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Resumen

El presente trabajo de tesis correlaciona los hallazgos de la biopsia hepatica y la sobrevida de los
pacientes de atresia de vias biliares desde el 2004 hasta el 2014 en los Hospitales Pediatrico Baca
Ortiz y Metropolitano de Quito. Es un estudio longitudinal de cohorte, en el que se incluyeron a 11
pacientes pediatricos que cumplieron con los criterios de inclusion. El analisis se realiz6 utilizando
el programa SPSS version 20. Los resultados obtenidos revelan que el sexo masculino fue el mas
afectado con histopatologia no favorable. El grupo de edad fue de 1 mes hasta 4 meses, el
predominio del tipo III de atresia de vias biliares; Se encontré que hay un patron de atresia de vias
biliares como fibrosis, concreciones biliares, y ductulitis que tiene una evolucion favorable, Sin
embargo si encuentra ademds de lo citado células gigantes, degeneracion plumosa esto revelaria
signos de patron no favorable. El patrén de biopsia favorable fue mas frecuente en el sexo
femenino, con nivel de albumina 3,6g/dl, bilirrubinas 8,2mg/dl mientras que el patron de biopsia no
favorable el sexo masculino fue mas afectado, con niveles promedio de albumina 2,8g/dl y
bilirrubinas 10,2, con p mayor a 0,05 comparando los dos grupos, pero la ALT, AST, GGT tuvieron
mas de 2 DS y no hubo relacion con los patrones estudiados. Los pacientes sometidos a Kasai
tuvieron complicaciones como la colangitis en el 63.8% no relacionandose con el patrén de la

biopsia hepatica, la sobrevida fue del 63,6%.

Palabras claves: Atresia de vias biliares, sobrevida, fibrosis
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Abstract

This thesis correlates patologhy anatomy and overlife in patients with biliary atresia during the
period from 2004 to 2014 in the Pediatric Hospital Baca Ortiz and Metropolitano Hospital of Quito.
This is cohort longitudinal study, That includes 11 pediatrics patients whose cases met the inclusion
criterion. The analysis was performed using SPSS version 20. The results show that the masculine
sex was the most affected and they have a negative histopalotogy. The group age was
herterogeneous from 1 to 4 months. It was found that there is a pattern of biliary atresia as fibrosis,
concretions and ductulitis that have favorable evolution but if gigant cells, this indicates apoor
prognosis. The favorable histopathological patten was more frequent in females, level of albumina
3,6g/dl, bilirrubin 8,2 mg/dl while the unfavirable patera males was most affected, whith avarege
level of albimina 2,8g/dl with p more 0,05, and bilirrubin 10.2, but ALT, AST, GGT had 2 DS and
there was no unrelated to the patterns studied. The patients who were expose to the Kasay
procedure had complications as colangitis in the 63,8% not being related to the pattern of liver

biopsy, survival was 63,6

Key word: biliary atresia, survival, fibrosis



Indice

Tesis previa a la obtencion del Titulo de
Especialista en Cirugia Pediatrica
Autor:Jenny Arboleda Bustan
Certificacion

Dedicatoria

Agradecimiento

Resumen

Abstract

indice

Lista de Tablas

Lista de Figuras

I. INTRODUCCION

I. Introduccion

I REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 Epidemiologia

2.1.2 Teorias de la atresia de vias biliares
2.1.2.1 Injuria inmunologica
2.1.2.2 Factores genéticos

2.2.1 Evaluacion clinica

2.2.1.1 Factores ambientales
2.2.1.2 Déficit de alfa 1 antitripsina

2.2.1.3 Colestasis intrahepatica progresiva familiar

VI

I-1I

II

IV

VI

Vil

XI

10

10-11

12

13

13

14

14



2.3 Examenes

2.3.1 Examenes de laboratorio
2.3.2 Examenes de imagen

2.3.3 Histopatologia

2.4 Cirugia

2.4.1 Técnica quirurgica

2.4.2 Pronostico

2.4.3 Estudios Experimentales
Problema de investigacion
Hipotesis

Objetivos

III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Disefio metodolégico

3.1.1. Tipo de estudio

3.1.2 Criterios de inclusion y de exclusion
3.1.3 Universo y muestra

3.1.4 Procesamiento de la recoleccion de la informacion
3.1.5 Plan de analisis de los datos
3.1.6 Técnica de analisis

IV. RESULTADOS

4.1. Anélisis de impacto

4.1.1 Resultados demograficos

15

15

16-18

18

18

19

19-20

21

22

23

24

25

25

25

25-26

27

27

28

29-39

40

41

VIII



V. DISCUSION

Discusion

VI CONCLUSIONES

Conclusiones

VII. RECOMENDACIONES
Recomendaciones

VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

IX. ANEXOS

IX

42-45

47

48

49

50

51-62

63-86



Lista de Tablas

Tabla 1: Instrumento de recoleccion de datos pag. 64
Tabla 2: Factores etiologicos de la atresia de vias biliares  pag. 70
Tabla 3: Tipos de atresia de vias biliares pag. 71
Tabla 4: Diferencias histopatoldgicas entre colestasis y atresia de vias biliares.  pag. 71

Tabla 5: Pruebas de funcidn hepatica pag. 68



Lista de Figuras

Grafico 1: Acino de Rappaport pag. 65— 66

Grafico 2: Teoria del dafio hepatocelular pag. 67

Grafico 3: Signos ecograficos de la atresia de via biliares

pag. 69

XI



I. INTRODUCCION



I. Introduccion
INTRODUCCION
La atresia de vias biliares es una colangiopatia obstructiva neonatal' caracterizada por cambios
obstructivos progresivos tanto de la via intra como extra hepatica, que se acompaia de fibrosis y
obliteracion de estas, lo que puede llevar a la cirrosis hepatica e incluso ser fatal en un corto
periodo*
La frecuencia de atresia de vias biliares reportada a nivel mundial varia de 1 por cada 9000 a 12000
recién nacidos vivos'3% sin embargo, corresponde al 50% de las colestasis neonatal como
indicacion de transplante hepatico!. Un estudio realizado en Japon con 1386 pacientes (en 132
instituciones) en 30 afios muestran que su incidencia es de 10.4 en 100.000 nacido vivos y varia de
acuerdo a la ubicacion geografica, en Polinesia se reporta el mas alto indice con 32 por 100.000
nacidos vivos. En algunas series se describe del 30 al 40% como causa de colestasis neonatal,
seguida por hepatitis neonatal con el 30%; en nuestro pais no se registra como atresia de vias
biliares ya que solo se cuenta con registros del INEC el mismo que reporta como: otras
enfermedades del higado teniendo un nimero real de 4635 casos en el 2014. En nuestro pais
tomando en cuenta los nacidos vivos en el 2014 y los hospitalizados en ese mismo afio con esa
patologia obtenemos una la incidencia del 0,79.
Los fenotipos clinicos asociados a esta patologia son: la forma aislada y la asociada a otras
malformaciones extra hepaticas. El fenotipo aislado corresponde al 70-80% de los casos!, mientras
que del 15-30% restante se asocia a otras malformaciones tales como: poliesplenia, anomalias de la
vena porta, malrotacion, situs inverso y cardiopatia congénita. La etiologia y patogenia ain no estan
absolutamente aclaradas, por lo que se postulan diversas teorias como son las causadas por virus o

la predisposicion genética que llevan a una lesion del tejido ductal como consecuencia de un



proceso inflamatorio, esclerosante, que posteriormente compromete la via extra hepatica’, esto se
podria dar por un proceso viral perinatal, inmunoldgicos o genéticos. Mack y Cols afirman que la
infeccion por virus colangiotropos seria el factor desencadenante del dafio y la subsecuente
obstruccion. Entre los virus mas estudiados que se describen estan: el reovirus, rotavirus C y el
citomegalovirus que actuarian produciendo esta agresion. Ademads, en ciertos estudios se han
presentado antigenos del sistema de histocompatibilidad HLA B12, A95 y B5 como factores
asociados!. Asimismo estos pacientes presentarian un cierto grado de vulnerabilidad inmunologica
que los hacen mas susceptibles a la progresion descrita. La biopsia hepatica permite confirmar el
diagnodstico en un 97-98% de los casos, por lo que debemos conocer la anatomia normal de la
unidad funcional.

Higado normal

La unidad del higado es el lobulillo hepatico clésico de Kiernan, estructura hexagonal; en cada
angulo se encuentran los espacios porta y en la porcion central la vena o vénula centro-lobulillar
(Ilamada también vénula hepatica terminal o vénula aferente). La unidad funcional se conoce con el
nombre de Acino de Rappaport basada en la circulacién y de acuerdo a ello, el centro del lobulillo
es el espacio portal y los limites periféricos se localizan entre dos venas centrales vecinas. El Acino
de Rappaport se ha dividido entre zonas, la zona 1 es la mas proxima al espacio porta; la zona 2 es
la porcion intermedia; la zona 3 es la que rodea la vena central (Gréfico 1).

El espacio porta contiene conductos biliares, rama de la vena porta y de la arteria hepatica,
linfaticos y filetes nerviosos. Estos elementos se encuentran inmersos en un estroma de tejido
fibroso laxo y normalmente hay escasos linfocitos y macrofagos. El parénquima hepatico esta
constituido por laminas de hepatocitos dispuestas en hileras (dos en hileras en menores de 8 afos).
Los sinusoides confluyen en la vena centro lobulillar su diametro varia de 6-15 micras y su calibre

puede aumentar hasta 30 veces. Los sinusoides carecen de membrana basal. El espacio de Disse se
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encuentra entre los hepatocitos y la pared sinusoidal que se comunican con las lamina del
hepatocitos y la periferia del lobulillo, este el asiento del tejido fibroso portal. En padecimientos
cronicos puede depositarse una membrana en el espacio de Disse que se conoce como
“capilarizacion” y es capaz de causar hipertension portal. El sinusoide esta revestido
por células endoteliales con numerosas fenestraciones que comunican la luz vascular con el espacio
de Disse y las células hepaticas. Las células de Kupffer son células fagociticas que se encuentran en
la luz del sinusoide.

