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Resumen

Para entender los mecanismos de enfermedad hepatica es indispensable unir los conceptos anatomo-histol6-
gicos con los procesos fisiopatoldgicos que ocurren en cada enfermedad. En este primer articulo de una serie
se desarrollan los conceptos basicos del diagnéstico histopatoldgico.
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Abstract

Higado, biopsia, patologia, diagnostico, técnicas histopatologicas.

To understand the mechanisms of liver disease it is essential to link anatomical and histological information
with the pathophysiological processes that occur in each disease. This first article in a series develops the
basics of histopathological diagnosis.
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En la practica diaria de la hepatologia clinica, se requiere
el amplio conocimiento no solo de la anatomia y fisiologfa
hepatica, sino de los mecanismos fisiopatoldgicos, que tie-
nen una expresion morfoldgica no siempre bien entendida
por el médico clinico.

El objetivo de esta serie es lograr un fécil entendimiento
de los hallazgos histopatoldgicos observados en las patolo-
gias més frecuentes de la prictica clinica, para su adecuada
correlacién clinico-patoldgica:

1. Generalidades del diagndstico histopatolédgico.

2. Terminologia 1til en la interpretacion de los hallazgos

histopatoldgicos.

Patologia de las hepatitis cronicas.

Enfermedad hepdtica grasa.

S. Aproximacion diagnoéstica de las enfermedades coles-
tdsicas.

B

6. Toxicidad medicamentosa.

7. Neoplasias hepaticas mds frecuentes, su diagnostico
diferencial y utilidad de los estudios de inmunohisto-
quimica y moleculares.

8. Datologia del trasplante hepatico.

9. Algoritmos diagndsticos en patologia hepética, basados
en patrones de dano hepético.

10. ;Es util la biopsia hepatica?, vision del patdlogo.

BASES DEL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Iniciaremos por recordar la microestructura del higado,
en la cual la organizacién microscépica esta directamente
relacionada con la suplencia sanguinea y su drenaje biliar.
Tradicionalmente conocemos la disposicién en lobulos
hexagonales cada uno de los cuales tiene una vena central,
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y triadas portales en los extremos (figura 1). El flujo san-
guineo entra a través de pequenas ramas de la vena porta
y arteria hepatica, desembocando en los sinusoides cerca
de los espacios porta en la zona periportal la cual es muy
rica en nutrientes y oxigeno, llamada zona 1, mientras que
la zona central, centrolobulillar o zona 3 (figura 2), recibe
un flujo poco oxigenado; el espacio entre ellas es la zona
2. Esta distribucién es tridimensional en los acinos hepa-
ticos y considerada mas fisioldgica, explica el porqué cada
una de estas zonas tiene susceptibilidad mayor a una u otra
patologia, siguiendo especialmente las zonas acinares pero
no necesariamente los lobulillos, que son estructuras bidi-
mensionales (1).

Figura 1. Lobulillo hepético. Hematoxilina eosina 10X. VC: vena central,
EP: espacio porta. La flecha sefala la direccion del flujo sanguineo.

Figura 2. Vena central y zona 3 (lineas discontinuas). Hematoxilina
eosina 10 X.

Los hepatocitos constituyen 80% de la poblacién celu-
lar hepética, se disponen en cordones distribuidos radial-
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mente entre las dreas portales y la vena central separados
por espacios sinusoidales (figura 3) los cuales estan reves-
tidos por células endoteliales con caracteristicas diferentes
tanto estructurales como fenotipicas a cualquier otra célula
endotelial vascular, son células fenestradas, es decir que
carecen de membrana basal lo cual permite que el plasma
y sus componentes estén en contacto directo con los hepa-
tocitos en el espacio subendotelial de Dissé, no expresan
factor VIIL, no contienen moléculas caracteristicas de los
endotelios vasculares como E-selectina, CD31 o CD34
(2). Son méds numerosas y grandes en las zonas més distales
del sinuoide o zonas perivenulares, las fenestras son estruc-
turas muy labiles, de didmetro variable segtn la respuesta
a mediadores endégenos como la serotonina o exdgenos,
como por ejemplo, el alcohol.

