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1.Titulo

Colestasis neonatal: ¢ Cual es el comportamiento etioldgico de la colestasis a traves

de los anos?

2.Resumen

Introduccion: La colestasis neonatal es rara, con una incidencia reportada de 1 en
2,500. El diagnéstico temprano e identificacion de la causa subyacente es
importante para un tratamiento oportuno. Los paneles genéticos dirigidos, la
secuenciacion de nueva generacion y completa del genoma tienen la capacidad de
cribar grandes paneles de genes que causan colestasis. Justificaciéon: Conocer y
valorar si hay diferencias en los diagndsticos etioldgicos y presentacion clinica, en
dos décadas, ofrecera informacién a los médicos generales y pediatras de primer
contacto. Buscando la referencia oportuna de estos pacientes.Objetivo: Comparar
el cambio etiolégico del sindrome colestasico neonatal prolongado en dos décadas
en el Instituto Nacional de Pediatria. Materiales y métodos: Estudio comparativo,
observacional, transversal y retrospectivo. Para determinar la significancia
estadistica entre la comparacion de etiologias de dos décadas, se utilizé la prueba
X2. Resultados: Dentro de la etiologia, la AVB fue la causa mas frecuente, con un
33%:; colestasis multifactorial en el 19.7%; casos idiopaticos 14%; 8% de los casos
se asocio a Alagille; casos infecciosos en un 7.5%, los casos infecciosos
encontrados fueron secundarios a CMV o sifilis; 4.5% de los casos se asociaron a
hepatitis autoinmune; 3.8% de las causas fueron secundarias a deficiencia
hormonal, un caso fue por hipotiroidismo y el resto displasia septodptica; 3.8%
fueron casos de PFIC; el 3% de los casos se asociaron a errores innatos del
metabolismo, incluyendo galactosemia, acidemia glutarica tipo Il y trastorno de la
beta oxidacion; otros diagnostiocos aislados que se encontraron fueron sindorme

de Aicardi-Goutiéres, un caso de cirrosis biliar primaria, un caso de Niemann Pick,



un quiste de colédoco y un sindrome de ARC, cada uno ocupando un porcentaje de
0.8% respectivamente. Conclusiones: La prevalencia de casos idiopaticos ha
disminuido, esto es gracias a los avances en los métodos diagnostico. Ademas,
nuestra investigacion sugiere que la colestasis multifactorial es una etiologia muy
importante de la colestasis neonatal, y deberiamos definir mejor el enfoque
diagnostico.La cartilla colorimétrica no ha sido una herramienta de utilidad en
nuestro pais, se deberia hacer una mejor educacion al respecto, o bien, buscar otro

meétodo de tamizaje

3.Marco teodrico y antecedentes

La colestasis es una alteracidén en la excrecion de la bilis, que puede ser causada
por defectos en la produccién biliar intrahepatica, transmembrana, transporte de
bilis u obstruccion mecanica al flujo biliar, resultando en la retencion de sustancias
que normalmente serian excretadas. Se considera colestasis neonatal prolongada
cuando persiste mas de dos semanas durante los tres primeros meses de vida, y
se encuentra la bilirrubina directa:

e >1mg/dL (17.1 mcmol/L) con bilirrubina sérica total <5mg/dL (85.5

mcmol/L).

e >20% del total cuando la bilirrubina sérica total se encuntra >5mg/dL (1-3)

Los neonatos se pueden presentar con ictericia persistente, recurrente o de nuevo

inicio. (3)

Mientras que la ictericia clinica se puede ver hasta en dos tercios de todos los recién
nacidos vivos en las primeras dos semanas de vida, la colestasis neonatal es rara,
con una incidencia reportada de 1 en 2,500 recién nacidos vivos (0.04%), siendo

del 25 al 50% mutaciones de genes especificos. (2)



El diagndstico temprano y la identificacion de la causa subyacente es importante
para un tratamiento temprano, dar apoyo nutricional O6ptimo, prevenir
complicaciones y mejorar el desenlace. Pese a esto, sabemos que el diagnostico es
dificil debido a la gran variedad de etiologias. Finalmente, la morbi-mortalidad sigue
siendo alta y muchos pacientes solo logran sobrevivir con trasplante de higado. En
un centro en Bangladesh, se reportd una mortalidad, en pacientes con colestasis
neonatal, del 23.8% secundario a causas extrahepaticas y 30% secundario a

cirrosis.(4,5)

Debido a todo lo anterior, la medicion de la bilirrubina total y directa debe llevarse a
cabo en todos los neonatos con ictericia persistente por mas de 2 a 3 semanas.
Claro, que la evaluacion deberia ser antes en el caso de neonatos que luzcan

enfermos o presenten otros datos de alarma como acolia. (2)

Etiologia

El progreso en comprobar la hipotesis de que la hepatitis neonatal familiar esta
causada por errores congénitos en el metabolismo hepatico o la funcidén excretora
(alteracion en el transporte de membrana o biosintesis de acido biliar) fue lento en
un inicio. La descripcién de la disfuncion del organulo, en la colestasis, se produjo
en 1969 con el descubrimiento de cirrosis asociada a la deficiencia de alpha 1
antitripsina (A1AT). En este trastorno, el almacenamiento y procesamiento
intracelular esta alterado debido a la mutacién de una proteina llamada PiZZ, que
se localiza en el reticulo endoplasmico. El descubrimiento de este trastorno
establecio el prototipo de un error innato que conduce a enfermedad hepatica,

incitando la busqueda de otras alteraciones genéticas o metabdlicas.(6,7)

Durante los ultimo afios ha habido un progreso significativo en caracterizar nuevas
etiologias que antes se incluian como parte del espectro de hepatitis neonatal
idiopatica. A principios de 1970 la atresia biliar representaba el 25% de los casos,
otro 3% se consideraba causado por infecciones virales (TORCH). Solo habia



algunos considerados por factores genéticos o metabdlicos, especificamente
galactosemia, tirosinemia vy fibrosis quistica (FQ). La mayoria de los lactantes que
presentaban colestasis fueron clasificados como hepatitis neonatal idiopatica
65%.(6)

Hoy en dia, las causas mas comunes de colestasis neonatal son atresia de vias
biliares (AVB) (33-50%) y hepatitis neonatal idiopatica (10-15%), en la literatura
mundial también se menciona la deficiencia de A1AT en un 10 a 20%. (2)

