contra un gradiente de
concentracion, por intermedio de una bomba dependiente de ATP. Este transportador
dependiente de ATP es codificado por el gen ABCB11 y se conoce como bomba
exportadora de sales biliares (BSEP, del inglés). Las mutaciones del gen ABCB11
conducen a un defecto del transportador BSEP, el cual es responsable de la PFIC

tIpO 2 10,11, 24-27.

Los pacientes con deficiencia de la proteina BSEP se presentan con colestasis
durante la infancia. De acuerdo al curso clinico, se han descrito dos entidades

diferentes: una forma leve, denominada colestasis intrahepatica recurrente benigna
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de tipo 2 (CIRB2) y wuna forma grave, conocida como CIFP2.
Los pacientes con CIRB2 presentan episodios de ictericia, prurito intenso,
esteatorrea, nauseas, vomitos, anorexia, dolor en hipocondrio derecho y pérdida de
peso. Puede haber hepatomegalia, frecuentemente aislada. Los episodios de
colestasis pueden observarse durante meses, con periodos asintomaticos,
acompafnados de laboratorio hepatolégico normal. Esta enfermedad, a diferencia de
la CIRB1 (relacionada con defectos en FIC1), puede presentar colelitiasis con
relativa frecuencia (podria estar relacionada a la saturacion de la bilis con colesterol)
y ausencia de manifestaciones extra hepaticas. Desde el punto de vista bioquimico,
durante los episodios de colestasis los pacientes presentan hiperbilirrubinemia
directa, incremento de fosfatasa alcalina (FA) y acidos biliares séricos. Las
transaminasas y gamma glutamil transpeptidasa (GGT) son normales o
discretamente elevadas. Los defectos en BSEP mas graves, asociados a la CIFP2,
presentan enfermedad progresiva, caracterizada por ictericia de comienzo temprano,
prurito, retraso en la estatura con relativa conservaciéon del estado de nutricion (peso
conservado en relacion a la talla), hepatomegalia y esplenomegalia. La cirrosis se ha
diagnosticado tan precozmente como en el periodo neonatal. La ictericia puede ser
intermitente durante el curso temprano de la enfermedad y luego hacerse
persistente. El prurito suele ser intenso y resistente al tratamiento médico. La
presentacion como hemorragia secundaria a déficit de vitamina K puede ser
espectacular. Los hallazgos bioquimicos incluyen hiperbilirrubinemia directa,
transaminasas elevadas, GGT normal, acidos biliares elevados y sales biliares
disminuidas. Los estudios de imagenes muestran un tracto biliar normal.
Probablemente, la mayoria de los nifilos con sindrome de Byler descritos en épocas
previas a la disponibilidad del estudio genético o inmunohistoquimico, eran casos
con defecto de BSEP. Estos pacientes, a diferencia de los que presentan defecto de
FIC1, tienen transaminasas mas elevadas, alfafetoproteina alta, una imagen
histoldgica inicial en la que se destacan células gigantes multinucleadas y un curso
clinico mas rapido hacia la cirrosis e insuficiencia hepatica. 2% Es muy
importante el diagndstico diferencial entre la CIFP de tipos 1 y 2, debido a la
asociacion de carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma con la de tipo 2,
descritos recientemente. La mayoria de los carcinomas hepatocelulares descritos, se

presentan antes de los 24 meses de vida (7 de 10 pacientes con deficiencia de



BSEP), lo cual nos alerta sobre el necesario seguimiento de estos pacientes con
d. 31,32

alfafetopoteina y ecografia, desde etapas tempranas de la enfermeda
Colestasis intrahepatica familiar progresiva de tipo 3 (CIFP3, deficiencia de
MDR3 o enfermedad MDR3). Este tercer tipo de CIFP es ocasionada por un defecto
en el gen ABCB4, localizado en el cromosoma 7921, que codifica a la MDR3. La
MDR3 es una glucoproteina que funciona como un transportador de fosfolipidos y
esta presente en la membrana canalicular. La presencia de fosfolipidos en la bilis
tiene una funcion citoprotectora contra la lesion de hepatocitos y células biliares
inducida por los acidos biliares. '17:33

La expresidon clinica de esta enfermedad es variable, segun la mutacion ABCB4
conduzca a una proteina truncada o a una mutacion sin sentido con actividad
residual. Esta ultima situacion conduce a una enfermedad relativamente menos
grave, de comienzo mas tardio, de progresion mas lenta y buena respuesta al acido
ursodesoxicolico, lo cual podria demorar o prevenir la necesidad de un trasplante
hepatico. Los pacientes se presentan con cuadros de colestasis neonatal transitoria,
litiasis intrahepatica y vesicular de colesterol en jovenes, cirrosis en adultos,
colestasis del embarazo y CIFP de tipo 3."" ** 3° La colelitiasis se produce por el
desequilibrio de los componentes de la bilis, debido a la reduccién de fosfolipidos, lo
cual conduce a wuna disminucion de la solubilizacion del colesterol.
La patogenia de la colestasis intrahepatica del embarazo es multifactorial, pero
existen fuertes indicios acerca de su predisposicion genética. Recientes estudios
han demostrado que las mutaciones en la MDR3 pueden encontrarse en el 20% de
los casos. El espectro de la CIFP de tipo 3 es muy amplio y, aproximadamente, la
mitad de los pacientes se presentan durante la infancia con ictericia, hipocolia,
prurito, hepatomegalia y esplenomegalia (clara evidencia de hipertensién portal). Un
tercio de los casos se manifiesta durante el primer afo de vida y la mayoria son
identificados por hepatoesplenomegalia o por complicaciones de la cirrosis durante
la infancia y adolescencia. Las pruebas de funcién hepatica se caracterizan por
hiperbilirrubinemia conjugada, aumento de transaminasas, GGT, fosfatasa alcalina y
acidos biliares séricos. La enfermedad puede progresar a cirrosis, hipertension portal
e insuficiencia hepatica, por lo cual muchos de estos pacientes requeriran un

trasplante hepatico. La evolucién a cirrosis precoz en la primera década de la vida se



observa en pacientes con ausencia completa de funcion de la proteina MDR3.%*%* La
biopsia hepatica varia con la edad al diagnostico. En etapas tempranas de la
enfermedad se caracteriza por colestasis, con areas portales levemente
ensanchadas y proliferacion ductular. Al progresar la enfermedad, la imagen
histoldgica es la de una cirrosis biliar.""3°

David-Spraul y cols. evaluaron las caracteristicas clinicas, bioquimicas e histolégicas
en 62 nifos con PFIC (1 y 2) y niveles normales de GGT. A través de
inmunofluorescencia buscaron la expresidon de proteinas transportadoras de
membrana (BSEP y MDR3) en tejido hepatico e hicieron una correlaciéon con las
mutaciones en los genes que codifican proteinas de transporte (ATP8B1 para FIC 1
y ABCB11 para BSEP). Los autores concluyen que PFIC 1 y PFIC 2 no difieren en su
presentacion o durante el curso de la enfermedad en cuanto a las caracteristicas
clinicas, bioquimicas e histolégicas, sin embargo, una pequefa proporcién de nifos
diagnosticados como PFIC con nivel normal de GGT (15%) probablemente no
presenten mutaciones en ATP8B1 o ABCB11, considerandose entonces de origen
idiopatico.®