Guia diagnostica

El examen del higado a poco aumento permite establecer el nimero de lobulillos que contiene la
biopsia. Primero hay que contar el nimero de espacios porta completos y evaluar si se mantiene o
no la arquitectura lobulillar. En general, se acepta que una buena biopsia debe tener al menos 5
espacios porta pero cuando es un proceso cronico se considera que debe tener entre 11-15 espacios
porta para determinar fehacientemente el diagnostico. Los conductos biliares son del tamafio de la
arteria hepdtica y, se sitian en el centro, cuando proliferan estdn en esta union con las laminas
hepaticas, hay que ver la pared y la luz para buscar concreciones de bilis.

Proliferacion ductular: los colangios son las estructuras que unen los conductos biliares con los
canaliculos. La proliferacion ductular se presenta en casos de colestasis. La evaluacion de la fibrosis
en el espacio porta es importante en esta patologia. Los hallazgos mas tipicos de la atresia de vias
biliares son la proliferacion de los conductos biliares, fibrosis portal, estasis biliar canalicular y
transformacion gigantocelular, esta es menos intensa que en la hepatitis neonatal. En los casos
precoces, es posible observar escasos conductos biliares en vez de proliferacion, por lo que ante la
sospecha clinica se recomienda hacer biopsias seriadas. Se reconocen dos tipos de atresia de vias

biliares



a) El embrionario o congénito con colestasis presente al nacer, que representa el 15% de los
casos, caracterizados por su asociacion a otras anomalias: extra hepatica (poliesplenia, situs

inverso, vena porta preduodenal, malrotacion intestinal, cardiopatia congénita.

b) El clasico postnatal o adquirido, en que la ictericia y acolia se manifiesta luego de las
primeras dos semanas de vida y no hay malformaciones asociadas. Es posible que en la base
de la forma embrionaria estén implicados factores genéticos, o factores ambientales, los

casos familiares no son frecuentes.

La cantidad de conductos biliares en espacios porta periféricos varia con la edad gestacional. En
nifios prematuros menores de 38 semanas solamente el 40% de los conductos lobulillares se han
desarrollado, el recién nacido a término tiene todos los conductos lobulillares por lo que la relacion
CB/EP es menor a 1 (0.9 para la mayoria de los autores).

Se debe recordar que la proliferacion ductal puede ser tardia en algunos pacientes, ni el hallazgo de
los conductos biliares normales ni la ductopenia excluyen el diagndstico de atresia de via biliares.
La biopsia muestra un patron de colestasis que es caracteristico. Se observa proliferacion de los
conductos biliares, colestasis ductular y a nivel del espacio portal fibrosis con extension fibrosa
peri-portal. Datos recientes sugieren que las formas que se presentan mas tempranamente (menos de
30 dias) tienen peor pronostico* ya que son las formas que se iniciaron en la etapa embrionaria. Al
comienzo, antes de la cuarta semana de vida, es posible que la Unica alteracién histologica
encontrada sea la colestasis hepatocitica y canalicular. Alrededor de la cuarta semana, la
proliferacion de conductos biliares ya es prominente. Las alteraciones lobulillares son menos
acentuadas aunque pueden verse elementos lobulillares de hepatitis con transformacion
gigantocelular en el 15% de los casos, hay diferencias entre la hepatitis neonatal y la atresia de via

biliares (tabla 4).



Luego de la cirugia de derivacion, del 40-60% de los pacientes tienen uno o mas episodios de
colangitis; estos pacientes con historia de colangitis tienen mas oportunidad de desarrollar cirrosis;
a pesar de una oportuna derivacion bilio—digestiva muchos pacientes requieren un transplante
hepatico.

La ductopenia es la reduccion del nimero de conductos biliares intrahepaticos de tipo inter
lobulillar en presencia del arbol biliar extrahepatico permeable; para determinar la ductopenia hay
un indice de calculo que es el CB/EP, que debe ser de 0,9 a 1,8. Se define la ductopenia cuando es
inferior a 0,5, y se requieren de 10 a 20 espacios para calcular este indice; se puede presentar en una
forma sindrémica y otra no sindrémica; la forma clinica de la sindromica es el Sindrome de
Alagille y la no sindrémica constituye un grupo heterogéneo de enfermedades. La atresia de vias
biliares en su evolucion va a producir ductopenia en raros casos estas alteraciones pueden

encontrarse en la primera biopsia>2°.

El tratamiento de eleccion es la hepatoenterostomia, mediante la técnica de Kasai, esta permite
restablecer el flujo biliar en el caso de que existan aun canaliculos intrahepdticos y prevenir el
desarrollo de la cirrosis y posterior disfuncion hepatica. La principal complicacion asociada a la
correccion quirurgica son los cuadros de colangitis que pueden empeorar la disfuncion hepatica
basal. Hay estudios que demuestran la sobrevida de los pacientes sin transplante hepatico; como el
realizado por Lykavieris et al, que report6 una sobrevida del 23% de 271 pacientes, pero presentan
dentro de su evolucién el sindrome colestasico e hipertesion portal esperados.®!® Los casos
reportados de carcinoma hepatico han ido aumentando en las series que realizan seguimientos de
estos pacientes’-#28. En las series con supervivencia larga y seguimiento continuado se demuestra el

riesgo de carcinoma hepatico’-%28,
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2.1.1.1 Epidemiologia

La atresia de vias biliares es una colangiopatia obliterante progresiva de etiologia no conocida que
afecta a 1 en 15,000 nifios o 32 en 100.000 dependiendo de la raza del paciente los mas afectados
corresponden a la poblacion asiatica; en Reino Unido 1 cada 15.000, en Estados Unidos 1 en 14.000
8, La mayoria de estos nifios tienen peso normal al nacer presentando ictéricia, coluria, acolia,
signos que nos llevan a un diagnéstico temprano y a la cirugia correctiva. La etiologia sindromica
(asplenia, atresia de vias biliares BAMS) o la no sindromica que afecta al 80-90 % de la poblacion
que a la vez tiene otra sub—etiologia tipo fetal, dilatacion quistica del remanente de la via biliar. Los
tipos de atresia de vias biliares reportadas por Davenport publicadas en el 2005 son: Tipo I que se
presenta en el —5% de los casos, el tipo II que se presenta menos del 2% de los casos y el tipo III
representando mas del 90% de los casos (tabla 3). Esta patologia puede evolucionar favorablemente
con la cirugia descrita por Kasai, pero en otros casos a pesar de llevar el tratamiento adecuado
requieren transplante hepatico, segun reporta la literatura puede darse hasta en el 70% de los casos.
Etiologia

La atresia de vias biliares es el resultado del dafio de la via biliar intrauterino dado por una severa
colestasis en el periodo neonatal. Varias partes del sistema biliar intra—hepatico son afectadas por
una falla en el desarrollo normal de esta estructura - 12, Esta se puede presentar de 3 formas:

1.— La forma embrionaria (BAMS) coexiste con multiples malformaciones, lo que sugiere que el
daiio se desarrolla en la fase primaria del desarrollo fetal; sin embargo hoy en dia se postulan
multiples causas (tabla 2, grafico 2), como poliesplenia o asplenia, desordenes viscerales (situs
inversus, malrotacion intestinal), malformaciones vasculares intrabdominales (ausencia de la vena

cava inferior, vena porta pre—duodenal) y anomalias cardiacas, generalmente estos pacientes son



10
nifas de madres con patologia preexistente como diabetes, tirotoxicosis que afectaria el ambiente
materno—fetal.

Entre la quinta y sexta semana de gestacion, presentando una mutacion de los genes Ch2q 11.1
CFC1 como ocurre en el 50% de las pacientes en Francia®*>3-,

2.— La segunda es la asociada con otros sindromes como maullido de gato (coloboma, atresia
rectal), esto se da por una mutacion en el gen Ch223433-36,

3.— Finalmente esté la forma no sindromica, pero esta se asocia a otras malformaciones congénitas
como atresia de esdfago, atresia yeyunal, atresia rectal; sin embargo, son anomalias que no tienen

alteracion genética®>3-6,

2.2.1 Teorias de la etiologia de la atresia de vias biliares

Injuria inmunologia

La presencia de infiltrados mononucleares en la vecindad del acino evidencia dafio intra—hepatico
este progresa a un epitelio de regeneracion en el acino demostrando el dafio celular en varios
estudios "3, Los linfocitos T presentan a los antigenos por lo que disparan los mecanismos
inmunoldgicos sustentado esta teoria. Respecto a esto Mack et al ! identifico el incremento de
linfocitos (CD 4 y CDS) y el perfil de citoquinas TH1 (expresadas por la ilterleucinas 2, interferon,
factor de necrosis tumoral, interleucina 2'?) lo que comparado con el estudio de otras colestasis
neonatales, evidencid que estos cambios son caracteristicos de la atresia de vias 1920,
Narayanaswamy et al 2! ha revisado el panel inflamatorio para la atresia de vias biliares, el panel
inflamatorio (IL 2, 4, 10,18, factor de necrosis tumoral, interferon gama) y el de reaccion celular
(adhesion intercelular molecular 1) en 21 pacientes con atresia de vias biliares por lo que los autores

concluyen que la inflamacion de las vias biliares es un proceso no polarizado y muestra una sobre
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expresion celular de las moléculas de adhesion en el epitelio biliar y en los vasos que disminuyen
luego del procedimiento de Kasai. Adicionalmente los macrofagos, las células de Kupffer, las
células asesinas naturales y los mastocitos también son identificados en los infiltrados de la atresia
de las vias biliares, '%2>-23, Shivakumar et al 24, describe la presencia de células asesinas naturales en
la vecindad del conducto intrahepatico acompafiados de la sobre expresion que desencadena la
citotoxicidad. Harada et al '*! sugiere el rol receptor de TLH en la atresia de vias biliares que le
lleva a la apoptosis, lo que sugiere que es una respuesta innata. Ademas del sistema de HLA
expresado y demostrado en los aloinjertos en el higado con atresia de vias biliares?’. En el 2004,
Suski et al 2%, usando el cromosoma X y Y con hibridacién del HLA identificé un alto nimero de
c¢lulas maternas en el higado de pacientes con atresia de vias biliares en comparacion con los
pacientes de hepatitis neonatal. Muraji y Cols 32 en Jap6n identificaron principalmente a CD8, en la
pared celular de los pacientes con atresia de vias biliares, lo que lleva a la hipdtesis de micro
quimica—materna” y la posibilidad de que exista aloinmunidad injerto contra el huésped.

