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Resumo

A colestase neonatal (CN) inicia-se nos primeiros trés meses de vida englobando grupos
de doencas extra-hepaticas e intra-hepaticas que muitas vezes apresentam altas taxas de
morbimortalidade se ndo forem identificadas e tratadas rapidamente. Ictericia, fezes cor
de argila ou acdlicas e coliria no lactente indicam a necessidade urgente de investigar a
CN e, a partir dai, obter o diagnostico diferencial das causas extra e intra-hepaticas. Na
elucidacdo do diagnostico etioldgico, deve-se ter como prioridade a identificacdo de
situacoes que ameacem a vida e que tenham possibilidade de tratamento, como é o caso
da atresia biliar, doencas infeciosas, doencas metabdlicas, e endocrinopatias. O
diagnostico diferencial da CN é um processo trabalhoso que exige a identificacdo ou
exclusao precisa de um amplo painel de doencas ou grupos de doencas, por meio do uso
habil e interpretacio de métodos especializados. E imprescindivel uma integracao sabia
das avaliacdes clinico-laboratorial, histopatolégica, molecular e genética, empregando
amplo conhecimento sobre cada doenca avaliada, bem como as armadilhas de cada teste
diagnostico. Na presente monografia, revisamos as armadilhas envolvidas no

diagnostico correto da causa da colestase em uma crianca afetada.

Palavras-chave

Neonato; Colestase; Insuficiéncia Hepatica; Guideline; Manifestacao Clinica.



Atualizacao do protocolo de investigacio de colestase neonatal

viii



Abstract

Neonatal cholestasis (NC) starts in the first three months of life, encompassing groups
of extrahepatic and intrahepatic diseases that often present high rates of morbidity and
mortality if they are not identified and treated quickly. Jaundice, clay-colored or colonic
stools, and choluria in the infant indicate the urgent need to investigate NC and, from
there, obtain the differential diagnosis of extra- and intrahepatic causes of NC. In the
elucidation of the etiological diagnosis, priority should be given to identifying life-
threatening situations that have the possibility of treatment, such as biliary atresia,
infectious diseases, metabolic diseases, and endocrinopathies. Differential diagnosis of
NC is a laborious process that requires the accurate identification or exclusion of a broad
panel of diseases or disease groups, through the skillful use and interpretation of
specialized methods. A wise integration of clinical-laboratory, histopathological,
molecular and genetic evaluations is essential, employing extensive knowledge about
each disease evaluated, as well as the pitfalls of each diagnostic test. In this monograph,

we review the pitfalls involved in correctly diagnosing the cause of cholestasis in an
affected child.

Keywords

Neonate; Cholestasis; Liver Failure; Guideline; Clinical Manifestation.
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1. Introducao

Colestase descreve os estados patologicos que cursam com distarbios do fluxo biliar, por
alteracoes anatomicas ou funcionais deste sistema. Consequentemente, os pacientes
colestaticos apresentam concentracOes séricas elevadas de substancias habitualmente
excretadas na bilis, com repercussao clinica e laboratorial. Quando ha predominio da
bilirrubina indireta nos recém-nascidos, é comum e, na maioria das vezes, fisiologica.
Todavia, o aumento da bilirrubina direta traduz a presenca de doenca hepatocelular ou
biliar e requer exploragio clinica urgente. Trata-se de uma patologia com elevada
morbilidade e mortalidade e, assim, pode considerar-se a colestase neonatal uma
urgéncia em gastroenterologia pediatrica. A etiologia da colestase neonatal inclui um
grupo de entidades com apresentacdes clinicas sobrepostas. As causas mais comumente
identificaveis sdo a atresia biliar 25-55%, a deficiéncia de ai-antitripsina (A1AT) 10-20%
e a sindrome de Alagille 2-14%. A sua identificacdo precoce, o correto diagnostico
etioldgico e a instituicdo de tratamento adequado exercem influéncia decisiva na
qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes. Em udltima anélise, muitos pacientes
acabam por ser submetidos a transplante hepético, sendo que esta patologia representa

a sua principal indica¢io na populagio pediatrica.
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2. Materiais e Métodos

Para efetuar esta pesquisa bibliografica foi utilizada principalmente a base de dados da
PubMED, incluindo especialmente as seguintes palavras-chave: ((Neonate OR Neonatal
OR Infant OR infantile) AND (cholestasis OR liver failure)) AND Guideline OR protocol
OR “clinical manifestation” OR ((Clinical OR laboratory OR clinical-laboratory OR
image OR histopathol* ) AND (diagnosis OR “differential diagnosis”)) OR
portoenterostomy OR “Kasai” OR “intraoperative cholangiography” OR “accuracy” OR
“next generation sequencing” OR prognostics OR “native liver survival”. A pesquisa
inicial resultou num total de 1938 artigos, posteriormente submetidos a uma selecao da
qual resultaram 117 referéncias bibliograficas. A selecao realizada foi focada em artigos
de revisao, guidelines e artigos randomizados controlados, redigidos em portugués e
inglés. Consultaram-se também livros da area da doenca hepatica, em especifico sobre o
tema da colestase neonatal. De igual forma foram incluidas publicac¢oes fornecidas pelo
orientador desta monografia, entendidas pelo mesmo como pertinentes. Foram
excluidos relatos de casos isolados, estudos experimentais em animais ou em células. A
pesquisa foi referente aos ultimos 10 anos, incluindo outros artigos menos recentes

sempre que o contetdo fosse considerado relevante.



