PRACTICA CLINICO=QUIRURGICA

Evaluacion histologica de la fibrosis
hepatica en pacientes con lesion
posquirurgica de vias biliares

Introduccion: la lesién de vias biliares por
colecistectomia puede producir depdsito
excesivo de coladgena vy tejido fibroso en el
espacio extracelular hepatico. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la fibrosis he-
patica en pacientes con lesion de vias bi-
liares por colecistectomia.

Material y métodos: se estudiaron mediante
cuantificacién digital, tres sujetos con biopsia
hepatica normal y 21 con lesién de vias
biliares. Se tomaron fotografias de 20 cam-
pos al azar de cada laminilla tefida con
tricromico de Masson y rojo sirio. Se incluye-
ron en el grupo |, tres biopsias de higado sano;
en el ll, seis pacientes con fistula biliar exter-
na sin obstruccién biliar; en el lll, 15 pacien-
tes con obstruccion biliar completa. La
reconstruccion bilioentérica de los grupos Il y
Il se realiz6 a las ocho semanas de la lesion.
Resultados: el grupo | mostré 2 % de tejido
fibroso y 1 % de colagena. El grupo Il au-
mento una vez el tejido fibroso y nueve el
depdsito de colagena (p < 0.05 Anova) ver-
sus el grupo |. El Il incrementd 43 veces el
tejido fibroso y 14 la colagena (p < 0.001 post
hoc de Bonferroni) versus grupo .
Conclusiones: los pacientes de los grupos
Il'y Il presentaron fibrosis hepatica, siendo
mas importante en el grupo Il1.

SUMMARY

Background: bile duct injuries after cholecys-
tectomy can produce fibrous and collagen
deposit tissue. Our objective was to evalu-
ate the liver fibrosis measured in histological
tissue in patients with bile duct injury after
cholecystectomy.

Methods: three normal liver biopsies and 21
from patients with bile duct injuries were studied.
Group I: with three normal liver biopsies. Group
IIl: with external abdominal fistula alone in six
patients. Group Il with complete bile duct
obstruction in 15 patients. The surgical biliary
enteric reconstructions were performed 8
weeks after bile duct injury in all cases. The
fibrosis and collagen deposits were studied
by Masson’s trichrome and Sirius red stains
and they were measured by a digital program.
Results: group | showed 2 % of fibrosis
tissue and 1 % of collagen deposit and was
considered as normal. Group Il showed un-
expected 1 fold more liver fibrosis and 9 fold
more collagen deposit in extracellular matrix
macromolecule (p < 0.05, Anova) against
group |. Patients in group Ill, had fibrous
tissue increase 43 folds more and 14
collagen folds more (p < 0.0001, Bonferroni’s
post hoc) versus group |.

Conclusions: the patients in groups Il and |lI
showed liver fibrosis, being this more
important in group IIl.

Recibido: 19 de febrero de 2007

Introduccion

La colecistectomia es el procedimiento electivo
abdominal mds comdn en Estados Unidos! y
México. La lesion de vias biliares se presenta en
una de cada 200 colecistectomias, y aunque ha
habido importante desarrollo en el diagnéstico y
tratamiento de la cirugia biliar, la estenosis biliar
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secundaria a colecistectomia es un problema cli-
nico importante, debido a que los pacientes con
lesién de vias biliares presentan casi tres veces mds
riesgo de muerte prematura.®?

El manejo de la lesion de vias biliares se enfoca
a la descripcion de la lesién y control de la infec-
ci6n, con especial énfasis en el drenaje biliar tem-

prano en pacientes con inflamacién o infeccién;
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se recomienda esperar de tres a seis meses antes
de la reconstruccién definitiva considerando que
la obstruccién podria ser temporal y mejorard
con drenaje externo y de esta forma limitar el
dano. Sin embargo, de tres a seis meses podria
ser mucho tiempo, debido a que se podria per-
petuar el dafio hepdtico. La lesién de vias biliares
produce fibrosis hepdtica difusa, con alteracién
de la estructura normal del higado. Cuando se
produce la lesién se activan mecanismos celula-
res con proliferacion de células estelares hepdti-
cas que al transformarse en miofibroblastos se
convierten en matriz extracelular tipo membra-
na basal y se depositan en el higado formando
matriz extracelular tipo fibrilar. La colestasis
por obstruccidn biliar puede ocasionar necrosis
o apoptosis de los hepatocitos,” incluso provo-
car desarreglos inmunolégicos por activacién
y expansion de células dendriticas mieloides como
se ha reportado en estudios experimentales e
in vitro.®

La presentacién clinica de la lesién de vias
biliares més frecuente es la obstruccién biliar
completa que produce estancamiento progresivo
de bilis. Otras menos comunes son la seccién
total y la parcial del conducto biliar con fistula
biliar externa.