El diagndstico de estas entidades puede realizarse a través de la biopsia hepatica,
por medio de inmunohistoquimica, la cual es un procedimiento histopatoldgico que
se basa en la utilizacion de un anticuerpo especifico, previamente marcado
mediante un enlace quimico con una enzima que puede transformar un sustrato en
visible, sin afectar la capacidad del anticuerpo para formar un complejo con
el antigeno, aplicado a una muestra de tejido organico, correctamente fijada e
incluida en parafina. Con la utilizaciéon de alguna de las técnicas especificas
(peroxidasa antiperoxidasa, fluoresceina, etc.), el complejo antigeno - anticuerpo asi
formado puede localizarse e identificarse en las muestras tisulares o citolégicas a
estudiar, con lo que se identifican los marcadores antigénicos caracteristicos de
distintas lineas de diferenciacion y funcionalismo celular y se determina el tipo de
célula involucrado en la muestra.®” ® La inmunohistoquimica directa permite evaluar
la expresidon en tejido hepatico al identificar proteinas de membrana canalicular
transportadoras de acidos biliares y fosfolipidos, como la BSEP y MDR3. La
ausencia o inmunotincion leve estaria a favor de un defecto genético; sin embargo,
si es normal no descarta la alteracion en su funcidén. Por lo tanto es necesaria la

secuenciacion de ADN por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
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determinar la presencia de mutaciones especificas en los genes que codifican

proteinas de membrana transportadoras de acidos biliares y fosfolipidos.3*3° 3839

En PFIC, tipo 1 (PFIC-1), la proteina transportadora de sales biliares (BSEP)
caracteristica del PFIC 2 se expresa normalmente, a diferencia del PFIC 2 en donde
no se expresa (histologicamente se observa dafio de los hepatocitos y ausencia de
tincion en los canaliculos); se puede hacer el diagndstico diferencial de estas 2
entidades con GGT baja.*> En nifios con manifestaciones de PFIC el defecto de
BSEP es evidenciable mediante técnicas de inmunohistoquimica en el higado. En el
higado sano, el anticuerpo reconoce la proteina canalicular. En el defecto de BSEP
no se evidencia esa proteina. Con técnicas de inmunohistoquimica, el receptor de
BSEP se manifiesta en la membrana canalicular normalmente con autoanticuerpos a

dilucion 1:20, pero no a 1:50.*'

En relacién al PFIC tipo 3, el diagnostico se realiza mediante inmunohistoquimica en
biopsia hepatica. El 66% de los pacientes no expresan MDR3 en el canaliculo, un
22% manifiesta una tincion débil, y un 11% expresa MDR3 normalmente. El estudio
de las mutaciones es de ayuda para identificar correctamente los casos con
expresion aparentemente normal en la inmunohistoquimica, y también porque la
gravedad de la enfermedad se ha correlacionado con la presumible consecuencia de

cada mutacion. 333°

Finalmente, el tratamiento de PFIC, incluye la modificacion de la dieta, para que sea
de facil absorcion y proporcione un 120% de los requerimientos caloricos normales
para su edad. La alimentacion se basa en preparados lacteos modificados (con
proteina hidrolizada, dextrinomaltosa y ftriglicéridos de cadena media [TCM]) y
cereales parcialmente dextrinados. Es necesario el aporte de vitaminas liposolubles,
regulado segun el valor en suero y las pruebas de coagulacién. EI acido
ursodesoxicolico (AUDC) promueve el flujo biliar y aumenta la excrecion enddgena
de sales biliares, limita su reabsorcion intestinal al competir con los naturales por el
transportador, y es mas hidrofilico, con disminucion de las sales biliares endogenas,
disminuye la toxicidad para el hepatocito y el ducto biliar en condiciones de
colestasis. Un estudio multicéntrico con 26 pacientes afectados de PFIC con GGT
normal comunicé la normalizacion bioquimica y desaparicién del prurito en 11 casos
evaluados 2 a 4 afios después de iniciar AUDC (20-30 mg/kg/dia). Actualmente se
emplea AUDC en todas las formas de PFIC pero se considera que la poblacion de

11



nifos con mas capacidad de ser beneficiados en términos de prondstico son los
pacientes con PFIC tipo 3. Un 30% de los nifios con PFIC-3 responde al tratamiento.
Se especula que pacientes con actividad MDR3 residual y alguna cantidad de
fosfolipido en la bilis, combinado con la sustitucion parcial de las sales biliares por
AUDC puedan alcanzar una reduccién de la toxicidad de las sales biliares por debajo

del umbral critico que ocasiona dafio ductal. 4?

El conocimiento en nuestro medio, de este grupo de enfermedades colestasicas,
permitira realizar un diagndstico temprano, con base en los sintomas clinicos y las
pruebas de funcion hepaticas, incluyendo la mediciéon de GGT y concentracién de
acidos biliares, diagnostico confirmable, en un buen numero de casos con
inmunohistoquimica en biopsia hepatica. La oportuna sospecha diagnostica, permite
implementar un plan de tratamiento para prevenir o retrasar el desarrollo de cirrosis

o la inclusion temprana en un programa de trasplante hepatico.
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[l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la ultima década, la identificacion, clonacion y caracterizacion funcional de las
proteinas de transporte, han permitido caracterizar los 3 tipos de sindromes de
PFIC: de tipo 1 que se vincula a mutaciones en la proteina FIC1 (familial intrahepatic
cholestasis protein-1), la cual se expresa en el canaliculo, pero con funcion todavia
indefinida y las de tipos 2 y 3 (PFIC2 y PFIC3), que resultan de mutaciones en los
transportadores que alteran directamente la formacion de bilis y la consecuente

produccion de flujo biliar.

El estudio histopatologico de la biopsia hepatica es una herramienta diagndstica que
aparte de establecer el grado de dafo hepatico, actualmente permite la busqueda
intencionada de proteinas trasportadores por medio de inmunohistoquimica, y asi es

posible identificar en forma temprana la PFIC.
Por lo anterior, surgen las siguientes preguntas de investigacion:

1. Cual es la frecuencia de PFIC detectada por inmunohistoquimica a través de
la expresion de BSEP y MDR3 en biopsia hepatica de nifios con diagndstico de
hepatitis neonatal idiopatica en la UMAE Hospital de Pediatria de Centro Médico
Nacional Siglo XXI?

13



IV.  JUSTIFICACION

Actualmente se cuenta con herramientas diagnosticas mas precisas para las
enfermedades colestasicas progresivas que se manifiestan en el periodo
neonatal, destacan la identificacion de proteinas mediante la técnica de

inmunohistoquimica y las mutaciones por biologia molecular.

En México no se conoce la frecuencia de la colestasis intrahepatica familiar
progresiva. La identificacion de los pacientes con colestasis intrahepatica
progresiva en nifos con diagnostico de HNI podria orientar hacia la prevencion y
tratamiento de las complicaciones derivadas de la cirrosis biliar, como la
implementacion de intervenciones para mejorar el estado nutricional y la inclusion

temprana en programas de trasplante hepatico.

14



V. OBJETIVO

1. Determinar la frecuencia de PFIC detectada por inmunohistoquimica en
biopsia hepatica en los niflos con diagndstico de hepatitis neonatal idiopatica
en la UMAE Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.
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VI. PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO. Servicio de Gastroenterologia
Pediatrica del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

DISENO DEL ESTUDIO. Estudio observacional, descriptivo, transversal.

POBLACION DE ESTUDIO. Recién nacidos y lactantes con diagnostico de hepatitis
neonatal atendidos entre el afio 2008 a 2012 que se hayan sometido a biopsia

hepatica.
Criterios de inclusion

1. Pacientes con edad menor a 12 meses al momento de la captacién en el
estudio con diagnostico previo de hepatitis neonatal idiopatica.
2. Pacientes de ambos sexos.

