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RESUMEN

ANTECEDENTES:

La cirrosis biliar primaria se caracteriza por una colangitis crénica destructiva no supurativa, la
cual se considera estar mediada por una reaccion inmune celular y el 90% de los pacientes
presenta anticuerpos antimitocondriales séricos. En un estudio reciente se identificaron células
de Langerhans en los ductos biliares mediante marcacién con inmunohistoquimica con
anticuerpo CD1a, resultando una prueba diagnéstica de la cirrosis biliar primaria. Sin embargo,
en ocasiones es dificil hacer el diagndstico histolégico y sobretodo en pacientes que no
presentan anticuerpos antimitocondriales. Asi mismo, establecer el diagnéstico diferencial con
la hepatitis crénica por infeccion del virus de la hepatitis C, que puede presentar colangitis y
pérdida de los ductos biliares, los hace practicamente indistinguibles morfolégicamente.
Ademas, la hepatitis autoinmune con sobreposicion de cirrosis biliar primaria, la cual es
definida por presentar caracteristicas clinicas, seroldgicas e histolégicas de ambas entidades
presenta dificultades diagnoésticas morfolégicas y la sola presencia de anticuerpos
antimitocondriales en un cuadro por demas -caracteristico de hepatitis autoinmune es
insuficiente para establecer el diagnéstico de sindrome de sobreposicion.

OBJETIVO:

Identificar células de Langerhans con prueba deinohistoquimica utilizando
anticuerpo CD1a en casos diagnosticados de cifdsis primaria, sindrome de
sobreposicion, hepatitis autoinmune y hepatitisicgpor infeccion de virus C en
biopsias hepaticas en un periodo comprendido eh&tBo 2007 al 2012.

DISENO DEL ESTUDIO:
Se realizara un estudio retrolectivo, transversal, observacional y descriptivo.

MATERIAL Y METODOS:

Se analizaron 55 biopsias hepaticas de pacientes con diagnésticos histolégicos de cirrosis biliar
primaria, sindrome de sobreposicidn de hepatitis autoinmune con cirrosis biliar primaria,
hepatitis autoinmune, hepatitis crénica por infeccién de virus de hepatitis C y sin alteraciones
histoldgicas, a las cuales se les realizo prueba de inmunohistoquimica con anticuerpo CDlay
se analizo la presencia o ausencia de células de Langerhans y su localizacion; se aplicaron los
modelos matematicos necesarios para establecerla como prueba diagndstica.

RESULTADOS:

La prevalencia de la cirrosis biliar primaria dentro de las enfermedades hepaticas fue del 4.94%
y del sindrome de sobreposicion de hepatitis autoinmune con cirrosis biliar primaria del 0.54%.
En conjunto, con un predominio del sexo femenino del 79.16% (n=19) en comparacion con el
sexo masculino 20.84% (n=5).

La sensibilidad de la prueba fue del 91.67%, la especificidad del 54.84%, el valor predictivo
positivo de 61.11%, el valor predictivo negativo de 89.47% y la precisién diagnéstica del
70.91%

CONCLUSIONES:

La prueba diagnostica tiene una sensibilidad muy alta y una especificidad baja, sin embargo, la
precision diagnéstica elevada asi como un valor predictivo negativo elevado hacen de esta
prueba un método util en aquellos casos en que histolégicamente sea dificil diferenciar entre
los diagnésticos de cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune y hepatitis crénica por infeccién
por virus de hepatitis C o bien, cuando los datos clinicos de un paciente sean confusos, no se
cuenten con estudios de laboratorio o estos resulten negativos.



INTRODUCCION

Cirrosis biliar primaria

Es una enfermedad hepatica autoinmune de etiologia desconocida que afecta selectivamente
los ductos biliares intrahepaticos pequefios. Junto con el dafio progresivo de los ductos biliares
se desarrolla colestasis cronica y fibrosis biliar/cirrosis que eventualmente terminara en
insuficiencia hepéatica. El término colangitis cronica destructiva no supurativa es la lesion

clasica de esta enfermedad(1,5,7).