Por otro lado, la causa mas frecuente de colestasis en neonatos prematuros, es
multifactorial, con una incidencia de 10 a 20%, resultado de infecciones, ayunos,
hipotensién con lesion isquémica al higado, insultos intestinales o inflamacion,
medicamentos y el uso de nutricion parenteral. Ademas, hasta el 18 a 67% de los
nifos que reciben nutriciéon parenteral (NPT) por mas de 14 dias desarrollan lesion
hepatica y colestasis, sobre todo si tienen un bajo peso para la edad gestacional,
mayor duracion de la NPT, uso de emulsiones lipidicas basadas en soya, sepsis,
dilatacion intestinal y sobrecrecimiento bacteriano.(8), (9)

Para facilitar el abordaje etioldgico, la colestasis neonatal se puede dividir en causas
extrahepaticas e intrahepaticas. Las causas extrahepaticas son atresia de vias
biliares, quiste de colédoco del tipo | al IV, estenosis del conducto biliar comun,
colelitiasis (asociada a hemolisis, anomalias congénitas del arbol biliar, ayuno
prolongado o alteraciones ileales), perforacion espontanea del conducto biliar
comun o colangitis neonatal esclerosante. Las causas intrahepaticas se clasifican
en: autoinmunes, infecciosas, metabolicas, endocrinas, genéticas, toxicas o

sistémicas. (8—10)

Dentro de las causas autoinmunes estan la enfermedad hepatica gestacional
aloinmune (causa mas comun de hepatitis neonatal) tipo 1 y 2; las causas
infecciosas, que representan el 12% del sindrome colestasico neonatal, e incluyen

TORCH (citomegalovirus congénito, toxoplasmosis, rubéola, herpes neonatal, sifilis,



virus de la inmunodeficiencia humana), ehcovirus, adenovirus, parvovirus B19,
coxsackievirus, hepatitis B, reovirus tipo 3, sepsis neonatal o infecciones de vias

urinarias. (8—10)

Los errores innatos del metabolismo (EIM) ocupan el 4.4% de la enfermedad total,
pueden ser galactosemia, intolerancia a la fructosa hereditaria, tirosinemia,
Niemann-Pick, enfermedad de Gaucher, enfermedad por depdsito de glucogeno
tipo 1V, hemocromatosis neonatal, Dubin-Johnson neonatal o sindrome de Rotor,
defectos del ciclo de la urea, trastornos mitocondriales o trastornos congénitos de

la glicosilacion.(8,10)

La etiologia endocrina seria secundaria a panhipopituitarismo o hipotiroidismo. (8)

El origen genético del sindrome colestasico puede ser por: deficiencia de A1AT,;
sindrome de Alagille; fibrosis quistica; sindrome de Zellweger; trisomias 13, 18 y
21, defectos en la conjugacion o sintesis biliar; el sindrome de artrogriposis,
acidosis tubular renal y colestasis (ARC); colestasis familiar intrahepatica (CIFP);
enfermedad de Caroli y mutaciones de la proteina de union estrecha 2. (11)

La etiologia por téxicos puede ser secundaria a nutricion parenteral prolongada,
drogas como ibuprofeno, amoxicilina/clavulanato, ceftriaxona, trimetoprim-

sulfametoxazol, clindamicina, barbituricos o cimetidina. (12)

Por ultimo, también existen causas sistémicas del sindrome colestasico neonatal,
como lupus eritematoso neonatal, hepatitis neonatal idiopatica, falla cardiaca o
choque. (13)

Cabe mencionar, que distinguir entre toda esta gama de patologias es dificil, debido
a la falta de pruebas diagnosticas especificas. En la tabla 1 se resumen todas las

causas, asi como algunos genes asociados.



Tabla 1 Causas de colestasis neonatal

Causas de colestasis neonatal

Infecciosas
- Virus, bacterias, espiroquetas y parasitos
Toxinas
- Farmacos, endotoxinas, nutricion pareneral y productos herbales
Endécrinas
- Hipotiroidismo y panhipopituitarismo
Inmune
- Enfermedad hepatica gestacional aloinmune
Obstruccién anatémica
- Atresia biliar, quiste de colédoco, colelitiasis, lodo biliar, obstruccion
perforacion espontanea del colédoco

Otras
- Hepatitis neonatal idiopatica (colestasis neonatal transitoria),
enfermedades cardiovasculares y trastornos circulatorios, linfohistiocitosis

hemofagocitica, malignidad y lupus congénito

Genética y metabdlica
- Deficiencia de a1-antitripsina (SERPINAT)
- Sindrome de Alagille (JAG1y NOTCH2)
- Sindrome de artrogriposis-disfuncion renal-colestasis (VPS33B y VIPAR)
- Enfermedad de Caroli y fibrosis hepatica congénita (PKHD1)
- Cromosdmico (trisomia 21; sindrome de Turner)
- Deficiencia de citrina (SLC25A13)
- Fibrosis quistica (CFTR)
- Trastornos de la sintesis de acidos biliares (AKR1D1, AMACR, CYP7B1,
HSD3B7, CYP7A1y CYP27A1)




- Trastornos de la conjugacion de acidos biliares (BAAT y SLC27A5)

- Defectos de oxidacion de acidos grasos (SCAD y LCAD)

- Galactosemia (GALT)

- Enfermedad por almacenamiento de glucogeno tipo IV (GBE1)

- Intolerancia hereditaria a la fructosa (ALDOB)

- Trastornos de la cadena respiratoria mitocondrial (DGUOK, MPV17 vy
POLG)

- Sindrome de ictiosis neonatal-colangitis esclerosante (CLDN1)

- Colangitis esclerosante neonatal (DCDC2)

- Enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC1y NPC2)

- Trastornos peroxisomales (PEX1, PEX6, PEX10, PEX11B, PEX12,
PEX13, PEX14, PEX16, PEX19, PEX2, PEX26, PEX3, PEX5 y PEX7)

- Colestasis intrahepatica familiar progresiva (ATP8B1, ABCB11, ABCB4,
TJP2, NR1H4,

- MYOS5B y UNC45)

- Enfermedades por almacenamiento de lipidos (SCP2)

- Tirosinemia (FAH)