3. Con biopsia hepatica suficiente (mas de 8 espacios porta).

Criterios de no inclusion
1. Diagnéstico de colestasis extrahepatica.

2. Falla hepatica aguda sin diagndstico preciso.

Criterios de eliminacion

1. Biopsias hepaticas con mala preservacién tisular, evitando de esta manera

falsos negativos
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DEFINICION DE VARIABLES
1. Anti Proteina BSEP (ABCB11)

¢ Definicion conceptual: La proteina BSEP es uno de los tres miembros de la
superfamilia llamada transportadora (ABC) conocida como ATP-binding
cassette.La disminucion o ausencia de la proteina transportadora de sales
biliares (BSEP), produce la entidad referida como PFIC 2 , caracterizada
por un defecto en la excrecion de las sales biliares.

¢ Definicion operacional: Se valorara la expresion a nivel citoplasmatico en
de tejidos incluidos en parafina, en cortes a 3 micras de espesor para su
manejo con soluciones quimicas y con tinciones de inmunohistoquimica
detectada con el sistema peroxidasa-antiperoxidasa.

Escala de mediciéon: Cualitativa nominal

Categoria: presente o ausente.

2. Anti-proteina MDR3 (ABCB4)

¢ Definicion conceptual: Proteina MDR3 pertenece a la superfamilia llamada

transportadora (ABC) conocida como ATP-binding cassette. Es una
glicoproteina clase Ill multidroga resistente (MDR3) P- glicoproteina (P-gp) la
cual media la translocacion de la fosfatidil-colina a través de la membrana
canalicular del hepatocito y forma un complejo con los acidos biliares y actua
previniendo que estos dafien las membranas canaliculares y celulares que
son ricas en lipidos.

¢ Definicion operacional: Se valorara la expresion a nivel citoplasmatica en
de tejidos incluidos en parafina, en cortes de 3 micras de espesor para su
manejo con soluciones quimicas y con tinciones de inmunohistoquimica
detectada con sistema peroxidasa-antiperoxidasa.

Escala de medicion: Cualitativa nominal

Categoria: presente o ausente.
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VARIABLES DE INTERES
CLINICAS:

3. Edad de inicio de la ictericia

Definicién conceptual: tiempo que ha vivido una persona, animal o persona43.
Definicidn operacional: tiempo que ha vivido un lactante hasta el momento en que
se identifica la presencia de coloraciéon amarilla en piel y/o escleras corroborando
que sea secundaria a hiperbilirrubinemia conjugada (BT > 2 mg/dl o BD mas del
20% de la BT).

Escala de medicion: Cuantitativa discreta

Categorias: dias

4. Tiempo de evolucion de la ictericia

Definicién conceptual: es la magnitud fisica con la que medimos la duracién o
separacion de acontecimientos sujetos a cambio, de los sistemas sujetos a
observacion, esto es, el periodo que transcurre entre el estado del sistema
cuando éste aparentaba un estado X y el instante en el que X registra una
variacion perceptible para un observador (o aparato de medida).

Definicidn operacional: consignacién en el expediente de la presencia de tinte
amarillento en conjuntivas, escleras o piel.

Escala de medicion: Cuantitativa discreta

Categorias: dias

5. Historia de colestasis neonatal en algun hermano.

Definicion conceptual: es el antecedente familiar de haber tenido uno o mas
hermanos con colestasis neonatal.

Definicién operacional: se obtendra el dato a partir de interrogatorio directo a los
padres y/o el registro del antecedente en el expediente clinico.

Escala de medicion: Cualitativa nominal.

Categorias: presente o ausente.

6. Child-Pugh (Anexo 1)
Definicidn conceptual: clasificacion clinica y bioquimica de severidad de la

enfermedad hepatica.
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Definicion operacional: se realiza de acuerdo al grado de ascitis, las
concentraciones plasmaticas de bilirrubina y albumina, el tiempo de protrombina,
y el grado de encefalopatia (Anexo 2).

Escala de medicion: Cuantitativa ordinal.

Categoria: Una puntuacion total de 5-6 es considerada grado A (enfermedad bien
compensada); 7-9 es grado B (compromiso funcional significativo); y 10-15 es
grado C (enfermedad descompensada). Estos grados se correlacionan con una

sobrevida del paciente al afio y a los 2 afios.

7. PELD (Pediatric End Liver Disease).

Definiciéon conceptual: Modelo clinico disefiado por la Red Unida para la
Comparticion de Organos (United Network for Organ Sharing — siglas en inglés
UNQOS), la cual es una organizacion benéfica sin fines de lucro que opera la
Red para la Adquisicion y Trasplante de Organos. El Modelo para
Enfermedades Terminales del Higado (MELD) se usa para pacientes mayores
de 12 afos, mientras que el Modelo para Enfermedades Terminales del Higado
en Pacientes Pediatricos (PELD) se usa para los nifios hasta los 11 afios.
Definicién operacional: se usa en menores de 11 afios de edad, asigna a cada
individuo una calificaciéon (numero) basada en la urgencia con que necesita un
trasplante de higado dentro de los tres meses siguientes. EI numero se calcula
mediante una formula basada en resultados bioquimicos (INR, albumina) asi
como caracteristicas clinicas (falla de crecimiento, menores de un ano de
edad).

Escala de medicion: Cuantitativa ordinal.

BIOQUIMICAS:
8. Gama glutamiltransferasa (GGT).

Definicidn conceptual: enzima microsomal que cataliza la transferencia de grupos

gamaglutamil entre péptidos tales como glutation a otros aminoacidos. Se
encuentra en el epitelio biliar y en hepatocitos. Su elevacion traduce obstruccion

biliar y colestasis intrahepatica.**
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Definicion _operacional: como parte de los estudios de rutina se determinara a

través de un método automatizado y estandarizado el nivel sérico de GGT a todo
nino que se incluya en el estudio y durante el seguimiento.

Escala de medicion: cualitativa ordinal.

Categorias: De acuerdo a los valores de referencia normales por grupo etario (<1
mes: <385 Ul/L, 1-2meses: <225 Ul/L, 2-4 meses: <135 Ul/L, 4-7 meses: <75

UI/L, 7Tmeses a 15 afios: <45 UI/L) se determinara un nivel: normal, alto o bajo.

9. Fosfatasa Alcalina (FA)

Definicidn conceptual: enzima hidrolasa responsable de eliminar grupos de
fosfatos, de varios tipos de moléculas como nucledtidos, proteinas vy
alcaloides.**

Definicién operacional: como parte de los estudios de rutina se determinara a
través de un método automatizado y estandarizado el nivel sérico de FA a todo
nifo que se incluya en el estudio y durante el seguimiento.

Escala de medicion: cuantitativa ordinal.

Categorias: el rango normal es, en mujeres: 64-306 Ul/L y en hombres 80-306

U/l; aunque éstos valores pueden variar ligeramente de un laboratorio a otro.

10. Alanina aminotransferasa (ALT))

Definicién conceptual: enzima aminotransferasa, anteriormente conocida como
transaminasa glutamico-piravica (GPT), con gran concentracién en el higado, y
en menor medida en los rifiones, corazén y musculos. Cataliza la transferencia
de un grupo amino desde la alanina al alfa-cetoglutarato, los productos de esta
transaminacion reversible son piruvato y glutamato.** Definicion operacional:
como parte de los estudios de rutina se determinara a través de un método
automatizado y estandarizado el nivel sérico de ALT a todo nifio que se incluya
en el estudio y durante el seguimiento.

Escala de medicion: cuantitativa ordinal.