Infeccion viral

El reporte de la variacion estacional 34, y casos reportados en estudios experimentales evidencian
que los virus inducen a la atresia de vias biliares tanto en animales 35 3. como en el caso de
humanos 3 37- 38, El posible rol de los numerosos virus han llevado a la investigacion de los virus
hepatotréficos (virus de la hepatitis B), citomegalovirus, herpes, papilomavirus, grupo C rotavirus,
y reovirus . El mayor interés por el reovirus es porque la innoculacion intraperitoneal en ratas
recién nacidas induce al desarrollo de fibrosis, mientras que con el rotavirus induce a la inflamacion
extrahepatica y dafio ductular intrahepatico lo que lo hace similar a la atresia biliar en humanos. El
reovirus fue detectado en los remanentes de la atresia de vias biliares en roedores con pruebas

inmohistoquimicas muy similar a la reacciones en humanos*3.



12
Factores genéticos
Uno de los genes identificados en la minoria de los casos de atresia de vias biliares es el CFC1 que
codifica la proteina CRYPTIC, mientras que los defectos intrauterinos con el sindrome Alagille la
mutacion esta en el gen Jagged 1 (JAGI).
Un estudio comparativo reportd la mutacion JAG1 en 6 de 28 pacientes con atresia de vias biliares
(21,4%) de los que requieren transplante hepatico temprano después del procedimiento de Kasai
(después de 5 afios) en comparacion con 4 de 72 pacientes (4,1%) que no se habia sometido a un
transplante de higado. Este gen suprime la inmunoregulacion de la interleucina 8. La mutacion en el
cromosoma 4 causa anomalias en el desarrollo del sistema hepatobiliar en ratones >’ *%, pero no
esta confirmado en humanos, los alelos HLA y el gen VEFG y los polimorfismos pueden asociarse
con atresia de vias biliares, aunque hay evidencia de la contribuciéon de varias anormalidades
genéticas en la patogénesis de la atresia de vias biliares, su papel exacto esta todavia bajo
investigacion.
Anormalidades vasculares
La hipdtesis de la trombosis de la arteria hepatica en la vida fetal que lleva a la atresia de vias
biliares fue postulada por Pickett y Briggs®®, quienes realizaron estudios experimentales para probar
su teoria. Ho y colaboradores confirman dicha teoria reportando la presencia de restos de la arteria
hepatica en las muestras estudiadas de 11 pacientes, evidenciando una pared arterial hipertrofica, lo
que llevaria a sustentar la teoria de la atresia de vias biliares por el proceso de anormalidades

vasculares.
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Factores ambientales
Numerosos insultos exdgenos pueden ser postulados para la patogénesis de la atresia de las vias
biliares incluyendo uso de drogas durante la gestacion (anfetaminas, alcohol), fitoxinas,
micotoxinas, toxinas de productos agricolas y toxinas industriales.
Evolucion clinica
La colestasis y la hiperbilurrubinemia en el periodo neonatal ameritan investigacion clinica, de
laboratorio e imagen que establezcan la causa de la patologia para prevenir el dafio hepatico.
Presentacion clinica
El primer paso es reconocer los signos y sintomas como: ictericia, coluria, acolia, hepatomegalia, en
el caso de BAMS las anomalias cardiacas.

Diagnostico diferencial

El sindrome de Alagille

Representa un 10-15% de los casos de colestasis neonatales. Se caracteriza por la asociacion de
cinco criterios mayores: facies peculiar (frente abombada, mentéon pequefio y puntiagudo,
hipertelorismo), embriotoxon posterior, anomalias vertebrales del tipo “vértebras en alas de
mariposa®, estenosis periférica de las ramas pulmonares de la arteria pulmonar y colestasis cronica
debida a escasez de vias biliares interlobulillares. El diagnostico se basa en la asociacion de al
menos tres de los cinco criterios.

La escasez de vias biliares se define como la ausencia de vias biliar visible en mas del 50% de los
espacios porta en una biopsia hepatica que contenga al menos diez espacios porta completos
presentes.

La evolucion hacia la cirrosis no es constante y puede aparecer desde la adolescencia. Puede estar

indicado un trasplante hepatico mas precoz en caso de ictericia persistente desde el nacimiento
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asociado a xantomas y a prurito grave. La mutacidon genética es del gen Jagged 1 situado en el
cromosoma 20, este gen codifica una proteina que une un receptor transmembrana (Notch),
implicado en la diferenciacion celular en las etapas precoces del desarrollo. Se dispone de un

diagnostico prenatal molecular, pero en dos tercios de los casos las mutaciones son esporadicas.

Déficit de alfa —1 antitripsina

Esta enfermedad representa s6lo un 5-10% de los casos de colestasis neonatal. Se transmite de
forma autondmica recesiva. Es el unico fenotipo que se asocia a enfermedad hepatica. En Francia,
la frecuencia de homocigotos ZZ se estima en un caso de cada 10.000 nacimientos. Tan s6lo un 15—
20% de los nifios ZZ presentaran colestasis neonatal, y cerca de un 30% de ellos desarrollara una
cirrosis que indicara el transplante hepatico. El diagnostico suele sugerir la ausencia de pico de
globulinas alfa—1 en la electroforesis de proteinas plasmaticas y se confirma mediante la
cuantificacion de alfa—1 antitripsina y el estudio fenotipo y genotipico. El gen se sitlia en el
cromosoma 14 y tiene la sustitucion del acido glutdmico—lisina en la posicion 342 de la secuencia
de los aminoacidos.

Colestasis intrahepaticas progresivas familiares (PFIC1-3)

Las enfermedades hepdaticas agrupadas bajo este nombre corresponden a un grupo heterogéneo de
entidades, inicialmente denominadas enfermedad de Byler, que representa un 10% de los casos de
colestasis neonatal y que hace poco han sido separadas. Se trata de una colestasis de transmision
autosdmica recesiva, de origen hepatocelular y que generalmente evoluciona hacia la insuficiencia
hepatocelular en la adolescencia. En los dos primeros tipos (PFCI1,PFC2), la colestasis se
caracteriza por un inicio a menudo neonatal, prurito intenso, y GGT siempre normal. La PFC1 se
debe a una mutacion en el gen F1C1, situado en el cromosoma 18 y cuya funcién no se conoce bien.

La PFIC2 se debe a una mutacion en el gen BSEP, situado en el cromosoma 2, que codifica al
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transportador canicular implicado en la secrecion de acidos biliares'32. El PFIC3 hay una mutacion
en el cromosoma 7, que se presenta: inicio tardio con hipertension portal y la insuficiencia
hepatocelular mas tardia, si GGT elevada, proliferacion ductal pese a que las vias biliares son
normales. El tratamiento para estos pacientes es el transplante hepatico, pero pueden beneficiarse
del 4cido ursodesoxicolico o una derivacion biliar externa.

Pruebas de laboratorio

Los examenes de laboratorio van encaminados a vigilar la funcidén hepatica, biisqueda de lesion
hepatica y funcidon metabolica, estos pacientes muestran hiperbilirrubinemia y elevacion de las
transaminasas, glutamiltranspeptidasa, fosfatasa alcalina, pueden estar elevado por otras causas de
colestasis, mientras que glutamiltranspeptidasa es mas especifica para la atresia de vias biliares, un
analisis temprano puede excluir el diagndstico de galactosemia, hepatitis viral, hipotiroidismo y
quiste de colédoco. El estudio de la funcion hepatica como la albtimina y los tiempos puede dar el
grado del insulto hepatico (tabla 5). La historia materna y familiar puede hacer pensar en otros
sindromes como sindrome de Alagille o fibrosis quistica.

Estudios de imagen

Los estudios de imagen se utilizan para realizar el diagndstico diferencial, se puede empezar con la
ecografia en la que se puede evidenciar, masa, quiste de colédoco, dilataciones, anomalias
vasculares, poliesplenia y signos de hipertension portal. El signo clasico de la atresia de vias biliares
es el cordon triangular en la vecindad de la vena porta pero puede tener una sensibilidad (85%) y
especificidad (100%) (grafico 4), en el caso que se detecte una dilataciones en el periodo
intrauterino se debe seguir en el periodo post-natal 72. La Gammagrafia (DISIDA) con
preparaciones previa de 5 a 7 dias con fenobarbital tiene una sensibilidad del 82% y especificidad
del 91%. La resonancia magnética (colangiopancreatografia) lleva al diagnéstico del 71 al 82%,

pero el Gold estandar es el colangiograma transoperatorio con la biopsia hepatica.
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Patrones histopatologicos
En colestasis neonatal se puede establecer por biopsia con trucut el 93 al 94% de los casos segiin
algunas series 7% 73, La histologia con tinciones como la hematoxilina, eosina, tricromico. El estudio
realizado por Daenport en Londres 2003, utiliza la siguiente escala para valorar los grados de
fibrosis:
0 = no fibrosis
1= No fibrosis en el espacio porta
2= No puentes de fibrosis porto—septales
3= Puentes de fibrosis porto septales
4= Cirrosis
En un estudio reciente realizado por el centro de investigacion de atresia de vias biliares (BARC) en
el que 16 parametros histopatoldgicos fueron evaluados por 10 patdlogos, pudieron distinguir dos
patrones histopatologicos usando un analisis de regresion logistica describen a la atresia de vias
biliares como patron obstructivo:
1 Patron favorable: grados de fibrosis I y II, menor grado de proliferacion ductal, concreciones
biliares.
2 Patron no favorable: presenta mayor grado de fibrosis III y IV ademas mayor reaccion ductular,
presencia de células gigantes.
La fibrosis es la base para el diagndstico de atresia de vias biliares ya que es progresivo una biopsia
en el segundo mes de vida la muestra fibrosis avanza y la reaccion ductula e inflamacion leve,
mostrando un patrén obstructivo, el grado de edema periductal se expande al tracto portal, la
mucosa biliar expresa multiples receptores intra—celulares (IRAK-1), lo que le lleva la inmunidad
intra biliar en los que juegan un papel importante moléculas pro—inflamatorias como IL—6, FNT—0,