Figura 3. Trabéculas hepatocitarias normales separadas por los espacios
sinusoidales. Hematoxilina eosina 20X.

Los macréfagos hepiticos o células de Kupffer, son
aproximadamente 4% de la poblacién celular; estin pre-
sentes en la luz de los sinusoides forman parte del sistema
mononuclear fagocitico, su importancia radica en formar
parte del sistema de defensa y tienen un rol en la patogé-
nesis de varias enfermedades hepdticas. Son mas numero-
sas en los espacios sinusoidales periportales y migran a las
zonas de injuria (figuras 4y S).

Las células estrelladas o células de Ito ademads de alma-
cenar vitamina A en su citoplasma, sintetizan citoquinas
proinflamatorias y proteinas de la matriz extracelular que
predominantemente constituyen la trama estructural del
higado (3). Juegan un papel muy importante en la biologia
normal hepética, interactuando en forma muy estrecha en
el espacio de Dissé, con las fenestras de las células endo-
teliales y los hepatocitos, ayudando a mantener su diferen-
ciacion, crecimiento y funcidn, por accién de integrinas de
superficie y receptores en la superficie de los hepatocitos.
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La laminina, coldgeno IV, hepardn sulfato se encuentran
en mayor cantidad a nivel de la zona periportal, mientras
que la fibronectina, el coldgeno III, el dermatén sulfato son
abundantes en la zona 3 ¢ pericentral (4). En condiciones
normales estas células estan quiescentes siendo activadas
ante una injuria hepatocelular, transformandose en célu-
las que semejan miofibroblastos, incluso fenotipicamente
expresan actina de musculo liso, constituyendo la mayor
fuente de coldgeno en condiciones anormales, donde las
citoquinas secretadas por las células de Kupffer y las células
inflamatorias producen la activacién de las células estrella-
das para que estas se dividan, perpetten la sintesis de cito-
quinas proinflamatorias, en especial integrinas y produzcan
abundante matriz extracelular. La fibrosis constituye la
respuesta del tejido a una lesidn persistente que favorece la
acelerada generacién de matriz extracelular (5, 6).

Figura 4. Células de Kupffer, una de ellas se sefala con la flecha.
Hematoxilina eosina 40X.

Figura S. Células de Kupffer llenas de material PAS positivo resistente
ala digestion con diastasa. (Se sefialan algunas de ellas con flechas) PAS
diastasa (PAS-D) 40X.

Las dreas portales tienen un soporte de coldgeno donde
se identifican el ducto biliar interlobar, una rama de la vena
porta y una rama de la arteria hepdtica, el ducto y la arteria
tienen aproximadamente el mismo didmetro (ﬁgura 6).
Los hepatocitos localizados inmediatamente alrededor de
los espacios porta constituyen la llamada placa limitante,
corresponde a un espacio virtual carente de membrana
basal y la cual constituye una zona de vital importan-
cia en las enfermedades necroinflamatorias (figura 7).

Figura 6. Espacio porta normal. Hematoxilina Eosina 40X. V: vena
central rama de la vena porta, A: rama de la arteria hepatica, BD: ducto
biliar.

Los colangiocitos delinean el sistema biliar intra y extra-
hepatico, modificando la composicién de la bilis durante su
transito a través de los ductos biliares. Los canaliculos bilia-
res forman una malla alrededor de cada hepatocito, drenan
cerca de la interfase portal a los canales de Hering, en el
higado normal los ductos o canales de Hering son incons-
picuos, midiendo menos de 15 ym de didmetro, localizados
en la periferia de las dreas portales en la unién ductular-
hepatocelular. Tienen un doble fenotipo al estar delineados
por ambos tipos de células y representan la unién fisiold-
gica entre el drbol biliar con el sistema canalicular hepatoci-
tario y se extienden dentro del lobulillo hepatico. Ademds
de ayudar a canalizar el flujo biliar hacia el intestino, tiene
funciones absortivas y secretoras participando en la pro-
duccién de bilis (40% de la produccién total de bilis es
de origen ductal) y juegan un importante papel en los
procesos regenerativos / reparativos hepdticos con proli-
feracién de colangiolos (figura 8). Los canales de Hering
drenan a los ductulos biliares o colangiolos revestidos por
3 a 6 colangiocitos y en los tractos portales constituyen los
ductos biliares interlobulares que se unen para formar los
ductos septales hasta los conductos biliares mayores intra
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Figura 7. Placa limitante, senalada con lineas. Hematoxilina eosina 20x A: espacio portal sin inflamacién. B: espacio porta con lesién de la placa