En un modelo experimental realizado por
nuestro grupo, la lesién de vias biliares se carac-
terizé por obstruccién biliar completa y el de-
posito de tejido fibroso en el higado fue tiempo-
dependiente: entre mayor tiempo de obstruc-
cién biliar, mayor dafo hepdtico. Las enzimas
hepéticas y la fibrosis mejoraron con la recons-
truccién bilioentérica, pero la reversion de la
fibrosis se presentd solo posterior al manejo con
terapia génica.”

La reconstruccién quirdrgica se basa primor-
dialmente en aspectos técnicos, sin considerar
ampliamente las repercusiones sistémicas y hepd-
ticas que se desarrollan a mediano y largo plazo en
el paciente.

Los métodos para evaluar la fibrosis en biop-
sias hepdticas son diversos. Si bien el semicuan-
titativo se considera la técnica estdndar, es poco
preciso en comparacién con el método cuanti-
tativo.® Por lo tanto, el propésito del trabajo fue
evaluar cuantitativamente el dafio histopatolé-
gico hepdtico mediante un programa digital en
pacientes con lesién de vias biliares después de
colecistectomia.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio transversal analitico en el
que se incluyeron 21 pacientes con lesién de vias
biliares por colecistectomia, enviados al Hospi-
tal de Especialidades del Centro Médico Nacio-
nal de Occidente, Instituto Mexicano del Seguro
Social. Se identificaron las caracteristicas clini-
cas individuales y se realizé el procedimiento
de reconstruccién mds conveniente para el pa-
ciente de acuerdo con los métodos diagndsticos
practicado y al tipo de lesién que presentaron.
El manejo preoperatorio incluyé antimicrobia-
nos y nutricién artificial.

Se realizé biopsia hepdtica intencionada a
todos los pacientes durante la reconstruccién
quirdrgica y se envi6 para andlisis histopatoldgi-
co. Unas laminillas se tifieron con tricrémico de
Masson y otras con rojo sirio. Se cuantific el
tejido fibroso y el depésito de coldgena en 20
fotografias de campos al azar. Entre miles de biop-
sias hepdticas archivadas en el Departamento de
Patologfa durante 10 afos, se encontraron tres
reportadas normales; estas laminillas se tifieron
con los mismos colorantes y sirvieron como
control normal.

Se formaron tres grupos: el grupo I o con-
trol se integré con las laminillas de los sujetos
sanos; el grupo Il incluyé seis pacientes con lesién
de vias biliares manifestada solamente como fis-
tula biliar externa sin contaminacién biliar peri-
toneal, manejada en el preoperatorio mediante
drenaje biliar externo. Es importante conside-
rar que la fistula biliar externa es una presenta-
cién poco habitual de lesidn de vias biliares. Los
pacientes incluidos en este grupo se caracteriza-
ron por seccién completa del conducto biliar
comun sin obstruccién biliar ni contaminacién
peritoneal. El razonamiento para separar este gru-
po fue considerar que el tejido fibroso y el de-
posito de coldgena deberian ser pricticamente
normales.

En el grupo III se incluyeron 15 pacientes
con obstruccidn biliar completa. Estos pacien-
tes se manejaron con drenaje biliar externo mediante
drenaje transhepdtico percutdneo. La obstruccién
biliar completa es la presentacién mds comin de
lesién de vias biliares y produce estancamiento
biliar severo con dano hepdtico por diversas cau-
sas, entre ellas dafio directo por acumulacién
biliar progresiva y toxicidad por las sales biliares
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con activacion y expresién de moléculas que lle-
van a apoptosis.