IL-8, CX3CL1 y CCL2 que pueden persistir en la inflamacion periductal.
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La presentacion de la injuria biliar extra—hepatica es la causa de todas las manifestaciones clinicas,
el dafio y destruccion de los conductos extra—hepdaticos ocurre después de las manifestaciones
clinicas y es un importante factor que lleva a la falla hepatica!> ¢ 82, Sin embargo hay pocos
estudios que identifiquen en forma temprana los linfocitos intra—epiteliales como signo de dafio
epitelial, alargamiento del nucleolo, pérdida del citoplasma, destruccion de los conductos esto se ha
reportado en el 31 al 94% de los casos estudiados 77-87-88 con la pérdida de los conductos biliares en
aproximadamente 8% de los casos demostrada en la biopsia inicial.
La IGG4 es un anticuerpo monoclonal que reacciona con los procesos inflamatorios.
La malformacion de la placa del conducto (DPM) la lesion es atipica en los casos de atresia de vias
biliares que desarrolla una fibrosis circular que le da el aspecto nodular como la enfermedad
fibropoliquistica del higado esto se ve en el 10 al 48,8% de los pacientes con atresia de vias biliares,
con pobres resultados 8% %0, La asociacion de atresia de vias biliares y BAMS (forma embrionaria),
representan un pobre pronostico luego de la cirugia de Kasai %994
En la inflamacién los linfocitos se presentan en el tracto biliar , otras células inflamatorias incluyen
los eosinofilos, células plasmaticas y macrdofagos, es mas frecuente en los pacientes con BAMS
(forma embrionaria).
Dentro del diagnostico diferencial al momento de ver las placas se debe tomar en cuenta la
hematopoyesis extramedular puede ser confundida con otras colestasis neonatales que tienen
situaciones especificas como: las transformacion a células gigantes, reaccion ductular, tapones
biliares fuera del conducto biliar, fibrosis en la base portal, edema portal, ausencia de fibrosis
sinusoidal, mientras que la atresia de vias biliares tiene las caracteristicas como: proliferacion
ductular, agrandamiento del espacio porta, concreciones biliares, estasis biliar en los canaliculos y
escasa afectacion lobulillar que se contrasta con la hematopoyesis extramedular. La transformacion

de células gigantes obligan a buscar otras causas de colestasis neonatal (Tabla 4).
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Zerbini publico que la biopsia hepatica tiene una sensibilidad del 100% y especificidad del 76%, en
nifos de mas de 6 a 9 semanas el diagnostico de atresia de vias biliares puede hacerse con seguridad
en el 80 — 90% de los casos!3¢ El diagndstico es mas dificil en los menores de 6 semanas ya que no
ha habido suficiente tiempo para que los cambios histoldgicos caracteristicos de la atresia biliar
(proliferacion ductular, agrandamiento del espacio porta, concreciones biliares, estasis biliar en los
canaliculos y escasa afectacion lobulillar) sean manifiestos. En estos pacientes puede ser necesario
repetir la biopsia después de algunas semanas para excluir la obstruccion biliar.
En el estudio realizado por Delgado cita que en la AVB, las longitudes maximas de las estructuras
biliares de los espacios porta y su namero y la menor proliferacion estan relacionadas
directamente con el pronostico de la enfermedad. También es muy influyente el tipo de atresia de
vias biliares segun la clasificacion anteriormente citada (el tipo tres tiene peor pronostico)!.
Técnica quirurgica
La técnica fue descrita por Kasai y Suzuki en 1959, el procedimiento de Kasai (portoenterostomia
hepatica con Y de Roux), consiste en la escision de todo el arbol biliar exrahepatico con transaccion
de la placa fibrosa portal cerca del hilo del higado a continuacion se restablece el flujo biliar con asa
yeyunal con la técnica de Y de Roux: se precede con una incision en el cuadrante superior derecho,
explorando se busca bazo accesorios que los lleva a pensar en BAMS, se procede con la inspeccion
del higado, identificacion de la placa biliar, se realiza la colangiografia transoperatoria, se confirma
la atresia se toma la biopsia hepatica y se precede a la diseccion de la placa portal y la anastomosis
a la 'Y de roux a 10 centimetros del angulo de Treitz, el extremo distal, destinado al cuadrante
superior derecho debe ser de 40 a 50 centimetros, se realiza la anastomosis yeyuno—yeyunal y
finalmente la anastomosis yeyuno—porta hepatica. Esta es la primera oportunidad de tratamiento
seguido por el transplante hepatico en el 50 % de los casos, en el primer afio de vida los pacientes

operados tuvieron multiples episodios de colangitis. Ohi reportd que un episodio de colangitis se
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asocia con la disminucion del flujo de bilis’ Esta complicacion condena a la reseccion del tejido
fibroso portal, se realiza una anastomosis bilio—enterica., para devolver el flujo de bilis,
disminuyendo el dafio hepatico.

La controversia surgida por el uso de la laparoscopia en la técnica de Kasai fue superada ya que en
muchos centros del mundo realizan esta técnica via laparoscopical?® 22, muchos estudios
prospectivos indican la cirugia desde los 6 a los 24 meses de vida '?? y al transplante lo ven como
una técnica complementaria al Kasai !33.

La colangitis es una complicacién importante del Kasai que se presenta entre el 45-60% de los
pacientes'?8, mas de la mitad de los nifios tiene episodios de colangitis en los primeros 6 meses, €l
90% en el primer ano!?®. En una serie de mas de 20 afos de seguimiento la sobrevida es del
50%(10), con episodios de colangitis 3 veces cada afo. El principal mecanismo para el desarrollo
para la colangitis seria por la translocacion bacteriana via linfatica 40%, hematogena por el sistema
venoso y luminal por la colonizacion del asa intestinal en la 'Y de Roux.

Pronostico de sobrevida de los pacientes con atresia de vias biliares

Segun el estudio realizado por Delgado respecto a la sobrevida de los pacientes con atresia de vias
bilaires, este lo enfoca en tres puntos principales:

1. Edad de la cirugia: mayor de 3 meses peor prondstico de vida

2. Histologia: reporta que a mayor grado de fibrosis y concreciones biliares tiene peor pronostico
3. La experiencia quirurgica: del cirujano y del centro quirtrgico, tres estudios dos en Gran
Bretafia y uno en Francia han demostrado sin margen de duda que los resultados a corto y largo
plazo de los nifios con atresia tratados quirGirgicamente se relacionan estrechamente con la
experiencia adquirida.

Los factores prondsticos tomados en cuenta en la literatura son la fibrosis y los episodios de

colangitis de los pacientes luego de 6 meses del Kasai®. La colangitis es una complicacion seria,
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ocasionalmente hay el cese del drenaje de bilis en el post—operatorio inmediato, asi también puede
afectar los resultados a largo plazo, un estudio realizado por Lunzmann and Schweizer reporta que
el 50% de los pacientes que presentaron episodio de fibrosis presento cirrosis a los 12,5 afios*. El
uso de los corticoides en estos pacientes mejord su prondstico °.

Estudios experimentales

Un estudio experimental demuestra que la pentoxifilina disminuye la inflamacién y grados de
fibrosis en ratas® Los estudios genéticos indican que los colangiocitos y la proliferacion de fibrina
estas relacionados con el N—Ras que lleva al paciente a una inmunidad inapropiada. El p62 es un
proteina ubiquitina a cargo de la autofagia esto lleva a la severidad de la enfermedad biliar® esta se
ha relacionado con el reoviridae ARN (dsARN), que desarrolla fibrosis particularmente en los
estadios iniciales, que activa el IFN-b1, que lleva a la apoptosis producida por TRAIL en el 70% , y
lleva a la obliteracion de los conductos, la autofagia es regulada por TGF-B\Smad3 '°.

Los resultados en que los niveles de IGG se elevan en suero, se detecta el virus VP6; en cambio, en
rotavirus los niveles no son detectables en suero. La IG A es protectora para el rotavirus en el

intestino del animal.

El estudio realizado por By Anil en ratas mide en el suero acido hialurénico como marcador de un
buen pronostico al igual que la intervencion realizada antes de los 3 meses de vida. !

El transplante hepatico ofrece a estos pacientes posibilidades de seguir viviendo, el 6rgano puede
ser de donante cadavérico o de donante vivo. Cuando el higado donado es de adultos se usa la
técnica de Split siendo una préctica quirargica establecida por Broelsch et al en 1991, logrando la
sobrevida hasta el 100%, a largo plazo se decribe fibrosis en las biopsias realizadas a estos
pacientes 22% en el primer afno, 43 % a los 5 afios, y el 64% a los 10 afios. El marcador

inmunohistoquimico CD34 demuestra una neovascularizaciéon aumentando la fibrosis portal en



biopsias'?3. Un estudio realizado en Japdn con 1386 en 30 afos muestra que la edad de la cirugia es
el factor pronostico mas importante!3®, la incidencia de la colangitis segin este estudio se

incremento6 luego de que hicieron una modificacion a la técnica quirdrgica con una valvula ”Suruga

.
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Problema de la investigacion
(Existe alguna correlacion entre los hallazgos de histopatologia en la biopsia hepatica y la

sobrevida de los pacientes diagnosticados de atresia de vias biliares?
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Hipotesis

Existe patrones histopatologicos hallados en la biopsia de higado vinculados con el prondstico y la

sobrevida de los pacientes con diagnostico de atresia de vias biliares
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Objetivos

Objetivo general

Determinar si existe correlacion entre los hallazgos de anatomia patologica y la sobrevida
de los pacientes diagnosticados con atresia con vias biliares en los Hospitales Pediatrico

Baca Ortiz y Hospital Metropolitano en los tltimos10 afios.

Objetivos especificos

Determinar los factores socio-demograficos relacionados con el paciente (edad, sexo,

etnia, lugar de nacimiento)

Determinar los factores relacionados con el diagnostico (laboratorio, gammagrafia,
colangiografia trans-quirurgica, determinar patrones en base a los hallazgos de
histopatologia: grados de fibrosis, inflamacion ductular, colestasis, concreciones biliares,
transformacion gigantocelular) y; asi como con el tratamiento quirargico si lo hubo.