- Defectos del ciclo de la urea

Fisiopatologia

Existen multiples sitios en donde el arbol hepatobiliar puede presentar alteraciones
en el flujo, resultando en colestasis, como: perturbacion en el hepatocito y su
funcién, defectos en las vias secretoras hepatocelulares y biliares, alteraciones en
el desarrollo de los ductos biliares, o lesion y obstruccion mecancia al flujo. (13)
Recientemente se ha hablado de genes relacionados con el arbol hepatobiliar, por
ejemplo, la colestasis neonatal transitoria se ha visto relacionada con mutaciones
heterocigotas de algunos genes involucrados en el transporte biliar (ATP8B1,
ABCB11y ABCB4). (14)



Otros desordenes autosomicos recesivos pueden llevar a disfuncion hepatocelular
metabdlica, manifestada por esteatosis hepatica y disminucion de la secrecion biliar
(tirosinemia tipo 1, intolerancia a la fructosa o galactosemia) o estrés del reticulo
endoplasmatico (deficiencia de A1AT). Los defectos en la embriogénesis y
mantenimiento de la morfologia del ducto biliar pueden ser resultado de variantes
genéticas (mutaciones en JAGGED1, NOTCHZ2, DCDC2, ABCB4, O PKHD1) y

mediadores inflamatorios o inmunes (infeccion por CMV o atresia biliar).(13)

Diagndstico

El paso inicial es el rapido diagndstico e inicio de las terapias disponibles.

La mayoria de los neonatos podrian parecer sanos en un inicio, algunos con historia
de acolia u orina oscura. El prurito es otra manifestacion presente, ocurre en el 80%
de los pacientes, siendo refractario en aproximadamente 40% de los afectados.
(15,16)

En cambio, los neonatos con falla hepatica, infecciones, desordenes metabdlicos u
oclusién intestinal se presentaran con datos como: irritabilidad, rechazo a la via oral,
vomito, diarrea, letargia, falla en el crecimiento, oliguria, retraso en las evacuaciones

e hipotonia. (2)

Dentro de la historia clinica, sera importante prestar atencion a ciertos detalles como
lo son los antecedentes obstétricos, pensando en una etiologia secundaria a
TORCH o hepatitis B; la colestasis del embarazo puede sugerir CIFP y la restriccion
del crecimiento intrauterino y el oligohidramnios podrian ser indicadores de
enfermedad hepatica aloinmune gestacional. También, podemos identificar
antecedentes familiares de enfermedades compatibles con deficiencia de A1AT,
CIFP, sindrome de Alagille o fibrosis quistica; asi como antecedente de

consanguinidad. (1)



La evaluacion inicial en los neonatos con hiperbilirrubinemia directa debe incluir:
biometria hematica, cuenta de reticulocitos, quimica sanguinea, colesterol,
triglicéridos y funcion hepética completa. Esta ultima normalmente se encuentra
con elevacion de enzimas hepaticas en niflos con colestasis, sin hacer mayor
discriminacion. Sin embargo, ante una gamma-glutamil transpeptidasa (GGT)
sérica normal o baja, deberian considerarse diagnésticos como CIFP tipo 1, 2 0 4-
6, desordenes de la sintesis o metabolismo del acido biliar, panhipopituitarismo o
NPT asociada. Una elevacion marcada de la GGT (>150-200 U/l) sugiere: AVB,
obstruccion del conducto biliar, escasez de conductos biliares interlobulillares,
deficiencia de A1AT, fibrosis quistica, colangitis esclerosante neonatal o CIFP tipo
3. La fosfatasa alcalina (FA) también brinda evidencia de obstruccion biliar. Asi
mismo, encontrar prolongados el tiempo de protrombina (TP) o la razdn
internacional normalizada (INR), sin respuesta con vitamina K, debe alertar a una
falla en la funcion sintética del higado, enfermedad metabdlica o sepsis. La
elevacion de alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
para evaluar la lesién hepatica; niveles bajos de albumina pueden indicar alteracion

en sintesis hepatica, desnutricion secundaria a esteatorrea, o baja ingesta. (2,8,13)

Evaluar etiologias especificas de colestasis debe incluir una bateria estandar de
pruebas iniciales, claro, éstas estaran guiadas por caracteristicas clinicas. Todos
los nifios deberan tener tamizaje para galactosemia, tirosinemia e hipotiroidismo
(tres etiologias tratables de colestasis). En algunos paises, se recomienda evaluar
en todos los nifios la deficiencia de A1AT, a través de los niveles séricos de A1AT
o la presencia de inhibidor de proteasa (IP) ZZ o SZ genotipo en electroforesis. (13)

En caso de sospechar una infeccion, se debe obtener un hemocultivo, urocultivo,

serologia de TORCH, y serologia para hepatitis A, By C. (13)
Otras pruebas a considerar, segun el contexto clinico, son: prueba de sudor,

tripsindgeno inmunoreactivo o genotipo de CFTR en busqueda de fibrosis quistica;

aminoacidos séricos, acidos organicos urinarios y acilcarnitina, para enfermedades
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metabdlicas, incluyendo deficiencia de citrina y defectos en la oxidacion de acidos

grasos.(8)

En caso de encontrar cualquier caracteristica clinica que nos oriente a una
enfermedad en especifico, por ejemplo, vértebras en alas de mariposa, embriotoxon
posterior, soplo cardiaco o cara triangular, podriamos omitir muchos estudios
previamente mencionados, y buscar directamente sindrome de Alagille. Para lo cual
es importante conocer las caracteristicas clinicas de cada patologia
especificamente.(8)

El estudio de imagen inicial es el ultrasonido hepatico y de vias biliares.
Permitiéndonos identificar quiste de colédoco, datos sugerentes de atresia de vias
biliares, ascitis, tamafo, posicion y composicion del parénquima hepatico, asi como
caracteristicas del bazo. Algunas caracteristicas que nos sugieren atresia de vias
biliares son: ausencia de vesicula biliar, signo del corddn triangular, radio del
diametro de la arteria hepatica y la vena porta, flujo hepatico subcapsular en caso
de ser con Doppler, o heterotaxia y defectos de lateralidad. (1,2,8)

La gammagrafia hepatobiliar no esta recomendada de rutina, pero puede ser util en
situaciones donde no tenemos disponibilidad de otras pruebas. Con una alta
sensibilidad (83-100%) y especificidad moderada (33-80%) para el diagndstico de
atresia de vias biliares.(1)