La reconstruccién bilioentérica se realizé en
forma electiva en todos los casos ocho semanas
después de la lesién de vias biliares. Ningtin pacien-
te tuvo antecedentes previos de enfermedad he-
patica, (hepatitis B o C, coledocolitiasis) abuso
de alcohol o drogas.

La evaluacién de las enzimas hepdticas se llevd
a cabo al ingreso y egreso del hospital. De 2 mL
de sangre periférica obtenida en tubo seco, se
separé el suero y se midi6 aspartato aminotrans-
ferasa, alanino aminotransferasa, bilirrubina direc-
ta, bilirrubina total y tiempo de protrombina
mediante método automatizado con el analiza-
dor Sincrén-7.

Evaluacion histologica
de las biopsias hepaticas

De los bloques de parafina de los tres grupos se
cortaron secciones de 5 [Lm, se colocaron en lami-
nillas precubiertas con silano para evitar el despe-
gamiento. Se tifieron con tricrémico de Masson o
con rojo sirio. La cuantificacién del tejido fi-
broso y el depésito de coldgenas se llevé a cabo
mediante programa computacional automatiza-
do analizador de imdgenes (Image Pro plus 4.0)
por dos patdlogo independientes. De las 20 fo-
tograffas digitales tomadas al azar, se midié el
drea total en pixeles y posteriormente se cuanti-
ficé la cantidad de matriz extracelular tefiida en
azul (ticrémico de Masson) o de coldgena en
rojo (rojo sirio) y se sacé el porcentaje de la ex-
tensién del tejido fibroso tefiido en azul o de
coldgena tenida en rojo. El célculo se realizé a
40x de magnificacién.’ La tincién con rojo si-
rio se caracteriza por alta afinidad a las protei-
nas de coldgena, tifie la coldgena y contratifie
en verde el resto de las protefnas.'®

El estudio y los procedimientos quirtrgicos
se apegaron a las leyes locales y a la Declaracién
de Helsinki de 1975, de acuerdo con lo publi-
cado en el Diario Oficial de la Federacién en
1982 emitido por la Secretaria de Salud de
México. La confidencialidad se asegurd usando
ndmeros clave como identificacién. El estudio
se revisé y acepté por el Comité de Etica y de
Investigacin, se firmé el consentimiento bajo
informacién.
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Se utilizé el programa SPSS para Windows
(versién 10, Chicago, IL), los datos se expresa-
ron en media y desviacién estdndar; se realizaron
pruebas # de Student, Anova, post hoc de Tukey o
Bonferroni. Se acepté como significativo el valor
de » <0.05 a intervalo de confianza de 95 %.

Resultados

Se incluyeron 19 mujeres y dos hombres. La edad
media fue de 44.3 afos. Se realizaron 12 cole-
cistectomias abiertas y nueve laparoscépicas.
Sirvieron como auxiliar diagnéstico el ultraso-
nido, la colangiografia endoscépica retrégrada,
la colangiografia percutdnea, el gammagrama de
flujo biliar o la colangiorresonancia. La recons-
truccién bilioentérica incluyé 10 intervenciones
en Y de Roux y siete Hepp-Couinaud; la media
de tiempo quirtrgico fue seis horas. Murieron
cuatro pacientes: dos por sepsis abdominal, uno
por cirrosis biliar y uno por insuficiencia respi-
ratoria aguda.

Las enzimas hepdticas entre el ingreso y el egreso
hospitalario en los grupos 11 y III mostraron mejo-
rfa después de la reconstruccién bilioentérica. Sin
embargo, persistieron elevadas en relacién a los va-
lores normales con amplia desviacién estdndar.
Consideramos que no fueron de utilidad para valo-
rar el estado general del higado. Las causas de la
amplia variabilidad de los rangos podrian ser diver-
sas, entre ellas la respuesta individual de cada pa-
ciente, ¢l corto tiempo entre el ingreso y el egreso
hospitalario o que las enzimas no sean tan especifi-
cas para mostrar adecuadamente la funcién de los
hepatocitos y del espacio extracelular del higado.

En el reporte histopatoldgico de los pacientes
del grupo II predoming la inflamacién y la fibrosis
portal crénica leve. En los integrantes del grupo
III, la presencia de cambios severos por proceso
obstructivo crénico de vias biliares extrahepdticas
con proliferacién de conductos biliares secunda-
rios, reaccién inflamatoria crénica moderada con
zonas de necrosis y fibrosis portal de leve a mode-
rada sin observar cirrosis.