Determinar las situacion actual del paciente, qué comorbilidades ha desarrollado

(hipertension portal, Colestasis) y, asi como respuesta a un cuestionario de calidad de vida.
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3.1 Disefio metodologico
3.1.1 Tipo de estudio
Estudio longitudinal de una cohorte. (cross Study)
3.1.2 Criterios de inclusion y de exclusion

Los criterios de inclusion para el estudio:

* Nifos/as diagnosticados de atresia de vias biliares que sean atendidos en los servicios de
cirugia pediatrica de los Hospitales Baca Ortiz y Metropolitano en los ultimos 10 afios, con

biopsia hepatica.

Los criterios de exclusion para el estudio seran:

* Niflos/as que no hayan sido diagnosticados de atresia de via biliar.

* Otras causas de colestasis

3.1.3 Universo y muestra
El universo constituye los nifios/as diagnosticados de atresia de vias biliares en los servicios de

cirugia pediatrica de los hospitales Baca Ortiz y Metropolitano, en los ultimos 10 afios
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Se tomard a todos los pacientes con diagndstico de atresia de via biliar.
El nivel de confianza: para una seguridad del 95%=1.96
Precision: 5%

Prevalencia: 1: 10.000 con atresia de via biliar.(D

2 pq (1.96)2 x 0.18 x (1-0.18)

d2 (0.05)2

En los servicios de cirugia pediatrica se vio a pacientes con colestasis en los ultimos 10 afios, en las

dos unidades de salud del estudio.

En base a estos datos se incluiran en el estudio a 19 nifios/as con diagnostico de atresia de via biliar

en los Hospital Baca Ortiz y Metropolitano.

La seleccion de los hospitales se basd en su ubicacion geografica y la demanda de usuarios.

Ademéds, las unidades de salud participantes en el presente estudio, son centros docentes que

mantienen convenio vigente con la Universidad Internacional del Ecuador y en la cual la autora ha

realizado y aprobado los créditos académicos.
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3.1.4 Procesamiento de la recoleccion de la informacion

e La recoleccion de la informacion se realizard a partir de una base de datos estructurada para
recolectar los datos concernientes al diagndstico, tratamiento y sobrevida de los pacientes con
atresia de vias biliares que sean atendidos por el servicio de cirugia pediatrica de los hospitales
mencionados. (ANEXO 1)

* Se revisaran los bloques de histopatologia de los pacientes con diagnéstico de atresia de vias
biliares para cuantificar los cambios con las diferentes tinciones.

« Se contactara con los familiares de los pacientes para determinar su estado actual (cuestionario de
calidad de vida)

«La recoleccion de los datos sera realizada enteramente por la autora.

3.1.5 Plan de analisis de los datos
Se han codificado los factores demograficos de los pacientes ( ver tabla operacionalizacion de las
variables). En cuanto al diagnostico de laboratorio, imagen, patologia, tipo de cirugia realizada los

codigos a utilizar son: 1= Si, 2= No.

Para la variable escolaridad del cuidador, se considero la definicion establecida en el del VI Censo
de Poblaciéon y V de Vivienda 2010.2% Se definié como nivel de escolaridad al nimero promedio
de aflos lectivos aprobados por la poblacion mayor de 10 afios en instituciones de educacion formal

en todos los niveles.
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3.1.6 Técnica de analisis

La base de datos y el analisis se realizaran mediante el Paquete Estadistico SPSS.

El analisis univariado de variables cuantitativas serd descrito con medidas de tendencia central

(mediana) y dispersion (rangos)

La asociacion se realizard con razén de momios de prevalencia (RMP) e intervalo de confianza
(IC) 95% y el factor de correlacion de Sperman (rho). Se usara la Chi de Mantel y Haenszel. Para
la sobrevida se usaran las curvas Kaplan Meyer. Se considerara como resultado significativo una

p>0.05.
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Resultados

Analisis demografico

30

Sexo
Frecuencia Porcentaje
Masculino 6 54,5
Femenino ‘ 5 45,5
Total ‘ 11 100
Tabla 1: El sexo masculino presenta mayor prevalencia.
Lugar de nacimiento:
Frecuencia Porcentaje
Pichincha 6 54,5
Imbabura 2 18,2
Cotopaxi 2 18,2
Pastaba 1 9,1
Total 19 100

Tabla 2: La mayoria de los pacientes se encuentran en Pichincha.
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Edad de | a cirugia
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Grafico 1: muestra la edad de la intervencion quirurgica en la que hay pacientes con un minimo de
25 dias y un maximo de 130 dias de vida.
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Examenes de laboratorio
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Grafico 2: Los examenes de laboratorio tomando en cuenta las funciones hepaticas son: la funcioén
excretora: las bilirrubians estuvieron en rangos de mayores 9,5 mg/dl. La funcion sintética la
alblimina tuvo rangos desde 1,7 hasta 4, el tiempo de protrombina fue de 11— 13. La funcién
Integridad hepatica el AST, ALT > DS, GGT elevaciones de > 1000, FA se elevo también.
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Estudios de Imagen

Gabinete
Frecuencia Porcentaje
Validos Ecografia 3 27,3
Eco + gammagrafia 8 72,7
Total 11 100,0

A la mayoria se le hicieron ecografia y gammagrafia.

Comparacion de los datos

BIOPSIA HEPATICA | LABORATORIO
FUNCION EXCRETORA | BILIRRUBINAS menor 9,5
ALBUMINA >2,7

SINTETICA TP Indiferente

GGT Indiferente

AST Indiferente

ALT Indiferente

A) Favorable | INTEGRIDAD FA Indiferente

FUNCION EXCRETORA |BILIRRUBINAS|> 9,5
ALBUMINA menor 2,7

SINTETICA TP Indiferente

GGT Indiferente

AST Indiferente

ALT Indiferente

B) No favorable ' INTEGRIDAD FA Indiferente

Tomando en cuenta los patrones de la biopsia hepatica en los pacientes con atresia de vias
biliares, se encuentré que para el patron fav

orable tenemos un promedio de albumina mayor a 2,7 g/dl y bilirrubinas menor de 9,5mg/dl,
mientras que en el no favorable la bilirruba es mas alta y la albimina mas baja, con una p= 0,27

para las bilirrubinas y una p= 0,19 para la alblimina.
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Relacion entre en patron de la biopsia hepatica y los datos de los pacientes

BIOPSIA
HEPATICA LABORATORIO
FUNCION BILIRRUBINA
EXCRETORA S menor 9,5
ALBUMINA | > 2,7
SINTETICA TP Indiferente
GGT Indiferente
AST Indiferente
ALT Indiferente
A) Favorable INTEGRIDAD FA Indiferente
FUNCION BILIRRUBINA
EXCRETORA S >9,5
ALBUMINA menor 2,7
SINTETICA TP Indiferente
GGT Indiferente
AST Indiferente
ALT Indiferente
B) No favorable | INTEGRIDAD FA Indiferente

El patron favorable de las biopsias hepaticas tienen sus caracteristicas: mayor en el  genero
femenino, con edad promedio la intervencion es a los 100 dias de vida, con niveles promedio de

albumina de

Patron Patron no
favaroble favorable
NUumero de sujetos 3 5
Sexo Masculino 1 3
Femenino 2 2
Edad meses (promedio) 100 78,4
Bilirribunimas
(promedio) 8,2 10,2
Albumina (promedio) 3,6 2,82

3,6 g/dl, y de bilirrubinas de 8,2 mg/dl. El patron no favorable de la biopsia hepatica muestra:
predileccion por el sexo masculino, la edad promedio de la intervencion quirargica fue de 78,4 dias,

con niveles promedio de albimina 2,8 g/dl, y de bilirrubina 10,2 mg/dl.



Sobrevida con Kaplan Meyer
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Patron de biopsia hepéatica no favorable

Funciones de supervivencia
PLACA = FAVORABLE
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Supervivencia acumulada
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Colangiografia
Colangiografia tranopeatoria
Frecuencia Porcentaje
Validos Si 11 100
Total 11 100,0
Se realiz6 colangiografia transoperatoria al total de los pacientes
Cirugia de Kasai
Kasai
Frecuencia Porcentaje
Validos Si 8 72,7
No 3 27,3
Total 11 100,0
Tipo de atresia
Frecuencia Porcentaje
Vélidos I 1 53
i 10 94,7
Total 11 100,0
Al 57,9 5 se realiz6 Kasai, la mayoria con atresia tipo 111
Estado actual
Frecuencia Porcentaje
Validos Vivo 7 63,6
Muerto 4 36,4
Total 11 100,0

Los pacientes vivos corresponden al 63%

39
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Complicaciones
Complicaciones
Frecuencia Porcentaje
Validos Colangitis 7 63,8
Hipertension portal 2 18,1
Encefalopatia hepatica 2 18.1
Total 11 100,0
La colangitis es una de las principales complicaciones descritas
Patologias acompaiantes
Asociadas
Frecuencia Porcentaje
Validos Sindrome de Down con cardiopatia 1 9,0
Ninguna 7 63,8
Sindrome de bilis espesa 3 27,2
Total 11 100,0

La mayoria no presento patologias acompanantes.
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Se registraron 11 pacientes con AVB, 10 con AVB aislada, y 1 formando parte del sindrome Biliary
Atresia Splenic Malformatio (BASM).

La edad de la intervencion fue con minimo de un mes y un maximo de 4 meses de vida,
perteneciendo la mayoria al sexo masculino el mismo que guarda relacion con el patron no
favorable de las biopsias hepaticas.

Para que se pueda deducir que es BAMS, se encontraron antecedentes patologicos asociados, tales
como malrotacion intestinal subtipo no rotacion (n 1), BASM (n 1), comunicacién interventricular
(n 1), trisonomia 21 (n 1), en el mismo paciente.

La ictericia, acolia, coluria fue el sintoma predominante en 11/11.

En todos los pacientes se realiz6 ecografia abdominal (no apreciado la luz de la vesicula biliar en el
68,9%) y gamagrafia con tecnecio 99, contrastando en el 73,7% ausencia del paso de contraste a la
luz del intestino, se realiz6 una colangiografia transoperatoria en todos los pacientes.