Categorias: los valores normales de ALT es 7 a 33 U/L en mujeres y entre 8 y

50 U/L en hombres, aunque también depende del criterio del laboratorio.
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11. Aspartato aminotransferasa (AST))

Definicibn conceptual: enzima aminotransferasa, antes conocida como
transaminasa glutamico-oxalacética (GOT) y también Illamada aspartato
transaminasa (AST) se encuentra en varios tejidos del organismo de los
mamiferos, especialmente en el corazon, el higado y el tejido muscular. Esta
enzima cataliza la reaccion de transferencia de un grupo amino desde el L-
aspartato al 2-oxoglutarato formandose L-glutamato y oxaloacetato. Esta
enzima utiliza el piridoxal 5'-fosfato como cofactor. 4

Definicién operacional: como parte de los estudios de rutina se determinara a
través de un método automatizado y estandarizado el nivel sérico de AST a
todo niflo que se incluya en el estudio y durante el seguimiento.

Escala de medicion: cuantitativa ordinal.

Categorias: el rango normal es de 10 a 34 UI/L.

HISTOLOGICAS (Anexo 2)

12. Colestasis en biopsia hepatica

Definicion conceptual: Depdsitos de pigmento biliar en los hepatocitos *
Definicidon operacional: Evaluacién en biopsia hepatica.

Escala de medicion: cualitativa ordinal.

Categorias: leve, moderada y severa.

13. Eosinofilia

Definicién conceptual: Presencia de eosindfilos en espacio porta
Definicién operacional: Evaluacién en biopsia hepatica.

Escala de medicion: cualitativa ordinal.

Categorias: leve, moderada y severa.

14. Células gigantes

Definicién conceptual: Transformacion de hepatocito en patron gigantocelular.
Definicién operacional: Evaluacién en biopsia hepatica.

Escala de medicion: cualitativa ordinal.

Categorias: leve, moderada y severa.
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15. Fibrosis portal

Definicion conceptual: Ensanchamiento de espacios porta.
Definicién operacional: Evaluacién en biopsia hepatica.
Escala de medicion: cualitativa ordinal.

Categorias: leve, moderada y severa.

ANALISIS ESTADISTICO

Analisis descriptivo: Los resultados se expresan en promedios * desviacion

estandar, intervalos y porcentajes.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Estudio observacional, descriptivo, transversal.
Muestreo de tipo no probabilistico, tipo conveniencia.
RECOLECCION Y MEDICION DE DATOS

. Se identificaron a los nifios con diagndstico histopatologico de hepatitis neonatal
idiopatica que hayan sido atendidos en el servicio de Gastroenterologia Pediatrica
del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI durante el periodo 2008-2014.

. Se revisaron los expedientes clinicos para reunir informacién requerida en la hoja de

recoleccion de datos.

. Aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion se les evaluaron las

caracteristicas clinicas y bioquimicas.

. Las caracteristicas histolégicas unicamente se evaluaron en los pacientes que
contaron con bloques de parafina de la biopsia hepatica, la cual es parte del
abordaje de estudio del paciente con hepatopatia cronica. Posteriormente se efectud

inmunohistoquimica con la técnica descrita en el anexo 3.
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ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se llevo a cabo de acuerdo con los lineamientos del Reglamento
en Materia de Investigacion de la Ley General de Salud en su articulo 17, se
considera un estudio sin riesgo, ya que la biopsia hepatica que se analizé formé
forma parte del protocolo de estudio de paciente con hepatopatia crénica. Ademas
toda la informacion se manejo de manera confidencial, evitando la identificacion de

los sujetos. No requirié consentimiento informado.
FACTIBILIDAD

Recursos humanos: El Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI tiene médicos

certificados en Gastroenterologia y Patologia Pediatrica con amplia experiencia en
la atencion de pacientes con enfermedades hepaticas cronicas ademas de contar

con los pacientes necesarios para llevar a cabo el estudio.

Recursos materiales: Hojas, lapices, computadora, expedientes clinicos, reactivos

para técnica de inmunohistoquimica.

Recursos financieros: Durante el estudio se colectaron los datos clinicos,

bioquimicos e histopatolégicos que se realizan normalmente en estos pacientes, lo

que implica apoyo financiero por el fondo de investigacion en salud (FIS).
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VII. RESULTADOS

De un total de 35 pacientes con diagnéstico de hepatitis neonatal de células
gigantes, se realiz la evaluacion de los datos demograficos, clinicos, bioquimicos,
histologicos y de inmunohistoquimica de 21 pacientes con colestasis que reunieron
los criterios de inclusion y cuyo seguimiento en promedio fue de 6 meses (6-8
meses); ocho pacientes (38%) fueron del sexo femenino y 13 pacientes (62%) del
sexo masculino; el peso al nacimiento fluctué entre 1.2 a 5.2 Kg; cuatro (19%)
pacientes con antecedente de consanguinidad y sélo un paciente con antecedente
familiar de colestasis en un hermano. La edad promedio al momento de realizar la

biopsia hepatica fue de 2.5 meses (1-6 meses).

En relacion a las caracteristicas clinicas de los pacientes, la ictericia se presento
desde la primera semana de vida hasta los 3 meses de edad. Siete pacientes
ademas de colestasis presentaron ascitis al diagnostico, la cual revirtié en tres
pacientes y en cuatro pacientes persistio durante el seguimiento. La mayor parte de
los pacientes (16/21) se encontraban en estadio B de Child-Pugh. El valor promedio
del PELD (por sus siglas en inglés: Pediatric End Liver Disease) previo a la
realizacion de biopsia hepatica fue 17.1; en tanto, durante el seguimiento realizado a
los pacientes disminuy6 a 13.9 (Tabla 1). En tanto, al realizar comparacién de los
grupos segun la presencia o ausencia de tincion de inmunohistoquimica para BSEP
y MDR3, tenemos que la unica caracteristica distintiva entre ambos grupos fue la
presencia de consanguinidad presentada en 2 pacientes con ausencia de tincion
para BSEP y MDR3, asi como en 1 paciente con tincion ausente para BSEP y en
otro con ausencia de tincion para MDR3. El peso al nacimiento no mostré una
diferencia significativa entre los subgrupos. El paciente con ausencia de expresion
de MDRS3 tuvo el inicio de presentacién de ictericia mas tardio (3 meses) comparado
al resto de los subgrupos. Sélo hubo antecedente de colestasis familiar en 1
paciente del grupo con ausencia de expresion de BSEP y MDR3. En relacién a la
evaluacion de Child-Pugh, la mayor parte de los pacientes con inmunohistoquimica
negativa se encontraban en estadio B, similar al grupo de pacientes con expresion
positiva de BSEP y MDR3 (Tabla 2). Conforme a lo descrito en la literatura, al
realizarse comparacion de los scores establecidos para evaluar la severidad de la
enfermedad hepatica, la indicacidon de trasplante hepatico esta determinada por la

presencia de un dafio hepatico crénico avanzado, con un puntaje de Child-Pugh
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mayor o igual a 7 o un puntaje PELD mayor o igual a 15 puntos. Puede considerarse
también la aparicion de complicaciones asociadas a mal prondstico (ascitis de dificil
manejo o refractaria al tratamiento médico; encefalopatia hepatica crénica o
recurrente; peritonitis bacteriana espontanea; sindrome hepato-rrenal, sindrome
hepatopulmonar, hemorragia digestiva alta de origen portal en pacientes con
marcado deterioro de la funcion hepatica (>B >7 puntos en la escala de Child-Pugh)

o hemorragia recurrente de dificil manejo.

En la evaluaciéon de las variables bioquimicas no hubo diferencia significativa entre
cada subgrupo evaluado tanto al momento de captacion en el estudio como en el

seguimiento posterior (Tabla 3).