Atualizacao do protocolo de investigacio de colestase neonatal



3. Fisiologia da Sintese,

Conjugacao e

Metabolismo dos Sais Biliares

Através da figura 1, abordo brevemente este assunto complexo para explicar a

fisiopatologia da CN.
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Figura 1- Sintese de 4cidos biliares, metabolismo e fluxo biliar, mostrando os genes associados as diferentes
etapas fisiologicas. Abreviaturas: (Imagens) ABC- ATP Binding Cassette (Subfamilies B, C, G); AE2- anion
exchange protein 2; ASBT- Apical Sodium Dependent Bile Acid Transporter; BSEP- bile salt export pump;
ATP8B1-ATPase Phospholipid Transporting 8B1 (or FIC1i- familial intrahepatic cholestasis 1-associated
protein); BA- bile acid; CFTR- Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; ER- endoplasmic
reticulum; FGF19- fibroblast growth factor 19; MDR- Multidrug resistant protein; MRP- multidrug
resistance-associated protein; NTCP- Na+ - taurocholate co-transporting polypeptide; OATP- organic anion
transporting peptide; OST o/B- organic solute transporter alpha and beta; PVP- peribiliary vascular plexus;

T/G- taurine oy

glycine.

(Caixa de genes 1-3) -—

https://panelapp.genomicsengland.co.uk/

ver

https://www.genecards.org/;


https://panelapp.genomicsengland.co.uk/

3.1 Sintese e Conjugacio de Acidos Biliares Primarios nos

Hepatoécitos e Secrecao Canalicular (Figura 1, caixa 1)

A sintese de A4cidos biliares desenvolve-se no citosol hepatocelular, reticulo
endoplasmatico, mitocondrias e peroxissomas, e envolve no minimo 16 enzimas que
permitem a transformacao de moléculas de colesterol, pouco hidrossoluveis, em
moléculas solaveis e facilmente excretaveis pelo figado.(1) Etapas sequenciais de
hidroxilacao, saturacdo da dupla ligacdo C5-C6, epimerizacdo do grupo 3-OH e
encurtamento da cadeia lateral convertem o colesterol em 4acidos biliares priméarios
anfipaticos essenciais para a formagao de micelas e digestdo e absorc¢ao de lipidios.(1—4)
Nos peroxissomas, os acidos biliares primarios sdo conjugados com os aminoacidos
taurina e glicina, tornando-se moléculas impermeéveis de membrana solavel, resistentes
a precipitacao em pH fisiologico e a acdo de enzimas pancreaticas. Nos humanos, os

principais acidos biliares priméarios sao os acidos quenodesoxicolico e colico.(3,4)

Apoés a sintese e conjugacao dos acidos biliares primérios e reconjugacao dos acidos
biliares secundarios reabsorvidos provenientes do intestino através da circulacao entero-
hepatica, os 4cidos biliares movem-se com a ajuda do citoesqueleto em direcdo a
membrana canalicular através da qual sdo transportados para o limen pela BSEP
(Figura 1, caixa 2). Outras moléculas, como fosfolipidios, glutationa, acidos organicos,
anides organicos também atravessam a membrana canalicular com a ajuda de ABC. As
forcas osmoticas geradas pelo enriquecimento da bile com esses solutos levam a dgua a
fluir para o limen através das aquaporinas. A coexisténcia no ambiente luminal de acidos
biliares e fosfolipidios, ambas moléculas anfipaticas, possibilita a formacao de micelas
mistas, componentes cruciais para a digestao e absorcao de lipidios. O fluxo passivo de
agua e solutos e o peristaltismo canalicular conduzem o contetido luminal em direcao aos

ductos biliares.(3,4)

3.2 Modificacdo da Bile Ductular e Derivacao Cole-

hepatica (Figura 1, caixa 3)

As células epiteliais do ducto biliar contribuem com cerca de 40% do volume total da bile
ductular através do enriquecimento de agua e bicarbonato, dois fatores protetores

cruciais contra os efeitos nocivos dos acidos biliares sobre o epitélio biliar. A secrecao



luminal de bicarbonato é promovida pelo AE2 ativado pelo célcio intracelular. Um
distarbio do estado REDOX pode interromper as vias moleculares envolvidas na
secrecao de bicarbonato, e isso pode explicar a correlacdo entre estresse oxidativo e
agravamento de doencas colestaticas. A hormona Secretina induz a secrecao luminal de
cloreto por meio da ativacdo de CFTR durante a fase digestiva, mas outras vias
moleculares podem representar o principal gatilho para a secrecao de cloreto através de
canais de membrana. Curiosamente, UDCA e TUDCA, apos serem absorvidos em
colangidcitos pelo ASBT, parecem aumentar a saida de cloreto através da estimulagao
precedente da liberacdo de célcio. A presenca de cloreto no lamen ductular/ductal biliar
leva o AE2 a aumentar a concentracio de bicarbonato na bile. E importante ressaltar que
a secretina também tem um papel na proliferacao de células biliares. Os cilios priméarios
presentes na membrana apical dos colangiécitos dos ductos e ductos biliares sdo
organelas com func¢ées mecano-, osmo- e quimiossensoriais criticas. O conteido de
acidos biliares, a intensidade do fluxo biliar e a tonicidade biliar atuam juntos em
recetores ciliares especificos para regular os niveis de calcio intracelular dos
colangiocitos e afetam os processos de diluicdo e alcalinizacdo da bile nas vias

biliares.(3,4)

E importante ressaltar que devido & permeabilidade da membrana aos diidroxiacidos
biliares ndo conjugados essas moléculas sdo absorvidas passivamente através da
membrana apical dos colangibcitos, processo denominado shunt cole-hepéatico, sendo
encaminhadas ao sangue sinusoidal através do plexo vascular peribiliar e gerando uma
hipercolerese. Nos sinusoides, os sais biliares reabsorvidos sao recapturados pelos
hepatdcitos e secretados de novo na bilis, de modo a aumentar o fluxo biliar dependente

de sais biliares.(3,4)

