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ANTECEDENTES

En la actualidad, se utilizan diversos sistemas para clasificar y estadificar diversas
patologias en un intento de estandarizar informacion entre diferentes observadores,
con el objetivo de no pasar por alto datos importantes que un informe de patologia
debe llevar. Ejemplo de esto son los protocolos para reportar neoplasias del Colegio
Americano de Pat6logos (CAP) escritos a manera de listas de verificacion (checklist,
por sus siglas en inglés). Estas listas de verificacion fueron implementadas a raiz
de que en informes de patologia quirurgica neoplasica, se observd que elementos
bésicos como tamafio tumoral, profundidad de la invasion, margenes de reseccion
y grado histologico del tumor fueron consistentemente excluidos en un estudio de
15,940 reportes. (1)

En 1981, surgi6 un sub-comité dentro de la CAP llamado Committee on the
Pathologist as a Consultant in Cancer Patient Management. Este érgano funcionaba
como productor de guias que proveian una consulta rapida, apropiada y diagnéstica
con implicaciones en la seleccion de terapia del paciente, en el establecimiento de
prondstico y en la evaluacion de resultados, sobre todo tras un tratamiento
especifico. (2) La primera publicacion de esta naturaleza se realizé en febrero de
1986 en la revista de Pathologist en donde incluian una guia para reportar
especimenes de carcinoma de mama, tracto urinario y linfoma de Hodgkin; mientras
que los primeros protocolos como se conocen hoy en dia se publicaron en febrero
y agosto 1994, correspondiendo a carcinoma colorrectal y prostatico,
respectivamente. Estos protocolos son Utiles para asegurar la calidad del examen
patologico en el contexto diagndstico y para facilitar la comprension del informe
microscoépico. (2) Actualmente existen 90 protocolos de informes para neoplasias
malignas y ademas de estos, para la estandarizacion del reporte de biomarcadores.
Estas plantillas reflejan la necesidad actual de facilitadores de informacion para la

interpretaciéon de resultados. (3)



Ademas de la CAP, existen otros organismos internacionales que también ofrecen
protocolos para el reporte de carcinomas. Ejemplo de estos son la Royal College of
Pathologists del Reino Unido, European Society of Pathology, Association of
Directors of Anatomic and Surgical Pathology, Royal College of Australasia; Todos
estos, incluidas la CAP, se basan en la clasificacién de tumores de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). De hecho, dichas organizaciones han trabajado juntas
para lograr harmonizar la informacion en protocolos reproducibles y equiparables a

nivel global, con fines de investigacion. (4)

En lo concerniente al informe histopatologco de biopsias de higado, existe el
protocolo del CAP de carcinoma hepatocelular (5) y de ductos biliares intra y extra-
hepéaticos. (6,7) Sin embargo, la mayor parte de la atencién se ha enfocado en

patologia neoplasica.

CAP Colegio Americano de Pat6logos
IHQ Inmunohistoquimica

EHGNA Enfermedad de higado graso no alcohdlico

OoMS Organizacion Mundial de la Salud

HGNA Higado graso no alcohdlico

EHNA Esteatohepatitis no alcohdlica

CK Citoqueratina

NAS Non-alcoholic steatohepatitis Activity Score



MARCO DE REFERENCIA

En 1995, se describié por primera vez una lista de verificacion para higado no
neoplasico por Foschini. (8) Esta lista es extensa y contiene mas de sesenta
variables a informar por el patélogo, incluyendo una descripcién de la fibrosis,
esteatosis, dafio hepatocelular, inflamacion lobulillar y portal, presencia de ductulos,
granulomas, cuerpos acidofilos, células de Kupffer, etcétera. Se debe considerar
que no fue hasta 1999 que se propuso por primera vez una gradificacion vy
estadificacion de la fibrosis, esteatosis, inflamacion y balonizacion por Elizabeth
Brunt, facilitando la descripcibn de muchas de estas variables propuestas

inicialmente por Foschini. (9)

Foschini defiende el uso de estas listas como herramientas ahorradoras de tiempo
en la redaccién de informes patoldgicos, y menciona la importancia de evaluar todas
las caracteristicas histolégicas para no pasar por alto alguna lesién potencialmente
pronostica o de relevancia para el médico tratante. (8) Los informes de patologia
quirargica que son a texto libre son propensos a omisidn de informacion e
inconsistencias en el formato. (10) Aun asi, actualmente la mayoria de los patélogos
no redactan informes estructurados en lo que respecta a higado no neoplasico,
(11) y quiénes mas realizan informes reproducibles son patblogos expertos en
higado. (12)

Hablando especificamente sobre la enfermedad de higado grado no alcohdlica
(EHGNA), esta se divide en higado graso no alcohélico (HGNA) y esteatohepatitis
no alcohdlica (EHNA). Actualmente existen diversos sistemas de clasificacion de la
actividad y de la fibrosis, lo que en ocasiones dificultan la comunicaciéon entre el
patdlogo y el médico tratante, e incluso entre patélogos. AUn mas sorprendente, es
que no existe una definicion universalmente aceptada de la EHNA. (13) Se ha
estimado que entre el 6 al 55% de los pacientes con EHGNA tienen EHNA, segun
la definicion empleada. (14) En otro estudio se encontré que la variacion de la
prevalencia de la EHNA fue del 24 al 98%. (12)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que se ha recomendado el uso de estas listas como un medio para
garantizar que no se omita informacidén potencialmente Gtil y a no pasar por alto
ninguna lesion histolégica, no se usan rutinariamente en lesiones hepaticas no
neoplasicas. Los protocolos finalmente son herramientas educativas que asisten a
los pat6logos en el informe de lesiones que incluyen requerimientos minimos y

recomendaciones que reflejan la opinion de expertos. (15)

El uso de una lista de verificacion (checklist) facilitaria la captura de datos,
interoperabilidad e intercambio de informacion en el tema de investigacion y
academia. (10) También, puede fomentar el involucramiento del papel que juega el
patélogo en equipos multidisciplinarios para el manejo de pacientes (2). Asimismo,
en el caso especifico de un paciente, permitiria observar puntualmente el avance
de alguna lesion en diferentes puntos del tiempo al utilizar el mismo sistema de

evaluacién de actividad o fibrosis.

Es importante mencionar la calidad de la biopsia al médico que obtuvo la biopsia
para tener retroalimentacién de su método o técnica, asi como al médico tratante
para tener el conocimiento de que la biopsia pudiera ser insuficiente para un

diagnostico global de la enfermedad hepatica.

Es importante hacer notar que la limitante mas importante al usar una lista de
verificacion (checklist) es que pudiera nublar el juicio integrado del patélogo, al no
ver el tejido de la biopsia como un proceso de enfermedad sino como una lista que
debe llenarse. Sin embargo la lista debe igualmente manejarse como incentivo al
aprendizaje, a la revisidbn constante de literatura, como herramienta que puede
modificarse y adaptarse a las necesidades especificas de cada poblacion y debe
fungir como motivante para la mejoria activa del informe de biopsias hepaticas (8).
Ademas, se ha informado que la lista debe contener elementos esenciales o no ser

tan extensa puesto que correlaciona con una menor tasa de reportaje. (10)



En el presente trabajo, se decide estudiar especificamente las biopsias hepaticas
con EHGNA, de los cuales resultaron 53 casos, como ejemplo de la utilidad de las
listas de verificacibn como herramientas para el informe microscépico de lesiones
hepéaticas no neoplasicas. Se pretende comparar los diagnosticos originales con los

nuevos utilizando dicha lista de verificacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢, Es de utilidad el empleo de una lista de verificacion para reportar biopsias

hepéticas no neoplasicas?

JUSTIFICACION

Es importante el uso de una lista de verificacibn en lesiones hepaticas no
neoplasicas porque apoya al diagnéstico, es descriptivo y permite incluir diversas
lesiones histologicas de interés, facilita la comunicacion entre patdlogos y médicos
tratantes, y reduce la variabilidad intra e inter-observador. El uso de informes
mediante lista de verificacidn es una medida de calidad que asegura la consistencia,

uniformidad y completitud de un diagnéstico. (16)

Se decide estudiar especificamente la EHGNA dentro de toda la patologia hepatica
debido a que la mayoria de las variables mencionadas en la lista verificacidén
propuesta, se pueden observar en el higado graso. La lista de verificacion
presentada (Anexo 1) es una adaptacion de las investigaciones de autores expertos
en patologia hepéatica como lo son Elizabeth Brunt, David Kleiner y Michael
Torbenson. Elizabeth Brunt tiene hasta la fecha 311 articulos publicados en revistas
indexadas sobre todo en temas de EHGNA y fue quien inicialmente sugirié la
gradificacion y estadificacion de lesiones histologicas de la EHNA en 1999. (9) David
Kleiner tiene 392 articulos en revistas indexadas y en 2005, junto con Elizabeth
Brunt y la Nonalcoholic Steatohepatitis Clinical Research Network, diseharon y
validaron el uso de un sistema de clasificacion histologica para la EHGNA con base

en un puntaje llamado Non-alcoholic steatohepatitis Activity Score (NAS). (17)



Michael Torbenson publicd un libro que aborda la interpretacibn de biopsias
hepéaticas, donde menciona los hallazgos histolégicos mas destacables incluyendo
aquellos de enfermedades hepaticas no higado graso, como hepatitis virales y
autoinmunes. (13) Adicionalmente, tiene 144 articulos publicados hasta la fecha en

su mayoria de patologia hepética.

Torbenson menciona que la descripcién microscopica extensa puede tener un valor
agregado para estudios de investigaciéon o para la formaciéon de residentes, sin
embargo no debe obviarse el diagndstico final histopatoldgico, el cual debe ser

integral, conciso y claro. (13)

Ademas, se decide estudiar la EHGNA debido a su prevalencia en aumento en
México, debido a que existe una susceptibilidad genética comprobada en la
poblacibn mexicana y debido a que la mayoria de las cirrosis criptogénicas

probablemente sean dadas por esta entidad. (18—20)



OBJETIVOS
Principal: Proponer una lista de verificacion para estandarizar la descripcion
microscopica del informe de biopsias hepaticas no neoplasicas en el servicio de

Anatomia Patol6gica, Fundacién Clinica y Hospital Médica Sur.