La colangiopancreatografia retrograda endoscépica (CPRE) tiene el fin de intubar
el ducto biliar y pancreatico via el ampula de Vater, inyectando material de contraste
para visualizar el sistema ductal. La CPRE no esta recomendada de rutina, pero
tiene un buen rendimiento diagnédstico, logrando diagnosticar quiste de colédoco,
anomalias del ducto biliar o colangitis esclerosante neonatal. Resulta de gran
utilidad para pacientes menores de 30 dias, en quienes la biopsia hepatica es
menos sensible, evitando cirugias innecesarias en pacientes con sospecha de AVB.
(17-19)
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La biopsia hepatica esta recomendada para la mayoria de pacientes con colestasis
de origen desconocido, y es mas sensible en nifios de 6 semanas o mayores.
Algunas caracteristicas encontradas en la obstruccion biliar extrahepatica son:
ductos normales o disminuidos, proliferacion e inflamacion ductal o tapones biliares.
(2)Por otro lado, en la colestasis de origen intrahepatico encontrariamos:
inflamacion o fibrosis portal, transformacion de células gigantes y desorden lobulillar
(hepatitis neonatal idiopatica), cirrosis (enfermedad gestacional aloinmune),
necrosis hepatocelular, inclusiones virales o cambios que sugieran un desorden

metabalico. (16)

La biopsia hepatica percutanea continua siendo una herramienta esencial de
diagnostico para evaluar la colestasis neonatal. En muchos estudios, el diagnostico
de AVB, ha sido realizado correctamente por hallazgos histolégicos en biopsias. (20)

Sin embargo, la histologia de AVB no es especifica, se debe hacer enfasis en que
existen otras causas de colestasis que pueden imitar la apariencia histologica de la
AVB; por ejemplo la deficiencia de A1AT, colestasis asociada a nutricion parenteral,
la reistencia multidroga a proteina 3 y la FQ. Ademas, las biopsias obtenidas antes
de las 6 semanas puede ser indistinguible de la hepaitits neonatal. De modo que la
biopsia hepatica, es un estudio con una exactitud variable, que va del 60 al 95%.
(19)

Evaluacion genética emergente

El abordaje de los nifios con colestasis que no tienen AVB y otras causas mas
frecuentes es complicado, ya que nos podemos enfrentar a algunos sindromes con
baja prevalencia o que los fenotipos clinicos tienden a sobreponerse. Los paneles
genéticos dirigidos, la secuenciacidon de nueva generacion, la secuenciacion
completa del genoma, asi como la bionformatica, son herramientas utiles en muchos
centros y paises, y han ayudado a identificar genes como: JAG1 y NOTCH2
(sindrome de Alagille), ATP8B1 (CIFP tipo 1), ABCB11 (CIFP tipo 2), ABCB2
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(sindrome de Dubin-Johnson) y SLC25A13 (colestasis intrahepatica neonatal o

infantil causada por deficiencia de citrina), entre otras.(13)

Los paneles genéticos dirigidos, la secuenciacion de nueva generacién y la
secuenciacion completa del genoma tienen la capacidad de cribar grandes paneles
de genes que causan colestasis; sin embargo este estudio muchas veces no es
rentable. (13)

La secuenciacidn de nueva generacidon o secuenciacion masiva paralela, puede ser
particularmente util para establecer un diagndstico genético en ausencia de otros
pruebas diagnosticas definitivas; confirmar el diagndstico clinico, especialmente en
lactantes con presentaciones raras o atipicas; disminuir potencialmente la
necesidad de procedimientos invasivos como laparotomia o colangiografia
intraoperatoria; permitir el inicio temprano del tratamiento, por ejemplo, en
galactosemia y tirosinemia; identificar aquellos nifios que el trasplante de higado
podria ser la unica opcidn terapéutica a largo plazo; o bien, identificar a aquellos
cuyas enfermedades podrian ser contraindicaciones para el trasplante de higado,
como la enfermedad mitocondrial y Niemann-Pick tipo C, permitiendo a las familias

recibir asesoramiento genético. (13,21)

Cada vez es mas importante destacar la utilidad de los estudios genéticos en el
diagndstico de colestasis neonatal. Existe evidencia al respecto, por ejemplo, en un
estudio que utilizo un panel multi-genético que secuencio 996 exones de 61 genes
relacionados a colestasis neonatal, 22% de 141 pacientes con colestasis recibieron
un diagnostico definitivo. En otro estudio de 51 nifios con colestasis de etiologia
indefinida, el analisis de la secuenciacion genética, resulté en diagnostico molecular
del 27% de los pacientes. En Japdn, un estudio que incluyé 109 pacientes con
colestasis neonatal, se hizo el diagnostico molecular en 28 pacientes (26%),
utilizando secuenciacion de siguiente generacion. (22—-24)
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Las pruebas genéticas, son estudios que, afortunadamente, cada vez se hacen mas
accesibles, ayudandonos a descartar causas mas comunes y urgentes de detectar
como AVB, malformaciones anatomicas, alteraciones endocrinoldgicas, FQ y
galactosemia. (13)

Manejo

El manejo inicial de la colestasis neonatal consiste en el reconocimiento de las
enfermedades que responden a un tratamiento especifico, lo cual es crucial para
limitar el dafo al higado. Esto es especialmente importante en paciente con AVB,
en donde la portoentero anastomosis de Kasai tiene mejores resultados a corto
plazo, antes de los primeros 30 a 45 dias de vida. Por el contrario, <20% logra un
adecuado flujo biliar si esta cirugia se lleva a cabo enrtre los 90 a 120 dias de vida.
(1,8)

Las causas tratables del sindrome colestasico neonatal son las siguientes:

- En tirosinemia tipo 1 se utiliza la NTBC (2-(1-nitro-4-(trifluorometil)benzoilo)
ciclohexano-1,3-diona o nitisinona), un farmaco que bloquea la 4 hidroxi-
fenilpiruvato dioxigenasa y previene la acumulacion de intermediarios toxicos
como la maleilacetoacético y acido fumarilacetoacético en la tirosinemia
hereditara tipo 1, por lo que se debe iniciar lo mas pronto posible.

- Para galactosemia, se debe evitar lactosa y galactosa; en en intolerancia
hereditaria a la fructosa debemos suspender la fructosa, sacarosa y sorbitol.