La cirrosis biliar primaria afecta principalmente a mujeres entre los 40 y 60 afios de edad, es
raro por debajo de los 30 afios y excepcional en nifios. La relaciéon mujer a hombre es de 9 a 1.
Ocurre mundialmente y afecta a todas las razas con cierta distribucion geografica con pocos
casos en India y el continente africano. La prevalencia mundial es de 23 casos por millén de

habitantes(1,7).

De inicio insidioso, los sintomas predominantes son prurito intenso y letargo, con incremento en
la pigmentacién cutdnea e ictericia colestasica. Puede permanecer asintomatica durante mucho
tiempo, sin embargo, debido a su historia natural, progresara a insuficiencia hepatica en un
tiempo calculado de 20 afios.

Los datos de hipertension portal pueden desarrollarse antes de establecerse la cirrosis(9).

Los datos de laboratorio muestran leve elevacion de la bilirrubina sérica total (2 a 4 mg/dL),
moderado aumento de las aminotransferasas (100 a 150 UI/L), aumento marcado de la
fosfatasa alcalina (tres a cinco veces su valor normal) y elevacion de IgM en un 150% de su
valor normal(9,10).

La prueba diagnostica de mas ayuda es la determinacion de anticuerpos antimitocondriales,
con elevacion en mas del 95% de los casos. También es caracteristica la presencia de

anticuerpos antinucleares de tipo centromero(2).

La cirrosis biliar primaria es una enfermedad multifactorial y de etiologia desconocida, sin
embargo, de acuerdo a las investigaciones realizadas se sugieren las siguientes teorias:
-Predisposicion genética: Existe una prevalencia aumentada de autoanticuerpos en familiares
de pacientes con cirrosis biliar primaria. Asi mismo existe una elevada concordancia en
gemelos homocigoticos de hasta el 60%(2,3).

-Factores ambientales: Se ha asociado a bacterias al encontrar DNA de Propionibacterium
acnes y antigenos de Chlamydia pneumoniae en tejidos hepaticos con cirrosis biliar primaria(8).
-Inmune: Es conocida la alteracién en la auto-tolerancia de células T y B hacia autoantigenos
mitocondriales (componente E2 mitocondrial). En estudios recientes se han encontrado células
presentadoras de antigenos y células de Langerhans en los tractos porta y dentro de los ductos

biliares que muestran destruccion, dando mayor validez a la teoria inmune(1,3,6,12).



La coexistencia de cirrosis biliar primaria y otras enfermedades de fondo inmunolégico no es
rara, entre ellas se encuentran el sindrome de CREST (calcinosis, fendmeno de Reynaud,
disfuncién esofagica, esclerodactilia y telangiectasias), artritis (seropositiva y seronegativa),
tiroiditis autoinmune, acidosis tubular renal, enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico y

vasculitis, entre otras(10).

Dentro de las caracteristicas histopatologicas se encuentra inflamacién portal con lesion del
ducto biliar, que progresara con destruccion del mismo, simultaneamente se encuentran
cambios necroinflamatorios en el parénquima hepatico (lobular y/o periportal). Gradualmente se

agregan cambios colestasicos y fibréticos que terminaran en fibrosis biliar y cirrosis(7).

La lesién biliar inicial afecta al ducto intrahepatico de pequefio calibre (40 — 80um de diametro).
Las células epiteliales biliares presentan edema variable con vacuolizacion citoplasmica y un
borde luminal irregular o pueden mostrar eosinofilia con picnosis nuclear. El epitelio también
muestra cambios proliferativos con estratificacion. Existe ruptura de la membrana basal y
grados variables de ectasia ductal(7).

La mayoria de linfocitos portales son T (CD4+ y CD8+), aunque ocasionalmente pueden
agruparse linfocitos B incluso con formacién de foliculos linfoides(11).

Se puede observar la presencia de células epitelioides con formacién de granulomas no
caseificantes, intimamente asociados a un ducto biliar dafiado, siendo un hallazgo
caracteristico de la cirrosis biliar primaria. Al conjunto de todas estas caracteristicas se le
denomina lesién ductal florida(s,7).

En etapas avanzadas los ductos biliares desaparecen y solo ocasionalmente es posible

identificar restos celulares con inmunorreaccion a citoqueratina 7 (CK7)(7).