Secundario: Evaluar la funcionalidad de la lista de verificacion a manera de
comparacién entre los informes originales (sin uso de la checklist) y los nuevos (con
uso de la checklist) para el reporte de enfermedad de higado graso no alcohélico en
biopsias hepaticas recibidas durante el periodo 2014 — 2021 en el servicio de

Anatomia Patol6gica, Fundacién Clinica y Hospital Médica Sur.

Terciario: Describir el espectro de enfermedad de higado graso no alcohdlico en
biopsias hepaticas recibidas durante el periodo 2014 — 2021 en el servicio de

Anatomia Patol6gica, Fundacién Clinica y Hospital Médica Sur.

HIPOTESIS

Debido a que se trata de un estudio descriptivo, se describira la experiencia del
servicio de Anatomia Patologica, Fundacion Clinica y Hospital Médica Sur,
utilizando una lista de verificacidbn para estandarizar el informe microscépico de

biopsias hepaticas usando como ejemplo, casos con enfermedad de higado graso.
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DISENO

Manipulacién por el investigador
Observacional

Grupo de comparacion

Descriptivo (estudia una muestra poblacional)
Seguimiento

Transversal (los datos se obtienen en una sola ocasion)
Asignacion de la maniobra

No aleatorio

Evaluacioén

Abierto

Participacion del investigador.
Observacional

Recoleccion de datos

Retrolectivo

Diseno

Casos y controles: se tiene el efecto y se busca hacia atras la causa.



MATERIALES Y METODO
Universo de estudio. Poblacion de estudio.-
Todas las laminillas de biopsias hepaticas diagnosticadas como higado graso
no alcohdlico o esteatohepatitis no alcohdlica en la Fundacién Clinica y
Hospital Médica Sur.
Tamano de la muestra.
Todas las laminillas de biopsias hepaticas diagnosticadas como higado graso
no alcohdlico o esteatohepatitis no alcohdlica en la Fundacién Clinica y
Hospital Médica Sur de enero 2014 a mayo 2021.
Muestreo.
No probabilistico

Consecutivo

Criterios de Seleccion:

Criterios de Inclusion.

Todas las laminillas de biopsias hepaticas diagnosticadas como higado graso
no alcohdlico o esteatohepatitis no alcohélica durante un periodo de seis afios
(enero de 2014 a mayo de 2021) en el servicio de Anatomia Patoldgica,

Fundacién Clinica y Hospital Médica Sur.

Criterios de exclusion.
Laminillas de biopsias hepéticas con otro diagndstico simultaneo (hepatitis
autoinmune, malignidad) o que no cuenten con tinciones especiales (Masson,

Reticulo).

Criterios de eliminacion.
Se eliminaran aquellos casos en donde no se cuente con el material
histologico dentro del servicio de Anatomia Patolégica de la Fundacién

Clinica y Hospital Médica Sur.
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Definicion de variables (Ver Anexo 1y 2) (13,17,21)

Independientes.

Dependientes.

Variable Escala (intervalo, ordinal, | Variable | Escala
nominal) (intervalo,
ordinal,
nominal)
Tamano macroscopico |-Cm Puntaje | Intervalo (0-8)
Tamano microscdpico -Cm NAS
Numero de espacios | Numero

porta

Grado de fibrosis
Vénulas hepaticas
terminales

Grado de esteatosis
Grado de balonizaciéon

Grado de inflamacion
lobulillar

Grado de inflamacion
portal

Actividad de interfase
Esteatosis

microvesicular

Dano de conductos
Proliferacion ductular
Cuerpos de Mallory-
Denk

Nucleos glucogenados
Megamitocondrias
Macroéfagos
pigmentados
Lipogranulomas
Microgranulomas
Cuerpos acidofilos
Colestasis

Hepatocitos en vidrio
esmerilado

Clasificacion de CRN (1-4)
Presente/ausente

Clasificacion de CRN (0-3)
Clasificacion de CRN (0-2)
Clasificacion de CRN (0-3)

Clasificacion de Brunt (0-3)

Presente/ausente
(para el resto de las
variables)
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Conclusion del

Publicacion
estudio.

Obtencién de resultatios
Interpretacion de

resultados.

Recoleccién de Datos
Busqueda de
laminillas,

recoleccion de

datos histoldgicos.

Elaboracion del protdcolo de investigacion
Hoja de captura de datos.

Diagrama de flujo
Busqueda de
bibliografia
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Calendario.

Marzo-Junio | Julio- Septiembre | Octubre 2021 | Noviembre | Diciembre
2021 Agosto 2021 2021 2021
2021
Revision
bibliogréfica
Elaboracion
del
protocolo
Obtencion
de
informacion
Procesamiento
y analisis de
datos
Elaboracion
del informe
final
Divulgacion
de los
resultados
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Recursos.

Recursos Humanos.

Investigador: Dra. Alejandra Rodriguez Prado

Actividad: Recoleccidén de laminillas, base de datos, revisidon de la bibliografia y
reporte de resultados.

Numero de horas por semana: 20 horas.

Investigador: Dr. Carlos Ortiz Hidalgo
Actividad: Revisidn de todos los pasos y revisar laminillas de todos los pacientes.

Numero de horas por semana: 10 horas.

Recursos materiales.
Los recursos que se requiere adquirir son:

Lapices, plumas, hojas en blanco, libreta, regla.

Recursos financieros.
No se requieren recursos financieros puesto que el material histoldégico se encuentra
disponible y almacenado en el archivo del Departamento de Anatomia Patoldgica

de la Fundacién Clinica y Hospital Médica Sur.
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VALIDACION DE DATOS.
Se utilizardq estadistica descriptiva: medidas de tendencia central y dispersion:

rango, media, mediana, moda, desviacidén estandar, proporciones o porcentajes.

PRESENTACION DE RESULTADOS

1. Se utilizara un enlistado para presentar el objetivo principal.
2. Se utilizaran tablas y graficas para describir el objetivo secundario.
3. Se utilizaran tablas y gréaficas para describir el objetivo terciario.

CONSIDERACIONES ETICAS
Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento

de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccién |, investigacion sin riesgo, no
requiere consentimiento informado. Ej.- Cuestionarios, entrevistas, revision de
expedientes clinicos, etc. En los que no se le identifique ni se traten aspectos

sensitivos de su conducta.
Los datos personales seran protegidos al utilizar solamente el niUmero quirurgico de
la biopsia como método de identificacion del paciente. No se requiere

consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

No aplica.

17



DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Se realiz6 una revision de literatura sobre las variables mas importantes que deben
incluirse en un informe histopatolégico de biopsias hepaticas no neoplasicas,
incluyendo lesiones caracteristicas de diversas etiologias como EHGNA, cirrosis,
hepatitis autoinmune, hepatitis virales, lesiones por almacenamiento, enfermedades
granulomatosas y hepatitis colestasica. Después de recolectar las variables méas
reconocidas de lesiones hepaticas no neoplasicas se englob6é en una checklist

(anexo 1).

Posteriormente, se recolectaron todos los casos de EHGNA diagnosticados en
biopsia hepatica en un periodo de 6 anos (2014 a 2021). Estas se encontraban en
el archivo de laminillas de la Fundacion Clinica y Hospital Médica Sur. Se contabilizé
el numero presente en el archivero, que se encontrara en buen estado, y que
contara con tincion de hematoxilina y eosina (HE), asi como las tinciones especiales
(Masson y Reticulo) para corroborar el diagnéstico. Después se procedio a evaluar
cada una de las variables de la checklist, llenando la casilla correspondiente en una
base de datos utilizando Google Drive con el apoyo del jefe del servicio y patdlogo

Dr. Carlos Ortiz Hidalgo, quien apoyaba al microscopio.

Posteriormente, se utilizé esta informacion para vaciarse en graficas comparativas

usando medidas de tendencia central en el software Microsoft Office Excel.

18



PROCESO DE HISTOQUIMICA

Tricromico de Masson (22)

Se desparafinizé e hidraté hasta llegar al agua destilada cada bloque al que se le
haria esta tincién. Debido a que estas secciones fueron fijadas en formol, se aplicé
solucién de Bouin por una hora en el horno a 56°C. Después se permite enfriar por
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavd con agua corriente
hasta que las secciones se aclararon, se enjuagd con agua destilada y colore6 con
tincion de hematoxilina de hierro de Weigert por 10 minutos. Después se dejé
lavando con agua corriendo por 10 minutos y se enjuagbé con agua destilada.
Seguido de esto, se colore6 con tincidn de fucsina acida-escarlata de Biebrich
durante 15 minutos. Nuevamente, se procedié a enjuagar con agua destilada. Se
aplico solucion de acido fosfatotungstico-fosfomolibdico durante 10 a 15 minutos.
Se contrastd con solucion azul de anilina por 5 a 10 minutos y posteriormente se
enjuag6 con agua destilada. Se aplicé acido acético al 1% durante 3 a 5 minutos.
Finalmente, se deshidratdé con etanol al 95%, alcohol etilico absoluto y xileno y se

mont6 en un medio con resina.

Tincion para Reticulo (fibras reticulares) (22)

Inicialmente, los bloques con parafina deben ser desparafinizados e hidratados
hasta llegar a agua destilada. Después se oxidaron en permanganato de potasio
por 1 minuto y se lavé en agua posteriormente. Se debe diferenciar con metabisulfito
de potasio durante 1 minuto y volver a lavar con agua. Se sensibiliz6 en solucion
sulfato férrico de amonio por 1 minuto y se lavo con agua. Se impregn6 con solucion
de plata por 1 minuto y se lavé con agua destilada. Posteriormente, se paso por una
solucion reductora de formol durante 3 minutos y se lavd con agua. Se aplicé
solucion cloruro de oro y nuevamente lavo con agua destilada. Se aplicé soluciéon
de metabisulfito de potasio por 1 minuto y se fij6 con tiosulfato de sodio durante 1
minuto y lavé con agua. Finalmente, se deshidrat6é con alcoholes del 96%, absoluto

y posteriormente se pasé por xilol para montarse con resina.
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PROCESO DE INMUNOHISTOQUIMICA

El estudio inmunohistoquimico se inicia con la obtencion de cortes en blanco, de 2
micras de espesor. Se colocaron en laminillas electro-cargadas, las cuales se
etiquetaron con el nombre del anticuerpo a utilizar, en este caso CK8/18 (23), y se
dejaron calentando en la estufa de secado a una temperatura de 65°C por 35

minutos.

