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RESUMO

O diagnéstico anatdmico de colestase neonatal ainda € um desafio na pratica
médica. Varios exames tém sido propostos sendo a biopsia hepatica um dos mais
empregados isoladamente. Entre as caracteristicas histologicas analisadas na
diferenciagao de colestase intra-hepatica (CIH) da colestase extra-hepatica (CEH) esta
a “transformagédo giganto-celular dos hepatdcitos”. Essa variavel € considerada como
indicativa de CIH, sendo, inclusive, empregado o termo hepatite neonatal de células
gigantes, porém, ainda faltam evidéncias na literatura para determinar estatisticamente
o seu real valor. O objetivo deste estudo foi estabelecer o valor desta variavel
histolégica no diagnéstico diferencial entre CIH e CEH e pesquisar o seu valor
prognostico nos casos de atresia de vias biliares. Casuistica e métodos: Foi realizado
um estudo retrospectivo e longitudinal de pacientes com colestase neonatal atendidos
no servigo de hepatologia pediatrica do Hospital de Clinicas da Unicamp no periodo de
1990 a 2021 e que fizeram bidpsia hepatica. Foi elaborada uma ficha de coleta dos
dados, na qual constaram informagdes clinicas e laboratoriais (enzimas hepaticas e
RNI), diagndstico anatémico e etiolégico (se colestase intra-hepatica ou extra-
hepatica), presenga ou auséncia de células gigantes. Ainda foi avaliada a relagéo
entre a presenga e intensidade de transformagéo gigantohepatocitaria em paciente
com CIH e CEH e, também, analisada a drenagem biliar em pacientes com CEH
submetidos a cirurgia de Kasai apés 6 meses a 1 ano. Considerou-se como boa
drenagem biliar pacientes anictéricos com bilirrubinas totais < 2 mg/dL. A analise
estatistica empregada foi o teste de Fisher e quando necessario o teste do qui
quadrado para as variaveis categoricas e para as variaveis continuas foi calculado o
teste de Mann-Whitney. Resultados: Participaram do estudo 80 pacientes sendo 51
do sexo masculino (62,9%). Desses pacientes, 40 apresentavam CIH (grupo 1) e 40
CEH (grupo 2). Em relagao as células gigantes, no grupo 1, 21/40 (52,5%) pacientes
apresentaram histologia com presencga de células gigantes e, no grupo 2, foram 17/40
(42,5%), nao havendo diferenca significativa. Dentre os pacientes que possuiam
células gigantes no laudo da bidpsia, apds revisao das laminas com quantificagéo do
numero dessa variavel histolégica por campo de grande aumento, também néao foi
possivel identificar diferenga no diagnéstico entre CIH e CEH. Em relagao a drenagem
biliar de pacientes do grupo 2, observou-se que dos 17 pacientes com células gigantes
apenas 2 tiveram boa drenagem biliar (11,76%). Por outro lado em pacientes sem
células gigantes 10 de 22 tiveram boa drenagem (45,45%), havendo diferenga
significativa entre os grupos (p=0,03). Conclusdes: 1. A variavel histoldgica

transformagao gigantocelular hepatocitaria nao distinguiu colestase intra-hepatica de



colestase extra-hepatica. 2. A presenca dessa variavel em pacientes com atresia biliar

indicou pior drenagem biliar e provavel pior progndstico.

PALAVRAS-CHAVE: colestase; colestase intra-hepatica, colestase extra-
hepatica, atresia biliar, colestase neonatal, transformagéao giganto-celular, hepatite de
células gigantes.



ABSTRACT

The diagnosis of neonatal cholestasis remains a challenge in medical practice.
Numerous tests have been proposed, with liver biopsy being one of the most
commonly used in isolation. Among the histological variables analyzed in the
differentiation of intrahepatic cholestasis (IHC) from extrahepatic cholestasis (EHC) is
the "giant-cell transformation of hepatocytes." This variable is considered indicative of
IHC, and the term "neonatal giant cell hepatitis" is even used. However, there is still a
lack of evidence in the literature to determine its true value. The aim of this study was
to establish the value of this histological variable in the differential diagnosis between
IHC and EHC and to investigate its prognostic value in cases of EHC. Material and
Methods: A retrospective and longitudinal study was conducted on patients with
neonatal cholestasis treated at the pediatric hepatology service of the Hospital de
Clinicas da Unicamp from 1990 to 2021 who underwent liver biopsy. A data collection
form was prepared, including clinical and laboratory information (liver enzymes and
INR), anatomical and etiological diagnosis (whether intrahepatic or extrahepatic
cholestasis), and the presence or absence of giant cells. The relationship between the
presence and intensity of giant-cell hepatocyte transformation in patients with IHC and
EHC was also evaluated. Additionally, biliary drainage was analyzed in EHC patients
undergoing Kasai surgery after 6 months to 1 year, considering good biliary drainage in
jaundice-free patients with total bilirubin < 2 mg/dL. Statistical analysis used the chi-
square test and, when necessary, Fisher's test for categorical variables. The Mann-
Whitney test was used for continuous variables. Results: A total of 80 patients
participated in the study, 51 (62.9%) were male. Of these patients, 40 had IHC (group
1), and 40 had EHC (group 2). Regarding giant cells, 21/41 (52.5%) patients in group 1
showed histology with giant cells, and in group 2, there were 17/40 (42.5%), with no
significant difference. Among patients with giant cells in the biopsy report, after
reviewing the slides with quantification of the number of this histological variable per
high-power field, it was also not possible to identify a difference in diagnosis between
IHC and EHC. Regarding biliary drainage in group 2 patients, it was observed that of
the 17 patients with giant cells, only 2 had good biliary drainage (11.76%). On the other
hand, in patients without giant cells, 10 out of 22 had good drainage (45.45%), showing
a significant difference between the groups (p 0,03). Conclusions: 1. The histological
variable of giant-cell hepatocyte transformation did not distinguish intrahepatic
cholestasis from extrahepatic cholestasis. 2. The presence of this variable in patients
with biliary atresia indicated poorer biliary drainage and a likely worse prognosis. KEY
WORDS: cholestasis, cholestasis intrahepatic, cholestasis extrahepatic, biliary atresia,

neonatal cholestasis, giant-cells transformation of hepatocytes, neonatal hepatitis.
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1. INTRODUGAO