- Hablando de CIFP 1, 2, y Alagille, es necesaria la interrupcion quirurgica de
la circulacion enterohepatica por medio de derivacion biliar externa parcial o
exclusion ileal, disminuyendo el prurito y el avance de la fibrosis.

- Las infecciones se tratan con antibidticos o agentes antivirales.

- Ante un hipotiroidismo sera necesario suplementar con hormona tiroidea.

- La colestasis en la FQ puede mejorar al tratar con enzimas pancreaticas.

- Para el quiste de colédoco es necesaria la coledocoenterostomia.
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- Enla colestasis asociada a nutricidon parenteral, las emulsiones intravenosas
de lipidos son utiles en el tratamiento, asi como aumentar la nutricion enteral.

(13)
La nutricion es otro punto importante a considerar durante el manejo de la colestasis
neonatal, estos pacientes van a tener un requerimiento energético de entre 125 a
140%, sera necesario utilizar formulas que contengan trigliceridos de cadena media
(TCM), ya que estos seran mejor absorbidos a través del intestino delgado en la
ausencia de acidos biliares para formar micelas. Asi mismo, no podemos olvidar la
suplementacion de ciertos micronutrientes como las vitaminas A, D, E y K, que son

liposolubles. (8)

Los defectos en la sintesis de acidos biliares, se pueden tratar con acido
usodesoxicolico (UDCA), un medicamento aprobado para adultos, por la Food and
Drug Administration (FDA), en Estados Unidos. Hasta el momento no hay algun
tratamiento aprovado por la FDA para el tratamiento general de la colestasis
neonatal. E| UDCA mejora la colestasis al estimular los transportadores de lipidos
biliares y bombas de exportacidén basolateral, reduciendo la toxicidad del acido biliar.
Ademas cuenta con efectos citoprotectores, antiinflamatorios y antifibroticos. Aun

faltan estudios en nifios, sin embargo parece ser un medicamento util. (25)

Otros tratamientos utiles para el prurito son: rifampicina, secuestradores de acidos
biliares (colestiramina, colesevelam) con éxito variable, y maralixibat. También, el
tratamiento con naltrexona puede mejorar el prurito, sugerido por algunas series y

estudios aleatorios. (25,26)
El maralixibat, un medicamento que inhibe la absorcion de acidos biliares, esta

aprovado por la FDA para el tratamiento de prurito en pacientes con sindrome de
Alagille. Este no esta disponible en México adn. (29
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4.Planteamiento del problema

El Instituto es un hospital de tercer nivel y referencia nacional, el conocer la
epidemiologia, fortalezas y areas de oportunidad en el diagndstico de los pacientes
con colestasis, permitira crear nuevas estrategias para el diagnostico y tratamiento

multidisciplinario.

En la actualidad han existido avances tanto en las técnicas diagndsticas como en

las terapéuticas para la deteccion oportuna de las diferentes etiologias del sindrome
colestasico neonatal prolongado, lo que tiene un impacto significativo en el
diagnodstico y tratamiento oportuno de estos pacientes; logrando que haya un
avance en el entendimiento fisiopatolégico de este padecimiento, sin embargo, en
nuestro pais, por parte de los pediatras y médicos de primer contacto,
aparentemente no ha habido un gran avance en el conocimiento de esta patologia,
ya que continuan enviando a los pacientes con colestasis de forma tardia y sin un

abordaje diagnostico. Por ello, es importante conocer el panorama actual de estos

pacientes en nuestra Institucion.

5. Pregunta de investigacion

¢, Cual es el cambio etiologico del sindrome colestasico neonatal comparando dos
décadas (2000 a 2010 y 2011 a 2021) en el Instituto Nacional de Pediatria?

6. Justificacion

El presente estudio nos permitira conocer y valorar si hay diferencias en los
diagnosticos etioldgicos y presentacion clinica, en dos décadas, lo que ofrecera
informacion a los médicos generales y pediatras de primer contacto, con el fin de
que puedan identificar tempranamente esta patologia y adquieran conocimiento del
cambio epidemiolégico. Todo lo anterior, buscando la referencia oportuna de estos
pacientes.

16



7. Objetivo general: Comparar el cambio etioldgico del sindrome colestasico
neonatal prolongado en dos décadas (2000 a 2010 y 2011 a 2021) en el Instituto

Nacional de Pediatria.

Objetivos primarios:
e Describir edad y género de presentacion mas frecuente del sindrome
colestasico neonatal en ambos periodos.
e Describir la presentacion clinica y hallazgos de laboratorio de ambos
periodos.
e Reportar hallazgos histopatologicos mas frecuentes encontrados y comparar
dos periédos.
e Comparar la etiologia y datos demograficos de ambos periodos.
Objetivos secundarios:

e Describir la precision diagnostica a través del tiempo del sindrome
colestasico neonatal prolongado, evaluando indirectamente la utilidad en 8
anos de la tarjeta colorimétrica visual en la cartilla de vacunacion,

implementada a partir del 2013 a nivel nacional, para el diagnéstico oportuno.

8. Material y métodos

Disefio del estudio

Estudio comparativo, observacional, transversal y retrospectivo

Universo del Estudio

El INP es un hospital pediatrico de tercer nivel al sur de la Ciudad de México, que
cubre un area de 11 entidades federativas y atiende a una poblacion de 250.000

pacientes en promedio de manera anual.
Poblacién objetivo

Pacientes con sindrome colestasico neonatal prolongado.
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Poblacion elegible

Pacientes con sindrome colestasico neonatal prolongado atendidos en el servicio
de Gastroenterologia y Nutricién en el Instituto Nacional de Pediatria durante 2000
a 2021

Criterios de inclusion

+ Pacientes de ambos géneros con diagndstico de sindrome de colestasis
neonatal prolongada, realizado por el servicio de Gastroenterologia del INP.

* Que cuente con un expediente completo con las variables a estudiar.

Criterios de exclusion

o Ninguno

Tamano de la muestra

Se realizo una busqueda en el archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria.
Pacientes con diagnéstico de sindrome colestasico neonatal prolongado entre el
periodo de enero 2000 a diciembre 2010 que habian sido reportados en una cohorte
previa y se incluyeron todos los pacientes que cumplian con los criterios de
inclusién, con diagnodstico de sindrome colestasico neonatal prolongado de enero
2011 a diciembre de 2021.