Una vez transcurrido este tiempo, los cortes histoldgicos se desparafinaron y
rehidrataron en bafos de 5 minutos cada uno en el orden siguiente: xilol, etanol
absoluto, alcohol al 96% y agua destilada. Se dejé escurrir y se acomodaron en
canastillas especiales; las laminillas se introdujeron en un recipiente con una
solucion especial llamada Declere (Buffer citratos). Se introdujeron en una olla de
presion y se calentdé en un horno microondas, cuando este alcanz6 el maximo de
presion (aproximadamente 10 minutos) se contaron 5 minutos para que se llevara
a cabo la recuperacion antigénica. Pasando este tiempo se detuvo el
calentamiento. Se dejo6 enfriar la olla, se retir6 el recipiente con las laminillas y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente. Una vez frias, se dieron dos lavados con
agua destilada. Enseguida se acomodaron las laminillas en una canastilla especial,
las laminillas con los tejidos problema se contrapusieron con laminillas vacias
permitiendo que las marcas con cruces situadas en la parte superior derecha de
cada laminilla se queden una de cada lado, asi asegurando que la capilaridad se
lleve a cabo de forma adecuada. Posteriormente, se colocd PBS 1X por capilaridad
y a continuacion se retir6 este por absorcién con papel. Se continu6 con el paso de
blogueo de sitios inespecificos, se tomo perdxido de hidrégeno (H202) al 3%, se
incub6 por 6 minutos, y posteriormente se reitrd el perdxido de hidrégeno (H20) y
se aplicaron tres lavados con PBS 1X. Se retir6 este y se adicioné el anticuerpo
que previamente se prepard en la dilucidn correspondiente, el diluyente que se

utiliz6 es de la marca BioSb.
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Los tejidos control se seleccionaron dependiendo de las indicaciones de los
fabricantes en la hoja técnica de cada anticuerpo, en el caso de CK8/18 se utilizd
prostata como control externo. En la tabla 1 se describe la marca y dilucién del

anticuerpo mencionado.

Tabla 1.
Informacion sobre anticuerpo CK8/18
Anticuerpo Marca Dilucién Clona
CK8/18 BioSb 1:100 B22.1/B23.1

Una vez que se cargd el anticuerpo se incubd con 60 minutos a temperatura
ambiente, al término de la incubacion se retir6 el anticuerpo por absorciéon con
papel, se lavd tres veces con PBS 1X. Se incub6 con Biotina durante 8 minutos,
al terminar el tiempo de incubacion se lavd tres veces con PBS 1X, se incubd con
Streptoavidina por 8 minutos mas, al término del tiempo de incubacién se lavd con

PBS 1Xy se continud con el revelado de las muestras.

Se adicion6 una gota de Diaminobenzidina por cada mililitro de diluyente DAB que
viene en el kit, el revelado se realiz6 observando al microscopio de luz hasta que

esté completamente nitida la reaccion que debe de tomar color café.

El proceso de contraste también se realiz6 de forma manual con hematoxilina
sumergiendo las muestras durante 60 segundos. Inmediatamente se lavd con agua
y se aplic6 hematoxilina en una solucién sobresaturada de carbonato de litio, se
enjuagb en agua, y finalmente se deshidraté en bafios consecutivos en el siguiente
orden: alcohol al 96 °C, etanol absoluto y xilol por dos minutos cada uno, se mont6
con resina permanente para microscopia y con cubre objetos para ser examinado

por el pat6logo.
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ANALISIS DE DATOS

Tamano de la biopsia y numero de espacios porta

Una biopsia hepatica representativa y adecuada debe medir al menos 1.6 cm de
largo, 1.2 a 1.8 cm de didmetro y contener al menos diez espacios porta (24,25).
Los espacios porta estdn compuestos por tres elementos: vena porta, arteria
hepatica y conductillos biliares, aunque también es comun encontrar vasos
linfaticos. Otros autores han sugerido la presencia de entre seis y ocho espacios
porta y no mencionan una medida minima, excepto para gradificar y estadificar la
hepatitis crénica (26). En esta, se pide una mediciébn minima de 2.0 a 2.5 cm de
largo y 11 espacios porta (26). De hecho, se recomienda que en el mismo reporte
de patologia se describa la calidad del tejido, detallando un comentario sobre la
limitacibn de la biopsia debido al numero de espacios porta, al tamafo,
fragmentacion o la mediciébn de la extension de la fibrosis limitada por la

localizacién subcapsular de la toma de biopsia. (21,26) (Figura 1y 2)

Figura 1. Se observa una biopsia de higado conservada mayor a 1.6 cm (A) (HE,
10X) Biopsia hepatica fragmentada y subéptima. (B) (HE, 4X) Biopsia hepatica
superficial que muestra la capsula de Glisson y obliga tener cuidado para la

evaluacion de fibrosis. (C) (Tricromico de Masson, 10X)
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Figura 2. Biopsia de
higado que demuestra
un acercamiento a un
espacio porta pequeno.
Se observan abundantes
conductos biliares con
una luz redonday células
cubicas con nucleo
redondo. Se observan

luces de origen venoso

revestidas por epitelio
plano y vistas con mayor facilidad por los eritrocitos en su interior (flechas).
También se aprecia la arteria hepatica con una pared muscular gruesa y células
mioepiteliales en esta (punta de flecha). (A) (HE, 10X) Se observa otro espacio
porta de tamafno mediano. La flecha muestra la vena porta y la punta de flecha, la
arteria hepatica. (B) (HE, 10X)

Esteatosis (Anexo 2)

Es el elemento principal de la enfermedad de higado graso, corresponde a la
acumulacién mayor al 5% de lipidos intracitoplasmaticos en forma de vesiculas en
la biopsia. Esta se puede apreciar de forma macrovesicular o microvesicular. Este
ultimo se comentara en una seccion aparte. La forma macrovesicular se divide en
dos: la forma de gota gruesa y gota pequena. En la primera, la vacuola se aprecia
como un espacio 6pticamente vacio que desplaza el nucleo hacia la periferia.
(Figura 3A) Mientras que en la de gota pequefia, se observan los espacios vacios
en el hepatocito sin desplazar el nucleo, y no llenan el hepatocito, a diferencia de
la esteatosis microvesicular en donde dan un aspecto espumoso a la célula. (21)
En el adulto, la esteatosis macrovesicular se encuentra tipicamente en la zona 3
del acino hepatico, es decir perivenulares. (25,27) Mientras que en nifios se

aprecian sobre todo en la zona 1 periportal. (27)
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La esteatosis se gradifica en cuatro segun la clasificacion de CRN, descrita en el
2005. El grado 0 es aquél con < 5% de hepatocitos comprometidos, por lo que no
ameritaria el diagnéstico de HGNA. El grado 1 corresponde al 5-33% hepatocitos
comprometidos, grado 2 al 33-66% hepatocitos comprometidos y finalmente, grado
3 es mayor al 66%. (17) (Figura 3B)

Figura 3. Esteatosis macrovesicular. Se observan vacuolas en el citoplasma de los
hepatocitos. (A) (HE, 10X) Interior: el nucleo se observa desplazado hacia la
periferia (HE, 100X visto con aceite de inmersidn). En esta imagen panoramica se

aprecia la gran cantidad de esteatosis correspondiente a un grado 3. (B) (HE, 4X)

Balonizacion (Anexo 2)

La degeneracion balonoide es parte del espectro de lesiones hepatocelulares
requeridas para el diagnéstico de EHNA. La esteatosis por si misma, con 0 sin
inflamacion no es suficiente para el diagnoéstico de esteatohepatitis. (28,29). La
balonizacidén se caracteriza por edema intracelular del hepatocito con rarefacciéon
del citoplasma resultando en células claras con material granular citoplasmatico
en su interior. (Figura 4) Usualmente son mas grandes que los hepatocitos
normales. (80) Otras lesiones hepatocelulares diagnésticas de esteatohepatitis

incluyen la apoptosis, necrosis y cuerpos acidoéfilos. Estos criterios se suelen
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encontrar en la zona 3 del higado. También se ha propuesto el uso de reacciones
de IHQ utilizando CK8/18 para el reconocimiento histologico facilitado de la

degeneraciéon balonoide. (27)

Los estudios de IHQ han demostrado que los hepatocitos balonoides
independientemente de su etiologia, ya sea EHNA, esteatohepatitis alcohdlica,
colestasica, deposicibn de hierro, lesiones proliferativas y neoplasias
hepatocelulares, presentan una disminucién o pérdida de expresion de CK8/18,
mientras que los hepatocitos no balonizados retienen esta expresion. (24, 27)
Lesiones como hepatitis aguda, hepatitis neonatal de células gigantes, hepatitis
cronica B y autoinmune, si bien también pueden cursar con balonizacién, los
hepatocitos no mostraran pérdida de CK8/18. (31) Por lo que la pérdida de
expresion de CK8/18 membranal y citoplasmatica puede usarse como marcador de
degeneracion balonoide objetivo en EHGNA, ocasionado por alguna de las
primeras etiologias expuestas, con la posterior formacion de CMD (CK8/18
positivos). En otro estudio se describié que si bien hay pérdida de CK8/18 en la
degeneracion balonoide, hay otros hepatocitos no balonizados que también
muestran pérdida de dicha CK, representando asi un espectro morfolégico e

inmunohistoquimico que no ha sido caracterizado del todo. (24)

La balonizacidbn se gradifica en tres categorias: la primera corresponde a
balonizacién nula; el puntaje de 1 corresponde a pocas células balonizadas y el

puntaje 2 a muchas células balonizadas. (17)
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Figura 4. Se observan hepatocitos
con cambios de balonizacién (HE,
40X)

Inflamacion lobulillar (Anexo 2)

La inflamacién puede ser de tipo linfocitaria o polimorfonuclear (neutréfilos y/o
eosindfilos), y suele concentrarse en el parénquima lobulillar. (Figura 5) La
activacion del sistema inmune suele ser caracteristica de la EHNA, sin embargo
no es sine qua non de su diagnostico, puesto que hay casos de inflamacién
lobulillar pura sin degeneracién balonoide (28,32). La agregacién en nodulos
linfoides, espacios porta o de células plasmaticas debe hacer sospechar en otras

entidades como hepatitis autoinmune (25).