Los hallazgos histopatoldégicos mas frecuentes fueron colestasis moderada,
presencia de células gigantes, eosinofilia leve y fibrosis portal en la poblacion que
presentod IHQ positiva para expresion de BSEP y MDR3; mientras que el grupo con
IHQ negativa no tuvo diferencia significativa con los hallazgos histologicos referidos.
(Tabla 4).

Se detectaron 7 pacientes con ausencia de respuesta a inmunohistoquimica: 4 para
BSEP, 1 para MDR3 y 2 pacientes con ausencia de tincién tanto para BSEP como
MDRS3 (Tabla 5).

El grupo con ausencia de reaccién inmunohistoquimica para BSEP (Figura 1y 2, ver
anexo 3), estuvo conformado por 4 pacientes, 2 mujeres y 2 varones (casos 1, 2, 5,
6), de los cuales se distinguen las siguientes caracteristicas: tanto en los casos 1y
2, el inicio de la ictericia fue a los 3 meses de edad, a diferencia de los casos 5y 6,
en los cuales la ictericia tuvo una aparicion mas temprana, al mes de edad. Sélo en
el caso 5, hubo antecedente de consanguinidad. Todos los pacientes al momento de
ser captados en el estudio se encontraban en estadio B de Child-Pugh, de los cuales
la mitad de ellos (casos 1 y 5) evolucionaron a estadio A, lo cual establece que la
enfermedad hepatica se compensd; mientras que el caso 2 se mantuvo en estadio
B, lo que se traduce clinicamente como enfermedad hepatica con compromiso
funcional y el caso 6 progres6 a estadio C, es decir, enfermedad hepatica
descompensada. En relacion al grupo de pacientes cuya inmunohistoquimica fue
positiva para BSEP, MDR (n: 14), al inicio del estudio, la mayoria de ellos estaba en

estadio B (n: 10), 3 pacientes en estadio A y sélo 1 paciente en estadio C de Child
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Pugh. Conforme al seguimiento, el 50% de la poblaciéon mencionada evolucion6 a
estadio A Child-Pugh, reflejando compensacion de la enfermedad hepatica; mientras
que soélo 5 pacientes se ubicaron en estadio B y hubo progresion a estadio C de
Child-Pugh en 2 pacientes. En relacion al puntaje PELD, los casos 1 y 2 tuvieron
descenso en cuanto al puntaje, mientras que los casos 5 y 6 tuvieron discreto

incremento del mismo.

El caso 3 tuvo inmunohistoquimica con ausencia de tincibn para MDRS,
correspondio a una lactante de sexo femenino, con inicio de ictericia a los 3 meses
de vida, con antecedente de consanguinidad, pero sin historia familiar de colestasis
y como hallazgo clinico se detectd ascitis, la cual persistié durante el seguimiento.
Se mantuvo en estadio A de Child-Pugh durante el tiempo de estudio, por lo que
habra de considerarse que la presencia de ascitis estuviera en relacion a la
hipoalbuminemia (2.5 g/dl) con la que cursaba el paciente al momento de ser
incluido en el estudio. En relacion al puntaje PELD, el promedio para la poblacion
con IHQ negativa para expresion de BSEP y MDR3, disminuyd de 23 puntos al inicio

del estudio a 17.6 puntos conforme se mantuvo el seguimiento.

En los casos 4 y 7 no se detectd reaccidn inmunohistoquimica para BSEP ni para
MDR3, ambos tuvieron inicio de ictericia antes de los 3 meses de edad asi como
antecedente de consanguinidad pero so6lo uno de ellos tenia historia familiar de
colestasis (caso 4) y se encontraban en estadio B de acuerdo a la escala Child-
Pugh, el cual no vari6 durante el seguimiento. El caso 4 tuvo incremento en puntaje
PELD y el caso 7 disminuyéd conforme se evalué nuevamente durante el

seguimiento.

En la tabla 6 se muestran las determinaciones bioquimicas de los pacientes con
ausencia de tincién de inmunohistoquimica tanto para BSEP, MDR3 6 ambos, en los
cuales lo mas destacable es la hipoalbuminemia, la cual tuvo traduccion clinica en
los pacientes correspondientes a los casos 3 y 5, los cuales presentaban ascitis al
diagndstico, la cual persistio en el seguimiento. No hubo datos sugestivos de falla en
sintesis hepatica; mientras que en todos los casos hubo hipertransaminasemia, la
cual soélo tuvo mejoria significativa en el caso 7, mientras que en relacién a la GGT
conforme a los valores séricos por grupo de edad, se mantuvo normal en la mayoria

de los casos, salvo el caso 3 en el cual persistio elevada conforme al seguimiento.
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Como se mostrd en la tabla 2, no hubo diferencia significativa en los parametros
bioquimicos evaluados al comparar la poblacion con inmunohistoquimica positiva y
negativa, si bien, los valores de GGT fueron menores en la poblacién con
inmunohistoquimica positiva para BSEP, MDR3 respecto al grupo que no expreso

dichos marcadores.

En la tabla 7 se muestran las caracteristicas histolégicas de los casos clinicos
sugestivos de PFIC, asi como la correlacion con la inmunohistoquimica. En el caso
de los pacientes con IHQ ausente para BSEP, lo mas relevante fue que la mitad de
ellos mostré presencia moderada de células gigantes (casos 1 y 5), siendo leve en
los casos 2 y 6; Mientras que en el caso 3, tanto la colestasis, la fibrosis portal y la
presencia de células gigantes se clasific6 como moderada, siendo leve la eosinofilia.
Tanto los casos 4 y 7 presentaron colestasis leve, la presencia de células gigantes
fue moderada en el caso 4 y leve en el caso 7; mientras que la eosinofilia sélo se

detecto en el caso 4; finalmente, ambos casos tuvieron leve fibrosis portal.

En tanto a la evolucion de los pacientes con inmunohistoquimica positiva, todos
continian seguimiento en la consulta externa del servicio de gastroenterologia

pediatrica, con manejo médico de la hepatopatia créonica con la que cursan.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados del estudio permiten dar cuenta que los pacientes con colestasis
neonatal, aunque presentan caracteristicas clinicas similares, representan un grupo
heterogéneo ya que en el 33 % de nuestros casos se pudieron identificar subgrupos
utilizando otras pruebas diagnésticas que se han incorporado para este fin, como

son las técnicas de inmunohistoquimica para la deteccion de PFIC.

El hallazgo del antecedente de consanguinidad en 4 de 7 pacientes con ausencia de
tincion en inmunohistoquimica (casos 3, 4, 5, 7); asi como antecedente familiar en
un caso, concuerdan con lo publicado en otras series en donde Ila mitad de los
casos de pacientes con PFIC, reportan antecedente familiar de colestasis y/o
consanguinidad.”™' Clayton y cols., fue uno de los primeros en describir dicha
asociacién al estudiar la poblacion Amish, en una familia con antecedente de
consanguinidad donde 4 hermanos cursaron con ictericia, hepatoesplenomegalia,
talla baja y que fallecieron en la primer década de la vida.'> Asimismo, Nielsen y
cols., realizaron un estudio similar en Groenlandia, donde reportaron 16 casos de
nifios con enfermedad de Byler, de los cuales el 50% tuvo desenlace fatal antes de
los 3 afios de edad." Esta relacidn ha sido descrita en otras poblaciones alrededor