limitante.

y extrahepdticos, aumentando progresivamente su didme-
tro e igualmente cambian su epitelio de revestimiento de
ctibico a cilindrico simple (figura 9) (7).

Figura 8. Hematoxilina eosina 20X. Proliferacion colangiolar.

Para lograr una 6ptima interpretacion del resultado de
una biopsia hepitica, el clinico debe conocer cémo ocurre
la aproximacion diagndstica del patologo y entender muy
bien el significado de la terminologia empleada.

El patdlogo debe siempre utilizar un enfoque sistematico
en la evaluacién de una biopsia, aun cuando su técnica varfe
de acuerdo a su propia experiencia. Algunos principios
bésicos ayudan para obtener una adecuada interpretacién
y evitar errores en la misma.

Iniciar con una observacion de todos los fragmentos al
mas bajo poder del microscopio (2x o 4x), con coloracién
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de rutina (hematoxilina & eosina) identificar la preserva-
cién o no de su arquitectura, o la presencia de lesiones foca-
les es la forma ideal de iniciar el estudio de una biopsia. La
identificacion de venas hepdticas terminales o vena central
y el tejido hepatico que lo rodea es la clave para identificar
un nimero importante de entidades que comprometen la
zona perivenular como por ejemplo enfermedades colestd-
sicas hepaticas, hepatitis alcohdlica, esteatohepatitis; poste-
riormente moverse hacia los espacios porta e identificar sus
estructuras, corroborar la existencia de ductos portales, y
las estructuras vasculares normales o anormales, es impor-
tante observar la presencia o no de inflamacién, el tipo de
célula inflamatoria o de los cambios en el coligeno portal,
asi como las alteraciones de los ductos biliares, el dafio de la
placa limitante, o las alteraciones del parénquima lobulillar
cualquiera que ella sea. Cada uno de los cambios obser-
vados no puede ser interpretado en forma aislada sino en
conjunto con la historia clinica completa y con ayuda de
técnicas especiales necesarias para complementar el andli-
sis de una biopsia hepatica.

La fijacién adecuada de los tejidos es el factor preana-
litico mas importante para cualquier estudio patoldgico,
dado que de esto depende la preservacién morfoldgica asi
como sus proteinas nucleares cada vez mds necesarias para
estudios moleculares.

La fijacién de rutina debe ser con formol buferado neutro
al 10%, una biopsia trucut requiere como minimo entre 2y
4 horas de fijacion. Biopsias en cufia o resecciones requieren
mayor tiempo de fijacién, calculando 1 mm/hora. Tejidos
en fresco son necesarios para cultivos microbiolédgicos, o
andlisis bioquimico en enfermedades del metabolismo.
Cortes de tejido en congelado, preservado en nitrégeno
liquido o a -70 °C, son indicados para técnicas especiales
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de histoquimica o inmunofluorescencia como la identifica-
ciéon de grasas neutras o de esteatosis microvesicular, eva-
luacién de porfirinas o vitamina A. Para estudios ultraes-
tructurales debe fijarse un pequefio fragmento no mayor de
S mm en glutaraldehido al 3% estdn un poco restringidos al
estudio de errores innatos del metabolismo o identificacién
de algunas infecciones virales (1, 8).

Figura 9. Vena central. Hematoxilina eosina 10 X.