Tincion de tricromico de Masson

La fibrosis en el grupo I comprendié menos de
2 % y correspondid al tejido normal de sostén.
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En el grupo II el tejido fibroso se increment
una vez més en relacién al grupo I (p < 0.05 post hoc
de Tukey y Bonferroni). El incremento de fibro-
sis, aunque no fue excesivo, pudo deberse a que
existi6 libre flujo de bilis hacia el exterior de la
cavidad abdominal. Sin embargo, el grupo III
presentd importante depésito de tejido fibroso
en el espacio extracelular con 43 veces més fi-
brosis que el grupo I (p < 0.001 Anova). Este
interesante hallazgo confirma la presencia de
dafio hepdtico con aumento del depésito de
matriz extracelular en los grupos II y I1I siendo
mds importante en el grupo III, que se caracte-
rizé por obstruccién biliar completa (figura 1).
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Figura 1. Evaluacion del tejido fibroso (tincion de tricromico de Masson). Las
flechas muestran el tejido fibroso depositado en el espacio extracelular hepitico.

A) El grupo control presento

2 % de tejido fibroso y se consideré normal. B) El

grupo Il con seccion completa del conducto biliar comin y fistula biliar externa sin
peritonitis. El tejido fibroso presento incrementé inesperado, mostrando una vez
mds tejido que los controles. C) El grupo Ill mostré importante aumento del tejido
fibroso en el espacio extracelular con 43 veces mas que el grupo 1. Los pacientes se
caracterizaron por obstruccion hiliar completa con dilatacion del arbol biliar. D)
Expresion del tejido fibroso dependiendo de las diferentes presentaciones dinicas

de la lesion de vias biliares
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Tincion de rojo sirio

El tejido conectivo como constituyente del tejido
fibroso encontrado en la matriz extracelular en las
biopsias de sujetos con higado normal fue < 1 %,
que sirvié como base para comparar con el resto de
los grupos. La coldgena en el grupo II versus el gru-
po I mostré incrementdé nueve veces mayor (p <
0.004 post hoc de Tukey). El grupo I1I present6 14
veces més coldgena que el grupo I (p < 0.001 post hoc
de Bonferroni); la causa podria ser el estancamien-
to progresivo y téxico de las sales biliares en los
conductos biliares intra y extrahepdticos produ-
ciendo necrosis del tejido hepético (figura 2).

Discusion

Si bien la colecistectomia es un procedimiento
de baja morbilidad y mortalidad, cuando se pre-
senta lesién de vias biliares se requieren inter-
venciones quirdrgicas repetidas con riesgo de
estenosis que impacta en aspectos econémicos,
sociales y familiares e incrementa la morbilidad
que puede conducir a muerte prematura. La li-
tiasis vesicular se presenta primordialmente en
menores de 60 afios. La media de edad de los
pacientes con lesidn de vias biliares incluidos
en el estudio fue de 44 afos, en plena vida pro-
ductiva, con alto riesgo de morbilidad y muerte
prematura.!’ La colecistectomfa abierta mostré
mayor frecuencia en contraste con lo reportado
en la literatura, donde el estdndar terapéutico es
la colecistectomia laparoscdpica.'? Los procedi-
mientos quirtrgicos realizados en los pacientes
de los grupos II y I1I obtuvieron buenos resul-
tados al parecer debido a que cirujanos exper-
tos resolvieron la lesién de vias biliares.'?

En los grupos II y III hubo incremento de las
enzimas hepdtica con amplia desviacién estdndar
entre el ingreso y egreso hospitalario, indicando
que probablemente no fueron determinantes en
la magnitud del depésito de la fibrosis en el higa-
do, situacién acorde a lo reportado en la literatura
que menciona que la cuantificacién de las enzi-
mas hepdticas podrian no ser ttiles para correla-
cionar las cifras con la presencia de fibrosis en las
biopsias hepdticas, como se observé en el presen-
te estudio.'