del mundo segun estudios realizados en Norteamérica', y en Arabia.™

Con base en las caracteristicas clinicas y bioquimicas en los lactantes estudiados,
no fue posible identificar algunos factores fenotipicos que permitan sospechar la
presencia de uno u otro subgrupo PFIC, aunque sugerimos que conforme se amplié
tiempo de seguimiento, se tomen en cuanto las manifestaciones extrahepaticas
adicionales a esta patologia genética, ya que se han reportado diferencias clinicas
entre los pacientes con PFIC. Por ejemplo se ha sugerido que los pacientes con
PFIC1 y PFIC2 cursan con ictericia, prurito y diarrea secretora, ésta ultima con
predominio de presentacion en el PFIC1, aunque esta ultima forma no se buscé en
la poblacién estudiada ya que no se obtuvo tejido fresco para la realizacion de
Microscopia electrénica para la busqueda de bilis granular la cual orienta a este
diagnostico. La diarrea en estos casos se ha documentado puede persistir después
del trasplante de higado, lo cual refleja el papel importante de FIC en el intestino,
donde se expresa.45 Otras manifestaciones extrahepaticas asociadas con PFIC1

incluyen baja estatura, sordera neurosensorial, pancreatitis, y esteatosis hepatica,
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pueden experimentar remision y recidiva de los sintomas sin tratamiento, sin
embargo, ninguno de los pacientes estudiados presentd clinica compatible con
dichos trastornos que nos pudieran hacer sospechar dicha entidad patoldgica.
PFIC2 se asocia con un curso continuo de los sintomas; una vez que la colestasis se

desarrolla, los pacientes progresan rapidamente a insuficiencia hepatica.*®

En el caso de PFIC tipo 3, compatible con el caso 3, llama la atencion su
presentacion en el grupo estudiado porque se ha descrito que generalmente tiene
presentacion tardia, solo un tercio de los pacientes presenta colestasis durante la
infancia, esto segun lo referido por Jacquemin y cols., % |os cuales han descrito un
amplio espectro de la enfermedad, que va desde colestasis transitoria hasta litiasis o
cirrosis biliar en la edad adulta. El resto se vuelven sintomaticos en la adolescencia.
El prurito tiende a ser menos grave que en PFIC1 y PFIC2, % y clinicamente se
distingue de los otros tipos de PFIC por la elevacion de GGT, la cual se corrobor6 en
este caso. Llama la atencion que no hubo una diferencia significativa de los valores
de GGT, al realizar comparacion de los grupos que expresaron y no la

inmunohistoquimica tanto para BSEP como MDRS3.

En la comparaciéon de los subgrupos de pacientes con PFIC algunos autores
sugieren que las pruebas bioquimicas tradicionales pueden orientar el diagndstico,
sin embargo en este grupo de lactantes no se puede apreciar una diferencia
relacionada con ninguna de las pruebas funcionales hepaticas. Se ha mencionado
que la GGT esta mas elevada en el grupo PFIC tipo 3, siendo hasta 3 a 10 veces
mayor sobre el limite superior comparada con los otros subgrupos, pero es poco
probable encontrarlo entre los lactantes, si bien ha sido descrita con edad de
presentacion entre el primer mes de edad hasta los 20 afos sélo un tercio de los
pacientes se diagnostican antes del ano de vida y muy rara vez su debut es como
colestasis neonatal, siendo la atresia de vias biliares el principal diagnédstico
diferencial. La mayor parte de estos nifios se diagnostican en la adolescencia debido
a que presentan hepatoesplenomegalia o bien complicaciones derivadas de la
cirrosis hepatica. °'

Llama la atencidn la presencia de ascitis al momento del diagndstico, la cual se
detectd en el primer mes de vida, en dos pacientes (casos 3 y 5), la cual persistié

durante el seguimiento, porque en otras series no se menciona como una
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manifestacion inicial de los pacientes con PFIC. Probablemente este hallazgo esté
relacionado con la hipoalbuminemia, sin embargo, no se descarta que pueda estar
ocasionada también por enteropatia o afectacion de estado nutricional, lo cual no fue
evaluado por el presente estudio; o bien sospechar posibilidad de insuficiencia

hepatica, aunque bioquimicamente no habia datos de falla en sintesis hepatica. “>*'

Considerando los recursos técnicos disponibles para este estudio, se pudo
identificar a pacientes con PFIC tipo 2 y PFIC tipo 3 que segun la literatura

representan el mayor porcentaje de los casos de PFIC.™

Knisely y cols®’, en una serie de 11 pacientes pediatricos con cuadro clinico
sugestivo de PFIC, identificaron por medio de analisis inmunohistoquimico en 10 de
ellos, que el anticuerpo anti- BSEP se encontraba con inmunotincién leve o ausente
en la membrana canalicular y el analisis genético revel6 mutaciones en el gen
ABCB11. Esto podria explicarse en relacion a que la proteina se encuentre alterada
en su estructura (“truncada”) o bien en su conformacion genética (alteraciones a

nivel de mRNA 330

Es conveniente recalcar que la identificaciéon de los pacientes PFIC tipo 2 tiene
implicaciones prondsticas considerando la posibilidad de desarrollo temprano de
carcinoma hepatocelular y en el caso de los pacientes con PFIC tipo 3 su mejor
pronostico esta relacionado con la buena respuesta al tratamiento con acido

ursodesoxicolico.*?

En dos de los casos estudiados el resultado de la inmunohistoquimica fue positivo
para PFIC tipo 2 y PFIC tipo 3; esta situacion ha sido mencionada en estudios
previos, uno de ellos el efectuado por Chen y cols.,*® en nifios de Taiwan donde el
hallazgo bioquimico de GGT elevada establecidé la diferencia en relacion a los
pacientes afectados de PFIC3; y aunque no hay una descripcion extensa de estos
casos, también podria tratarse de una limitacion de la técnica y probablemente en
estos casos se necesite la identificacion de las mutaciones caracteristicas de uno u
otro grupo por técnicas de biologia molecular. El estudio de las mutaciones es de
ayuda para identificar correctamente los casos con expresion aparentemente normal
en la inmunohistoquimica, y también porque la gravedad de la enfermedad se ha

correlacionado con la presumible consecuencia de cada mutacion. 33,35
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En relacién a la evolucion del PFIC2, pocos pacientes han sobrevivido hasta la
tercera década de vida sin tratamiento debido a la progresién rapida de cirrosis e
insuficiencia hepatica, como a la predisposicion al desarrollo de carcinoma
hepatocelular, mayormente asociado a PFIC2, aunque no existe un estandar para el
seguimiento de los pacientes se ha sugerido medir los niveles de alfafetoproteina en

suero y realizar una ecografia hepatica cada 6 meses.*°

En los pacientes con PFIC tipo 1 el trasplante hepatico se indica por mala calidad de
vida determinada principalmente por prurito intenso y cirrosis. En la evolucion post
trasplante siempre se caracteriza por ausencia de recuperacion de crecimiento,
diarrea cronica y esteatosis del injerto; recientemente se ha descrito que hasta el
50% de estos pacientes podrian beneficiarse de la derivacién biliar parcial mediante
anastomosis de asa yeyunal de vesicula biliar al exterior*’; sin embargo, pueden
presentarse complicaciones a corto plazo asociadas como las descritas por Arnell *8
en un grupo de 13 pacientes pediatricos, de los cuales 8/13 presentaron
coagulopatia,1 paciente presentd crisis convulsivas por hipocalcemia y 4 pacientes
complicaron con deshidratacion y desequilibrio hidroelectrolitico debido a pérdidas
elevadas por estoma, 1 paciente tuvo disfuncién del estoma y no hubo mejoria

clinica de colestasis ni del prurito por lo que se realizé el trasplante hepatico.