Después de tener los expedientes seleccionados, se revisaron cada uno de los
expedientes y su diagndstico etiolodgico, los datos clinicos, hallazgos en las pruebas

de funcion hepatica y resultado histopatologico de la biopsia hepatica.

Es una muestra a conveniencia.

Variables del estudio
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Variable Definicion Categoria Escala

Género Condicion organica, | Cualitativa Femenino (1)
masculina o | Dicotémica
femenina, de Masculino (2)
acuerdo con
fenotipos (genitales
externos)

Edad al | Tiempo que ha | Cuantitativa Meses

diagnoéstico transcurrido desde | continua
el nacimiento del
individuo hasta el
diagnostico el
sindrome
colestasico
neonatal
prolongado.

Etiologia Diagndstico final en | Cualitativa 1. Hepatitis Neonatal
el expediente del | Nominal a) Infeccion por
sindrome TORCH
colestasico b) Infeccion por
neonatal bacterias
prolongado. c) Hepatitis

neonatal
idiopatica.
2. Alteraciones

anatdémicas de la via
biliar
a) Atresia de

vias biliares
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b) Quiste de
colédoco
c) Sindrome de
Alagille
3. Enfermedades
metabdlicas
a) Galactosemia
b) Glucogenosis
c) Tirosinemia
d) Fructosemia
4. Endocrinopatias
5. Hepatitis
autoinmune
6. Colestasis
intrafamiliar
progresiva
9. Causas genéticas
10. Otras

Hepatomegalia

Hallazgo durante la
exploracion  fisica
en la primera
valoracién por

Gastronutricion.

Cualitativa
Dicotémica

Presente (1)
Ausente (2)

Esplenomegalia

Hallazgo durante la
exploracion  fisica
en la primera
valoracién por

Gastro Nutricion.

Cualitativa
Dicotémica

Presente (1)
Ausente (2)
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Acolia

Decoloracion
parcial o total de las
heces referida por la

madre.

Cualitativa
Dicotémica

Presente (1)
Ausente (2)

Coluria

Orina de coloracion
oscura referida por

la madre.

Cualitativa
Dicotémica

Presente (1)
Ausente (2)

Bilirrubina directa
(BD)

Prueba hepatica de
excrecion. Primeros
niveles de
bilirrubina  directa
referidos en el
expediente clinico
del sujeto
estudiado.
Valores normales:

menor de 0.8 mg/dI

Cuantitativa

Continua

Mg/dI

Fosfatasa alcalina
(FA)

Prueba hepatica de
excrecion. Primeros
niveles de fosfatasa
alcalina referidos en
el expediente clinico
del sujeto
estudiado.
Valores normales:

140-470 U/L

Cuantitativa

Continua

U/L

Gammaglutamil

transpeptidasa

Prueba hepatica de

excrecion. Primeros

Cuantitativa

Continua

U/L
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(GGT)

GGT
referidos en el

niveles de
expediente clinico
del sujeto
estudiado.
Valores normales:

menor de 225 U/L

Aspartato amino

transferasa (AST)

Prueba hepatica
que refleja
inflamacion.
Primeros niveles de
AST referidos en el
expediente clinico
del sujeto
estudiado.

Valores normales:

Cuantitativa

Continua

mg/dl

Alanina
aminotransferasa
(ALT)

Prueba hepatica
que refleja
inflamacion.

Primeros niveles de
ALT referidos en el
expediente clinico
del sujeto
estudiado.
Valores normales:
<25 U/L nifios y <22

U/L nihas

Cuantitativa

Continua

U/L

Biopsia hepatica

El diagndstico final

en la biopsia

Cualitativa

nominal

1.Hepatitis de

células gigantes
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hepatica  coincide
con el diagnéstico

establecido.

2. Obstruccion biliar
3. Otros

4. Cirrosis

5. No tiene

6. Normal

7. Inespecifica

Ano

presentacion

de

Se revisaran dos
décadas del 2000 al
2010 y 2011 al
2021.

Cualitativa

dicotdmica

2000-2010 (1)
2011-2021 (2)

Tarjeta

colorimétrica

visual

Tarjeta  disefiada

para identificar
enfermedad de la
via biliar, atil
durante el dia 7 al
30 de

Reportada por

vida.

meédicos pediatras.

Cualitativa

nominal

. No se reporta

© © N o g kA~ wbdh =
© N o oA W N =

9. Analisis estadistico

En una primera fase se elaboré una base de datos en el programa excel, la cual

posteriormente se analizé en el programa estadistico SPSS version 25, donde se

hizo el analisis de la informacion.

Por ser un estudio descriptivo, se analizé con estadistica descriptiva, utilizando

medidas de tendencia central y de dispersion como pruebas de normalidad para las

variables cuantitativas (edad al diagndéstico, bilirrubina directa fosfatasa alcalina,

GGT, AST, ALT y albumina) Y para las variables cualitativas (género, etiologia,
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hepatomegalia, esplenomegalia, acolia, coluria, biopsia hepatica, afio de
presentacion, tarjeta visual colorimétrica) se describiran con porcentajes y tablas.

Para realizar la comparacion de las dos décadas de las variables se utilizé la X2.

10. Aspectos éticos

» El presente protocolo fue disefiado observando los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos establecido en las normas de la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, adoptada por la
522 Asamblea General Edimburgo, Escocia, octubre 2000.

« La realizacion de este protocolo la seguridad y el bienestar de los sujetos del
estudio son lo mas importante y prevaleceran sobre los intereses de la
ciencia y la sociedad.

» Al publicar los resultados del protocolo, se preservara la exactitud de los
datos y de los resultados obtenidos, la identidad de los pacientes solo se
sabra por los investigadores.

« Seiniciara hasta que se haya obtenido la aprobacién por el grupo académico.

« Debido a que se utilizara datos del expediente clinico, se guardara
confidencialidad sobre lo encontrado en los mismos

12. Cronograma de actividades

Actividad Mes
Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun | Jul Ago
22 22 22 22 22 23 23 23 23 23 23 23 23
Inicio de | x

anteproyecto

Primera revision X

Correccioén final X

Entrega al comité X
de investigacion

local
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Revisiéon de X X X X

expedientes y

recoleccion de

datos

Analisis de datos X X

Resultados X

preeliminares

Analisis de X
resultados y

conclusiones

Informe final X
Presentaciéon en X
evento

académicos

12. Resultados

Se revisaron 339 expedientes del 2011 al 2021, de los cuales solo 133 cumplieron

con los criterios de inclusion.