Se clasifica segun el articulo de la CRN de 0 a 3 grados, en donde 0 equivale a
ningun tipo de inflamacion. El grado 1 se da a los casos con menos de 2 focos de
inflamaciéon por campo 6éptico x 200, el grado 2, a los casos con 2 a 4 focos por
campo Optico x 200, y finalmente, grado 3 a los casos con mas de 4 focos de

inflamacién por campo 6ptico x 200. (17)
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Figura 5. Biopsia de higado con

L&
LA .

4 . esteatohepatitis mostrando
+*" inflamacion de tipo polimorfonuclear

(flechas).

Puntaje NAS (Non-alcoholic steatohepatitis Activity Score) (Anexo 2)

El puntaje NAS fue originalmente descrito para establecer la gravedad y evolucion
de la EHNA, en pacientes adultos y pediatricos. El propésito fue evaluar los cambios
histoldgicos de esteatosis, inflamacidn lobulillar y balonizacidén para utilizarse sobre

todo en intervenciones terapéuticas de ensayos clinicos.

El puntaje del NAS (0-8) correlaciona con el diagnéstico histopatolégico, sin bien no
lo sustituye. Los casos con puntajes de 0-2, no corresponden a EHNA; puntajes
mayores o iguales a 5 correlacionan a EHNA; aquellos casos con valores
intermedios no correlacionan bien con algun diagnéstico. Es por esto que el

diagnéstico final de EHGNA es dada por el patdlogo y no por el puntaje NAS.

Inflamacion portal (Anexo 2)

El grado de inflamacion portal se habia considerado como criterio para el
diagnéstico de EHNA en 1999 por la investigadora Elizabeth Brunt, sin embargo
se desplaz6 en el 2005 en el sistema de CRN en el estudio de Kleiner. El
significado aun no ha sido dilucidado, pues se ha encontrado mucha informacion
no reproducible. Puede ocurrir en diversos grados en la EHNA e incluso, se ha

descrito que correlaciona su gravedad con la actividad aumentada de EHNA y
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fibrosis. (27,33) Se ha descrito como caracteristica de resolucidén de hepatitis (21)

y como indicador de otra enfermedad hepatica concurrente y crdnica. (33)

La inflamacidn portal suele ocurrir como infiltrados linfociticos periportales. Existen
diversos sistemas para gradificar la inflamacién portal, el utilizado en nuestro
estudio fue el Sistema de puntuacién de Brunt para inflamacion portal (2007)
(Anexo 2). Este separa subjetivamente las etapas de inflamacién portal en cuatro
grupos: 0, equivale a nula inflamacion portal; 1 a inflamacién leve; 2 a inflamacion

moderada y finalmente 3, a inflamacion portal grave. (Figura 6)

Figura 6. Se observa infiltrado linfocitico en los espacios porta de diversos grados,

en la imagen A corresponde a inflamacion grado 1, la imagen B a inflamacion
grado 2 e inflamacion grado 3 a la imagen C, donde da aspecto de hepatitis de
interfaz. (A-C) (HE, 10X)

Fibrosis (Anexo 2)

La fibrosis avanzada ha sido identificada como la caracteristica histol6égica mas
importante asociada con pobres resultados; presagia un mal pronéstico sobre todo
en pacientes con EHNA (14). El evento central en la fibrogénesis hepatica es la
activacion de las células estrelladas hepaticas (de Ito) (14). Cuando dichas células

estan quiescentes, la funcion principal de estas es el almacenamiento de lipidos,
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incluida la vitamina A. Sin embargo, en varias formas de lesidbn aguda y crdnica
estas se activan y diferencian en miofibroblastos. Si la lesién persiste, empieza el
deposito en la matriz extracelular y cicatrizacidén, especialmente en el espacio de
Disse y la zona 3 perivenular. Es asi como avanza la enfermedad y se empiezan
a formar tabiques fibrosos densos tras el colapso de la red de reticulo habitual
(Figura 7), y comienza el depoésito de colageno por los nuevos fibroblastos.
Finalmente, la enfermedad se extiende tanto que rodean los hepatocitos

sobrevivientes y dan a lugar a cicatrices difusas (cirrosis). (32)

Figura 7. Biopsia hepética sin
alteraciones, tenida para fibras
reticulares presentes normalmente en los
sinusoides separando dos hileras de

hepatocitos. (Reticulo, 10X)

Existen diversos sistemas de puntuacion de la fibrosis, el utilizado en este estudio
corresponde al utilizado por Kleiner en el CRN. El grado 1 es sub-dividido en tres
partes. El 1A corresponde a fibrosis leve perisinusoidal; 1B es moderado; 1C es
solamente fibrosis periportal. El grado 2 corresponde a fibrosis periportal ademas
de perisinusoidal; grado 3 a formacion de puentes (porto-portales y porto-centrales)

y grado 4, a nédulos cirréticos. (17) (Figura 8)
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Figura 8. Biopsia hepatica sin alteraciones en la deposicion de fibras de colageno,
grado 0 (A); con presencia de fibrosis periportal, grado 1C (B); con evidencia de
fibrosis perisinusoidal y periportal, grado 2 (C) (A-C, Tincion de Masson, 10X).
Biopsia de higado con formacién de septos incompletos, grado 3 (D) y ndédulos

cirrGticos o septos completos en un grado 4 (E) (D-E, Tincidbn de Masson, 4X).

Vénulas hepaticas terminales

Refiere a la observacion subjetiva de las vénulas hepaticas terminales en la zona
3 ya que la deposicion de colageno comienza en dicha zona como fibrosis
perivenular y perisinusoidal antes de extenderse a otras partes del lobulillo
hepatico. (34) La descripcion de esta fibrosis perivenular no se incluye en la
clasificacién de la fibrosis de Kleiner/CRN por lo que se maneja aparte y se reporta
subjetivamente por la presencia o ausencia de fibrosis, 0 ausencia de vénulas
identificables en la biopsia. Si la fibrosis es considerable se denomina
fleboesclerosis. Esta eventualmente termina por obstruir la vena por completo y
puede dar a un area cicatricial conocida como necrosis hialina esclerosante, una
lesibn veno-oclusiva que se observa principalmente en hepatitis asociada a
alcohol. (21,29) (Figura 9)
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Figura 9. Necrosis hialina
esclerosante. La vénula hepatica
terminal esta obliterada (superior-
izquierdo). Las tinciones especiales
pueden ayudar a observar los
remanentes de la pared venular.
(HE) Imagen replicada de Elizabeth
Brunt. (21)

Actividad de interfase

Esta es definida como infiltrado inflamatorio, tipicamente linfoplasmocitario, que
sobrepasa la placa limitante (primera hilera de hepatocitos que rodean un espacio
porta). (Figura 10) Suele acompanfarse de apoptosis, necrosis y destrucciéon de los
mismos hepatocitos circundantes. Estos son hallazgos comiunmente encontrados
en hepatitis autoinmune. (35) El reporte de esta caracteristica es simplemente

detallada como su presencia o ausencia.

Figura 10. Se observa hepatitis de interfaz con rompimiento de la placa limitante

(A) (HE, 10X) y un acercamiento al infiltrado linfoplasmocitario (B) (HE, 40X)
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Esteatosis microvesicular

Se refiere a vesiculas lipidicas pequefias dispersas en el citoplasma del
hepatocito, sin ocurrir desplazamiento del nicleo hacia la periferia (a diferencia de
la esteatosis macrovesicular), sino que el nucleo permanece en su disposicion
central. (Figura 11) Estas vesiculas pueden ser tan diminutas que generan un
aspecto espumoso y pueden dificultar su observacion en tinciones rutinarias, por

lo que a veces se emplea el uso de la tincion especial Rojo Oleoso. (21,36)

La esteatosis microvesicular se asocia a mayor dafo hepatocelular, por lo que se
encuentra mayoritariamente en EHNA. Suele acompafiarse a su vez de
megamitocondrias y mayor grado de fibrosis. (25) El hallazgo exclusivo de
esteatosis microvesicular es raro y debe sugerir otras etiologias como hepatitis
medicamentosa o trastornos del metabolismo de acidos grasos de cadenas largas.

Su reporte es simplemente detallada como su presencia o ausencia.

Figura 11. Biopsia hepatica demostrando esteatosis macro y microvesicular (A)
(HE, 10X), con un acercamiento a un hepatocito con gotas rodeando el nicleo
central. (B) (HE, 40X)
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Cuerpos de Mallory-Denk

Los CMD son inclusiones intracitoplasmaticas eosinéfilas, densas y de aspecto de
cuerda retorcida. Suelen encontrarse en hepatocitos balonoides en la zona 3 y
areas de fibrosis perisinusoidal. (Figura 12) Cuando se encuentran, se relacionan
a mayor actividad de EHNA (27). Su significado es desconocido, se ha dilucidado
que se trata de un mecanismo de protecciéon celular ya que suelen encontrarse

neutréfilos en la vecindad. (37)

En cuanto a su fisiopatologia, se ha descrito que el estrés oxidativo crénico causa
una sobreexpresion de CK8 en relacion con CK18 que conlleva a un plegamiento
errbneo, reorganizacion del citoesqueleto y finalmente la pérdida en la estabilidad
mecanica del hepatocito que resulta en el agrandamiento y balonizacion per se del
citoplasma. Bajo estas mismas condiciones de estrés, otras proteinas adicionales a
CK®8/18 (como ubiquitina y proteinas de choque térmico como Hsp 70, 90 y 25) se
agregan. Dichas agregaciones posteriormente sobrepasan la capacidad de
degradacion proteica, por lo que es posible observar los CMD, que son positivos a
CK8/18 (14).