En el caso de PFIC 2, la indicacion de trasplante es por insuficiencia hepatica y en
general son menos las complicaciones post trasplante a diferencia del PFIC1 pero

se han descrito también buenos resultados con la derivacion biliar externa.*®

Hori y cols*, reportaron una serie de 14 pacientes con PFIC (11 PFIC 1y 3 PFIC 2),
a los cuales se realizd trasplante hepatico de donador vivo relacionado; 3/11
pacientes con PFIC 1 murieron mientras que los 3 pacientes con PFIC 2
sobrevivieron. Hasta un 30% de los pacientes con PFIC 3 responden a dosis
elevadas de acido ursodesoxicolico (30 mg/kg/dia), los pacientes con mutaciones
severas, es decir, aquellas heterocigotas o0 que no expresan ambos alelos®, no

tienen respuesta a manejo médico y el trasplante hepatico es el tratamiento.
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En relacion al tratamiento empleado para la poblacion estudiada fue el mismo que se
refiere en la literatura para el manejo médico de pacientes con hepatopatia cronica a

base de vitaminas liposolubles y acido ursodesoxicolico.*?
IX. CONCLUSIONES
Los resultados del estudio sugieren lo siguiente:

1. No se encontré alguna caracteristica clinica en particular que pudiera
diferenciar los subgrupos con inmunohistoquimica negativa, aunque habra
de tomarse en cuenta que no fue el objetivo como tal de nuestro estudio,
ademas que las manifestaciones extrahepaticas acontecen en su mayoria
posterior a la etapa de lactante. En relacion a las caracteristicas
bioquimicas, salvo la discreta elevacién de GGT en el caso 3 sugestivo de
PFIC 3, fue la unica diferencia respecto al resto de subgrupos.

2. Dentro de la poblacién estudiada, 7 de 21 casos presentaron ausencia de
respuesta a inmunohistoquimica, lo cual representa el 33% de la poblacion
estudiada, superior a lo reportado en la literatura, aunque en los casos 4 y
7 donde hubo ausencia de tincion tanto para BSEP como MDR3, se
sugiere complementar el abordaje diagndstico por medio de biologia
molecular para establecer el diagnéstico de certeza, en busqueda de la
mutacién genética involucrada.

3. Todos los pacientes se encuentran actualmente en seguimiento por la
consulta externa con manejo médico de hepatopatia créonica por lo que
debido a los resultados del presente estudio, debera priorizarse segun el
PELD obtenido.

4. Se considera que el presente estudio si bien tuvo limitacién en la cantidad
de pacientes estudiados, tiene la nobleza de ser pionero en su ramo en
nuestro pais y debera complementarse con seguimiento. Se requiere
continuar con la inclusidon de un mayor numero de pacientes que permitan
avanzar en la descripcion y comparaciones de las caracteristicas clinicas y
bioquimicas entre los diferentes grupos de PFIC.

5. Finalmente sugerimos el uso de inmunohistoquimica en aquellos
pacientes con diagndstico de hepatitis neonatal idiopatica en los cuales no

hay resolucion clinica ni bioquimica de la colestasis, ante la sospecha de
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X.

PFIC y todo lo que esto implica en su evolucion, como en el caso del tipo

PFIC 2 mayormente relacionado a neoplasias.
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas en 21 casos con

Hepatitis Neonatal Idiopatica

N
Género
Femenino 8 (38%)
Masculino 13 (62%)
Peso al Nacimiento (kg)* 2.67 (1.2-5.2)
Consanguinidad 4 (19%)
Edad al momento de la biopsia (meses)* 2.5(1-6)
Edad al inicio de la ictericia (meses)* 1.5(0.5-3)
Child- Pugh A 4 (19%)
B 16 (76%)
(o 1 (5%)
PELDS * 17.1 (7- 27.9)
Ascitis
Al diagnostico 7(33%)
Resuelta 4 (19%)
—*Variable expresada en promedio, valor minimo y valor maximo; §Pediatric End Liver Disease
Tabla 2. Caracteristicas clinicas en poblacion estudiada clasificada
segun IHQ.
Variable Grupo1 (n=14) Grupo 2 (n=4) Grupo 3 (n=1) Grupo 4 (n=2)
Colestasis BSEP (-) MDR 3 (-) BSEP (-)
BSEP (+) MDR3 (-)
MDR (+)
Género
Femenino 4 2 1 1
Masculino 10 2 0 1
Consanguinidad 0 1 1 2
Peso al Nacimiento 2.83(1.2-5.2) 2.82(2.5-3.3) 2.8 2.75(2.3-3.2)
(kg)*
Edad al momento de la 2.8 (1-6) 2 (1-3) 3 1.5 (1-2)
biopsia (meses)*
Edad al inicio de la 1.5 (0.25-3) 2 (1-3) 3 1
ictericia (meses)*
Colestasis Familiar 0 0 0 1
Ascitis
Al diagnéstico 5 1 1 0
Persistente 3 1 1 0
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Child-Pugh

3 0 1
10 4 0
1 0 0

onN O

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas en 21 pacientes con Hepatitis

Neonatal idiopatica segun la tincion de inmunohistoquimica.

Parametro Grupo 0 (N: 14) Grupo 1 (N: 7) P
Bioquimico IHQ (+) BSEP, MDR3 IHQ (-) BSEP, MDR3

Albumina (mg/dl) 2,63 2.62 .937
TP (seg) 13.71 13.86 .790
INR 1.314 1.343 .812
BT (mg/dl) 9.38 10.43 .159
BD (mg/dl) 6.29 6.80 .073
ALT (UI/DL) 138.36 147.86 .421
AST (UI/DL) 150.07 168.14 727
GGT (UI/DL) 100.50 184.86 .042
FA (UI/DL) 274.93 298.71 .163

Tabla 4. Comparacion de caracteristicas histolégicas de 21 casos con IHQ

positiva o negativa.

Hallazgo histologico IHQ Positiva) IHQ negativa
N: 14 N:7
Colestasis
Leve 2 3
Moderada 10 3
Severa 1 1
Nula 1 0

Células Gigantes

Leve 5 3
Moderada 9 4
Severa 0 0
Eosinofilia

Leve 8

Moderada 1 1
Nula 5 1
Fibrosis Portal

Leve 8 4
Moderada 4 3
Severa 1 0
Nula 1 0



Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes con ausencia de tincién en

inmunohistoquimica
No. Género Inicio Consanguinidad Historia GGT Child-Pugh PELD® IHQ (-)
dela familiar de uIbL inicio/seguimiento | inicio/seguimiento
ictericia colestasis
(meses)
Caso 1 Masculino 3 No No 110-100 B/A 23.2117 BSEP
Caso 2 Femenino 3 No No 120-70 B/B 24.9/23.3 BSEP
Caso 3 Femenino 3 Si No 247-314 A/A 23/17.6 MDR3
Caso4 | Masculino 2 Si Si 108-60 B/B 12.5/17.6 BSEP,
MDR3
Caso 5 Femenino 1 Si No 74-104 B/A 14.7/15 BSEP
Caso 6 | Masculino 1 No No 158-150 B/C 27.4/28.7 BSEP
Caso 7 | Masculino 1 Si No 120-56 B/B 715 BSEP,
MDR3
§Pediatric End Liver Disease

Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas de los pacientes con ausencia de tincion en IHQ*