Del mismo modo, El patron favorable de las biopsias hepaticas tienen sus caracteristicas: mayor en
el genero femenino, con edad promedio la intervencion es a los 100 dias de vida, con niveles
promedio de albimina de 3,6 g/dl, y de bilirrubinas de 8,2 mg/dl. El patréon no favorable de la
biopsia hepatica muestra: predileccion por el sexo masculino, la edad promedio de la intervencion
quirurgica fue de 78,4 dias, con niveles promedio de albumina 2,8 g/dl, y de bilirrubina 10,2 mg/dl,
sumandose a este resultado que este patron no favorable la tincion con IGG4 es positivo;
comparando los dos grupos se encontr6 que para las bilirrubinas la p= 0,27 y para la albimina la p=
0,19.

Segun los estudios realizados por Archana Rastogi es mas frecuente en la hepatitis neonatal (80%

de los casos) en comparacion con la atresia de vias biliares que solo se presenta en el 21% de los
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casos. En este estudio se ha encontrado 1 casos con células gigantes y con 1GG4 positiva, lo que
indica un proceso de colestasis no relacionada con la atresia de vias biliares.

Lo signos patognomonicos en la atresia de vias biliares es la fibrosis portal y la degeneracion
ductal, encontrandose en el presente estudio en el 57% de las biopsias analizadas (patrén favorable),
mientras que en otro estudio se reportan como mal prondstico a los cambios internos de los
hepatocitos vistos con microscopio electrénico y se presenta en el 31 al 94% de los casos (patrén no
favorable).

La AVB tipo III fue predominante en el 94,7% de los casos, el 5,3% lo describen con presencia de
vesicula porque se trataria de un tipo II. Se pudo observar que conforme aumentaba la edad de los
pacientes era mayor el grado de fibrosis siendo en su mayoria grado II en pacientes menores de 60
dias y, grado III en mayores de 90 dias. La complicacién temprana fue la colangitis, presente el
36,8 % de los casos.

Se avalué en la consulta las complicaciones postquirtrgicas de hipertension portal (ascitis,
hemorragia digestiva), que comparando con las biopsias hepatica no favorable.

Se observo que al mes de la intervencion de Kasai, 7 de los pacientes se encontraban asintomaticos,

4 fallecieron, siendo la mortalidad precoz posterior a la técnica de Kasai del 36,4%.
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La AVB representa la principal causa de transplante hepatico en el periodo neonatal. Se ha descrito
como causa del 3040 % de las colestasis neonatal, seguidas por la hepatitis neonatal siendo
patologias semejantes que se pueden diferenciar con inmunohistopatologia como se demuestra en el
presente estudio.
Existe una serie de factores claramente asociados con el pronostico de la AVB; sin embargo, el
resultado en cada individuo resulta impredecible.
Se han descrito dos fenotipos clinicos asociados a esta patologia, la forma aislada y la asociada a
otras malformaciones extrahepdticas. El fenotipo aislado corresponde al 70-80%. El 15 al 30%
restante se relaciona con otras malformaciones tales como la asociacion BASM, malrotacion
intestinal, situs inverso y cardiopatia congénita. En este estudio se encontrd6 un caso que
corresponde al 5,2%. En esta experiencia se observa resultados similares, siendo la mayoria forma
de AVB aislada, y un 5,2 % asociada a otra patologias, estas ultimas constituyen un factor
pronodstico importante, debido al mayor indice de morbimortalidad al cual este se asocia.
La edad de diagnostico de la AVB es de los 60-120 dias segun distintas series, siendo la
manifestacion clinica mas frecuente la ictericia tardia tras las dos primeras semanas de vida '4-16:
Son diversas las series que establecen que a mayor edad de la derivacion bilio digestiva existe un
riesgo superior de progresion a cirrosis; sin embargo, esto depende fundamentalmente de la variante
de AVB y del subtipo y patron de la biopsia hepatica, Se demuestra en este estudio que la edad de la
intervencion fue mayor a los 90 dias pero con patrén de la biopsia favorable y presentaron mayor
sobrevida.
Se ha observado que el patrén favorable de las biopsias hepaticas tienen sus caracteristicas y se
presenta: mayor en el genero femenino, con edad promedio la intervencion es a los 100 dias de
vida, con niveles promedio de albimina de 3,6 mg/dl, y de bilirrubinas de 8,2 mg/dl. El patréon no

favorable de la biopsia hepatica muestra: predileccion por el sexo masculino, la edad promedio de
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la intervencion quirargica fue de 78,4 dias, con niveles promedio de albimina 2,8 mg/dl, y de
bilirrubina 10,2 mg/dl, sumandose a este resultado que este patron no favorable la tincion con IGG4
es positivo, la p no es estadisticmante significativa. El estudio realizado por Delgado, en Barcelona
muestra que el grado de fibrosis y, la ductulitis estan directamente relacionados con el pronéstico de
la enfermedad. La tincién con inmunoglobulina 4 (siendo positivo en los tejidos inflamatorios) fue
positiva en un 31,6%, lo que se correlaciona con mal pronostico llegando a la cirrosis luego de los
60 dias; asi también, se asocia al STORCH positivo, alfa 1 antitripsina positivo. En series
publicadas se revela el escaso valor prondstico de las caracteristicas microscopicas de los elementos
hepatobiliares. Sin embargo, los conductos residuales si comprometen el prondstico, siendo mas
beneficiosa la presencia de ductos > 300 micras '¢.

Las biopsias hepaticas con patréon no favorable muestran un deterioro en la funcidén hepatica de
sintesis (albumina) y de excrecion (bilirrubinas).

La centralizacién de los pacientes con este tipo de patologia marca su prondstico por lo que
deberian existir en nuestro pais un solo centro que maneje de forma integral a estos pacientes.
Varios autores han llevado a cabo el empleo de corticoides en la terapéutica de la AVB, debido a sus
efectos en la respuesta inflamatoria y ademas por el aumento de la fraccion independiente de sales
biliares en el flujo biliar. Solo existe un estudio prospectivo a doble ciego en el que, empleado dosis
de 2mg/kg/dia de prednisolona, se demostr6 una disminucidon significativa de la ictericia; sin
embargo, no se puede traducir en una menor necesidad de transplante o que mejore la sobrevida 7.
Del mismo modo Davenport y Cols. hablan en su publicaciéon sobre los mismos efectos
beneficiosos en los niveles de bilirrubina postoperatoria tras el empleo de dosis de 5 mg/kg/dia.

En la serie los pacientes que recibieron corticoides presentaron menos estadia hospitalaria y,
concretamente menor estancia en UCIP, con menor indice de complicaciones en el postoperatorio.

Estos resultados son similares a los publicados por Toshi—hiro Muraji y cols, tras la revision de 285
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pacientes tratados con corticoides con distintas pautas, concluyen que los pacientes tratados
mostraron considerablemente mejor prondstico 8.

En resumen, se puede concluir que el patron de biopsia hepatica no favorable y IGG 4 positiva
representan peor pronostico de vida para los pacientes con atresia de vias biliares, en este estudio a
diferencia de los otros se evidencid que es mas importante el patrén de biopsia hepdtica que la edad
del paciente ya que el promedio de edad entre los dos grupos fue menor para el patrén no favorable
y eso no disminuyo su mortalidad. El diagnostico como la derivacion portoentérica precoz, mejoran
el prondstico en la AVB, sin embargo, las formas sindrémicas cursan con peor pronostico a corto y

largo plazo.
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Conclusiones
Se describen dos patrones histologicamente definidos cuyas principales caracteristicas son:
» Patron favorable: proliferacion ductular escasa, agrandamiento del espacio porta,
concreciones biliares escasas, estasis biliares en los canaliculos
* Patron no favorable: fibrosis III, transformacion de células gigantes, mayor reaccion
ductular, IGG 4 positivo.
La sobrevida de los pacientes con atresia de vias biliares en 10 afios es del 63.6%, y la sobrevida
con el patron favorable es de 66%, y el patron no favorable es de 40%.
En el presente estudio se demostr6 mayor incidencia en la provincia de Pichincha y en el sexo
masculino con un mediana de edad (1 a 4 meses).
En los examenes de laboratorio se relacionaron con los patrones de la biopsia hepatica y en el
patron favorable la bilirrubinas eran menores de 9,5mg/dl y albimina de mayor a 2,7 g/dl, no
hubo diferencia estadisticamente significativa. La ecografia se realizd en el 27,3% de los
pacientes, ecografia y gammagrafia se realizo6 al 72,7%, y la colangiografia trasnoperatoria en el
100%. Kasai se realiz6 en el 72,7% de los casos.
En el 21% de los pacientes se presentaron complicaciones postquirurgicas. Los pacientes vivos
representaron el 63,6%, con una mortalidad del 36,4% en los pacientes con atresia de vias

biliares.
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Recomendaciones

Se recomienda concentrar el manejo de estos pacientes, en los centros especializados que
cuenten un equipo multidisciplinario para el manejo integral del paciente.
Se debe seguir las guias de manejo internacional

Tener en cuenta el patron de la biopsia hepatica para atresia de vias biliares.
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Anexo 1: Instrumento para la recoleccion de la informacion
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Grafico 1: Acino Rappaport con las tres zonas
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Grafico 2: Teoria del dafio del hepatocito
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Tabla 5: Pruebas de funcion hepatica

MARCADORES BIOQUIMICOS HEPATICOS-1

SISTEMA O FUNCION MARCADOR SITIO O IMPORTANCIA FUNCION
INTEGRIDAD DEL AST, ALT HIGADO, CORAZON, CATABOLIZAN
HEPATOCITO RINON, CEREBRO, AMINOACIDOS,
ERITROCITOS
COLESTASIS FA HUESO, INTESTINO, ENZIMA CANALICULAR
HIGADO, PLACENTA
GGT UNE FA INDICA DANO CANALIZA LA
HEPATOCITO TRANSFERENCIA DE
GRUPO GAMA
GLUTAMIL DE
PEPTIDOS A OTROS
AMINO ACIDOS
BILIRRUBINAS ALTERACION HEM
HEPATICA
FUNCION HEPATICA ALBUMINA DIETA O HEPATICA HIGADO SINTETIZA
ALBUMNA
TP HIGADO, VITAMINA K SALES BILIARES,

VITAMINAK
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Grifico 3: Signo del cordon fibroso en la ecografia en los pacientes con atresia de vias biliares, y

en la derecha las imdgenes con resonancia.

US: Signe del cordén trianguiar . Se define como una ecopenscadad
trangular o tubular situada por delante de la bifurcacsdn portal en el

plano tramsverso o longitudinal. representa un renanente Sbrotico del




Tabla 2: Factores etioldgicos de la atresia de vias biliares.