Los cambios en el parénquima hepatico consisten en necrosis celular, cuerpos aciddfilos,
hiperplasia de células de Kupffer e inflamacion sinusoidal con linfocitos. Pueden observarse
granulomas en el lobulillo hepatico. De igual manera no es raro encontrar actividad

necroinflamatoria en la interfase(s,7).

Conforme avanza la enfermedad, la actividad de interfase biliar se convierte en la caracteristica
principal, resultando del efecto toxico de los acidos biliares. Hay colestasis y depdsitos de
cobre o de la proteina fijadora de cobre de predominio en los hepatocitos periportales, visible
con la histoquimica de Orceina.

Con el tiempo se desarrolla cirrosis, en la cual, la fibrosis es densa, tipo cicatriz, con edema en

la periferia que le confiere un efecto de halo(7).

Estadio histolégico y graduacién de la actividad necroinflamatoria(7):
Actualmente se utiliza el sistema de Scheuer, que divide a la cirrosis biliar primaria en cuatro

(4) estadios.



Estadio 1: Lesion ductal florida
Estadio 2: Proliferacion ductal secundaria
Estadio 3: Fibrosis

Estadio 4: Cirrosis

El diagndstico diferencial se realiza principalmente con la hepatitis cronica por infeccién de
virus de hepatitis C, que muestra histologicamente agregados linfoides prominentes, dafio
importante del ducto biliar y esteatosis. La presencia de anticuerpos anti-virus de hepatitis C
(VHC) es diagnéstica.(14)

Otro diagnéstico diferencial es el observado en los sindromes de sobreposicién entre hepatitis
autoinmune con cirrosis biliar primaria, que muestra ademas de lesion ductal, infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitaria portal y periportal, hepatitis de interfase, dafio hepatocelular con
degeneracion globosa, cuerpos apoptésicos y prominentes datos de regeneracién con
formacion de pseudorosetas. Serolégicamente presenta anticuerpos antinucleares (ANA),
anticuerpos anti-musculo liso (SMA) y anticuerpos microsomales anti-higado-rifion (anti-
LKM).(13,14)

La cirrosis biliar primaria desarrolla complicaciones a largo plazo como la osteoporosis y
hepatocarcinoma hasta en un 4%, por razones aln no bhien conocidas y esta ultima
complicacion es mas frecuente en hombres que en mujeres.(5)

El tratamiento de eleccion es el acido ursodeoxicélico, un acido biliar hidrofilico que reduce la
concentracion intrahepdatica de sales biliares hidrofobicas e inhibe por competencia su
reabsorcion en el intestino.

En otros estudios se ha probado el uso de prednisona o farmacos citotéxicos como la

azatioprina, sin poder demostrar mejoria en comparacion con el acido ursodeoxicolico(12).



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

Identificar células de Langerhans con prueba de inmunohistoquimica utilizando anticuerpo
CD1a en biopsias de higado para establecer el diagnéstico de cirrosis biliar primaria, sindrome
de sobreposicion de hepatitis autoinmune y cirrosis biliar primaria en casos de pacientes con
anticuerpos antimitocondriales (AMA) negativos y ayudar al diagnéstico diferencial histologico
de hepatitis cronica por infeccién del virus de la hepatitis C y hepatitis autoinmune, en un

periodo comprendido entre el afio 2007 al 2012.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Conocer la prevalencia de cirrosis biliar primaria en el Centro Médico Nacional 20 de noviembre

en el periodo comprendido entre los afios 2007 al 2012.

Identificar y cuantificar el nimero de células de Langerhans y su localizacién en casos de

cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune y hepatitis cronica por virus C.

Establecer la sensibilidad y especificidad de la prueba.
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JUSTIFICACION

Consideramos que con la informacién obtenida sera valido y (til la identificacion de células de
Langerhans realizando inmunohistoquimica con el anticuerpo CD1la, como medio diagndstico
de la cirrosis biliar primaria en pacientes seronegativos, diagnéstico de sindrome de
sobreposicion entre hepatitis autoinmune y cirrosis biliar primaria y de ayuda en el diagnéstico

diferencial histoldgico con hepatitis viral C.

Consideramos factible su utilizacion en el corto, mediano y largo plazo.

Creemos que es viable su aplicacion en los institutos de salud que posean la tecnologia de la

inmunohistoquimica.