No. All(oﬂlzlli)na TP (seg) INR ALT (UI/L) AST (UIIL) GGT (UIIL) FA (UIIL)
g

Caso 1 2.5-2.7 16-12 1.4-1.2 145-85 150-90 110-100 250-195
Caso 2 2.9-2.7 16-14 1.5-1.5 110-115 105-120 120-70 238-215
Caso 3 2.5-2.1 13-12 1.21.1 165-138 173-147 247-314 256-227
Caso 4 3.1-3 12-14 1.1-1.5 147-152 135-145 108-60 297-269
Caso 5 2.6-2.2 12-13 1.2-1.3 164-184 154-170 74-104 263-105
Caso 6 2.1-2.6 17-18 1.5-1.7 198-172 185-158 158-150 247-108
Caso 7 2.7-2.9 14-14 1.2-1.3 144-61 303-49 120-56 350-145

*Valores bioquimicos al inicio y seguimiento del estudio.
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Tabla 7. Caracteristicas histolégicas de los pacientes con ausencia de tincién

en inmunohistoquimica

No. Colestasis Células Eosinofilia Fibrosis IHQ (-)
Gigantes Portal
Caso 1 MODERADA | MODERADA | LEVE MODERADA | BSEP
Caso 2 SEVERA LEVE MODERADA | MODERADA | BSEP
Caso 3 MODERADA | MODERADA | LEVE MODERADA | MDR3
Caso 4 LEVE MODERADA | LEVE LEVE BSEP, MDR3
Caso 5 LEVE MODERADA | LEVE LEVE BSEP,
Caso 6 MODERADA | LEVE LEVE LEVE BSEP
BSEP,
Caso7 LEVE LEVE NULA LEVE MDRS3
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Xll.  ANEXOS

ANEXO 1
Escala de Child- Pugh

Parametro Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Ascitis Ausente Leve Moderada
Bilirrubina, mg/dL </=2 2-3 >3
Albamina, g/dL >3,5 2,8-3,5 <2.,8
Tiempo de
protrombina

* Segundos sobre 1-3 4-6 >6
el control <1,8 1,8-2,3 >2.3
* INR
Encefalopatia No Grado 1-2 Grado 3-4

Una puntuacion total

de 5-6 es considerada grado A (enfermedad bien

compensada); 7-9 es grado B (compromiso funcional significativo); y 10-15 es grado

C (enfermedad descompensada). Estos grados se correlacionan con una sobrevida

del paciente al afio y a los 2 afios.

Grado Puntos Sobrevida al ano | Sobrevida a los 2
(%) anos (%)
A: enfermedad 5-6 100 85
bien compensada
B: compromiso 7-9 80 60
funcional
significativo
C: enfermedad 10-15 45 35
descompensada
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ANEXO 2

Leve Moderado Severo
Colestasis Depésitos de Hepatocitos con La mayoria de los
pigmento biliar en pigmento biliar en hepatocitos con
algunos dos acinos de la pigmento biliar
hepatocitos de la zona 3 asociado asociado con
zona 3 del acino. con la presencia de colestasis
colestasis canalicular.

Eosinofilia en el
infiltrado
inflamatorio

Presencia de
células gigantes

Raramente  hay
eosinodfilos en
algunos espacios
porta.

Ocurre en 30% de
los hepatocitos.

canalicular.

Algunos eosinofilos
en varios espacios
porta y raro en el
parénquima.

Entre 30% y 60%
de los hepatocitos.

Muchos eosinofilos
en todos los
espacios porta y
parénquima.

Mayor al 60% de
los hepatocitos.

Fibrosis portal Discreto Ensanchamiento Ensanchamiento
ensanchamiento de algunos de todos los
de espacios espacios porta. espacios porta.
porta.

*Bellomo-Brandao MA, Escanhoela C, Meirelles L, et al. Analysis of the histologic features
in the differential diagnosis of intrahepatic neonatal cholestasis. World J Gastroenterol 2009;
4:478-483

ANEXO 3

Técnica de Inmunohistoquimica:

Se procedid a realizar el estudio de inmunohistoquimica con sistema peroxidasa-
antiperoxidasa por un histotecn6logo capacitado en la técnica de acuerdo a las

recomendaciones de los proveedores.

Se realizaron cortes de 3 a 4 um de tejido incluido en parafina, previamente fijado
en formol amortiguado al 10%, utilizando porta objetos con poly-L lysina. (0.1% en
agua destilada). El tejido fue desparafinado en la estufa a 56° C durante 30 minutos
y rehidratado desde xilol hasta agua destilada pasando por alcoholes a
concentraciones menores (5 minutos en cada uno de las soluciones).
Posteriormente se efectud la recuperacion antigénica con DAKO target retrieval
solution al 10% durante 10 minutos en olla express. Una vez que se enfrié
(temperatura ambiente) se retiré del recuperador y se enjuagd con agua destilada 6

PBS. La peroxidasa se bloqued por 10 minutos con DAKO peroxidase blocking al
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3% (se debe mantener cubierto para evitar el contacto con la luz) y se lavé con agua

destilada.

Los cortes fueron incubados en camara humeda durante 20 minutos con los
anticuerpos primarios: BSEP (1:50 DAKO corporation, Carpenteria Ca. Anticuerpo
monoclonal de ratén anti-mAb humano Clona Ki-S5 Isotipo IgG kappa. Coédigo No
M 7187) y MDR3 (1:150 DAKO corporation, Carpenteria Ca. Anticuerpo policlonal
de conejo anti-mAb Codigo No A0485).

El anticuerpo primario fue detectado con un anticuerpo secundario biotinilado. Una
vez aplicado, se incub6 durante 30 minutos streptavidina conjugada (peroxidasa de
rabano). Posteriormente se revel6 con el cromégeno diamino-bencidina (DAB) por 5

minutos y finalmente fue contrastado con hematoxilina.

El tejido fue deshidratado con alcoholes de menor a mayor concentracién (70%,

90% y 100%) y xilol. Las preparaciones se montaron con resinas.

En cada caso se incluyé un control positivo conocido (se utilizo tejido hepatico sano
de paciente con meduloblastoma, sin metastasis). Los resultados se vaciaron en una
hoja de recoleccion de datos por cada paciente y posteriormente se vaciaron en una
base de datos electrénica en Excel. Posteriormente, se procedié a analizar la

informacion y se elaboré el informe final de resultados.

Figura 1. Expresiéon normal de BSEP en la membrana canalicular del
hepatocito.

? ‘j\(’“’{*é

v
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Figura 2. Ausencia de tincion canalicular especifica para BSEP (PFIC 2)

Figura 3. Hepatitis neonatal: Colestasis intracelular, edema y hepatocitos

multinucleados.

Figura 4. Biopsia hepatica de paciente con PFIC 2 que muestra colestasis
canalicular y células gigantes multinucleadas.
. P8

oy
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Cuadro 1. Caracteristicas principales en los tipos de PFIC

PFIC 1 PFIC 2 PFIC 3
Genética
Gen ATP8B1 ABCB11 ABCB4
Cromosoma 18qg21-22 2q 24 79 21
Proteina FIC1 BSEP MDR3
Clinica
Ictericia Progresiva Rapidamente progresiva Aparicion tardia
Diarrea it - -
Prurito ++++ ++ ++
Crecimiento Detencion Detencion -
Litiasis - - +
Pancreatitis + - B
Sordera +
Laboratorio
GGT N N Aumentada
AB suero Aumentado Aumentado Aumentado
AB bilis Disminuido Disminuido Normal
Histologia
Microscopia 6ptica Inespecifica Trgnsformaci(’)n Proliferacién ductular

gigantocelular Cirrosis biliar

Microscopia electrénica Bilis granulosa Bilis amorfa Bilis normal

Inmuno-

Histoquimica

Expresion normal MDR3,

BSEP

No expresion BSEP

No expresion MDR3,
expresion débil o normal

AB: Acidos biliares; GGT: Gama glutamil transpeptidasa.
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