TECNICAS DE HISTOQUIMICA

Uno de los principales objetivos de la biopsia hepdtica
es determinar la presencia y severidad de la fibrosis.
Coloraciones para tejido conectivo son las mas utilizadas,
el tricromico de Masson colorea de azul el coldgeno de tipo
I'y el reticulo colorea de negro el coligeno de tipo IIL La
matriz extracelular estd presente en condiciones normales
en el coldgeno de los espacios porta (figura 10) o en las
paredes de las venas hepdticas grandes, es el mas utilizado
en la evaluacién y medicion de la fibrosis. El reticulo nor-
malmente delinea las trabéculas hepatocitarias (figura 11)
muy util para demostrar por ejemplo colapso, necrosis con-
fluente, atrofia trabecular o pérdida de la trama reticular en
lesiones tumorales comopor ejemplo el hepatocarcinoma
(figura 12); pero no es posible diferenciar las 4reas cicatri-
ciales del colapso, por lo tanto son considerados estudios
complementarios (9, 10).

Coloracién de azul de Prusia para hierro permite detec-
tar hemosiderina, el depdsito de color azul corresponde al
depésito de hierro y se evalta tanto en cantidad como en
su localizacién, hallazgos importantes para definir posibles
etiologias (figura 13); a su vez con esta coloracién también
se acentuan otro tipo de dep6sitos como la bilirrubina que
da una tonalidad verde o lalipofuscina de color amarillo oro
o café.

Figura 10. Colégeno de soporte normal del espacio portay delas estructuras
dela triada portal. Tricromico de Masson 20X. A: rama de la arteria hepética.
V: rama de la vena porta. DB: rama del ducto biliar interlobar.

Figura 11. Coloracién de reticulo. Disposicién normal a nivel de las

trabéculas hepatocitarias.
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Figura 12. Coloracién de reticulo. Pérdida de la trama reticular en un
hepatocarcinoma.
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Figura 13. Coloracién de azul de Prusia para demostrar depdsitos
de hierro (color azul). En esta imagen de una hemocromatosis estan
localizados en hepatocitos, células de Kupfler, endotelios y tejido
conectivo del espacio portal.

El cobre puede detectarse por métodos de rodamina o
de 4cido rubednico, dando una tonalidad naranja en granu-
los citoplasméticos (figura 14). Solo puede ser detectado
en tejidos fijados con formol buferado, ningtn otro fijador
permite su identificacién. La determinacién de estos depé-
sitos es importante en el diagnéstico de la enfermedad de
Wilson y en enfermedades colestdsicas cronicas. La pro-
teina fijadora del cobre puede demostrarse con la orceina,
aldehido fuschina o victoria blue, estas ultimas también
permiten identificar dep6sitos de la proteina fijadora en
enfermedades colestasicas (figura 15) e inclusiones en
vidrio esmerilado o “groundglass” de la hepatitis B, que
corresponden al antigeno de superficie.

Figura 14. Coloracién de cobre. En enfermedades colestdsicas cronicas
los depositos de color naranja se localizan en hepatocitos periportales.
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Figura 15. Coloracién de aldehido fuschina, demuestra la proteina
fijadora del cobre con granulos color violeta intrahepatocitarios.

El 4cido peryédico de Schiff (PAS), sin y con digestion
con diastasa (PAS-D), juega un importante papel en el
diagndstico de la patologia hepética. El depésito en las
células de Kupffer y en macroéfagos portales de lipofuschina
o de material ceroide PAS positivo aparecen en focos de
injuria hepatocelular reciente, ayuda a demostrar la presen-
cia de membranas basales en ductos biliares y colangiolos,
los globulos citoplasmaticos periportales indicativos de la
deficiencia de a-1 anti tripsina son PAS positivos (figura
16). Es la coloracién ideal para demostrar la presencia de
glicégeno, sin embargo, la fijacién con formol permite la
salida del glicogeno de las células, por lo que si es necesario
demostrarlo el tejido debe ser idealmente fijado en alcohol.