A via de shunt cole-hepatico é pouco significativa em condi¢oes normais, mas pode
tornar-se importante como uma rota de escape de sais biliares em situacoes de colestase
com proliferacdo biliar. E ainda um importante fator de sinalizacdo celular regulando as
atividades de proliferacao e secrecao na arvore biliar.(1) Os sais biliares nao conjugados,
por serem, em condicoes fisiologicas, acidos fracos sem carga, podem atravessar as
membranas celulares por difusao passiva o que permite a recaptacao dos sais biliares nos
colangiocitos dos ductos, possibilitando a circulacao cole-hepatica. Por outro lado,
permite também a absorcdo dos sais biliares secundarios desconjugados para os
enterocitos e dai para a circulacio entero-hepatica.(1,3—5) Em sentido contrario, os sais
biliares conjugados precisam de ser ativamente transportados para o interior dos

hepatocitos e dos enterdcitos através do transportador ASBT. (1)



3.3 Bile nas Estruturas Extra-hepaticas e Circulacao

Entero-hepatica

Durante o periodo interdigestivo, devido ao encerramento do esfincter de Oddi, a bile
entra na vesicula biliar, a agua e os eletrolitos sdo fortemente reabsorvidos e a
concentracao micelar critica atingida, o que leva a um extenso enriquecimento da bile
com micelas mistas. No intestino, sob a acao da flora intestinal, o acido colico e
quenodesoxicolico sdo desconjugados e desidroxilados, transformando-se nos acidos
biliares secundarios, acido deoxicolico e litocélico, que sao hidrofébicos e absorvidos
passivamente no epitélio ileal e no epitélio do intestino grosso, recirculando assim para
o figado através a circulacao entero-hepatica. Os rearranjos moleculares sofridos pelos
acidos biliares secundérios, principalmente o &cido litocolico, torna-as moléculas
hidrofébicas toxicas para o sistema hepatobiliar. E importante ressaltar que a maioria
dos 4cidos biliares primarios sao reabsorvidos na forma conjugada e hidroxilada no ileo
através da acdo do ASBT e SLC10A2 com a ajuda do OSTa/f, sendo assim encaminhado

para figado através da circulacao entero-hepatica.(3—5)

Como os acidos biliares sdo reabsorvidos de forma muito eficiente no intestino, a pool de
acidos biliares é amplamente conservada, e apenas uma pequena quantidade de sintese
de novo de acidos biliares é necessaria diariamente para repor as perdas fecais.(1) Um
conjunto de recetores localizados na membrana basolateral dos hepatocitos é
responsavel pelo transporte de sais biliares provenientes do sangue portal e que circulam
nos sinusoides. O NTCP e SLC10A1 levam a recaptacao de acidos biliares conjugados,
acoplando o transporte de acidos biliares ao gradiente de so6dio. Os transportadores de
anidoes organicos mediam a recaptacdo independente de sodio de acidos biliares
conjugados e nao conjugados e anides organicos, como esteroides e drogas. Por outro
lado, em condicoes colestaticas, ha aumento do efluxo basolateral de 4cidos biliares para
o sangue sinusoidal e depois para a circulacdo sistémica. Os transportadores
responsaveis pelo efluxo basolateral incluem OSTa/3, MRP3 e MRP4, aumentando os
niveis séricos de acido biliar e também levando a excrecao renal dessas moléculas.(3,4)

O tamanho da pool de acidos biliares ¢ normalmente mantido em nivel constante pelo
balanco entre a excrecao fecal de acidos biliares e a sintese hepatocelular.(1) A sintese e
o transporte de 4acidos biliares através das membranas sao regulados pela sinalizac¢ao de
recetores nucleares, incluindo o FXR, de modo que a alteracao dos niveis de sais biliares
dentro dos hepatoécitos induz o FXR a alterar a sintese de acidos biliares, atuando no

CYP7A1; a recaptacdo de acidos biliares na membrana basolateral, afetando o



transportador NTCP; a secrecao canalicular, regulando a expressao de BSEP, e a
reabsorcao de conjugados por 4cidos no ileo através da acdo no ASBT. O FGF19 é uma
das proteinas que pode servir em conjunto com outros fatores como mediador para a
regulacao nuclear hepatocitaria, regulando a expressao de CYP7A1 e controlando a

absorcao ileal de acidos biliares através do ASBT.(3,4)

O conhecimento das diferentes etapas envolvidas na sintese e metabolismo dos acidos
biliares é uma ferramenta 1til para a compreensao da colestase, seu diagnostico e opcoes

terapéuticas.

3.4 Mecanismos Moleculares (genes e proteinas)

Envolvidos em Cada uma das Etapas Acima (1)

CYP7A1: promove a hidroxilacdo do niicleo esterol do colesterol na rota neutra.
CYP27: promove a hidroxila¢ao da cadeia lateral do colesterol na rota acida, formando
0 5-colesteno-3-beta-27-diol, que é hidroxilado na posicao 7 dos anéis de carbono.
CYP27A1: opera na sintese de sais biliares e atua na formacao de oxisterois, que sao
metabolitos intermediarios do colesterol e de vitamina D.

OATP: sdo os transportadores responsaveis pela recaptacdo dos sais biliares reciclados
do intestino pelos hepatocitos, levando-os desde os sinusdides até a membrana canicular
pelo citoplasma.

BSEP: transportador especifico da membrana canicular que secretam ativamente os sais
biliares transportados pelo NTCP e OATP para os canaliculos. E o principal responsavel
pelo fluxo biliar dependente de sais biliares.