La cuantificacién de la fibrosis hepdtica con
el apoyo de un programa computacional result6
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ser un método auxiliar atil, factible y preciso
para evaluar la progresion de la fibrosis en pa-
cientes con lesién de vias biliares después de
colecistectomia. El propésito de la evaluacién
cuantitativa mediante el analizador de imagen
es hacer mds objetiva la interpretacidn de los
hallazgos en las biopsias hepdticas. Este método
es ampliamente reportado en la literatura uni-
versal, tanto en publicaciones experimentales!'>1°
como en humanos.!” La tincién con tricrémico
de Masson es considerada en la literatura como
el mérodo mds acucioso para determinar la can-
tidad de fibrosis.

En el presente estudio, en el grupo I la canti-
dad de tejido fibroso y de coldgena fue minima.
Los grupos II y III mostraron incremento de te-
jido fibroso y depésito de coldgena en el espa-
cio extracelular, predominando en el grupo III
con obstruccién biliar completa. Existen reportes
recientes 77 vitro y en animales de experimentacién
que apoyan el hecho de que la necrosis, la apop-
tosis y los desajustes inmunolégicos podrian des-
empefiar un importante papel, incluso el efecto
toxico producido por el estancamiento de las
sales biliares.'® Hay que considerar que los pacien-
tes con lesidn de vias biliares presentan cuadros
repetidos de colangitis que podrian desencadenar
inflamacién, infeccién y conducir a necrosis o
apoptosis. En el grupo II con seccién biliar com-
pleta y fistula biliar externa sin peritonitis, el
incremento del tejido fibroso fue de una vez mds
y nueve veces més depdsito de coldgena, demos-
trando aumento de la fibrosis hepdtica. La ra-
z6n del dafio no es clara, pero podria deberse a
la stbita interrupcién vascular con inflamacién
0 a eventos repetidos de colangitis."”

Aunque ninguno de los pacientes tuvo an-
tecedentes conocidos previos de enfermedad
hepdtica o abuso de sustancias téxicas como al-
cohol o drogas, no se descartan enfermedades
concomitantes antes de la colecistectomia o antes
de la reconstruccién bilioentérica, incluso la in-
gesta de medicamentos o la exposicién a téxi-
cos que hayan influido en el aumento de tejido
fibroso o del depésito de coldgena en ambos gru-
pos. Sin embargo, curiosamente los pacientes
del grupo II en que la lesién de vias biliares fue
menos severa tuvieron menos depdsito de las
macromoléculas de la matriz extracelular y en
los del grupo III con obstruccién biliar completa
durante ocho semanas, la expresién del depésito
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de las macromoléculas manifestadas por fibro-
sis y proteinas de coldgena fue mayor, por lo
que consideramos que la lesién de vias biliares
del grupo III fue mds severa, con mayor impac-
to en la produccién de fibrosis hepdtica.

La biopsia hepdtica resulté ser un procedi-
miento seguro debido a que no hubo complica-
ciones atribuibles al procedimiento en ninguno
de los pacientes. Consideramos que la biopsia
hepética fue una herramienta atil para cuantifi-
car la magnitud del depdsito de fibrosis en la
matriz extracelular.

La inmediata identificacién de la lesién de
vias biliares es de vital importancia en el segui-
miento de los pacientes en el posoperatorio, asi
como la vigilancia cercana y mantener alto el
indice de sospecha e identificar a los pacientes
sometidos a colecistectomia con evolucién no
ordinaria que manifiesten dolor excesivo o abun-
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Figura 2. Evaluacion del depasito de colagena (tincion de rojo sirio).

A) La cantidad de tejido conectivo en las biopsias de los sujetos normales
induidos en el grupo 1 fue < 1 %, correspondiendo a tejido normal.

B) En el grupo lI, el depésito de colagena se incrementé nueve veces mas que
en el 1. C) El grupo 11l presenté 14 veces mas comparado con el grupo 1.

D) El menor depésito de colagena se encontro en el grupo 1, aunque fue

inesperadamente alto
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podrian haber sufrido una lesién inesperada.
Sugerimos colocar drenajes externos, aunque se
consideren innecesarios, y que permanezcan po-
cos dias posteriores a la colecistectomia para iden-
tificar tempranamente la lesion de vias biliares en
caso de que exista, y evitar asi otras complicacio-
nes como peritonitis biliar y de este modo limitar
el dafio hepdtico y sistémico.
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