Adicionalmente a estos estudios considerados de rutina
es posible realizar pruebas histoquimicas para microorga-
nismos (bacterias, hongos) (figura 17), amiloide, fibrina o
cualquier otra que el caso asi lo amerite (10).

LAS TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Son actualmente procedimientos de rutina en la practica
de los laboratorios de patologia. En la actualidad, uno de
los mayores roles de la inmunohistoquimica se da en la
fenotipificacién de las neoplasias hepéticas primarias y
metastasicas (11, 12). También resulta atil para subtipificar
el adenoma hepdtico con base en la expresién inmunohis-
toquimica de sus mutaciones, ttil también en el diagnos-
tico diferencial con el hepatocarcinoma bien diferenciado
y la hiperplasia nodular focal (13, 14). Para demostrar la
presencia de ductos biliares en especial cuando nos enfren-
tamos a enfermedades con disminucién o ausencia de los
mismos, para confirmar presencia de microorganismos o
inclusiones virales, de glébulos de al antitripsina, antigeno
de superficie (figura 18) o core del virus de la hepatitis B,
entre otros (11, 12). En la tabla 1 se ejemplifican algunos
de los anticuerpos més utilizados en la préctica diaria.
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Tabla 1. Anticuerpos mas utilizados en la préctica diaria.

Anticuerpo Utilidad diagnéstica
Elementos Keratinas: Tipo 7, 8,19, 20, AE1/AE3, EMA, CA19-9, CAM 5,2 Identificacion de tumores epiteliales
estructurales Hepar-1 (hepatocyte) CEA o Ductos biliares
Antigeno carcinoembrionario (policlonal), CD10 Hepatocitos
Factor VII, CD34, CD31 Canaliculos biliares
Células endoteliales (no sinusoidales), tumores vasculares,
capilarizacion sinusoidal
Serum amiloide A (SAA), glutaminesintetasa (GS), 8-Catenina, ~ Diagnostico diferencial entre adenoma, hiperplasia nodular y
HSP70, Glipican 3. hepatocarcinoma
Ubiquitina, citoqueratinas 8 y 18 Cuerpos deMallory- Denk
Productos Alfa fetoproteina Hepatocarcinoma, hepatoblastoma
metabdlicos Alfa 1 antitripsina Deficiencia de alfa 1 antitripsina
Antigeno de superficie y antigeno core de la hepatitis B Hepatitis B cronica
Agentes Citomegalovirus
infecciosos Herpesvirus Hepatitis por citomegalovirus, herpesvirus o adenovirus
Adenovirus

Figura 16. Glébulos PAS-D positivos, en una deficiencia de alfa 1
antitripsina. Algunos sefialados con el asterisco (*)

Figura 17. Coloracién de Gomory, demuestra microorganismos
micoticos en la pared de una vena porta.

Figura 18. Estudio de inmunohistoquimica para antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B. Coloracion café en el citoplasma de las células
hepiticas.

TECNICAS MOLECULARES

Se dividen en dos tipos, aquellas basadas en hibridiza-
cién “in situ” (ISH), cromogénica (CISH) o fluorescente
(FISH) y las técnicas “ex situ” que requieren la extraccién
preliminar de la molécula blanco, al obtener componen-
tes celulares con suficiente ADN o RNA, que puedan ser
amplificados usando técnicas de PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa). La eficiencia de la extraccién La fijacién
adecuada es fundamental dado que la calidad e integridad
de los acidos nucleicos depende de ella, asi como la eficien-
cia de la extraccién es inversamente proporcional al tiempo
de fijacién, por lo que los procesos defijacion deben estar
muy bien estandarizados. La técnicas in situ son especial-
mente utilizadas para la deteccion del virus del Epstein Barr
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(EBV RNA) en el diagnéstico de los desérdenes linfopro-
liferativos postrasplante, CMV u otras subproteinas, o en el
diagnéstico de patologias tumorales. Los test moleculares
incluyen pruebas de clonalidad, anélisis de mutaciones,
hibridizacién genémica comparativa, entre otros (1, 14).
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