Fueron inicialmente descritos por el Dr. Frank Burr Mallory. (37) Durante cinco
décadas se consideraron patognomoénicos de la hepatopatia alcohdlica.
Posteriormente, el patdlogo Helmut Denk demostr6 que no solamente el alcohol
se asociaba a los CMD. Es por eso que estas estructuras llevan el nombre de

ambos investigadores.
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Figura 12. Se observan numerosos
cuerpos de Mallory Denk (flechas) en
el citoplasma de hepatocitos

rodeados por neutréfilos. (HE, 40X)

Reaccion ductular / Dafio de conductos

El dafo a los conductos biliares incluye una variedad de anomalias epiteliales,
desde estratificacion epitelial, células epiteliales oncociticas o con vacuolizacion,
apoptosis, necrosis y alteracibn de la polaridad hasta inflamacién, mas
frecuentemente por linfocitos pero también por polimorfonucleares (en cuyo caso
se cambia el término a colangitis). También se puede observar una respuesta
granulomatosa, en cuyo caso se le conoce como lesion ductal florida, y estos se
aprecian sobre todo en casos con cirrosis biliar primaria. (13,35,38) Estos son

reportados por su ausencia o presencia. (Figura 13)

Figura 13. Se observan numerosos
conductillos biliares, en un espacio
porta mediano, con alteracion de su
estructura debido a abundantes
linfocitos. (HE, 10X)
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Proliferacion ductular

Este hallazgo hace referencia a estructuras ductulares hiperplasicas que se
acompafan de cantidades variables de inflamacién y tejido conectivo rodeando
los espacios porta. (Figura 14) Se piensa que se originan de las células
progenitoras u ovales hepéticas. En la EHNA se relaciona a obstruccion biliar,
fibrosis avanzada y cirrosis y de hecho, se ha discutido como una posible via para

la progresion de la fibrosis (27). Es reportado segun su ausencia o presencia.

Figura 14. Biopsia hepética con reaccion ductular (flechas) abundante. (A) (HE,

10X) Biopsia de higado con reaccion ductular (flechas) y presencia de células

ovales (punta de flecha), en el contexto de cirrosis hepatica. (B) (HE, 10X)

Colestasis

Esta variable hace referencia al hallazgo de bilis visiblemente como material
verde-café, en el citoplasma de hepatocitos o de forma intracanalicular. (Figura
15) Cuando la colestasis se asocia a inflamacion, se le conoce como hepatitis
colestasica. Se puede encontrar de forma aislada o como parte de una hepatopatia
como lesion biliar o medicamentosa, por ejemplo por anabdlicos. Dentro de las
lesiones biliares asociadas a colestasis se encuentra la colangitis biliar primaria y
colangitis esclerosante primaria. (39) La colestasis es reportada por su ausencia

0 presencia y ubicacion.
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Figura 15. La colestasis
puede ser intracanalicular
y explicita (A) (HE, 10X) o
apenas perceptible,
puntiforme, dentro del
citoplasma de un
hepatocito (B) (HE, 10X).

Cuerpos acidofilos

Los cuerpos acidofilos son parte del espectro de lesion hepatocelular en la
esteatohepatitis, junto con la necrosis y degeneracion balonoide. (27)
Corresponden a hepatocitos muertos individuales, anucleados, eosinéfilos y
pequenos, redondos que aparecen libres dentro de sinusoides o rodeados por
células de Kupffer u otras células inflamatorias. (Figura 16) (13,40) Fueron
descritos inicialmente por Councilman en la fiebre amarilla, por lo que cuerpos de
Councilman deben abstenerse solo a la descripcién de dicha enfermedad. (38)
Mientras que los cuerpos apoptdsicos corresponden a hepatocitos o células de la
via biliar muertas, se puede usar este término de forma indistinta. (13) En la
hepatitis colestasica, asi como en hepatitis agudas, suelen encontrarse

abundantes cuerpos apoptdsicos.
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Figura 16. Necrosis
coagulativa vs. Apoptosis. Los
hepatocitos superiores han
sufrido necrosis coagulativa y
se delimitan bien de los
hepatocitos viables inferiores.
Los hepatocitos necréticos
demuestran  hipereosinofilia,
picnosis nuclear y
discohesividad  (A)  (HE).

Multiples cuerpos apoptéticos de distintos tamafos se observan dentro de los

sinusoides. (B) (HE) (38) Imagenes replicadas del libro Scheuer’s Liver Biopsy

Interpretation.

Nucleos glucogenados

Los nucleos glucogenados se encuentran vacuolados, usulamente agrupados y
ubicados en los hepatocitos periportales de la zona 1. (Figura 17) En la EHGNA,
especialmente en la EHNA son méas comunes, incluso considerados
caracteristicos de ésta y de pacientes diabéticos, mientras que en son raros en
lesion por alcohol. (27,31) Estos son reportados por su ausencia o presencia en

los hepatocitos.
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Figura 17. Se observan hepatocitos con nucleos vacuolados en el contexto de dos
casos distintos de esteatohepatitis. (A, B) (HE, 10X)

Megamitocondrias

Estas estructuras son intracelulares, eosinofilicas, redondas a cilindricas
observadas en el citoplasma de los hepatocitos. Suelen acompanarse de
esteatosis microvesicular. (Figura 18) El significado de éstas en EHGNA es
desconocido, sin embargo, en la enfermedad hepatica por alcohol, se han
asociado a progresion clinica. (27,40) Estas estructuras son reportadas

simplemente por su presencia o ausencia.

Figura 18. Se observan hepatocitos con megamitocondrias intracitoplasmaticas
eosindfilas (flecha). (A) (HE, 40X) La flechas sefalan megamitocondrias en este

caso externo del articulo original de la CRN (B) (HE, 40X)

Macrofagos pigmentados

Las células de Kupffer (macréfagos) intrasinusoidales pueden encontrarse de
forma pigmentada debido a la presencia de lipofuscina en el higado en la zona 3
perivenular principalmente. Sobre todo se observan en lesiones con actividad
necro-inflamatoria, asociadas a isquemia, hepatitis agudas o crdnicas. Los
macrofagos se encuentran tefidos de color café-dorado a amarillo en el

citoplasma. (Figura 19) El pigmento corresponde a lipidos oxidados dentro de los
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lisosomas. No se debe confundir con la hemosiderina que es refractil, ni con
bilirrubina que es verde y se encuentra dentro de los hepatocitos o de forma libre
intrasinusoidal. (38) Otro pigmento comunmente encontrado en el higado, es el
hierro en el contexto de la enfermedad metabdlica, hemocromatosis; el pigmento
es café granular en el citoplasma de los hepatocitos periportales y tardiamente en
las células de Kupffer, donde cursaria frecuentemente con cirrosis. Un elemento
de apoyo histopatolégico para su diagndstico es la utilizacion de la tincion especial,

azul de Prussia.

Las células de Kupffer se encuentran mas comunmente en la hepatopatia
alcohdlica, sin embargo recientemente (41,42) se ha encontrado una relacién
entre dichos macréfagos con la activacion de las células estrelladas de Ito y
miofibroblastos, quiénes participan en la fibrogénesis hepatica. Las células de
Kupffer activadas, secretan una gran cantidad de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a e IL-6, quienes participan en la progresidn de la fibrosis.

Los macrofagos pigmentados son reportados por su escasez o abundancia (17).

- Figura 19. Se observan células de Kupffer
.:'jj con lipofuscina cercanas a la vena
- centrolobulillar indicativas de actividad
necro-inflamatoria  reciente. (A, HE)
Replicada del libro Scheuer’s Liver Biopsy
Interpretation. Macrofagos pigmentados
por hemosiderina en un sinusoide
hepatico. Tomado de Webpath (B, HE)

Deposicidon de hierro intracitoplasmatico

de hepatocitos periportales, en este caso de hemocromatosis, positivo a la tincion
de azul de Prussia. (C, HE); (D, Azul de Prussia) subidos a internet por Kimberley
J. Evason, M.D., Ph.D.
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Microgranuloma y Lipogranuloma

Se pueden observar estas caracteristicas en el contexto de una esteatohepatitis.
El microgranuloma hace referencia a pequenos agregados de células de Kupffer
intrasinusoidales, mientras que el lipogranuloma ademas contiene vacuolas
lipidicas, colageno e inflamacion. (25) (Figura 20) Estos se encuentran sobre todo
en el lobulillo hepatico y se encuentran mas comunmente en la EHGNA que en la
hepatopatia alcohélica. (43) Otro tipo de granulomas por ejemplo, los epitelioides,
harian dudar del diagnéstico de EHNA y obligan a considerar una etiologia
infecciosa o los granulomas descritos en la lesion ductal florida que inclinan a

pensar en la colangitis biliar primaria.
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Figura 20. Se observa un microgranuloma adyacente a una vena central. (A, HE).
Lipogranuloma (vacuolas, macréfagos, linfocitos y colageno) observado en el
contexto de una esteatohepatitis. Tomado de Lewis J. Histopathology of

granulomatous liver disease. (B) (10X, HE)

Hepatocitos en vidrio esmerilado

Los hepatocitos en vidrio esmerilado son aquellos que tienen un citoplasma palido
rosa-homogéeno que recuerda a un vidrio opaco, sobre todo se han descrito en la
hepatitis B cronica. Estos cambios pueden involucrar todo el citoplasma o pueden

encontrarse en forma de inclusiones redondas. (38) (Figura 21)
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Figura 21. Se observan hepatocitos con
{ vidrio esmerilado en el citoplasma
correspondiende a infeccidn por virus de
Hepatits B. (HE) (88) Imagenes
replicadas del libro Scheuer’s Liver Biopsy

Interpretation.