MDR1: é uma lipase com funcado transportadora localizada na membrana basolateral
hepatocitaria. E responsével pela translocacdo de fosfolipidios para o folheto interno da
membrana canalicular, associada a lipase de fosfatidilserina, excretando também drogas
e catides organicos volumosos.

MRP2: transportador especifico da membrana canicular que secretam ativamente os
sais biliares transportados pelo NTCP e OATP para os canaliculos juntamente com os
anides organicos e o glutatido.

MDRS3: é uma Flopase, molécula que faz a transferéncia dos fosfolipideos do folheto
intenso da membrana canalicular para o folheto externo, assim levando a secre¢ao de
fosfolipidos para a bilis.

NTCP: sistema de transporte para a captacao hepatocitaria de sais biliares.



OATP: sistema de transporte para a captacgao hepatocitaria de sais biliares independente
de s6dio. Sdo transportadores multiespecificos em relacdo aos substratos, que trocam
sais biliares por outros anides, como bicarbonato e glutatido, ou mesmo por outros sais
biliares. Captam sais biliares, especialmente os nao conjugados, captam aniGes
organicos, como monoglucoronidio de bilirrubina e hormona tiroideia, e captam
xenobidticos.

FIC1: Transferem folfatidilserina do folheto externo da membrana canalicular para o
folheto interno.

OST-alfa/OST-beta: transportador de sais biliares e de esteroides conjugados
independente de s6dio, que se expressa na membrana plasmatica basocelular da célula
hepatica, promovendo a exportacdo de sais biliares do hepatécito para sinusoide na
existéncia de colestase.

CFTR: é ativado pela secretina e inibida pela somatostatina, e leva a secrecao de
bicarbonato na bilis.

ASBT ou ISBT: responsével pela captacdo ativa de sais biliares por colangiocitos. E
estimulada pela secretina pelo que a sua atividade aumenta a via do shunt cole-hepatico
no periodo p6s-prandial. Atuam na via dependente de s6dio e localizam-se na membrana
apical dos enterocitos participando também da circulagdo entero-hepatica.

FXR: media a expressdo do transportador ASBT no intestino delgado, e altas
concentracoes de sais biliares detetadas pelo FXR induz a producao da proteina small
heterodimer partner-1 (SHP-1) que passa a regular negativamente a expressao deste
transportador. Controla também o OST-alfa/OST-beta aumentando a expressao deste
transportador quando ativado. Portanto, os sais biliares regulam sua prépria absorcao
intestinal por meio do FXR.

SHP-1: a sua expressao € induzida no figado com a ligacao dos sais biliares. Esta
proteina interfere na transcricdo de CYPA1 e de NTCP reduzindo a sua biossintese e a
captacao de sais biliares pelos sinusoides. Na colestase, a NTCP € infrarregulada por um
mecanismo dependente da SHP-1.

OATP3: atua na via independente de s6dio e é um transportador multiespecifico para
anioes anfipaticos.

FGF19: fator de crescimento que participa em circuitos regulatérios do metabolismo
biliar. Este fator é induzido por sais biliares intestinais, e torna-se intermediario numa
via de retroalimentacao inibitéria a enzima CYP7A1 hepética, com participacao do FXR.
PXR, CAR e VDR: sdo recetores nucleares que se ligam a sais biliares ou drogas e
protegem o figado contra a toxicidade dessas substancias, atuando sobre a familia do

citocromo P450 e sobre as proteinas transportadoras ABC.

10



4. Colestase Neonatal

4.1 Definicao

Colestase ¢ o termo utilizado para descrever os estados patoldgicos que cursam com a
reducao da secrecdo biliar, por alteracdes anatémicas ou funcionais do sistema biliar (6—
8), levando a acumulacao de componentes biliares toxicos no figado, sangue e outros
tecidos, podendo levar a insuficiéncia hepéatica.(9) Em termos bioquimicos, a colestase é
caracterizada por niveis aumentados de bilirrubina de reacao direta (conjugada), acidos
biliares ou seus metabdlitos intermediarios e outros compostos biliares. Do ponto de
vista histopatolégico, observa-se a acumulacdo de pigmento bilirrubinico nos
hepatdcitos e canaliculos biliares, além de outros achados relacionados com a etiologia
da colestase.(6) A colestase é definida como nivel sérico de bilirrubina de reacao direta
acima de 1 mg/dL com valor de bilirrubina total de até 5 mg/dL ou quando a fra¢ao direta

¢ superior a 20% com bilirrubina total acima de 5 mg/dL.(7,8,10)

A colestase é considerada neonatal quando comega nos trés primeiros meses de vida,
afetando 1 em cada 2.500 bebés em todo o mundo.(6,7,11) Relatérios recentes sugerem
que durante os primeiros 5 dias de vida, niveis mais baixos de bilirrubina
direta/conjugada (> 0,3-0,5 mg/dL) e bilirrubina direta/conjugada> 10% da bilirrubina
total sdo anormais e devem levantar a suspeita de colestase nesta idade e requerem uma
avaliacdo mais aprofundada.(6,11) Em bebés prematuros, a colestase é mais frequente

com uma incidéncia de 10% até 20%.