Durante el periédo del 2011 al 2021 Se encontré mayor prevalencia de colestasis
neonatal en el género masculino con un 52.3%, con una mediana de edad al inicio
de la ictericia de 1 dia (rango 1-90 dias), edad al diagndsitico con mediana de 72
dias (rango 1-394 dias).

En la tabla 2 se presenta un comparativo respecto a las caracteristicas de la

poblacion contra la poblacion del 2000 al 2010, en donde se revisaron 123

expediente.
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Tabla 2: Comparativo, caracteristicas de la poblacion
2000 a 2011 a X2

Variable 2010 2021

N=123 N= 133
Masculino 49.6% 52.3% 0.718
Femenino 50.4% 47.7% 0.718
Edad al 71 dias 85 dias
diagnéstico

*Se expresan medias, con la finalidad de comparar con el reporte previo

Por otro lado, de los 133 casos, se encontro que el 33.08% estan vivos; el 43.6%
de los pacientes se perdieron, de todos los que se perdieron el 38.18% de los casos
se asume que fue secundario a la pandemia, ya que fue en el 2020 el afio en el que
dejaron de asistir a consultas médicas, el resto, 23.3%, fallecio, con una edad media
de 10 meses (rango 2-84 dias).

Dentro de la etiologia (grafico 1), la AVB fue la causa mas frecuente, con un 33%;
seguido de los casos de colestasis multifactorial con un porcentaje del 19.7%; casos
idiopaticos en el 14%; el 8% de los casos se asocio a Alagille; casos infecciosos en
un 7.5%, los casos infecciosos encontrados fueron secundarios a CMV o sifilis;
4.5% de los casos se asociaron a hepatitis autoinmune; 3.8% de las causas fueron
secundarias a deficiencia hormonal, un caso fue por hipotiroidismo y el resto
displasia septooptica; 3.8% fueron casos de PFIC; el 3% de los casos se asociaron
a errores innatos del metabolismo, incluyendo galactosemia, acidemia glutarica tipo
Il 'y trastorno de la beta oxidacion; otros diagnostiocos aislados que se encontraron
fueron sindorme de Aicardi-Goutiéres, un caso de cirrosis biliar primaria, un caso de
Niemann Pick, un quiste de colédoco y un sindrome de artrogriposis, disfuncion
tubular renal y colestasis (ARC), cada uno ocupando un porcentaje de 0.8%

respectivamente.
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ETIOLOGIA DE COLESTASIS NEONATAL

EAVB
Colestasis multifactorial
Casos idiopaticos
m Alagille
B Casos infecciosos
B Hepatitis Autoinmune
W Deficiencia hormonal
B PFIC
M Errores innatos del Metabolismo

M Resto de causas

Grafico 1: Etiologia de colestasis neonatal

Las causas etiologicas reportadas previamente, en el estudio del 2000 al 2011 se
reportan en la tabla 3, donde también se muestra la comparativa con respecto al
estudio actual. En esta cohorte previa, las causas infecciosas que se encontraron
fueron: hepatitis neonatal por citomegalovirus, hepatitis neonatal por virus Herpés,
hepatitis neonatal por parvovirus 19 y hepatitis neonatal por bacterias; y otras
causas no especificadas ocuparon el 12.2%. En el estudio actual solo se reportan
causas infecciosas debido a CMV vy sifilis.

No contamos con el parametro de comparacién del otro estudio en relacion a la
distribucién normal de las variables que justifique su registro con medias y
desviacidn estandar. En este estudio se utilizaron medias y desviaciones estandar
con el fin de contrastarlas con el estudio previo, sin embargo estamos conscientes

que no hay distribucion normal.
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Tabla 3: comparativo de la etiologia

Etiologia 2000 a 2010 2011 a 2021 P
N= 123 (%) N= 133 (%)

Casos Idiopaticos  41% 14% <0.001*

AVB 29% 33% .060

Alagille 7.4% 8% 0.764

Causas 7.3% 7.5% >0.999

Infecciosas

Quiste de 2.4% 0.8% 0.560

colédoco

Galactosemia 0.8% 0.8% >0.999

Sindrome 0% 20% <0.001*

colestasico

multifactorial
Otras 8.1% 16% 0.92

Las caracteristicas clinicas, bioquimicas e histologicas encontradas se reportan en
las la tabla 4; en donde también se hace un comparativo con la década previa.
Obteniendo una significancia estadistica en las diferencias entre hepatomegalia,
coluria, acolia e hipocolia y fiebre al diagndstico. También, se obtuvo significancia
estadistica con las diferencias histologicas entre: hepattitis de células gigantes,
obstruccion biliar, datos inespecificos y disminucion de cirrosis. Cabe mencionar
que las variables histologicas son independientes, por lo que no suman un
porcentaje acumulativo del 100%. No fue posible obtener la significancia estadistica
de las variables cuantitativas continuas, ya que no contamos con los valores de la
década previa (2000-2010).

Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad, teniendo

que unicamente la albumina resulto no significativa, por lo que si tiene distribucion

normal, y el resto no.
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Tabla 3: Caracteristicas clinicas, bioquimicas e histolégicas

CARACTERISTICAS CLINICAS, BIOQUIMICAS E HISTOLOGICAS

Caracteristicas 2000 a 2010 2011 a 2021 X2
clinicas N= 123 (%) N= 133 (%)
Hepatomegalia 89% 59% <0.001*
Esplenomegalia 41% 31% 0.101
Coluria 53% 29% <0.001*
Acolia/hipocolia 59% 32% <0.001*
No comentan acolia o No reportado 6% -
coluria
Fiebre al diagndstico 13% 0 <0.001*
Caracteristicas 2000 a 2010 2011 a 2021 X2
bioquimicas N= 123 (%) N= 133 (%)
Bilirrubina directa 7.6 mg/dl (DE 4.5) 6.76 mg/d| -
(DE 3.7)
AST 273 U/L (DE 253) 287 U/L -
(DE 210.75)
ALT 183 U/L (DE 114) 178.66 U/L -
(DE 126.70)
GGT 346 U/L (DE 299) 291.48 U/L -
(DE 405.41)
FA 615 U/L (DE 403) 631.86 -
(DE 447.16)
Albumina No se evaluo 3.6 g/dI -
(DE 2.66)
Histologia 2000 a 2010 2011 a 2021 ) &
N= 123 (%) N= 133 (%)
Hepatitis de células 52% 33% 0.003*
gigantes
Obstruccion biliar 27% 49% <0.001*
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Inespecificas/ otros 13% 5% 0.001*

Fibrosis No reportado 15% -
Cirrosis 13% 9.8% <0.001*
Escasos conductos No reportado 3% -
Hepatitis de interfase No reportado 4% -
No realizado No reportado 19% -

Por ultimo, se evaluo el uso de la cartilla colorimétrica neonatal, encontrando que,
a partir del 2013, en el 50.8% de los casos no se reporta, unicamente se reporto
como anormal (colorimetria del 1 al 3) en el 8.3% de los casos. Lo cual no es
esperado ante el diagnostico de AVB, que ocupa el 26% de los casos desde el
2013.