HIPOTESIS

La identificacién de células de Langerhans por medio de inmunohistoquimica con el anticuerpo
CD1a resultara una herramienta util para el diagnostico histopatolégico de la cirrosis biliar
primaria en pacientes seronegativos, sindrome de sobreposicién y diagnéstico diferencial con

hepatitis viral C y hepatitis autoinmune.
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MATERIALES

1. Biopsias de higado incluidas en bloques de parafina correspondientes a casos con el
diagndstico histologico de cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune, hepatitis crénica
por infeccion de virus de la hepatitis C, sindrome de sobreposicion de hepatitis
autoinmune con cirrosis biliar primaria y sin alteraciones histoldgicas.

2. Reactivo, insumos y equipo automatizado para la realizacibn de técnica de
inmunohistoquimica para CD1a.

3. Reactivos, insumos y equipo manual para tincién convencional para hematoxilina y
eosina.

4. Computadora personal con paqueteria basica (Office) y paquete estadistico SPSS 16.0
para Windows.

METODOS

Se realiz6 un estudio retrolectivo, transversal, observacional y descriptivo, para lo cual:

A) Se localizaron los bloques antes mencionados del archivo del servicio de anatomia
patolégica, del periodo comprendido del afio 2007 al 2012 y sus respetivas laminillas
tefiidas con hematoxilina y eosina.

B) Posteriormente se realizaron microcortes de 5 micras con microtomo (Leica RM 2255)
y seguido se realizé el estudio inmunohistoquimico.

Técnica de inmunohistoquimica para CD1a:

1.- Desparafinar por media hora a 60 grados centigrados.

2.- Lavado con buffer.

3.- Acondicionamiento celular durante 30 minutos sin presion.

4.- Lavado con buffer

5.- Incubacion del sistema de deteccién ultraView de Ventana por 30 minutos a 37 grados
centigrados.

6.- Lavado con buffer.

7.- Incubacion de hematoxilina de Gill por 4 minutos.

8.- Lavado con buffer.

9.- Incubacion de reactivo diferenciador (azuleamiento) por 4 minutos.

10.- Lavado con buffer.

11.- Lavado con agua corriente.

12.- Deshidratacion en alcoholes en grados ascendentes, alcohol-xilol y xilol.
13.- Cubrir la muestra.

Nota: El procedimiento anterior se lleva a cabo en cada laminilla, la cual tiene un corte del
tejido problema y un corte de tejido control, en el presente estudio se trata de un corte de piel.
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C) Evaluacion de muestras:

Las muestras con tincibn de hematoxilina y eosina y las correspondientes a
inmunohistoquimica seran evaluadas por un anatomopatélogo experto en el area y un médico
residente de tercer afio de la especialidad de anatomia patolégica en microscopio de luz marca
Carl Zeiss, modelo Axioskop, quienes realizardn la identificacion y conteo de células de
Langerhans en los ductos biliares. Previo a la evaluacion de laminillas se determinara la
variabilidad intra e interobservadores con cortes histolégicos ya diagnosticados por consenso
en el servicio de anatomia patolégica. De acuerdo a los resultados, cada paciente se dividiran
en dos grupos:

- Con presencia de células de Langerhans.

- Sin células de Langerhans.

D) Del expediente clinico de cada paciente se registraran las siguientes variables: edad y
sexo, pruebas de laboratorio (anticuerpos séricos), diagnéstico y hallazgos
histopatolégicos.

E) Determinacién del tamafio de la muestra:

Debido a la baja prevalencia de la enfermedad, se incluiran todas las biopsias hepéticas con
los diagnésticos ya mencionados en el periodo establecido.

F) Definicion de variables:

Variables independientes:

Cirrosis biliar primaria:

Histolégicamente caracterizado por una colangitis cronica destructiva no supurativa:

-Lesion ductal florida: Edema, estratificacion, infiltracion por linfocitos y ruptura de la membrana
basal de las células epiteliales ductobiliares.

-Proliferacion ductal secundaria: proliferacion de ductos biliares de predominio en la interfase.
-Actividad necroinflamatoria lobular y de interfase con apoptosis celular, inflamacion
predominantemente linfocitaria.

-Fibrosis y eventualmente cirrosis.