Do ponto de vista clinico, um lactente com colestase, no diagndstico apresenta ictericia,
graus variados de hipocolia até acolia e coluria. No entanto, lactentes anictéricos e com
fezes de coloracdo normal podem sofrer de formas especificas de colestase.
Ocasionalmente, pode ocorrer esteatorreia ou sangramento abundante como primeiro
sinal de CN.(12) Nos lactentes, visto que apresentam urina quase incolor, coliria nao
significa “urina escura” como em adultos colestaticos, mas sim uma urina amarelada que
mancha as fraldas. Com a evolucao progressiva da toxicidade hepatica decorrente da
acao dos componentes biliares sobre os hepatocitos e colangibcitos, e sem o tratamento

adequado, a clinica da colestase pode culminar em cirrose hepatica.(6,13)
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4.2 Diagnostico Diferencial

A CN é amplamente classificada em dois grupos etiol6gicos (Tabela 1): obstrucao extra-
hepética (envolvendo processos de obstrucao mecanica biliar) e colestase intra-
hepaticas (infecoes, endocrinopatias, distirbios genéticos e metabdlicos, hipotensao
com lesdo isquémica do figado, em associacdo com doencas inflamatérias intestinais
cronicas, medicamentos, associada ao uso de nutricio parentérica, entre outras

causas).(8,11)

As causas mais comumente identificaveis sao a atresia biliar 25-55%, a deficiéncia A1AT
10-20% e a sindrome de Alagille 2-14%.(8,11) A rapida evolucao da AB pode ser retardada
com a portoenterostomia de Kasai, uma operacao que tenta restabelecer o fluxo biliar
removendo os ductos biliares atréticos e criando uma anastomose figado-intestino. O
tratamento até os 45 dias de vida é a melhor abordagem para retardar ou prevenir a
necessidade de transplante até aos 16 anos de idade.(10,14,15) No entanto, a implacavel
colangiopatia leva a necessidade de transplante hepatico em 78% dos pacientes até a

terceira década de vida.(15)

Em relacao aos distarbios intra-hepaticos, as terapias instituidas prontamente podem
proteger contra os efeitos toxicos dos acidos biliares ou seus metabdlitos no figado. A
Hepatite Neonatal Idiopatica, constitui um padrao -clinico-patologico de causa

desconhecida.(16)

Atualmente, hd uma crescente disponibilidade clinica de TGPs utilizando a tecnologia
NGS ou WES ou WGS que podem testar simultaneamente e rapidamente um grande
numero de causas genéticas de colestase em um custo relativamente baixo apresentando
também potencial para descobrir novas etiologias, o que tem aumentado o nimero de

genes e mutacoes conhecidos na colestase.(11)
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Tabela 1- Diagnosticos diferenciais da colestase neonatal.

COLESTASE INTRAHEPATICA

1. HEPATITE IDIOPATICA NEONATAL

2, DITURBIOS DE ESTRUTURAS BILIARES NA EMBRIOGENESE
Sindrome de Alagille (JAG1; NOTCH2); Sindrome linfedema colestatico (Sindrome Aagenaes)
Ciliopatias:
e  Malformacao da placa ductal: ARKPD (PKHD1), Caroli (doenca e sindrome), Sindrome de Joubert com
fibrose hepatica congénita (COACH), Sindrome de Meckel, Displasia Renal-hepatica-pancreatica
(NPHP3).

e  Colangite esclerosante neonatal sem ictiose (DCDC2).

3. DISTURBIOS NA SINTESE E CONJUGACAO DE ACIDOS BILIARES PRIMARIOS

Sintese: Défice de 33-Hidroxi-A5-C27-esteroide oxidoredutase (HSD3B7); Défice de oxosteroide 503-reductase
(AKR1D1); Défice de esterol 27-hidroxilase —Xantomatose Cerebrotendinosa (CYP27A1); Défice de oxisterol 7a-
hidroxilase (CYP7B1); Défice de 2-Meti-lacil-CoA racemase (AMACR).

Conjugacio: Défice de acido biliar CoA ligase - Hipercolenémia familial (BAAT and TJP2).

4. TRANSPORTE E SECRECAO DE COMPOSTOS COLEFILICOS
Regulaciio de recetores nucleares: PFIC5 (defeito funcional de FXR, gene NR1H4)

Transporte intracelular de sais biliares: PFIC6 (Proteina VB miosina, gene MYO5B); Artrogripose,

Disfunc¢ao Renal, e Colestase (manutengdo da polaridade apical, genes VPS33B, VIPAS39).
Secrecio da membrana canalicular: sais biliares- proteina BSEP (PFIC2, BRIC2, gene ABCB11);
fosfolipidos- MDR3- proteina MDR3 (gene ABCB4); colesterol- sitosterolemia (ABCG5)

5. COMPLEXOS JUNCIONAIS HEPATOCELULARES
PFIC4 (TJP2); Sindrome NISCH (CLDN1)

6. DISTURBIOS COMPLEXOS OU MULTIORGANICOS

Distarbio da translocacao de fosfatidilserina: PFIC1, BRIC1 (ATP8B1); Artrogripose, Disfuncao renal, e Colestase
(VPS33B, VIPAS39); Xantomatose cerebrotendinosa (CYP27A1); Defeito congénito da glicosilagio (CDG)
(ALG3, ALGS8, GLS1, PMM2, MPI, COG1, COG7, ATP6AP1).

Distiirbios dos peroxissomas- Distirbio do espetro Zellweger / adrenoleucodistrofia neonatal / doenca

neonatal Refsum / sindrome Heimler (Familia do gene PEX).

Colestase intrahepatica neonatal causada por Défice de CITRINA (NICCD), Citrulinemia tipo II
(SLC25A13).

Distarbio da cadeia respiratdéria mitocondrial

Sindrome da deplecdo mitocondrial (DGK, POLG, MPV1y7, DGUOK); Défice do complexo III da cadeia
respiratoria — Sindrome GRACILE (BSC1L); Défice da cadeia-longa-3-hidroxil-CoA desidrogenase (LCHADD)
(HADHA).

7. DOENCAS HEPATICAS METABOLICAS
Envolvendo o Sistema biliar- Doenga alfa 1-antitripsina (SERPINA 1); fibrose quistica (CFTR, variante
AF508)

Nio envolvendo o sistema biliar- Doenca do armazenamento de glicogénio tipo IV (GBE1).