Tabla 1. factores de la atresia de vias biliares

71

Inmunologico

Sobrexpresion de la adhesién molecular en e |
epitelio

Expresion aberrante de la HLA I, I

Expresion Fas ligada e incrementada apoptosis
en el epitelio del conducto biliar

Microquimica materna (inflamaciond el epitelio
bilair)

Respuesta T1, 2

Inmunidad insta (celulas asesinas naturales,
receptores naturales)

Viral

Reovirus tipo3

Rotavirus

CcMv

Papilomavirus

Otros

Genético y Metabdlico

Gen CFC 1/ proteina CRYPTIC

Gen VEGF

Jagge-1

Ge Inv

Deficit de alfa 1 antitripisina

Insulto vascular

estudio de imanes e hipertrofia de la arteria
hepatica

Medioambiente y miscelaneos

Uso de drogas durante el embarazo
(anfetaminas, alcohol)

Micotoxinas

Toxinas industriales

Diabetes gestacional, edad materna.
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Tabla 3: Tipos de atresia de las vias biliares segin Davenport

Normal Typel

.’-"sr
A

Type |l Typelll

Tabla 4: Cuadro de diferencias entra la atresia de vias biliares y colestasis neonatal a nivel

histopatologico.
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Table 2. Reported Frequency of Selected Histopat j¢ Features Distinguishing Biliary Atresia From Nonobstructive

!ﬁolﬁies of Neonatal

Bdary Aresia, % Nonodntraclive Discaes, Source, v
Ductslas waction imoderase 10 TH-100 13.4-22 Russo et al, " 2071; Lee 0 al,*
e 2007, Rostog: ot o, 2009
Fibreonis la1 lwast fbous 51 6-100 6.7-87 8 Russo et al, " 2071; Lee 0 a0 v
expansion of portal 1acs) 2000 Rastog et a7 2009
Advarcec fonasis ividgrg 42.0-70 0-14 Russo e al,  2000; Lee enal ™
fibeesis o Cirrnosis) 2009; Torbenson €2 al,"™~ 2010
Rostogi of oL 2009
Ducsabiduciutar bde plugs 47 9-6% 0-23 Russo et al, 2071 Rastog:
et al,” 2005
Sinvasoudal Thaosis [2zome 31 20 32 Russoeal,
Hepaeoyle sweileg 30 23 Russoetal,
Glarg cell sansiommation of 14-41 2)-80 Davengoet @1 28 1993, Ko
NERAOCYIes |2 mildiocal! etal, 2017 Lew et al™ 2000
Rasogi o1 al" 2009
Extrareduliery hematopoesis 47 56 14 682 Russo et al,  2001; Lee e al,™
2009
Acute chiiangitis 12953 14.20 Russo et al, 2071 Rastog)
etal,” 2003
Partal inflasmation [af keast n 20 Russo e al, 2091
moderass
Hepaseelislar aecrasis 15 3’ Rus=o et al,”” 2071
Dues plate maifoemation 0o ans Davenpeet ¢ 20" 1993, Raso
et al,” 2071; Raweily ot al,”
T000: Yamaguti & Pasncin,™
2011 Pacheca e 20, 200%;
Shimadera of al,” 2006: Liow
et al,” 2001; Podder e al,"
200%: Rastog: of al," 2009
Bile oot inflammation n 0.5 Russo et al,”” 2001
Bile cuct s 7385 95+ Lee et 3% 200%; Raweily et aly

TN Yamaguti & Parnc,”
2010 Torbenson et 38, 2000
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Anexo 2: Marcador bioldgico para atresia de vias biliares

Pasos que se siguieron para la tincion con Inmunoglobulina G4

a)
b)
c)

d)

Las placas seleccionadas de atresia de vias biliares y un control con tejido de amigdala
El envase de la Inmunoglobulina G4 que es un anticuerpo monoclonal de rata
Colocacion de las muestras en el maquina lectora de las inmunoglobulias

Lectura de las placas

Inicio del proceso que dura aproximadamente 5 horas

Se pasa en los diferentes concentraciones de alcoholes para la lectura de la inmunoglobulinas.
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IGG4
Anti-IgG4 (MRQ-44)

Mouse Monoclonal Primary Antibody
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Materials and Reagents Needed But Not Provided

The following reagents and materials may be required for staining but are not provided with the

primary antibody:

Specimen Collection and Preparation for Analysis

Routinely processed, neutral-buffered formalin-fixed, paraffin- embedded tissues are suitable for
use with this primary antibody when used with Ventana Roche detection systems and a Ventana
Roche automated slide stainer (see Materials and Reagents Needed, But Not Provided section). The
recommended tissue fixative is 10% neutral buffered formalin. Variable results may occur as a
result of prolonged fixation or special processes such as decalcification of bone marrow

preparations.

Each section should be cut to the appropriate thickness (approximately 3 um) and placed on a
positively charged glass slide. Slides containing the tissue section may be baked for at least 2 hours

(but not longer than 24 hours) in a 58-60°C + 5°C oven.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

1. Take reasonable precautions when handling reagents. Use disposable gloves and lab coats when

handling suspected carcinogens or toxic materials (example: xylene).

2. Avoid contact of reagents with eyes and mucous membranes. If reagents come in contact with

sensitive areas, wash with copious amounts of water.
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3. Patient specimens and all materials contacting them should be handled as biohazardous materials

and disposed of with proper precautions. Never pipette by mouth.
4. Avoid microbial contamination of reagents, as this could produce incorrect results.
5. Incubation times and temperatures other than those specified may give erroneous results.

6. The reagents have been optimally diluted, and further dilution may result in loss of antigen

staining. The user must validate any such change.

7. When used according to instructions, this product is not classified as a hazardous substance. The
preservative in the reagent is less than 0.1% sodium azide and does not meet the OSHA (USA)

criteria for hazardous substance at the stated concentration. See MSDS.
8. The user must validate any storage conditions other than those specified in the package insert.

9. Diluent may contain bovine serum albumin and supernatant may contain bovine serum. The
products containing fetal bovine serum and products containing bovine serum albumin are
purchased from commercial suppliers. Certificates of Origin for the animal source used in these
products are on file at Cell Marque. The certificates support that the bovine sources are from

countries with negligible BSE risk and state sources of bovine from USA and Canada.

10. As with any product derived from biological sources, proper handling procedures should be
used.

1. Positive and negative control tissue

2. Microscope slides, positively charged

3. Drying oven capable of maintaining a temperature of 58-60°C + 5°C

4. Bar code labels (appropriate bar code labels for negative control and the primary antibody
being tested)

5. Staining jars or baths
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6. Timer

7. Amplifier (when applicable)

8. Xylene or xylene substitute

9.  Ethanol or reagent alcohol

10. Deionized or distilled water

® ® ®
11. ES ,NexESIHC , BenchMark ,
® ®
BenchMark XT, and BenchMark ULTRA automated slide stainers

™ ™
12. iVIEW DAB (preferred), ultraView , AEC, V Red (ALK PHOS) and Enhanced V
Red detection kits
Storage and Handling

Store at 2-8°C. Do not freeze.

®
13. Detection system specific software (ES automated slide stainer only)

® ®
14. APK Wash Solution (ES and NexES IHC automated slide stainers)

™ ® ®
15. Liquid Coverslip solution (ES and NexES IHC automated slide stainers)

™ ® ® ®

16. EZ Prep solution (BenchMark , BenchMark XT, and BenchMark ULTRA automated
slide stainers)

® ® ®

17. Reaction Buffer (BenchMark , BenchMark XT, and Benchmark ULTRA automated slide
stainers)
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® ® ®
18. LCS (BenchMark , BenchMark XT, and Benchmark ULTRA automated slide stainers)

19. Hematoxylin or other counterstain

20. Negative Control Reagent 21. Mounting medium

22. Cover glass
23. Light microscope (40-400x)

To ensure proper reagent delivery and stability of the antibody after every run, the cap must be
replaced and the dispenser must be immediately placed in the refrigerator in an upright position.

Every antibody dispenser is expiration dated. When properly stored, the reagent is stable to the date
indicated on the label. Do not use reagent beyond the expiration date for the prescribed storage
method.

There are no definitive signs to indicate instability of this product; therefore, positive and negative
controls should be run simultaneously with unknown specimens. Contact Cell Marque customer
service if there is a suspected indication of reagent instability.

Step by Step Procedure

Cell Marque’s primary antibodies have been developed for use on Ventana Roche automated slide
stainers in combination with Ventana Roche detection kits and accessories.

Dispenser Preparation, Handling & Storage Instructions

Preparing For Use:

® ® ®
Where Used: For NexES IHC, BenchMark Series and Discovery automated instruments,
software version 8.0 and higher.

1. Shipping Key Removal
To remove the Shipping Key (shown in Figure A), remove the Nozzle Cap, hold the
dispenser upright and pull the Key Tab to disengage it from each end. DO NOT cover the
nozzle tip as it could permanently damage the dispenser. DO NOT depress the dispenser
while removing the key as it could waste reagent. Discard the shipping key.

2.  Preparing the Dispenser for Use
Remove the Nozzle Cap and place on the Nozzle Cap Holder. Fluid may be present inside
the Nozzle Cap. Install the dispenser on the reagent carousel. The Inline Dispenser has been
®
designed to be “Prepared for Use” by the NexES software Version 8.0 or higher. Before
each run, the software will detect a new dispenser on the carousel and prime it
automatically. Manually priming the dispenser is not necessary and should NEVER be done
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as it could waste reagent and decrease the number of available dispenses.

Note - All earlier software installations: After removing the shipping key, remove the nozzle cap

and CHARGE THE DISPENSER BY RAPIDLY PUMPING 3 to 4 TIMES, keeping the

dispenser in an upright position. Charging is only necessary prior to first time use. (See
Inspect Prime Before Use section.)

Dispenser Storage & Handling
To insure reliable operation, the dispenser must always be capped when not in use and
should NEVER be manually dispensed. (See the Do’s and Don’ts section.)