A colestase neonatal (CN) é uma condigdo médica que acomete a faixa etaria
pediatrica, afetando cerca de 1 em cada 2500 nascidos vivos a termo (Fawaz et al.,
2017). Conforme as diretrizes da Sociedade Norte-Americana e Europeia de
Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica, qualquer bebé com ictericia
persistente por mais de 2 semanas de idade deveria ser submetido a investiga¢gbes para
colestase, mediante a mensuracao dos niveis de bilirrubina sérica. De acordo com essas
diretrizes, a presenga de bilirrubina direta/conjugada com valor sérico acima de 1,0
mg/dL (17 mmol/L) é considerada anormal, independentemente do valor total da
bilirrubina (Fawaz et al, 2017).

Apos o diagndstico sindromico de colestase neonatal, o desafio mais urgente é
determinar o diagndstico anatdémico, ou seja, se a colestase € de etiologia extra-hepatica
(CEH) ou intra-hepatica (CIH). A CIH representa aproximadamente 70% de todos os
casos de colestase neonatal. Os principais grupos de doengas envolvidas incluem
etiologias infecciosas, metabdlicas, endocrinoldgicas, genéticas, hipoplasia das vias
biliares intra-hepaticas, tdéxico-medicamentosas, transinfecciosas e idiopaticas (Dellert
& Balistreri, 2000) - (Anexo 1). As causas da CEH sdo menos numerosas e incluem
atresia biliar (AB), cisto de colédoco, barro biliar e estenose biliar (Hessel & Sawamura,
2001; Carvalho et al., 2007). A atresia biliar é resultado de um processo inflamatério que
afeta os ductos biliares, levando a fibrose e a obliteracao subsequente das vias biliares.
Ela é a principal causa de colestase neonatal extra-hepatica e principal indicagao de
transplante hepatico pediatrico, variando de 30% a 50% (Sokol, 2009). Existem
marcadores clinicos, bioquimicos e de imagem que auxiliam na diferenciagéo entre CEH
e CIH.

O quadro clinico das diversas doengas colestaticas €, em geral, semelhante,
caracterizado por ictericia, coluria, hipocolia ou acolia fecal, hepatomegalia com ou sem
esplenomegalia, independente da causa da colestase (Roquete, 2000). Contudo, é
crucial realizar a coleta de dados sobre a histéria clinica e o exame fisico, pois alguns
parametros clinicos, laboratoriais e histologicos podem orientar o diagnéstico anatémico

e etiologico da colestase neonatal (CN).

Em 1995, Alagille observou que peso de nascimento normal, inicio precoce de
acolia fecal (média de 16 dias), persisténcia de acolia fecal por mais de 10 dias e
consisténcia aumentada do figado sugerem colestase extra-hepatica (CEH), com uma

taxa de acerto de 83% (Anexo 2).



Deve-se questionar antecedentes familiares, incluindo consanguinidade,
colestase neonatal em parentes, anemia hemolitica, doencas autoimunes e
cardiovasculares; antecedentes obstétricos atuais e prévios, como abortos, sorologia
materna, febre, ingestdo de medicamentos hepatotdxicos, colestase na gestagéo, e
achados de ultrassonografia obstétrica; antecedentes neonatais, como prematuridade,
uso prolongado de nutricdo parenteral, triagem neonatal, sepse, vomitos, alteragéo

neurolégica e malformagées (Anexo 3 e 4) (Fawaz et al., 2017; Ranucci et al., 2022).

Além das bilirrubinas, geralmente sdo solicitadas inicialmente as enzimas
hepaticas, coagulograma e albumina. As enzimas que indicam lesdo hepatocelular,
como aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), estédo
elevadas, mas nao discriminam entre colestase intra-hepatica e colestase extra-
hepatica. Niveis elevados de gama-glutamiltransferase (GGT) podem sugerir etiologia
extra-hepatica (Bellomo-Brandao et al, 2010). O nivel sérico diminuido de albumina
pode indicar comprometimento da fungao sintética e ocorre no periodo neonatal em
situagdes morbidas como hemocromatose, tirosinemia, galactosemia, fibrose cistica,
frutosemia e citopatias mitocondriais (Hessel & Sawamura, 2001). Outros exames
laboratoriais podem ser solicitados na investigagdo do diagndstico diferencial conforme

a suspeita clinica (Anexo 5) (Ranucci et al., 2022).

Os exames subsidiarios especificos incluem tubagem duodenal, cintilografia
hepatobiliar, colangiopancreatografia endoscopica retrograda, colangiorressonancia,
ultrassonografia abdominal, elastografia hepatica e bidpsia hepatica. Dentre esses, a
bidpsia hepatica € o exame com maior sensibilidade e especificidade na investigagao

desse diagnostico anatdmico de colestase (Feldman et al., 2015).

Desde a década de 1960, foram estudadas as variaveis histoldgicas indicadoras
de colestase intra-hepatica (CIH) e extra-hepatica (CEH). Naquela época, a acuracia da
bidpsia hepatica percutanea era baixa em diferentes estudos, e inicialmente, a dimenséo
do fragmento foi considerada a razéo para isso. No entanto, mesmo apds a adogéo da
biopsia cirurgica, ndo houve melhora na acuracia, tornando necessaria a revisdo dos
critérios histolégicos para diferenciar CIH de CEH. Ao longo do tempo, diversos estudos

estabeleceram novos critérios histolégicos, melhorando a acuracia.