Posteriormente, una vez llenada la base de datos por cada variable, se compararon
los reportes antiguos con la lista de verificacién propuesta. Como objetivo terciario,
se investigaron cada una de estas variables utlizando la clasificacién o graduacion
correspondiente o reportando su presencia/ausencia, se realizd estadistica

descriptiva a modo de gréficas que se presentan a continuacion.
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RESULTADOS

Se investigaron todas las variables de la checklist en los 53 casos y fueron
reportadas y comparadas contra los reportes originales, con un enfoque en si estas
variables fueron mencionadas u omitidas. Cuando las variables fueron
mencionadas, debe cumplir ademas con la gradificacion apropiada para
considerarse como un caso adecuado. Se consider6 que el 100% de las variables
de los nuevos reportes fueron incluidas en la descripcion microscépica o

diagnostico final.

Caracteristicas histolégicas mas importantes de la EHGNA que fueron incluidas u
omitidas en los reportes originales

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Esteatosis Balonizadén 1. Lobulillar Puntaje NAS Fibrosis

M Incluido ™ Omitido

Gréfico 1. Caracteristicas histologicas mas importantes de la EHGNA que fueron

incluidas u omitidas en los reportes originales.

En el primer grafico, se encuentran las variables histol6gicas més importantes en
el contexto de la EHGNA, es decir la esteatosis, degeneracion balonoide e
inflamacion lobulillar. Si bien todos los casos incluyeron la esteatosis como parte
del diagnéstico, hubo un 2% que no lo clasificé en grado 1, 2 0 3. En cuanto a la
balonizacion, hasta el 38% no hizo mencion de esta en el reporte, mientras que el
23% no hizo mencion de la inflamacidén lobulillar. Estas dos caracteristicas
histoldgicas son esenciales para distinguir entre HGNA y EHNA. El puntaje NAS

fue omitido en un 83% de los casos.
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Caracteristicas histolégicas no diagnosticas de EHGNA
mas mencionadas en los reportes originales

100%
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I. Portal Esteatosis microvesicular Colestasis

B Incluido = Omitido

Gréfico 2. Caracteristicas histoldgicas no diagndsticas mas comunmente

mencionadas en los reportes originales.

En el grafico 2 se presentan las caracteristicas histoldgicas, que después de las
mas importantes del grafico 1, fueron incluidas en los reportes originales. Incluyen
la inflamacion portal, mencionada y gradificada en un 28% de los casos; la
esteatosis microvesicular en un 32% de los casos y colestasis en un 21% de los

casos.

Caracteristicas histolégicas no diagnosticas de EHGNA que fueron menos

mencionadas en los reportes originales
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Grafico 3. Caracteristicas histoldégicas no diagnosticas de EHGNA menos

mencionadas en el reporte original.

El grafico 3 muestra las variables histoldgicas que fueron excluidas en mas del 85%
en los reportes originales; incluye actividad de interfase, dafio de conductos,
proliferacion  ductular, presencia de CMD, nucleos glucogenados,
megamitocondrias, macréfagos pigmentados, granulomas, cuerpos acidofilos o
hepatocitos con vidrio esmerilado. Si bien los casos pudieran no mostrar los
cambios y por esta razdén haberse exlcuido su mencion, pudiera también

corresponder a que no se buscaron activamente.

Criterios de calidad de biopsia hepatica incluidos u omitidos
en los reportes originales
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M Incluido ®Omitido

Grafico 4. Criterios de calidad de biopsia hepatica incluidos u omitidos en los

reportes originales.

El grafico 4 muestra los criterios de calidad de biopsia hepatica, nUmero de
espacios porta y el tamano de la biopsia cuado se recibe en el laboratorio y tras el
procesamiento histologico. El numero de espacios porta fue omitido en un 89% de
los casos, mientras que si bien el tamafio de la biopsia fue reportado en todos los

casos, su tamafo tras el procesamiento fue omitido en todos los casos.
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Porcentaje de casos de EHGNA
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Diagnéstico global

Grafico 5. Muestra el porcentaje de casos con HGNA y EHNA de un total de 53

casos examinados.

De las 53 biopsias hepaticas con EHGNA recopiladas se encontré que el 60%
correspondian a EHNA (n=32) y 40% a HGNA (n=21) (Gréfico 5).

mHGNA mEHNA
100%
90%
80%
70%

IS
- 1)
2 60% 51%
£ 50%
S a0% 34% 329 34%
e 30% 26%

20%

0,
v m Il I
Grupo 1 (EP 0-5) Grupo 2 (EP >6) Grupo 3 (EP 0-9) Grupo 4 (EP 210)

Calidad de las muestras segun espacios porta

Grafico 6. Comparacién de los cuatro grupos que muestran la calidad de la biopsia

hepatica segun el nUmero de espacios porta.
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Segun los criterios para garantizar calidad en una biopsia hepatica, el nUmero de
espacios porta deben ser mayores a 6-8, mientras que otros autores sugieren
mayor o igual a 10. En nuestro estudio, se separaron las muestras en cuatro
grupos. Los primeros dos para evaluar el criterio de 6 a 8 espacios porta, y los
grupos 3 y 4 para evaluar el criterio de 10 espacios porta. Se encontr6 que
utilizando el primer criterio, en el grupo 1 con 0-5 espacios porta contabilizados en
la biopsia, excluiria hasta el 15% de las biopsias enviadas por EHGNA (Grafico 6);
de estas, el 6% fueron diagnosticadas como HGNA y 9% como EHNA. En el grupo
2, estan aquellas biopsias con mayor o igual a 6 espacios porta (6ptimas para su
diagnostico), estas comprenden el 85% de las biopsias hepaticas, el 34%
corresponde a HGNA 'y el 51% a EHNA. El grupo 3 contiene las biopsias con menos
de 10 espacios porta, el otro criterio de calidad sugerido que las haria insuficientes.
Hasta el 34% de las biopsias no serian apropiadas para diagnosticarse, el 8% fue
diagnosticado como HGNA vy el 26% como EHNA. Finalmente, en el grupo 4 se
encuentran aquellas biopsias con espacios porta mayor o igual a 10; corresponden
a 66% de las biopsias; 32% de HGNA y 34% de EHNA.

HHGNA mEHNA
100%
90%
80%
70%

S 58%
o 60% .
© o 49%
2 50%
] 38%
s 40% 32%
& 30%

20% . 11%

10% 8%

° 2% 2% -
O% I
Grupo 1 (0-1.5) Grupo 2 (> 1.6) Grupo 3 (0-1.5) Grupo 4 (> 1.6)

Calidad de las muestras segtin tamano de la biopsia

Gréfico 7. Comparacidn de los cuatro grupos que muestran la calidad de la biopsia

hepatica segun el tamano de la biopsia, antes y después del procesamiento.
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El segundo criterio de calidad en biopsias hepaticas que ha sido reportado es la
longitud de la biopsia medida en centimetros, la cual debe medir mayor o igual a
1.6 cm. Se encontraron los siguientes resultados (Gréafico 7). En el grupo 1, se
tienen las biopsias menores a dicha medida, las cuales conformaron hasta el 96%
de las biopsias de EHGNA, el 38% de estas fueron diagnosticadas como HGNA y
el 58% como EHNA. El grupo 2 muestra aquellas que fueron mayor o igual a 1.6
cm, mostrando que solo el restante 4% cumple con los criterios de calidad
establecidos. El grupo 3 muestra las mismas biopsias pero ahora, posteriores al
procesamiento histolégico como forma de estudiar si se estd perdiendo tejido
valioso en este proceso o si el tejido es escaso desde el momento de obtencion
instrumental de la biopsia. Se observa que todavia hasta el 81% de las biopsias
son insuficientes para su diagnéstico y el 19% restante (grupo 4) si cumplia con

criterios de calidad.

mHGNA mEHNA
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S 59%
> 60%
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S 30% ° 24%
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10% 0% 0%
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Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3

Grado de esteatosis

Gréfico 8. Comparacion entre biopsias con por EHGNA por grado de esteatosis.

En cuanto a la esteatosis, las biopsias diagnosticadas como EHNA corresponden

mayoritariamente a grado 3, mientras que aquellas clasificadas como HGNA
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corresponden mas a grado 1y grado 2. No hay casos clasificados como grado 0

ya que implicaria que no hay EHGNA.
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72%

28%

0% 0% I

Grado 1 Grado 2

Grado de balonizacion

Grafico 9. Comparacién entre biopsias de EHGNA por grado de balonizacion (0-2).

Segun el grado de balonizacién, las biopsias diagnosticadas como grado 0

corresponden en su totalidad a HGNA debido a que ninguna presenta dano

hepatocelular, pilar diagnostico de la EHNA. La mayoria (72%) de las biopsias con

EHNA corresponden a grado 1, demostrando pocas células balonizadas, y el 28%

corresponde a grado 2, esto equivale a muchas células balonizadas.
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Grado de inflamacion lobulillar

Gréafico 10. Comparacion entre biopsias de EHGNA por grado de inflamacion
lobulillar (0-3).

Las biopsias diagnosticadas como EHNA suelen tener algun grado de inflamacién
lobulillar (53% grado 1, 38% grado 2 y 6% grado 3) en comparacion con las biopsias
con HGNA que suelen ser grado 0 (48%). Esto se explica por la propia naturaleza
de la afeccion en donde la degeneracion balonoide y la inflamacién lobulillar suelen

ir de la mano con mayor actividad de la enfermedad hepatica.
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BHGNA mEHNA
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Comparacion entre puntaje NAS y diagnostico histologico de EHNA seguin
Kleiner (2005)

Gréfico 11. Comparacion entre puntaje NAS y diagnéstico histologico de EHNA

segun grupos de Kleiner.