Do’s and Don’ts

DO:
1. Check priming chamber and meniscus before each use. (See Inspect Prime Before Use
below).
2. Store nozzle cap on dispenser. A holder is provided.
3. Cap dispenser when not in use to prevent evaporation. Dispensers mounted on the reagent
tray can be capped (from underneath the tray) when not in use.
4.  Store dispensers in an upright position in a rack and on the reagent carousel.
5. When mounting the dispenser on the carousel, grasp the coupler to avoid accidental manual
dispensing.
DON’T:

1. Do not manually dispense when inverted (upside down). Prime will be lost and may be
impossible to restore.

2. Do not manually dispense with the nozzle cap in place. This can permanently damage the
dispenser.

3. Do not manually dispense or prime prior to each use. This is not necessary and wastes reagent.
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4. Do not hold the barrel in the down position. Fluid can leak from the dispenser when the barrel is
depressed.

5. Do not stack carousels with dispensers installed. This can cause the dispensers to leak.

Inspect Prime Before Use:
Remove the nozzle cap and refer to Figure B. Dispenser is ready for use when:
1. A meniscus is present in the area shown in Figure B. 2. The priming chamber contains liquid.

The procedures for staining on the Ventana Roche automated slide stainers are as follows. For more
detailed instructions and additional protocol options refer to your Operator’s Manual.

Recommended Staining Protocols for 760-4614:

ultraViewTM:

1. Load slides, antibody, and ultraViewTM detection kit dispensers onto BenchMark®#* instrument.
2. Select Protease 1 (8 minutes) pretreatment.

3. Antibody incubation should be set for 16 minutes at 37°C.

4. Start the run.

5. When the staining run is complete, move slides from instrument and rinse well with wash buffer.
6. Coverslip.

QUALITY CONTROL PROCEDURES

Positive Tissue Control

A positive tissue control must be run with every staining procedure performed. This tissue may
contain both positive and negative staining cells or tissue components and serve as both the positive
and negative control tissue. Control tissues should be fresh autopsy, biopsy or surgical specimens
prepared or fixed as soon as possible in a manner identical to the test sections. Use of a tissue
section fixed or processed differently.

I E—
Depressing the top of the barrel will manually dispense a drop. (See Do’s & Don’t section)

Lot number printed on label
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Barcode label and dispenser serial number
Coupler
Top

Bottom

Barrel is scaled with milliliter graduations
Shipping Key

Key Tab

Nozzle Cap Holder

Nozzle Cap

(2) The Priming Chamber must contain liquid. Some small bubbles may be present.

(1) A meniscus should be visible between the base and tip of the nozzle, as shown.

IgG4 (MRQ-44)

p-3
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from the test specimen will serve to provide control for all reagents and method steps except
fixation and tissue processing.

A tissue with weak positive staining is more suitable for optimal quality control and for detecting
minor levels of reagent degradation. Positive tissue control for the stated primary antibody
(760-4614) may include the following:

Known positive tissue controls should be utilized only for monitoring the correct performance of
processed tissues and test reagents, not as an aid in determining a specific diagnosis of patient
samples. If the positive tissue controls fail to demonstrate appropriate positive staining, results with
the test specimens must be considered invalid.

Negative Tissue Control
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The same tissue used for the positive tissue control may be used as the negative tissue control. The
variety of cell types present in most tissue sections offers internal negative control sites, but this
should be verified by the user. The components that do not stain should demonstrate the absence of
specific staining, and provide an indication of non-specific background staining. If specific staining

occurs in the negative tissue control sites, results with the patient specimens must be considered
invalid.

Unexplained Discrepancies

Unexplained discrepancies in controls should be referred to your local Ventana Roche office
immediately. If quality control results do not meet specifications, patient results are invalid. See the
Troubleshooting section of this insert. Identify and correct the problem, then repeat the entire
procedure with the patient samples.

Negative Control Reagent

A negative control reagent must be run for every specimen to aid in the interpretation of results. A
negative control reagent is used in place of the primary antibody to evaluate nonspecific staining.
The slide should be treated with negative control reagent, matching the host species of the primary
antibody, and ideally having the same IgG concentration. The incubation period for the negative
control reagent should equal the primary antibody incubation period.

INTERPRETATION OF RESULTS

The immunostaining procedure run on Ventana Roche automated slide stainers causes a colored
reaction product to precipitate at the antigen sites localized by the primary antibody. Refer to the
appropriate detection system package insert for expected color reactions.

A qualified pathologist experienced in immunohistochemistry procedures must evaluate positive
and negative tissue controls before interpreting results.

Positive Tissue Control

The stained positive tissue control should be examined first to ascertain that all reagents are
functioning properly. The presence of an appropriately colored reaction product within the target
cells is indicative of positive reactivity. Refer to the package insert of the detection system used for
expected color reactions. Depending on the incubation length and potency of the hematoxylin used,
counterstaining will result in a pale to dark blue coloration of cell nuclei. Excessive or incomplete
counterstaining may compromise proper interpretation of results. If the positive tissue control fails
to demonstrate appropriate positive staining, any results with the test specimens are considered
invalid.

Negative Tissue Control

The negative tissue control should be examined after the positive tissue control to verify the specific
labeling of the target antigen by the primary antibody. The absence of specific staining in the
negative tissue control confirms the lack of antibody cross reactivity to cells or cellular components.
If specific staining occurs in the negative tissue control, results with the patient specimen are
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considered invalid. Nonspecific staining, if present, will have a diffuse appearance. Sporadic light
staining of connective tissue may also be observed in sections from tissues that are not optimally

fixed. Intact cells should be used for interpretation of staining results. Necrotic or degenerated cells
show non-specific staining.

Patient Tissue

Patient specimens should be examined last. Positive staining intensity should be assessed within the
context of any background staining of the negative reagent control. As with any
immunohistochemical test, a negative result means that the antigen in question was not detected,
not that the antigen is absent in the cells or tissue assayed. A panel of antibodies may aid in the
identification of false negative reactions (see Summary of Expected Results section). The
morphology of each tissue sample should also be examined utilizing a hematoxylin and eosin
stained section when interpreting any immunohistochemical result. The patient’s morphologic
findings and pertinent clinical data must be interpreted by a qualified pathologist.

LIMITATIONS

1. This reagent is “for professional use only” as immunohistochemistry is a multiple step process
that requires specialized training in the selection of the appropriate reagents, tissues, fixation,
processing; preparation of the immunohistochemistry slide; and interpretation of the staining
results.

2. For laboratory use only.
3. For in vitro diagnostic use.

4. Tissue staining is dependent on the handling and processing of the tissue prior to staining.
Improper fixation, freezing, thawing, washing, drying, heating, sectioning, or contamination with
other tissues or fluids may produce artifacts, antibody trapping, or false negative results.
Inconsistent results may result from variations

Tonsil
Cytoplasmic
in fixation and embedding methods, as well as from inherent irregularities within the tissue.

5. Excessive or incomplete counterstaining may compromise proper interpretation of results.

6. The clinical interpretation of any positive staining, or its absence, must be evaluated within
the context of clinical history, morphology, other histopathological criteria as well as other
diagnostic tests. This antibody is intended to be used in a panel of antibodies. It is the
responsibility of a qualified pathologist to be familiar with the antibodies, reagents and
methods used to produce the stained preparation. Staining must be performed in a certified,
licensed laboratory under the supervision of a pathologist who is responsible for reviewin
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the stained slides and assuring the adequacy of positive and negative controls.

Cell Marque provides antibodies at optimal dilution for use as instructed. Any deviation
from recommended test procedures may invalidate expected results. Appropriate controls
must be employed and documented. Users who deviate from recommended test procedures
must accept responsibility for interpretation of patient results.

This product is not intended for use in flow cytometry; performance characteristics have not
been determined.

Reagents may demonstrate unexpected reactions in previously untested tissues. The
possibility of unexpected reactions even in tested tissue groups cannot be completely
eliminated because of biological variability of antigen expression in neoplasms, or other
pathological tissues. Contact Cell Marque customer service with documented unexpected
reactions.

Tissues from persons infected with hepatitis B virus and containing hepatitis B surface
antigen (HBsAg) may exhibit nonspecific staining with horseradish peroxidase.

When used in blocking steps, normal sera from the same animal source as the secondary
antisera may cause false negative or false positive results because of the effect of
autoantibodies or natural antibodies.

False positive results may be seen because of nonimmunological binding of proteins or
substrate reaction products. They may also be caused by pseudoperoxidase activity
(erythrocytes), endogenous peroxidase activity (cytochrome C), or endogenous biotin
(example: liver, brain, breast, kidney) subject to the type of immunostaining technique used.

As with any immunohistochemistry test, a negative result means that the antigen was not
detected, not that the antigen was absent in the cells or tissue assayed.

Specific Limitations

1.

The antibody is optimized for the incubation time specified in the Instructions for Use
section in combination with Ventana Roche detection kits and the Ventana Roche automated
slide stainers. Because of variation in tissue fixation and processing, it may be necessary to
increase or decrease the primary antibody incubation time on individual specimens.

Cell Marque antibodies, when used in combination with Ventana Roche detection systems
and accessories, detects antigen(s) that survive routine formalin fixation, tissue processing,
and sectioning. Users who deviate from recommended test procedures are responsible for
interpretation and validation of patient results.
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1. If the positive control exhibits weaker staining than expected, other positive controls run during
the same instrument run should be checked to determine if it is because of the primary
antibody or one of the common secondary reagents.

2. If'the positive control is negative, it should be checked to ensure that the slide has the proper
bar code label. If the slide is labeled properly, other positive controls used on the same
instrument run should be checked to determine if it is because of the primary antibody or
one of the common secondary reagents. Tissues may have been

improperly collected, fixed or deparaffinized. The proper procedure should be followed for
collection, storage and fixation.

3. Ifexcessive background staining occurs, high levels of endogenous biotin may be present. A
biotin blocking step should be included unless a biotin-free detection system is being used in
which case any biotin present would not be a contributing factor to background staining.

4. If all of the paraffin has not been removed, the deparaffinization procedure should be
repeated.

5. If specific antibody staining is too intense, the run should be repeated with incubation time
shortened by 4 minute intervals until the desired stain intensity is achieved.

6. If tissue sections wash off the slide, slides should be checked to ensure that they are
positively charged.

For corrective action, refer to the Step By Step Procedure section, the automated slide stainer
Operator’s Manual, or contact Cell Marque customer service.
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