Hepatitis autoinmune con sobreposicion de cirrosis biliar primaria:
Histolégicamente caracterizado por:

-Infiltrado inflamatorio linfoplasmocitaria portal y periportal.

-Hepatitis de interfase.

-Dafio hepatocelular con degeneracion globosa, cuerpos apoptésicos.
-Prominentes datos de regeneracién con formacién de pseudorosetas.
-Lesion ductal biliar.

Hepatitis cronica por infeccion de virus C:

Histol6égicamente caracterizada por:

-Agregados linfoides con o sin formacién de centros germinales.
-Lesién ductal biliar.

-Esteatosis.

Variables dependientes:

Identificacion de células de Langerhans por medio de inmunohistoquimica con anticuerpo
CD1a, siendo positivo la presencia de 2 0 mas células.
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Clasificacion histolégica de la cirrosis biliar primaria.
Estadio 1: Lesion ductal florida

Estadio 2: Proliferaciéon ductal

Estadio 3: Fibrosis

Estadio 4: Cirrosis

VARIABLES DEMOGRAFICAS:

Prevalencia:

Proporcién de individuos de un grupo o de una poblacién que presenta una caracteristica o
evento determinado en un periodo determinado. En esta caso, el nimero de pacientes con
cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune y hepatitis crénica por infeccién de virus C, que
presentan células de Langerhans en el epitelio del ducto biliar, atendidas en el C.M.N. 20 de
Noviembre en el periodo comprendido en un periodo de 7 afios.

Edad:

Tiempo transcurrido desde el nacimiento.

Sexo:

Caracteristicas fenotipicas y genotipicas que identifican al ser humano entre hombre y mujer.

G) Procesamiento y presentacion de la informacion:

1. Validacién de la informacién contenida en el expediente electronico de los pacientes

con los diagnésticos mencionados.

2. Captura la informacion en la base de datos en Excel.

3. Obtencién la informacién a través del analisis para evaluacion de prueba diagnéstica.

4. Uso del paquete estadistico SPSS 16.0 para Windows.

5. Presentacién de los datos obtenidos en tablas y gréaficas para su analisis.

Criterios de inclusion:

Pacientes con biopsia hepéatica diagnosticada de cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune,
sindrome de sobreposicion y hepatitis cronica por infeccién de virus de hepatitis C.

Pacientes con biopsia hepatica diagnosticada sin alteraciones histologicas (normal).

Criterios de exclusion:
Pacientes con biopsia hepatica con el diagnéstico de cirrosis, incluyendo el diagnostico de
cirrosis biliar primaria estadio 4 (cirrético).

Criterios de eliminacion:

Bloque de parafina con tejido hepatico mal conservado o insuficiente.
Bloque de parafina inexistente

Informacién incompleta del paciente en el expediente electrénico.

14



RESULTADOS

Se identificaron de un total de 546 biopsias hepéaticas:

27 casos de cirrosis biliar primaria, con una prevalencia entre las enfermedades hepaticas de
4.94%

3 casos de sindrome de sobreposicion de hepatitis autoinmune y cirrosis biliar primaria, con
una prevalencia entre las enfermedades hepéaticas de 0.54%

12 casos de hepatitis autoinmune, con una prevalencia entre las enfermedades hepaticas de
2.19%

15 casos de hepatitis cronica por infeccién por virus de la hepatitis C, con una prevalencia entre
las enfermedades hepaticas de 2.56%

Total de hombres: 15 (23.4%)

Total de mujeres: 49 (76.6%)

Total de casos

CBP HAI-CBP HAI
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Después de los criterios de exclusion y eliminacion

Total de casos

HAI-CBP

Hombres: 14 (25.45%)
Mujeres: 41 (74.55%)

Porcentaje de eliminacion: 14.1%
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CIRROSIS BILIAR PRIMARIA

Edad media

Cirrosis biliar primaria

72

48.5

25+
Edad media

Mujeres

Anticuerpos antimitocondriales

Numero de células de Langerhans

0 células 1 célula 2 células 3 celulas 4 células
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HEPATITIS AUTOINMUNE