En el articulo original descrito por Kleiner en 2005, divide el estudio en tres grupos
dependiendo del puntaje NAS para observar la correlacion entre el puntaje
obtenido y el diagnéstico histologico global emitido por el patdlogo, en donde el
grupo 1 (NAS 0-2) corresponde a “no esteatohepatitis”; el grupo 2 (NAS 3-4) a
“esteatohepatitis indeterminada” y el grupo 3 (NAS 5-8) a “esteatohepatitis probable
o definitiva”. En este estudio de 53 casos se observd que las proporciones descritas
por Kleiner son suboptimas por lo que se modificaron estos grupos a grupo 1 (NAS

-3); grupo 2 (4); y grupo 3 (NAS 5-8) resultando una mejor estratificacién de la
poblacién (Gréafico 12). Es por el grupo 2 (indeterminado) que el puntaje NAS no se
puede utilizar para establecer un diagndstico histopatoldgico sino debe limitarse
para medir la actividad de la enfermedad. El diagnéstico se realiza ultimadamente

por la decision juiciosa del patdlogo.
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Grafico 12. Comparacion entre puntaje NAS y diagnéstico histolégico de EHNA

segun el estudio presente.
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Grafico 13. Comparacion entre el grado de inflamacion portal de biopsias con

EHGNA.
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No existe gran diferencia en el grado de inflamacién portal entre las biopsias con

HGNA y EHNA. La mayoria de las biopsias por EHGNA se encuentran en un grado

1 de inflamacion portal (leve).
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Grafico 14. Comparacion entre el grado de fibrosis en biopsias de EHGNA.

La mayoria de las biopsias por EHGNA se encuentran en fases iniciales de fibrosis

(grado 1), sin embargo, los grados 2 y 3 se encuentran en mayor proporcién en

aquellas con EHNA. Si bien, la fibrosis grado 1 se subdivide en 1A (perisinusoidal

leve), 1B (perisinusoidal moderado) y 1C (periportal) no se encontraron diferencias

significativas entre HGNA y EHNA para este grado y no se encontraron biopsias

con Grado 1b. En cuanto al grado 4, debe tenerse en mente que se piensa que la

mayoria de las cirrosis criptogénicas son ocasionadas por EHNA. En la cirrosis

criptogénica los hallazgos histopatolégicos suelen ser insuficientes para la correcta
categorizacion de la EHGNA. (32)
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Grafico 15. Comparacion de los hallazgos histolégicos encontrados en las vénulas

hepaticas terminales en biopsias de EHGNA.

Mas del 70% de las biopsias con EHGNA no presentan alteraciones en las vénulas
hepaticas, el 24% de las biopsias con HGNAy el 22% con EHNA presentan fibrosis,

por lo que no es una variable que distinga entre HGNA y EHNA.
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Gréfico 16. Comparacion de la actividad de interfase encontrada en biopsias de
EHGNA.
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La actividad de interfase se encuentra presente en el 24% de las biopsias con
HGNA y 22% con EHNA, demostrando no ser una variable de utilidad para
distinguir entre ambas enfermedades. Mas del 75% de las biopsias con EHGNA no

presentan actividad de interfase.
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Esteatosis microvesicular

Grafico 17. Comparacion de esteatosis microvesicular encontrada en biopsias de
EHGNA.

La esteatosis microvesicular no se considera dentro del rubro de esteatosis en la
descripcion original de Kleiner en 2005, por lo que en este estudio se menciona
como variable independiente al puntaje NAS. Se encuentra presente en el 76% de
las biopsias con HGNA y 81% con EHNA, demostrando no ser una variable de

utilidad para distinguir entre ambas enfermedades.
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Gréafico 18. Comparacion de dano de conductos encontrada en biopsias de
EHGNA.

Mas del 95% de las biopsias con EHGNA no presentan dafio de conductos, por lo

gue no es una variable que distinga entre HGNA y EHNA.
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Grafico 19. Comparaciéon de proliferacion ductular encontrada en biopsias de
EHGNA.
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Mas del 85% de las biopsias con EHGNA no presentan proliferacion ductular, por

lo que no es una variable que distinga entre HGNA y EHNA.
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Grafico 20. Comparacion de cuerpos de Mallory-Denk encontrados en biopsias de
EHGNA.

Los CMD se encuentran en hasta el 24% de las biopsias con HGNA y 34% de las
biopsias con EHNA. Sin embargo, la mayoria de las biopsias por EHGNA no
presentan cuerpos de Mallory-Denk en nuestro estudio, por o que no es una
variable que distinga entre HGNA y EHNA, siendo que ha sido principalmente

descrita en las biopsias por EHNA.
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Grafico 21. Comparacion de nacleos glucogenados encontrados en biopsias de
EHGNA.

Mas del 80% de las biopsias con EHGNA no presentan ndcleos glucogenados, por

lo que no es una variable que distinga entre HGNA y EHNA.
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Grafico 22. Comparacion de megamitocondrias encontradas en biopsias de
EHGNA.
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Mas del 95% de las biopsias con EHGNA no presentan megamitocondrias, por lo

gue no es una variable que distinga entre HGNA y EHNA.
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Gréfico 23. Comparacion de la colestasis en biopsias de HGNA y EHNA.
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Mas de la mitad de las biopsias con EHGNA no presenta colestasis; el 38% de las

biopsias con HGNA y el 19% con EHNA presentan colestasis, por lo que no es una
variable con distinga entre HGNA y EHNA.

Se encontr6 un (1) microgranuloma en una sola biopsia correspondiente a EHNA.

Por el resto de las variables presentes en la lista de verificacion, no se encontraron

macréfagos pigmentados, lipogranulomas, cuerpos acidéfilos ni hepatocitos en

vidrio esmerilado en las biopsias examinadas.

Adicionalmente, se realizé inmunohistoquimica a cuatro casos que representaran

el espectro de EHGNA con el fin de estudiar la expresibn de CK8/18. Este

anticuerpo es positivo de forma membranal en hepatocitos normales y negativo en
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hepatocitos balonizados. Asimismo, es positivo en los cuerpos de Mallory Denk

intracitoplasmaticos.

En el primer caso (Q15-5103) habia un ligero abombamiento de los citoplasmas de
los hepatocitos sin rarefaccion del éste, y contaba con inflamacion lobulillar grado
2, el cual suele ser indicativo de EHNA. Sin embargo, el diagnostico original y del
estudio presente fue de HGNA. La CK8/18 fue positiva por lo que el diagnéstico
permanecid igual. (Figura 22-A) En el segundo caso (Q18-5539), se observaron
focos de hepatocitos con citoplasma rarefacto y abombamiento sutil del borde
citoplasmatico acompanado de grado 2 de inflamacion lobulillar. Este caso fue
diagnosticado en ambas instancias como HGNA. La IHQ demostr6 pérdida de la
expresion de CK8/18, lo cual modificaria el diagnostico original hacia EHNA.
(Figura 22-B) El tercer caso (Q18-8023) igualmente que en los casos previos, fue
diagnosticado como HGNA (en ambas instancias) con un grado 0 de balonizacion
y grado 2 de inflamacion lobulillar. Este caso es interesante porque aunque en la
tincion de HE no se observa degeneracion balonoide ni CMD, se observaron zonas
con pérdida membranal de CK8/18 vy positividad intracitoplasmatica
correspondiente a CMD. Por lo que en este caso el diagndstico si cambié al realizar
tinciones de IHQ. (Figura 22-C) Finalmente, en el ultimo caso (Q21-1290), también
se encontr6 pérdida de CK8/18 en un caso diagnosticado como HGNA en ambas

instancias (Figura 22-D).
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Figura 22. Hepatocitos practicamente normales con positividad membranal para
CK®8/18. (A1, HE, 40X)(A2, CK8/18, 40X) Degeneracién balonoide y pérdida de la
expresion de CK8/18. (B1, HE, 40X)(B2, CK8/18, 40X) Lobulillo hepatico con
infiltrado linfocitario, sin aparente balonizacion pero con pérdida de CK8/18 y
expresion en los CMD. (C1, HE, 10X)(C2, CK8/18, 10X) Degeneracién balonoide
con pérdida de expresion de CK8/18 y control interno positivo (conductillos
biliares). (D1, HE, 40X)(D2, CK8/18, 40X).

En este breve estudio de cuatro casos, se ejemplifica el potencial que hay en el
empleo de inmunohistoquimica para el entendimiento y correcto diagnéstico de las
biopsias por EHGNA. Se debe realizar més investigacion sobre la expresion de

CK®8/18 en estas biopsias para recomendar o no el uso rutinario de estas tinciones.
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DISCUSION

Actualmente, la mayoria de los reportes que existen en la patologia quirargica
corresponden al reporte de neoplasias. No se utilizan rutinariamente reportes para
lesiones no neoplasicas. Quienes mas realizan informes reproducibles en este
campo, son los patdlogos expertos en higado. Es importante el uso de checklists
pues apoyan al diagnéstico, son descriptivos al incluir diversas lesiones
histoldgicas de interés y garantiza que no se omita informacion potencialmente util
0 pronéstica y a no pasar por alto ninguna lesion de relevancia, funcionan como
herramientas educativas para la formacién de residentes, como método ahorrador
de tiempo para la redaccion de informes histoldgicos, y contienen los

requerimientos minimos y recomendaciones que reflejan la opinidn de expertos.

Ademas, funcionan como medida de calidad que asegura la consistencia,
uniformidad y completitud de un diagndéstico. Aquellos reportes que son a texto libre

son propensos a omision de informacién e inconsistencias en el formato.

Asimismo, debe incluye criterios de calidad que permiten al patélogo y médico
tratante tener una mejor comunicacidbn e inclusive puede fomentar el
involucramiento del papel del patblogo en equipos multidisciplinarios para el
manejo de pacientes en ciertas enfermedades. En el caso especifico de un
paciente, el uso de listas de verificacion y el empleo de un mismo sistema de
evaluacion de fibrosis y/o actividad y de criterios de calidad (ambos previamente
establecidos por el laboratorio) permitiria observar puntualmente el avance de
alguna lesion en diferentes puntos de tiempo, lo cual también facilitaria la

comprensién del informe microscoépico.