Com relagdo a anatomia patoldgica, alguns achados histopatolégicos foram
relacionadas ao diagndstico de colestase extra-hepatica (CEH), como a proliferagéo de
ductos neoformados, plugs biliares e fibrose periportal (Moyer et al., 2004; Hessel G et
al., 1994; Feldman et al., 2015).
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Em comparagéo, "transformagéo gigantocelular de hepatécitos", definida como
hepatdcitos multinucleados com 3 ou mais nucleos, independentemente do tamanho da
célula, foi inicialmente considerada indicativa de CIH (Craig et al., 1952). Outros
trabalhos também observaram maior proeminéncia desta variavel em hepatite neonatal
idiopatica e, portanto, em colestase neonatal intra-hepatica (Morotti et al., 2013). No
entanto, estudos mais recentes mostraram que a "transformagéo giganto-celular dos
hepatdcitos" também foi descrita em bidpsias hepaticas de pacientes com atresia biliar
(AB). Algumas evidéncias sugerem a presenca de 20% a 50% de transformacao
gigantocelular em atresia de vias biliares (Davenport M et al., 2006; Rastogi A et al.,
2009).

Portanto, ainda persistem duvidas sobre o valor real da transformagao
hepatocitaria giganto-celular na identificacdo do diagndstico anatdmico da colestase
neonatal e, além disso, se existe uma associacdo desse achado histologico com o

prognéstico do paciente.
2. OBJETIVOS

A partir da analise de pacientes com colestase neonatal que realizaram bidpsia
hepatica, esperava-se esclarecer se a presenca e/ou intensidade da transformacéao
giganto-celular dos hepatdcitos diferenciaria CIH da CEH e, se essa variavel indicaria

pior prognéstico na atresia biliar.
3. METODOLOGIA

O estudo incluiu pacientes atendidos no servigo de hepatologia pediatrica do
Hospital de Clinicas da Unicamp no periodo de 1990 a 2021, com diagnéstico de
colestase neonatal e que realizaram biopsia hepatica durante a investigagdo. Foram
excluidos aqueles cujo diagnostico final anatdmico (CIH ou CEH) néo foi definido, os
pacientes com CEH que nao tinham atresia biliar, aqueles que nao apresentavam pelo
menos 5 espagos porta na bidpsia hepatica e aqueles para os quais ndo havia

informacdes adequadas de exames laboratoriais e de evolugio.

Para os pacientes admitidos e que preencheram os critérios de inclusdo, foi
conduzido um estudo retrospectivo e longitudinal. Uma ficha de coleta de dados foi
elaborada, incluindo informagées como sexo, idade de admissdo em dias,
prematuridade, peso de nascimento, resultados de exames que avaliam a funcao e
leséo hepatica (bilirrubina direta, atividade da enzima AST, atividade da enzima ALT,
atividade da enzima fosfatase alcalina (FALC), atividade da enzima GGT, RNI),

diagnostico anatdomico (CIH ou CEH), diagndstico etioldgico e a presenga ou auséncia
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de transformacéo gigantocelular de hepatdcitos. A partir dos resultados dos exames e
da evolugao, os pacientes foram classificados em dois grupos: Grupo 1 (CIH) e Grupo
2 (CEH).

Apos a andlise qualitativa da presengca ou auséncia de transformacéao
gigantocelular de hepatécitos entre os grupos 1 e 2, foi realizada uma analise
quantitativa das ceélulas gigantes na biépsia hepatica dos pacientes com essa variavel
histologica. Para isso, as laminas foram revisadas de acordo com um procedimento
padronizado. Entre a triade portal, composta por um ramo da veia porta, um ramo da
artéria hepatica e um ramo de um ducto biliar, e a veia centrolobular, estdo as células
do figado propriamente dito, os hepatécitos. Os hepatdcitos sédo divididos em zonas, de
acordo com sua relacdo com a triade portal e a veia centrolobular. Os hepatécitos que
estdo ao redor do trato portal sdo da zona 1, os que estédo ao redor da veia centrolobular
séo da zona 3, e os que ficam no meio sdo da zona 2. Apds a separagao das laminas
coradas com hematoxilina-eosina, foi observada a zona 2 dos hepatécitos em um
aumento de 10 vezes e, em seguida, aproximada com foco de 40 vezes. Selecionaram-
se dois campos de grande aumento diferentes dentro da mesma zona para a contagem
de transformagdes gigantocelulares, calculando posteriormente a média do numero de

células gigantes por Iamina.

Além disso, foi avaliada a relagdo entre a presenca de transformacio
gigantocelular hepatocitaria e a drenagem biliar em pacientes do grupo 2 apds 6 meses
a 1 ano da cirurgia de Kasai. Considerou-se boa drenagem biliar em pacientes

anictéricos e/ou com bilirrubinas totais < 2 mg/dL (Shneider et al., 2016).

Para a analise estatistica, foi empregado o teste do qui-quadrado, e quando
necessario, o teste de Fisher para as variaveis categoéricas. Para as variaveis continuas,

foi calculado o teste de Mann-Whitney.
4. RESULTADOS

No estudo, participaram 80 pacientes, destes 40 com colestase intra-hepatica
(CIH) no grupo 1 e 40 com colestase extra-hepatica (CEH) no grupo 2. As etiologias do
grupo 1 foram as seguintes: Citomegalovirus 1/40 (2,5%), Sifilis 2/40 (5,0%), Sepse
1/40 (2,5%), Sindrome de Alagille 4/40 (10,0%), Deficiéncia de alfa-1 antitripsina 4/40
(10,0%), Sindrome ARC 2/40 (5,0%), Colestase intra-hepatica progressiva familiar tipo
4 1/40 (2,5%), Hipotireoidismo 1/40 (2,5%), Galactosemia 1/40 (2,5%), Multifatorial
5/40 (12,5%). Nao foram identificadas etiologias em 45,0% dos pacientes com CIH