Intoxicacio metabdlica: Galactosemia (GALT), Intolerancia hereditaria a frutose (ALDOB), Tirosinemia
(FAH).

Doenca enddcrina- Hipotiroidismo; Hipopituitarismo

Doenca do metabolismo dos lipidos (armazenamento): Sindrome Wolman (LIPA), Doenga Niemann-
Pick (NPC 1 and 2), Doenga Gaucher tipo II (GBA); Doenca de Farber tipo IV (ASAH1).
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8. INFECOES CONGENITAS

Bacteriana- Sifilis, Sépsis bacteriana, infe¢ao do trato urinério, Tuberculose, Listeriose.

Viral- CMV, Rubéola, Herpes Simplex; hepatite A, B, C; VIH, Parvovirus B19, varicela Zoster, Paramixovirus,
sépsis entérica viral, Echovirus, Coxsackievirus, Adenovirus.

Parasitica- Toxoplasmose.

9. DISTURBIOS IMUNES
Lupus eritematoso neonatal, Hepatite neonatal com anemia hemolitica autoimune, doenga hepatica gestacional
aloimune (GALD)

10. OUTROS

Colestase transitéria.

Doenca hepatica associada a nutricdo parentérica (PNALD)

Cirrose hepatica, Histiocitose X, Hepatite fibrotica com leucemia transitoria (Trissomia 21), Choque e

Hipoperfusao, asfixia neonatal, associada com obstrucao intestinal, lesdo induzida por drogas (DILI).

COLESTASE OBSTRUTIVA EXTRAHEPATICA
Atresia Biliar

Quisto do colédoco; Perfuraciao espontanea do ducto biliar comum; rolhdo mucoso/lama biliar; Colelitiase.

Fonte da informacéo genética: https://panelapp.genomicsengland.co.uk/

Referéncias- The liver: Biology and Pathobiology. Arias, Irwin M. (editor, and six others). 6th ed.
Hoboken, NJ: Wiley-Blackwell, 2020. Sections A-C.

4.3 Avaliacao da Ictericia

A ictericia é clinicamente evidente quando o valor de bilirrubina total excede 2,5 a 3,0
mg/dL (42—51 mmol/L). O primeiro passo para avaliar uma crianga com ictericia é
avaliar o valor da bilirrubina total e direta.(8) A ictericia é a descoloracdo amarelada da
pele, escleras, mucosas e fluidos corporais, sendo um achado clinico comum nas
primeiras 2 semanas de vida neonatal, ocorrendo em até 15% dos bebés

amamentados.(7,11)

Na maioria dos casos, a ictericia neonatal é fisiologica e é caracterizada por
hiperbilirrubinémia indireta, frequentemente associada a amamentacao por leite
materno, além de hemolise, sindrome de Gilbert ou mais raramente sindrome de Crigler-
Najjar.(6,7,11) Ja na ictericia que perdura depois das 2 semanas de idade em bebés
amamentados ou em bebés alimentados com féormula deve-se realizar o fracionamento
da bilirrubina sérica. Outro aspeto muito importante € a coloracao das fezes e da urina,
que auxilia no diagnostico diferencial entre os casos colestaticos e ndo colestaticos. No
caso de haver ictericia acompanhada de hipocolia ou acolia em qualquer idade deve-se

realizar o fracionamento da bilirrubina. Se a hiperbilirrubinémia direta for identificada,
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devemos avancar imediatamente com uma avaliacdo adicional para as causas
hepatobiliares e a urgéncia do tratamento depende da idade e condi¢ao do bebé, achados

fisicos, valores laboratoriais e histéria familiar.(6,11)

Concluindo, se um neonato de 2 semanas estiver em regime de amamentacao e tiver um
exame fisico, sem histéria de colaria ou fezes acolicas, uma opcao é fazer
acompanhamento dentro de 1 semana de acordo com a pratica local e o conforto dos
cuidadores com o plano. Se este curso for feito e a ictericia persistir em 3 semanas de
idade, recomenda-se avaliacao laboratorial.(8) Se um neonato de 2 semanas ictérico é
alimentado com férmula, entao o fracionamento da bilirrubina é recomendado. Se a
primeira consulta do neonato for as 4 semanas de idade, como é pratica comum em
muitos paises europeus, entdo qualquer crianca com ictericia deve ser investigada
prontamente por meio da medicdo da bilirrubina total e direta.(6,8,11) Caso o bebé
ictérico apresente acolia deve ser imediatamente encaminhado para investigacao

especializada.(6)

4.4 Propensao para a Colestase Neonatal

A incidéncia de colestase em prematuros varia muito com o grau de prematuridade, peso
ao nascer e presenca de fatores de risco adicionais.(8,17) A incidéncia de CN aumenta em
neonatos prematuros, mais naqueles nascidos nos limites da viabilidade do que os
nascidos mais proximos do termo.(8) Isto deve-se a combinacdo de varios fatores de
risco, como imaturidade, falta de alimentacgao enteral, uso de nutricao parenteral total,
episddios frequentes de septicémia, insuficiéncia intestinal secundaria a NEC, hipoxia
perinatal e efeitos colaterais da medicac¢ao.(12,17) No subconjunto de bebés nascidos
antes de 28 semanas da gestacdo, acredita-se que a incidéncia de colestase seja
aumentado em 100-200 vezes em comparacao com bebés a termo.(12) O aumento da
incidéncia de colestase na maioria dos prematuros é em parte devido a imaturidade

funcional do préprio sistema hepatobiliar.(17,18)