13. Discusion

En el presente estudio se encontrd mayor prevalencia del sindrome colestasico neonatal en
el género masculino, a nivel mundial se reporta predominio de género fémenino, ya que en
las nifias se encuentra mayormente la principal etiologia de este sindrome, que es AVB. (1,2,

3,6)

Nuestro estudio respalda lo reportado a nivel mundial, siendo la atresia de vias biliares la
causa mas comun de colestasis neonatal. Segun la epidemiologia descrita en nuestro
centro, del 2011 al 2021 el porcentaje de casos idiopaticos disminuyd significativamente, lo
gue también se ha reportado en otras partes del mundo. Ademas, gracias al avance de las
técnicas moleculares se pudieron identificar diferentes causas como el ARC y el sindrome
de Aicardi-Goutieres. (4, 5, 18) Sin embargo, la edad de deteccidén no se modifico, por el
contrario empeoro, ya que en la cohorte previa, la edad promedio de deteccion fue de 71
dias, y en la década reciente fue de 85 dias. En muchos casos se retraso el diagnostico
asociado a que los médicos de primer contacto consideraban que se trataba de una ictericia
fisioldgica, indicando bafios de sol, los cuales, hoy en dia, sabemos que estdn en desuso por

su poca evidencia. (33) Al comparar la edad del diagnéstico entre las dos décadas, no se
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pudo obtener una significancia estadisticamente significativa debido a la falta de datos
disponibles del 2000 al 2010 meses, sin embargo, la diferencia es clara, y no solo no hemos
logrado disminuir la edad al diagndstico, sino que se aumento. En paiseas como Canada y
Estados Unidos se reporta una edad promedio al diagndstico de AVB de 55 dias y 61 dias
respectivamente, en éste ultimo, se reporta que no ha habido cambios en la edad al

diagndstico en los ultimos 15 afids. (9, 32)

En la epidemiologia previa de nuestro centro no se describia la colestasis multifactorial,
obteniendo significancia estadistica entre las dos décadas. El aumento de la colestasis
multifactorial puede explicarse por el aumento de la tasa de prematuridad y supervivencia
de los recién nacidos. Por otro lado, el diagndstico de colestasis multifactorial o transitoria
es de exclusidon y las guias actuales no abordan este problema. Seria importante definir
hasta qué punto debemos investigar a estos pacientes en busca de entidades

subyacentes.(4)

Llama la atencidn, que en la Ultima década no se encontraron casos de colestasis asociados
a bacterias como en la cohorte previa, lo asociamos a mayor comprensidon de la
microbiologia y a que las practicas de higiene han mejorado, lo que ha llevado a una

disminucion en la incidencia de ciertas infecciones bacterianas.

Hablando de la histologia, la diferencia entre las dos décadas, respecto a la proporcién de
hepatitis de células gigantes y datos histolégicos inespecificos la asociamos con la
disminucion de hepatitis idiopatica. Por otro lado, la baja en el reporte de cirrosis contasta
con que la edad al diagndstico fue mayor, aunque si es un dato alentador. La significancia
estadistica respecto al aumento de porcentaje encontrado en la obstruccion biliar se podria
explicar por el aumento de la colestasis multifactorial, la cual llega a presentarse
histolégicamente con obstruccidn biliar y presentar signos de inflamacién y dafio en los
conductos biliares, estos hallazgos pueden ser resultado de infecciones inespecificas, por la

falta de estimulacidn de la vesicula biliar secundario al ayuno prolongado, hipotensién que
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causa isquemia hepatica, lesiones e inflamacién intestinal, medicamentos y nutricién

parenteral. (18)

Por ultimo, nuestro estudio, sugiere que la cartilla colorimétrica no ha cumplido los
objetivos deseados en nuestro pais, ademas pareceria que se usa poco con los médicos de
primer contacto. El éxito de este programa en otros paises se ha basado en suficiente
personal que capatica a los padres sobre el uso y la identificacion de las heces en la TCV,
comunicacion telefénica durante 24 horas ante un caso sospechoso de AVB y amplia
cobertura de la TCV. Es evidente que la utilizacidén de la TCV en otros paises ha sido de
utilidad y a casi 20 anos de su incorporacion se ha logrado el im- pacto buscado,
disminuyendo el nimero de dias hasta el diagndstico y la cirugia en los nifilos con AVB. (34-

37)

14. Conclusiones

La colestasis neonatal representa una amenaza seria con elevadas tasas de
mortalidad y morbilidad. Reconocerla a tiempo es esencial para mejorar las tasas
de supervivencia, sin embargo, aun persisten significativos retrasos en el
diagnostico debido a la falta de familiarizacion entre los profesionales de la salud.
Es crucial evaluar y asegurar el conocimiento respecto a la colestasis neonatal en

los médicos de primer contacto, sobre todo, médicos generales y familiares.

La prevalencia de casos idiopaticos ha disminuido gracias a los avances
diagndsticos, se espera sean casi nulos en el futuro. También nuestros hallazgos
indican que la colestasis multifactorial juega un papel crucial en esta entidad, lo que
demanda una definicion mas precisa del enfoque diagndstico, terapéutico y

establecer mejores pautas para su prevencion.
Lamentablemente, la cartilla colorimétrica, una herramienta tradicional, ha
demostrado ser ineficiente en nuestro pais. Es imperativo mejorar la educacion en

Su uso, asegurarse que los médicos de primer contacto la conozcan y la utilicen,
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explicando desde la primer visita su uso a los padres, o bien, buscar otras opciones

de tamizaje mas efectivas.
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