(idiopatica). As caracteristicas clinicas desses grupos sao apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes com colestase intra-hepatica

(grupo 1) e colestase extra-hepatica (grupo 2)

Colestase intra-

Colestase extra-

Parametros i o
hepatica hepatica Estatistica
clinicos
(Grupo 1) (Grupo 2)
(n=40) (n=40)
Masculino 30 21
SEXO p = 0,054
Feminino 10 19
Média (DP) 107,85 (188,22) 68,41 (30,35)
IDADE
p=0,92
(Idade da primeira Mediana 60 66
consulta em dias)
PESO DE Média (DP)  2840,78 (605,03) 3153,61 (566,92)
NASCIMENTO p = 0,027
(gramas) Mediana 2880,00 3135,00
PREMATURIDADE 9/40 (22,5%) 5/40 (12,5%) p =0,26
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Na tabela 2 sao apresentadas as alteragdes laboratoriais € a presenca ou

auséncia da variavel histolégica “transformacado giganto-celular” nos pacientes do

grupo 1 e grupo 2.

Tabela 2. Alteragoes laboratorias e histolégicas dos pacientes com colestase intra-

hepatica (grupo 1) e colestase extra-hepatica (grupo 2)

Colestase intra-

Colestase extra-

Pardmetros hepatica hepatica Estatistica
Laboratoriais/ (Grupo 1) (Grupo 2)
Histologia
(n=40) (n=40)
ALT Média (DP) 226,02 (261,80) 158,17 (102,10)
U/L P =069
(UL) Mediana 149,00 129,00
AST Média (DP) 340,19 (300,96) 247,15 (165,21)
UIL p=043
(L) Mediana 217,00 203,50
FALC Média (DP) 914,71 (662,17) 772,92 (472,91)
U/L P =099
(L) Mediana 650,00 663,50
GGT Média (DP) 195,29 (275,07) 779,72 (493,64)
p = 0,00001
L
(UL) Mediana 109,00 755,00
Média (DP) 1,42 (1,04) 1,32 (0,62)
RNI p =0,81
Mediana 11 1,09
Com transformacao
] . 21/40 (52,5%) 17/40 (42,5%)
de células gigantes
p=0,36

Sem transformacgao

de células gigantes

19/40 (47,5%)

23/40 (57,5%)

* ALT (alanina aminotransferase) | AST (aspartato aminotransferase) | FALC (fosfatase

alcalina) | GGT (gama-glutamil transferase) | RNI (indice internacional normalizado).



Para a analise quantitativa de células gigantes em pacientes com colestase,
foram excluidas do estudo as laminas que: 1. Nao possuiam células gigantes no laudo
da bidpsia hepatica; 2. Nao tinham laminas disponiveis para revisédo; 3. Nao foi possivel
visualizar com clareza a zona 2 dos hepatécitos. Dentre os pacientes com CIH, apenas
14/40 apresentaram laminas com condi¢cdes favoraveis para avaliagdo histolégica
(Grupo A). No grupo com CEH, somente 12/40 bidpsias hepaticas foram avaliadas
segundo os mesmos critérios (Grupo B). Foi calculada a média e mediana do numero
de células gigantes encontradas em cada grupo, conforme demonstrado na Tabela 3

abaixo. Nao foi possivel observar diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).

Tabela 3. Analise quantitativa da variavel transformagao de células gigantes na

colestase intra-hepatica (grupo A) e colestase extra-hepatica (grupo B)

Colestase intra- Colestase extra-
Parametros hepatica hepatica Estatistica
Histolégicos (Grupo A) (Grupo B)
(n=14) (n=12)
Células Média (DP) 10,03 (3,45) 6,36 (2,52)
Gigantes p=0,38
Quantitativo* Mediana 11 ,00 6.00

* Numero de células giganto celular por campo de grande aumento. n = 14
para o grupo 1 e n = 12 para o grupo 2.

Em relacdo ao progndstico de pacientes do grupo 2 com diagndstico de AB,
observou-se que dos 17 pacientes com células gigantes apenas 2 tiveram boa
drenagem biliar (11,76%). Por outro lado, em pacientes sem células gigantes 10 de 22
tiveram boa drenagem (45,45%), havendo diferenga significativa entre os grupos (p =
0,036).

5. DISCUSSAO

Um dos grandes desafios na colestase neonatal € diferenciar a atresia biliar (AB)
de outras causas de colestase. Durante a investigagao, foi possivel identificar que
pacientes com ictericia colestatica de etiologia intra-hepatica apresentavam menor peso
ao nascimento. Esse fato provavelmente reflete o crescimento intrauterino prejudicado

decorrente de doencgas neonatais geneético-enddcrino-metabdlicas e,
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predominantemente, de infecgdes congénitas (Bellomo-Brandao et al., 2009). Contudo,
tal achado clinico e outros identificados por Alagille em 1995 como coloragao das fezes

e consisténcia hepatica ndo foram suficientes para distinguir CIH da CEH.

Quanto ao nivel sérico das enzimas hepaticas (AST, ALT, FALC e GGT), houve
uma diferenga significativa apenas para a GGT, situando os maiores valores na CEH.
Diferentes pontos de corte foram propostos na literatura para indicar CEH, como acima
de 10 vezes o limite superior da normalidade (Bellomo-Brandéo et al., 2010), acima de
200 UI/L (Ranucci et al., 2022) e acima de 500 UI/L (Wang et al., 2006), mas nenhum

desses pontos ultrapassa uma acuracia de 90%.