Es asi como las listas de verificacion tienen implicaciones en la seleccidon de terapia
de pacientes, en el establecimiento de prondstico y evaluacion de resultados tras
un tratamiento especifico. Adicionalmente, reducen la variabilidad intra e inter-

observador y mejoran la comunicacién entre patdlogos.
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En este estudio, se observaron inconsistencias en el reporte de biopsias por
EHGNA, omitiendo informacidn relevante como criterios de calidad de biopsia y la
inclusiébn de importantes elementos histolégicos como la gradificacidon de la
balonizacion, la cual fue omitida en el 38% de las biopsias, inflamacién lobulillar en

el 23% y esteatosis en el 2%.

Finalmente, resultan ser un valor agregado que facilitaria la capturacién de datos,
interoperabilidad e intercambio de informacion en el tema de academia para
estudios de investigacion al harmonizar la informacidén en protocolos reproducibles
y equiparables a nivel global. Es necesario recordar que no debe obviarse el
diagnoéstico final histopatoldgico, el cual debe ser integral, breve y claro, ya que una
de las limitantes del empleo de dichas listas es que puede nublar el juicio del
patdlogo al ver la lista como algo que debe llenarse y no como un apoyo
diagnoéstico. La lista debe manejarse como incentivo al aprendizaje, a la revision
constante de literatura, como herramienta que puede y debe modificarse y
adaptarse a las necesidades especificas de cada poblacién y que debe fungir como

motivante para la mejoria activa del informe de biopsias hepaticas no neoplasicas.

Hablando especificamente de la EHGNA, actualmente existen diversos sistemas
de clasificacion de actividad y fibrosis, por ejemplo, el de Kleiner (utilizado en este
estudio), Brunt, METAVIR, Batts-Ludwig, entre otros. Es necesario apegarse a un
solo sistema de clasificacién y puntuacion de la fibrosis para tener un lenguaje
universal en el area de trabajo y poder medir los elementos histoldgicos de forma

mas objetiva.

Ademas de tener diversos sistemas de reporte de elementos microscdpicos, se
complica aun mas la estandarizacion de la informacidén desde el momento en que
no se tiene una definicion universalmente aceptada en el tema de EHGNA; la
degeneracion balonoide no ha sido bien caracterizada a pesar de ser un pilar

diagnostico de la EHNA. Fukusato inclusive propuso en el 2005 que se definiera
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de manera mas objetiva la balonizacion para reducir la variabilidad en el
diagnostico de EHNA. (44) En un estudio que evaluaba la reproducibilidad entre
patélogos se encontré que en general, la extensién de esteatosis y fibrosis tuvo
una buena concordancia, no asi en la estimacion de inflamacién lobulillar y
degeneracion balonoide (44). De hecho, la concordancia para identificacion de
esteatosis entre patélogos expertos fue del 79%, la balonizacion fue del 44% vy la
inflamacion lobulillar, del 55%. Si se considera ademas el error de muestreo, se
dificulta aun mas la integracion de informacién apartir de una biopsia. Una biopsia
de higado representa la cincuentamilésima parte de todo el érgano. (11) Algunas
enfermedades del higado son difusas y afectan el parénquima hepético por igual
donde no hay error de muestreo, como en el caso de las hepatitis virales agudas.
Sin embargo, no es el caso para la hepatopatia crénica ni para la evaluacién
completa de EHGNA. En un estudio de EHGNA, se describe la variabilidad propia
del error del muestreo, y se concluye que tomar muestras de dos lébulos hepéticos
aumenta la identificacion de la degeneracion balonoide, en comparacién con
biopsia de un solo lado. (26) Por esto nacieron criterios de calidad de biopsia, en
términos de niumero de espacios porta y longitud en centimetros del tamafo de la
biopsia. Se recomienda que en el mismo reporte de patologia se describa la calidad
de la biopsia, detallando un comentario sobre la limitacion de la biopsia debido al
namero de espacios porta, su tamano, fragmentacion o la medicion de la extensiéon
de la fibrosis limitada por la localizacién subcapsular de la toma de biopsia, la cual

sobreestimaria la medicion de la fibrosis. (26)

En el presente estudio, se encontr6 que entre el 15 al 34% de las biopsias, segun
el nimero de espacios porta, las haria insuficientes para su correcta interpretacion.
Mientras que, segun la longitud en centimetros, tan solo el 4% result6 mayor a 1.6
cm. Sin embargo, debe considerarse que la longitud de la muestra es precisamente
de ese largo para tratar de abarcar la mayor cantidad de espacios porta, y como
vemos en nuestros casos, aunque no se haya alcanzado la medicién deseada, la

gran mayoria de los casos si cumplia con el numero de espacios porta 6ptimos. Es
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por esto que incluir el nUmero de espacios porta y medicion de la biopsia (antes y
después del procesamiento) precisa ser incluido en el reporte histolégico como
parte de la lista de verificacibn. Ademas, para que el médico tratante tenga
conocimiento de que su biopsia pudiera no ser representativa de la enfermedad
hepatica global. Cada laboratorio debe seleccionar los criterios de calidad por los

cuales se regira para apoyar la estandarizacion del reporte microscépico.
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CONCLUSIONES
1.- Se propone una checklist detallada para la estandarizacion del reporte
histopatolégico de las biopsias hepaticas no neoplasicas en el laboratorio de

Anatomia Patologica de la Fundacion Clinica de Médica Sur.

2.- Se encontraron areas de oportunidad en el reporte de biopsias hepaticas por
EHGNA en el laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Fundacién Clinica de
Médica Sur, entre los afios 2014 a 2021, como la inclusién de criterios de calidad

de biopsia hepatica y de los pilares histologicos que componen la EHGNA.

3.- Las biopsias hepaticas por EHGNA recopiladas en el laboratorio de Anatomia
Patologica de la Fundacion Clinica de Médica Sur, entre los afios 2014 a 2021

corresponden en su mayoria (60%) a EHNA.

4.- Del 15 al 34% de las biopsias obtenidas en el laboratorio de Anatomia
Patoldgica de la Fundacién Clinica de Médica Sur, entre los anos 2014 a 2021 no
cumplen con los criterios de calidad por nUmero de espacios porta, por lo que la

biopsia pudiera no ser representativa de la enfermedad hepatica global.

5.- No se encontraron variables histoldgicas diferentes a la balonizaciéon o
inflamacion lobulillar, que apoyen la distincién entre HGNA y EHNA, como ha sido

previamente reportado en la literatura.

6.- Segun el puntaje NAS en nuestro estudio, se estratifican de mejor manera los
casos de EHGNA si se modifican los puntajes; el grupo “no esteatohepatitis” incluye
en puntaje de NAS 0-3, el grupo “esteatohepatitis indeterminada” al puntaje de NAS
4,y el grupo “esteatohepatitis probable o definitiva” al puntaje NAS 5-8. Si bien no

debe utilizarse para hacer diagnéstico, se puede utilizar para correlacionar.
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Como futuras investigaciones, se destaca la importancia de continuar estudiando
la expresion de CK8/18 para auxiliar en el diagnéstico de EHNA. También, seria
interesante repetir este estudio utilizando biopsias de calidad del 100%, ya sea por
nuamero de espacios porta o longitud, para comparar qué tanto se ve afectada la
estimacion de la degeneracién balonoide, esteatosis e inflamacién lobulillar.
Finalmente, seria interesante estudiar asimismo la correlacion entre el diagnostico
original, con el diagnéstico actual con uno tercero, visto por un hepatopatdlogo con

el fin de estudiar los grados de variabilidad interobservador.
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ANEXO 1
DESCRIPCION MICROSCOPICA DE BIOPSIAS HEPATICAS

Tamano de la biopsia
Numero de espacios porta.
Fibrosis: grado 1-4
Esteatosis macrovesicular
Degeneracion balonoide
Inflamacion lobulillar

Clasificacion de CRN/Kleiner
Clasificacion de CRN/ Kleiner
Clasificacion de CRN/ Kleiner
Clasificacion de CRN/ Kleiner
Clasificacion de Brunt

Inflamacién portal
Esteatosis microvesicular:
Dano de conductos:
Proliferacion ductular:
Cuerpos de Mallory-Denk:
Cuerpos acidofilos:
Nucleos glucogenados:
Megamitocondrias:
Macréfagos pigmentados:
Lipogranulomas:
Microgranulomas:
Cuerpos acidofilos:
Colestasis:

Vénulas hepaticas terminales:
Hepatocitos vidrio esmerilado:

Adaptado de Kleiner y Torbenson.

Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente/ Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
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ANEXO 2

Tabla 1. Clasificacion histolégica de actividad de higado graso no alcohélico

(adaptado de Kleiner/CRN et al. 2005)

NAFLD Activity Score (NAS) (0-8)

hepatocelular

Suma de los puntajes de esteatosis, inflamacion lobular y balonizaciéon

Esteatosis (0-3)

0 = < 5% hepatocitos comprometidos

1 = 5-833% hepatocitos comprometidos
2 = 33-66% hepatocitos comprometidos
3 = > 66% hepatocitos comprometidos

Inflamacion lobulillar (0-3)

0 = ninguna

1 = < 2 focos por campo 6ptico x200
2 = 2-4 focos por campo Optico x200
3 =>4 focos por campo Optico x200

Balonizacion de hepatocitos (0-2)

0 = ninguno
1 = pocas células balonizadas
2 = muchas células/balonizacion prominente

Puntuacién de fibrosis

1 Perisinusoidal o periportal

1A Leve fibrosis perisinusoidal en zona 3

1B Moderada fibrosis perisinusiodal en la zona 3
1C Solo fibrosis portal/periportal

2 Fibrosis perisinusoidal en la zona 3, con fibrosis portal/periportal

3 Puentes de fibrosis

4 Cirrosis

ETAPA GRADO DE INFLAMACION PORTAL
0 Nula

1 Leve

2 Moderada

3 Grave

Sistema de puntuacion de Brunt para inflamacion portal. 2007
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