Comparados com bebés a termo, os recém-nascidos prematuros sao ineficazes no
processamento de 4cidos biliares. Eles apresentam uma diminuicao da captacao hepatica
e da sintese de sais biliares, e também diminuicdo da circulacdo, levando a estase
biliar.(17,18) O tamanho total da pool de sais biliares também é baixo. O figado

prematuro é mais suscetivel a toxicidade, pois a solubiliza¢ao de sais biliares toxicos via
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sulfatacao, é deficiente no feto e no neonato em desenvolvimento.(17) Além disso, um
bebé pequeno para a idade gestacional é um forte fator de risco independente para a

CN.(19) A colestase ocorre em aproximadamente 18% a 24% dos recém-nascidos de MBP

(1.500 g).(8,17)

A infecdo é mais um componente da etiologia multifatorial da colestase em neonatos
prematuros. De facto, qualquer causa de resposta inflamatoéria sistémica, incluindo
infecdo congénita, sépsis relacionada ao cateter, supercrescimento bacteriano e
enterocolite necrotizante, esti intimamente relacionado com o desenvolvimento da
PNALD.(17) Certos microrganismos, especificamente infecoes do trato urinario por

gram-negativos, Pneumococcus e Candida, sao mais comumente associadas a CN.(8,17)

Alguns medicamentos frequentemente utilizados em UTIN tém sido associados a
colestase. O fluconazol, por exemplo, é usado para prevenir infecoes fingicas invasivas,
uma grande complicacdo do parto prematuro. As cefalosporinas, em particular a
ceftriaxona, sdo conhecidas por serem um fator de risco para a hiperbilirrubinémia e
pode causar lama biliar em neonatos, devido a precipitacdo de sais de ceftriaxona de
calcio.(17) A ceftriaxona pode deslocar bilirrubina da albumina, aumentando a

toxicidade potencial da hiperbilirrubinémia nao conjugada e o risco de kernicterus.

A colestase relacionada a nutri¢ao parentérica esta presente em até um quinto dos bebés
que recebem esta nutricdo por mais de 2 semanas. Uma maior duracdo da nutricao
parentérica e a insuficiéncia intestinal sao fatores de risco independentes para o
desenvolvimento de colestase associada a nutricao parentérica em lactentes.(8) Assim,
tem levado a consideracdo a reducdo da exposicao a lipidios de soja sempre que
apropriado.(8,20) Deve-se notar que a incidéncia de AB ou formas genéticas de colestase
€ a mesma em prematuros como em bebés a termoj; assim, bebés prematuros justificam
consideracdo para a mesma avaliacdo de CN como fazer bebés a termo. Ap6s o ano 2000,
varios estudos relataram um subconjunto emergente de pacientes colestaticos,
denominados como “transitorios”, “associados a prematuridade”, “associados a NPT” ou
“associados a sépsis”. O aumento desta colestase transitoria pode ser explicado pelo
aumento da taxa de prematuridade e sobrevida de recém-nascidos prematuros e doentes,
e pelo aumento dos encaminhamentos destes para centros terciarios. O diagnostico de
colestase transitdria é de exclusdo e as diretrizes atuais para abordagem diagndstica nao

abordam totalmente esse problema.(21)
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5. Estamos Perante Atresia Biliar?

Diferenciar em tempo util a CN causada por uma obstrugao extra-hepética de disttrbios
intra-hepéaticos ainda é um desafio. Do ponto de vista clinico, a CN em uma crianca
prospera com aparéncia saudavel, niveis séricos de GGT aumentados e fezes acolicas de
longa duracao (77 dias ou mais), sugere o diagnostico de AB. Mas isso ndo deve ser visto

como uma regra infalivel.(22)

Tabela 2 — A primeira linha no diagnoéstico diferencial entre Atresia Biliar e Causas de Colestase Neonatal
Intrahepatica.

1) Achados Sugestivos de Atresia Biliar

¢ Aspeto geral: saudavel, bom desenvolvimento e eutroéfico.

e Fezes: Fezes acllicas (observacao de 7 dias com cartao de cores das fezes).

o Ecografia hepatobiliar: corda triangular (triangular ou tubular, ndo vascularizada, densidade
ecogénica na porta hepatis), vesicula biliar anormal/ausente, limen arterial hepatico
hipertrofiado no hilo, fluxo sanguineo subcapsular.

e Procedimentos invasivos: biopsia hepatica percutanea (padrao histopatoldogico obstrutivo).

e Novas Abordagens:

o  ELISA: Matrix Metalloproteinase 7 (MMP-7);

o Laparoscopia abdominal: telangiectasia em aranha subcapsular com arteriolas
dilatadas.

e Excluir:

o Intercorréncias gestacionais: colestase materna, figado gordo agudo ou infecao;

o Informac@o neonatal: Score APGAR, intercorréncias clinicas (baixo peso a nascenca,
sépsis, anomalia intestinal ou falha, impossibilidade de alimentacdo enteral, uso de
nutrigdo parenteral);

o  Lesdo hepética induzida por drogas ou lesdao hepatica induzida por ervas;

o  Sinais sistémicos de Doenca Aguda;

o GGT normal ou diminuido;

o  Fezes com colora¢io normal.