Os exames subsidiarios especificos tém sido propostos na literatura para definir
com maior acuracia se a colestase é de natureza intra-hepatica ou extra-hepatica. Um
pré-requisito para a escolha do exame é que a sua realizagdo seja viavel em curto
espaco de tempo e apresente boa acuracia. Além dos exames ja citados, mais
recentemente ha dois propostos que sao a elastografia hepatica e a proteina
metaloproteinase-7 (MMP-7), com bons resultados preliminares, mas ainda
indisponiveis na maioria dos centros (Russo et al., 2012; Fawaz et al., 2017; Wang et
al., 2018; Dillman et al., 2019).

A biopsia hepatica é o exame mais utilizado para essa finalidade, apresentando
uma sensibilidade que varia de 89% a 99% e uma especificidade entre 82,5% e 98,0%
(Hessel et al., 1994; Moyer et al., 2004; Feldman et al., 2015). A significativa variagéo
desses resultados pode ser atribuida a experiéncia do patologista na analise do
fragmento, as dimensdes do fragmento e a definicdo de varidveis indicadoras do
diagnostico anatdmico. Portanto, € crucial estabelecer critérios para a analise
histologica (Chen et al., 2015).

Estudos conduzidos desde o final da década de 1960 tém buscado distinguir a
etiologia da colestase neonatal com base nos achados de bidpsia hepatica. Na Tabela
4, estdo resumidos ensaios clinicos que compararam as variaveis histologicas

associadas a colestase intra-hepatica (CIH) e a colestase extra-hepatica (CEH).

De acordo com a ultima diretriz de 2017 da NASPGHAN, para a avaliacdo das
variaveis histolégicas em pacientes com colestase neonatal, foi desenvolvido um
sistema de analise de bidpsias hepaticas por patologistas do Grupo de Pesquisa sobre
Atresia Biliar apoiado pelos Intitutos Nacionais de Saude (National Institutes of Health-
supported Biliar Atresia Research Consortium - BARC). Nesse estudo, foram
identificadas 16 variantes histolégicas, incluindo plugs biliares, edema hepatocelular,

esteatose, formagao de pseudorosetas, transformagédo de células gigantes, necrose
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hepatocelular, hematopoiese extramedular, desarranjo lobular, edema periportal, fibrose
periportal, infiltrado celular periportal, colangite aguda, neutrofilos periductulares,
inflamagao mononuclear ductular, malformagao da placa ductal e proliferagédo biliar.
Alteragbes indicativas de obstrugao biliar incluiram proliferagao biliar, plugs biliares e
fibrose periportal com preservagido da arquitetura lobular hepatica. Por outro lado, na
hepatite neonatal, foram observados desarranjo lobular e aumento de células
inflamatdrias. Notavelmente, nédo foi relatada a presenga de transformagéo giganto
celular dos hepatécitos como indicativa de hepatite neonatal e, portanto, de colestase
intra-hepatica, neste documento. Em termos gerais, o diagnostico de obstrugdo em
casos clinicamente confirmados de atresia biliar variou de 79% a 98%, com um valor
preditivo positivo de 90,7%. O grupo diagnosticou atresia biliar com alto nivel de

sensibilidade, com concordancia interobservador razoavel (Russo et al, 2011).

Tabela 4. Variaveis histopatolégicas indicadoras de CEH e CIH

17

REFERENCIA INDICADORES CEH INDICADORES CIH

Fibrose portal, Proliferagao
ductular, Alteracéo de células de
Kasai et al. (1962) Kupffer, expansao periportal,

Fibrose e dessarranjo lobular.

Degeneracgéo hepatocitaria,

Transformagéao de células gigantes

Fibrose portal, Proliferagao

Bennett (1964) ductular

Fibrose e dessarranjo lobular

Brough and

Proliferagdo ductular -
Bernstein (1974)

Fibrose portal e proliferacédo
Zerbini (1985) -

ductular
Shiraki et al. Proliferagdo ductular, Colestase
(1987) em neoductos )

Desarranjo lobular, Transformagéao

Alagille (1995)

Proliferacado ductular, Fibrose
portal e perilobular, Plugs biliares,
Arquitetura lobular normal, Pouca

resposta inflamatdria

de células gigantes, Necrose

hepatocelular, Fibrose portal

minima, Raras formacgdes de
neoductos, Esteatose,
Hematopoiese lobular

extramedular
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Proliferacado ductular portal e

Santos et al periportal, Expansao portal,
Metaplasia mieloide
(1998) colestase em neoductos, colestase
portal, pontes porto-portal
Rastogi et al Proliferagd@o ductular, Plugs biliares | Transformagao de células gigantes
(2009) e fibrose portal mais proeminente

Russo et al (2011)

Proliferacado ductular, Fibrose
portal e Auséncia de fibrose em

sinusoides

Sira et al (2014)

Proliferacao ductular, Graus

avangados de fibrose portal

Transformagéao de células gigantes

mais proeminente

El-Guindi et al
(2014)

Proliferagéo ductal e plugs biliares

Transformagéao de células gigantes

Russo et al (2016)

Plugs ductais biliares, Edema
periportal, Ausente/Rara
transformacao de células gigantes,
Ausente/Rara hematopoiese

lobular extramedular

Ausente/Rara proliferagao ductal,
Transformacao proeminente de
células gigantes, Esteatose,

Hematopoiese extramedular

5.1 Variavel histolégica “transformacgao de células gigantes” e diferenciacao

entre CEH e CIH

De acordo com os achados das biopsias hepaticas dos pacientes com colestase

no presente estudo, nao foi observada relagéo da variavel histologica "transformagéo
de células gigantes" capaz de distinguir CIH e CEH. Para efeitos de comparagao, foram
avaliados por esta casuistica outros trabalhos que descreveram de forma qualitativa a
presencga ou auséncia de "transformagéo giganto-celular" em pacientes com colestase
neonatal com AB e sem AB. Houve associag¢ao positiva entre a presenca dessa variavel
e pacientes sem AB em trés trabalhos com significancia estatistica (p < 0,05). No
entanto, outros dois estudos nao obtiveram associagcido capaz de diferenciar pacientes
com AB e sem AB (p > 0,05) (Tabela 5). A partir destes estudos, ndo ha concordancia
suficiente para definir a presenga de "células gigantes" como indicativa de auséncia de
AB ou presenga de CIH. Embora o termo "hepatite neonatal de células gigantes" tenha
persistido até hoje como sinénimo de hepatite neonatal ou CIH, ndo é possivel definir

essa variavel histolégica como determinante de CIH.