Edad media

Hepatitis autoinmune

54

32.5

Edad media

Mujeres

Anticuerpos séricos

10

ANA, + ASM + ANA - ASM - AMA -

Numero de células de Langerhans

0 celulas 1 célula 2 celulas
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HEPATITIS CRONICA POR INFECCION POR VIRUS DE LA HEP ATITTIS C

Hepatitis virus C Edad media

13+

Hombres Mujeres Edad media

RNA viral

RNA viral + RNA viral -

Numero de células de Langerhans

0 células 1 célula 2 células 3 células 4 células Mas de 4
células
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SINDROME DE SOBREPOSICION HAI — CBP

Sindrome de sobreposicion HAI - CBP

ANA + AMA ANA - AMA

+ a

Hombres Mujeres 1 célula 4 células

Edad media

48

435

39+

Edad media
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10

SIN ALTERACIONES

Sin alteraciones

Hombres Mujeres

Edad media

75

Edad media

Numero de células de Langerhans

0 células 1 0 mas células
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EVALUACION DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA

CBP / CBP-HAI Controles TOTAL
Positivo 22 14 36
Negativo 2 17 19
24 31 55

Ezpecificidad H

YWalar predictivo negativo

Prueba diagndstica

‘ 54.84

|EQ.4?

1]

20 40

60 a0

100

Kappa de Cohen: 0.44

< 0: Sin acuerdo

0 — 0.20: Leve acuerdo
0.21 — 0.40: Razonable
0.41 — 0.60: Moderado
0.61 — 0.80: Sustancial
0.81 — 1.0: Casi perfecto
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DISCUSION

La prevalencia de la cirrosis biliar primaria esta reportada mundialmente como menor de 1%,
encontrando en nuestro estudio una prevalencia mayor, del 4.94%, posiblemente explicada por
tratarse de un centro médico nacional de concentracion.

Los datos disponibles en la literatura sefialan que la cirrosis biliar primaria tiene una afectacién
del sexo femenino del 70 al 90%, con una relacion hombre:mujer de 9 : 1 y una edad entre los
40 y 60 afios. En el presente estudio encontramos un porcentaje de afeccion al sexo femenino
del 76.6% con una edad media de 51.1 afios, mostrando correlacion con los datos anteriores.

En este estudio se encontrd que de los pacientes enfermos con cirrosis biliar primaria, el 50%
de ellos no presentaron anticuerpos antimitocondriales séricos, contrastando con los reportes
de la literatura donde informan que solo el 5% de los enfermos son negativos a anticuerpos,
que indica la necesidad de verificar, al menos, los valores de referencia de laboratorio de este
centro médico nacional.

Los resultados obtenidos de la identificacion de células de Langerhans como prueba
diagndstica de la cirrosis biliar primaria mostraron una sensibilidad muy alta y especificidad
baja, sin embargo, el valor predictivo negativo resultdé considerablemente alto y la precisién
diagnéstica con un porcentaje aceptable y un acuerdo estadistico en rango moderado segun la
kappa de Cohen, por lo que puede ser una prueba Util en casos seleccionados, pudiendo ser
incluso de mayor utilidad como prueba de exclusién.

CONCLUSIONES

La presencia de células de Langerhans como prueba diagnéstica de la cirrosis biliar primaria
puede ser de utilidad en casos en que histolégicamente sea dificil establecer el diagndstico y
no presenten anticuerpos antimitocondriales séricos.

Posiblemente tenga mayor utilidad como prueba de exclusion.

Este estudio es reproducible, lo que da pie a futuras investigaciones acerca del tema.
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APENDICE

Colangitis linfocitica en la cirrosis biliar primaria, cuando esta asociada a destruccion del ducto biliar se le
denomina lesion ductal florida.

Inflamacion portal en caso de cirrosis biliar primaria constituida por linfocitos y algunas células
plasméticas. Puede encontrarse como este ejemplo, hepatitis de interfase.
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Hepatitis de interfase en un caso de hepatitis autoinmune.

Hepatitis autoinmune, las células plasmaticas son conspicuas.

Hepatitis crénica viral, la formacion de agregados linfoides con formacién de centros germinales son
comunes en la infeccién por virus C.
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Presencia de células de células de Langerhans con reaccion a anticuerpo CD1a por medio de
inmunohistoquimica en un caso de cirrosis biliar primaria.
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