Tabela 5. Presenca de células gigantes em pacientes com colestase neonatal com Atresia

biliar (AB) e sem Atresia bilar (N-AB)

AUTOR Atresia biliar (AB) Nao atresia biliar (N-AB)  Estatistica
n=28 n=15
Rastogi et al (2009) p 0,041
6 (21,4%) 12 (80%)
n=49 n=48
Russo et al (2011) p 0,466
25 (51%) 28 (59%)
n =137 n=10
Sira et al (2014) p 0,008
31 (22,6%) 6 (60%)
n =30 n =30
Guindi et al (2014) p < 0,00001
8 (26,7%) 26 (86,7%)
n =136 n=91
Russo et al (2016) p 0,184
116 (85,3%) 83 (91,3%)

* n = amostra total de pacientes do grupo AB ou N-AB

Embora a presencga de células gigantes ndo parega ser suficiente para distinguir
CEH e CIH, alguns estudos sugerem que quanto maior a intensidade da tranformagao
giganto-celular dos hepatécitos, maior a associagcdo com CIH ou hepatite neonatal.
Abdalla et al, 2013 observaram que houve diferenga significativa entre CIH e CEH
quando estabeleceu graduagao da presencga da transformagéo gigantocelular na sua
pesquisa. Contudo, essa graduagao néo é adotada na pratica pela maioria dos servigos.
Rastogi et al (2009), observou hepatdcitos gigantes multinulcleados mais frequentes em
hepatite neonatal (80%) em comparagao com AB (21%). Li et al (2004), também
descreveu maior transformagéo giganto-celular em hepatite neonatal, principalmente

quando associado a doencga lobular extensa.

No entanto, poucos estudos apresentam de forma sistematica a variagdo da
intensidade em que essas células aparecem. Russo et al. (2016) comparou pacientes
com atresia biliar (AB) e sem AB, dividindo-os em grupos com base na graduacao da
intensidade de células gigantes nas categorias "raro", "presente", "comum" e

"proeminente”. O estudo demonstrou que dentro do grupo de casos com hepatite



neonatal havia uma transformagao proeminente de células gigantes. Contudo, nao ficou

claro quais parametros foram utilizados para distinguir essas categorias.

Apesar de alguns trabalhos, como os citados acima, sugerirem que um numero
maior de transformacgao giganto-celular tenha relagdo com CIH, no presente estudo néo
foi possivel confirmar essa associagao. Outros trabalhos ndo demonstraram também
relagdo entre presenga ou porcentagem de células gigantes com CIH. Em 2009,
Brand&do e colaboradores publicaram um estudo no qual analisaram 86 bidpsias
hepaticas de pacientes diagnosticados com colestase intra-hepatica. Os participantes
foram agrupados com base na etiologia em trés categorias: infecciosa, genética-
enddcrina-metabdlica e idiopatica. Seis parametros histologicos foram avaliados:
colestase, eosinofilia no infiltrado inflamatério, eritropoiese, siderose, fibrose portal e
presenca de células gigantes. A transformagédo das células gigantes foi classificada
como ausente, leve (ocorrendo em no maximo 30% dos hepatdcitos), moderada (entre
30% e 60% dos hepatdcitos) e grave (mais de 60% dos hepatdcitos). No entanto, ndo
foi identificada qualquer relagao, da transformagéo das células gigantes com a definicao

etiolégica da colestase intra-hepatica (Bellomo-Brandéo et al, 2009).

Alguns estudos procuram estabelecer o valor da "transformacdo de células
gigantes" na identificagdo da etiologia da CIH ou do grupo de etiologias que causam
CIH. Nos estudos disponiveis sobre o tema, observa-se que a variavel da transformacao
gigantocelular dos hepatocitos esta presente em diversas etiologias de colestase
neonatal, incluindo ndo apenas infecgbes congénitas, mas também em outras condigbes
conhecidas por ndo estarem relacionadas a infecgdes, como pan-hipopituitarismo,
sindrome ARC (artrogripose, doenga renal e colestase), deficiéncia de alfa-1-
antitripsina, além de outras doengas genéticas como a doenga de Gaucher e a sindrome
de McCune-Albright (Elias et al., 2011; Ikawa et al., 2016). Dessa forma, postula-se que
o aparecimento da transformacao gigantocelular dos hepatdcitos seja uma resposta
inespecifica do figado nessa faixa etaria a diferentes agravos, independentemente de
serem de natureza infecciosa ou ndo. Além disso, atualmente é conhecido que o
citomegalovirus (CMV) esta associado a atresia biliar (AB) em um percentual
significativo de casos, a ponto de Davenport (2012) classificar um dos tipos de atresia
como associado a esse agente infeccioso. Por outro lado, mesmo nos casos de AB sem
CMV, ha relatos de um alto percentual de transformagéo de células gigantes, variando
de 20% a 50% dos pacientes analisados (Davenport et al., 2006; Rastogi et al., 2009;
Fawaz et al., 2017).

Em 2010, pesquisadores do Hospital Johns Hopkins e da Universidade e

Hospital de Chicago realizaram uma revisédo de todas as bidpsias hepaticas feitas de
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1984 a 2007 com diagndstico histologico de hepatite neonatal de células gigantes. Os
autores concluiram que as células gigantes estavam presentes em pacientes com
hepatite neonatal idiopatica, mas nao foi possivel diferenciar as etiologias com base
nessa variavel histolégica, exceto em casos de pan-hipopituitarismo (Torbenson M. et
al, 2010).

Apenas em uma entidade nosologica rara denominada hepatite neonatal
hemolitica autoimune de células gigantes (HCG-AIH) ha por definicdo a presenga de
transformacao generalizada de células gigantes em hepatdcitos de todos os pacientes.
Essa condigéo € uma doenga grave e progressiva que afeta exclusivamente lactentes e
criancas pequenas, com alta mortalidade, apesar de imunossupressao agressiva e

transplante hepatico (Estrada et al., 2009; Nastasio et al., 2021).

Embora a presenca da variavel histologica “células gigantes” ndo tenha valor na
predicdo do diagndstico anatdbmico de colestase, sua presenca em pacientes com AB
pode representar pior prognéstico. Foi observado que esses pacientes evoluiram com
menor drenagem biliar apos 6 meses a 1 ano de seguimento clinico. Ndo se sabe a
explicacdo desse resultado mas €& possivel que signifique uma maior extensdo da
doenca acometendo ndo somente o sistema das vias biliares mas também o
parénquima hepatico. Outros achados como nivel intenso de fibrose, lesdo moderada a
acentuada do ducto biliar e idade avangada para a Cirurgia de Kasai foram fatores

preditivos da necessidade de realizagao de transplante hepatico (Russo et al, 2016).
6. CONCLUSOES

A partir da analise estatistica da presente casuistica ndo é possivel afirmar que
a presenga de transformagdo gigantocelular de hepatécitos seja suficiente para
diferenciar colestase extra-hepatica (CEH) de colestase intra-hepatica (CIH) e nem
distinguir etiologias de CIH. Contudo, a presenga dessa variavel em pacientes com AB

indicou pior drenagem biliar e provavel pior progndstico.

Com base nos resultados deste estudo e na discussao anterior, juntamente com
os achados de outras pesquisas, € proposto que o termo "hepatite neonatal de células
gigantes" seja reavaliado na literatura médica. Essa medida visa evitar associacdes
definitivas dessa alteragao histolégica com a colestase intra-hepatica e, possivelmente,

prevenir equivocos no diagndéstico anatomopatologico.
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8. ANEXOS

Este projeto Valor da variavel "transformagao hepatocitaria giganto-celular"
no diagnéstico anatomico e no progndstico da colestase neonatal, obteve sua
aprovacao junto ao Comité de Etica e pesquisa da UNICAMP na data de 11 de Janeiro
de 2022, sob parecer de n. 5.197.574.
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Intra-hepatica

Anexo 1

Classificacao de colestase neonatal (adaptado de Dellert & Balisteri, 2000)

Infecciosa
» Bacteriana: sepsis, listeriose, sifilis, tuberculose
» Viral: rubéola, citomegalovirus, herpes, coxsackie, ECHO, hepatite B e C, virus de
imunodeficiéncia humana e parvovirus B19
» Protozoario: toxoplasmose

Metabdlicas

>

vV V V V

>

Disturbios do metabolismo dos carboidratos: galactosemia, intolerancia hereditaria a
frutose, glicogenose tipo IV.

Deficiéncia de alfa-1-antitripsina

Fibrose cistica

Tirosinemia

Disturbios do metabolismo dos lipides: Wolman, Niemann-Pick, doenga de Gaucher

Disturbios da excregao das bilirrubinas: Dubin-Johnson e Rotor

Endocrinolégicas

» Hipopituitarismo
» Hipotireoidismo
e Genéticas
» Sindrome de Down
» Sindrome de Donahue
» Colestase intra-hepatica progressiva familiar (PFIC)

Pobreza de ductos biliares intra-hepaticos

» Sindromica: sindrome de Alagille
» Nao sindromica: doencga de Byler, sindromes de deficiéncia do metabolismo dos sais
biliares, doenga de Zelweger
e Miscelanea
» Nutrigao parenteral
» Drogas
» Choque
» Histiocitose das células de Langerhans
» Obstrucgao intestinal
» Luapus neonatal
o Idiopatica

Extra-hepatica

Atresia biliar

Estreitamento do ducto biliar

Cisto de colédoco

Anomalia da jungédo coledocopancreatica

Perfuragao espontanea do ducto biliar

Neoplasia

Litiase biliar
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Anexo 2
Diagndstico diferencial entre colestase extra e intra-hepatica (adaptado de Alagille, 1995)
Dados Colestase Colestase
Clinicos Extra-Hepatica Intra-Hepatica
Peso de nascimento
(média) 3230g 2680g
Idade de Inl_cm da acolia 16 30
(dias)
Persistencia da acolia o o
(10 dias de observagao) 9% 26%
Figado grande e de 87% 53%

consisténcia Aumentada




Anexo 3
Parametros clinicos na colestase neonatal (adaptado de Fawaz et al, 2017)

1. Antecedente familiar

Consanguinidade

Risco aumentado de doenga autossdmica recessiva

Colestase neonatal em parentes ou irmao

Fibrose cistica, deficiéncia de alfa 1-antitripsina, PIFC,
Alagille, condi¢bes genéticas

Histérico aborto ou prematuridade

Doenca hepatica gestacional aloimune

Esferocitose ou outras doengas hemoliticas

Agravo de hiperbilirrubinemia conjugada

l. Antecedente obstétrico

Achados ultrassonograficos

Presenca de cisto de colédoco, colelitiase,
malformagdes intestinais, outras malformacdes

Colestase na gestagao

PFIC (mutag¢des heterozigose), desordens mitocondriais

29

Esteatose hepatica na gestacao

Deficiéncia da enzima 3-hidroxiacil-coa desidrogenase
de cadeia longa

Infecgdo materna

Infecg&o congénita- TORCH (Toxoplasmose, Rubéola,
Citomegalovirus, Herpes virus)

Il. Antecedente neonatal

Idade gestacional

Prematuridade é risco para hepatite neonatal

Pequeno para idade gestacional

Risco aumentado de infecgdo congénita

Hemolise/ Deficiéncia de G6PD/ Hidropsia
fetal

Risco aumentado de colestase neonatal

Infecgdo neonatal

Infecgao urinaria, sepse, CMV, HIV, Sifilis, etc

Triagem neonatal endocrino-metabdlica

Panhipopituitarismo, galactosemia, deficiéncia oxidagao
de acidos graxos, fibrose cistica

Fonte nutricional (aleitamento materno,
férmula infantial, nutricao parenteral)

Galactosemia, intolerancia a frutose, colestase
associada a nutricdo parenteral prolongada

Baixo ganho pondero-estatural

Doencas genéticas ou metabdlicas

Baixa acuidade visual

Displasia septo-6ptico

Perda auditiva

PFIC 1, TJP2

Vomitos persistentes

Doenga metabdlica, obstrugao intestinal, estenose de
piloro

Fibrose cistica, panhipopituitarismo,

ileo meconial

Diarreia Doenga infecciosa ou metabodlica
Acolia fecal Obstrugao biliar

Coldria Hiperbilirrubinemia conjugada
Sangramento Coagulopatia, deficiéncia de vitamina K

Irritabilidade ou Letargia

Doenca metabdlica, sepse e panhipopituitarismo

Cirurgia abdominal

Enterocolite necrotizante, atresia intestinal
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Anexo 4

Parametros do exame fisico na colestase neonatal
(adaptado de Fawaz et al, 2017; Ranucci et al, 2022)

Mal estado geral indica doenga infecciosa ou metabdlica;

Estad I - . .
stado gera Atresia biliar com boa aparéncia e nutrigéo;

Acolia sugere obstrucao biliar (AB)

Avaliagao das fezes e urina -
Coluria sugere colestase

Alagille (ponte nasal larga, face triangular, olhos
profundos)

Zellweger desordem

Smith- Lemii-Opitz

Sindrome Artroglipose renal colestatica (ARC)
Infecgdes congénitas

PFIC 1/ TJP2

Doengas mitocondriais

Embriotoxon posterior: Alagille

Catarata: galactosemia, infecgbes congénitas, Zellweger
desordem, Desordem lisossomal.

Movimentos rotatérios oculares (deficiéncia de DGUOK)
Perda auditiva: infecgdes congénitas, Zellweger
desordem, erro metabolismo

Sopro cardiaco/Malformacéo cardiaca: Alagille, AB com
malformacéo esplénica

Situs inversus: Atresia biliar

Cardiomiopatia (doenga mitocondrial/glicogenose)
Ascite, circulagao colateral abdominal, tamanho e
consisténcia de figado e bago, massa abdominal e
hérnia umbilical

Esplenomegalia (Niemann-Pick, Doena de Gaucher)

Dismorfismos

Exame oftalmologico

Exame auditivo

Exame cardiovascular

Exame abdominal

Hipotonia (Doenga peroxissomal, mitocondrial)

Exame neurologico Letargia/Desnutricéo (Erro inato do metabolismo)

Exame pele Ictiose (ARC, Gaucher, Erro inato do metabolismo)

Micropénis (Panhipopituitarismo)

Genitalia Genitalia ambigua (Smith- Lemii-Opitz)




Anexo 5

Parametros laboratoriais e de imagem na investiaggao de colestase neonatal
(adaptado de Fawaz et al, 2017; Ranucci et al, 2022)

l. Avaliacéo inicial

BT/BD, ALT, AST, FALC, GGT, Albumina,
RNI/TP, TTPA

Definir grau de acometimento hepatico

Leucograma (diferencial celular)
Hemocultura

Suspeita de infecgdo e doenga metabdlica

Acidos biliares

Normalmente elevada na colestase.
Valores baixos sugerem defeito na sintese de acidos
biliares

TSH, T4L, ACTH, Cortisol

Hipotireoidismo
Insuficiéncia adrenal
Hipopituitarismo

Urina 1 e urocultura

Infecgao urinaria

Glicemia, eletrolitos, gasometria,
bicarbonato, lactato, amdnia

Erro inato do metabolismo

CPK, ureia, creatinina, Ca/P, perfil lipidico
(colesterol, LDL, HDL, triglicerideos)

Envolvimento sistémico
Doenga metabdlica
Alagille

Teste do cloro no suor

Fibrose cistica

Alfa 1-antitripsina

Deficiéncia de alfa 1-antitripsina

Perfil de ferro

Doenga hepatica gestacional aloimune

Sorologias

Infecgbes congénitas

Ultrassom abdominal

Ascite, Hepatoesplenomegalia, Ecogenicidade
hepética, Atresia vias biliares extra-hepaticas,
Calcificagdo adrenal (Wolman), Cistos renais
(Zellweger)

Ecocardiograma

Defeitos cardiacos

Fundo de olho e exame de lampada de fenda

Defeitos oculares

1. Avaliagao secundaria

GH, IGF1, PRL, LH, FSH

Panhipopituitarismo

Vitaminas A, D, Ee K

Deficiéncia de vitaminas lipossoluveis

Metabolitos intermediarios

Erro inato do metabolismo

Teste genético

Cariétipo, Array-CGH, Painel genético especifico,
Exoma e Genoma

Inventario 6sseo

Condigoes infiltrativas (Linfohistiocitose
hemofagocitica)

Eletroencefalograma (EEG)

Avaliagéo neuroldgica

Bidpsia hepatica

Colangioressonancia

Cintilografia

Colangiopancreatografia retrograda endoscop

Diagndstico anatémico
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