2) Meios Complementares de Diagnéstico de primeira linha para diagnéstico

diferencial da Colestase Neonatal

» Resultados da triagem neonatal (NBS)
¢ Testes Sanguineos
o ALT, AST, GGT, AP, albumina, glucose, amonia;
o Contagem de células sanguinea, contagem de plaquetes, reticulocitos, teste Coombs;

o Coagulagao: PT/INR, aPTT, fibrinogénio, antitrombina III;

o Eletrdlitos sanguineos, célcio, fosfato, magnésio;
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o Lactato, piruvato, cetonas, ureia, acido trico, creatinina, ferritina, ferro, saturacio de
transferrina, creatina quinase, lipase, alfa-fetoproteina;
o Oximetria de pulso, gases sanguineos;
o Eletroforese proteica.
e Urina
o Andlises a urina;
o Substancias redutoras na urina (recém-nascido com dieta normal).
¢ Serologias (IgG/IgM)
o HBV, HCV, EBV, CMV, HSV tipos 1/2, Parvovirus B19, Rubéola, VIH. Toxoplasma
gondii. Acidos nucleicos: EBV-DNA, CMV-DNA, HSV tipos 1/2 ADN.
¢ Acidos Nucleicos: EBV-DNA, CMV-DNA, HSV tipos 1/2 ADN.
e Culturas (sangue, urina, lesoes cutaneas e mucosas).
¢ Ecografia (abdominal, hepatobiliar, ecocardiograma).
e Outros:
o Atividade da enzima GALT e niveis de galactose-1-fosfato em eritrocitos, galactose no
sangue;
o Niveis séricos de A1AT, tipagem de inibidor de protease (PI) através de focagem
isoelétrica de poliacrilamida;
o Eletrdlitos do suor, elastase fecal, tripsinogénio imunorreativo;
o Exame oftalmoldgico com fundoscopia;
o RXdo Térax e RX do Cranio;

o  Procedimentos invasivos.

Observacao - Amostra precoce de sangue para extracdo de ADN deve ser coletada precocemente

para sequenciamento expandido de doencas suspeitas (A1ATd, Galactosemia, fibrose cistica, etc).

Referéncias: 8, 34, 52, 65-66.

18




Colestase Neonatal

BD = 1mg/dL

|

Aparéncia
Saudavel

Bebé de termo, eutrdfico,
acolicas/hipocolicas, 1 GGT

Pitfall

Dx: AGS, A1ATd, CF,
NSC isolado, PFIC3,
PN-associada

Avaliacio de
Primeira Linha

(Tabela 2)

Sugestivo de
Obstrugio
Extrahepética?

Colangiograma NAO Investigacio de
Intra-operatorio Segunda Linha

Ducto Biliar
Patente

Pitfall

| Dx: AGS

< Portoenterostomia >

Figura 2 - Algoritmo para investiga¢do diferencial entre atresia biliar e doengas intra-hepaticas. Aparéncia
saudével ndo sindromica em lactente com quadro clinico-laboratorial (incluindo aumento dos niveis séricos
de GGT), imagem e achados histopatoldgicos sugestivos de obstrucao extra-hepética indicam a necessidade
de realizacao de colangiograma operatério, embora algumas doencas intra-hepaticas possam mimetizar
atresia biliar. Mesmo na colangiografia operatéria permanece o risco de um teste nao completamente
especifico para atresia biliar devido a presenca de hipoplasia ductal biliar, ou outra lesdo ductal obstrutiva
associada a sindrome de Alagille.

Entre os métodos utilizados para diferenciar as causas extra e intra-hepaticas da CN, a
ultrassonografia abdominal costuma ser a primeira a ser realizada, pois ¢ um exame nao
invasivo que descarta outras doencas extra-hepaticas e identifica o processo biliar
atrético pelo sinal do “cordao triangular”.(23) No entanto, a inflamacao do hilo hepatico
pode ocultar o sinal do “cordao triangular”, diminuindo a sensibilidade do método.(24)
A auséncia de vesicula biliar, forma anormal da vesicula biliar, aumento do limen
arterial hepatico e fluxo sanguineo subcapsular sdo achados que aumentam a acuracia
diagnostica da ultrassonografica para AB, mas pode ocorrer discordancia entre os
observadores.(25—27) A ultrassonografia pode nao diferenciar entre AB e causas intra-

hepéticas de colestase na infancia, como AGS e outras doencas intra-hepaticas.(28—30)
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A presenca de hepatomegalia firme, embora sugestiva de AB, ndo pode ser tomada como
um diagnostico garantido desta doenca.(31) Erros inatos do metabolismo envolvendo o
figado, incluindo A1ATd e fibrose quistica, podem levar a hepatomegalia firme.(32,33)
Além disso, esta claramente demonstrado que os niveis séricos de GGT nao fazem o
diagnostico de AB, uma vez que sdao frequentemente muito elevados na sindrome de
Alagille, colangite esclerosante e em qualquer doenca com envolvimento estrutural biliar

extenso.(22,34,35)

A anilise da bibdpsia hepatica percutdnea é uma ferramenta diagnoéstica valiosa na
avaliacdo inicial do lactente colestatico, apresentando altos niveis de acuracia.(36—38)
No entanto, esta tarefa apresenta trés armadilhas: primeiro, o aparecimento de variaveis
que indicam obstrucao biliar extra-hepéatica é tempo-dependente e bidpsias percutaneas
de pacientes com AB podem nao demonstra-la precocemente (Figura 3); segundo,
doencas intra-hepéticas, incluindo sindrome de Alagille, A1ATd, fibrose cistica, colangite
esclerosante neonatal isolada (gene DCDC2), PFIC3 e NC associada a nutri¢cao parenteral
podem apresentar as mesmas caracteristicas obstrutivas; terceiro, as descricoes de
caracteristicas tipicas para o diagndstico de doencas intra-hepaticas frequentemente
citadas na literatura muitas vezes nao sao observadas no ambito desse urgente desafio
diagnostico.(39) A escassez de ductos biliares pode surgir como um defeito priméario de
desenvolvimento ou por isquémia, atrofia ou mecanismos toxicos e inflamatorios. Por
outro lado, a presenca de globulos PAS-positivos resistentes a diastase é considerada
diagnostica de A1ATd (Figura 4), mas essas estruturas s6 aparecem apos a 122 semana

de vida.(40)

Figura 3 — Caracteristicas histopatoldgicas dindmicas no figado de um paciente com atresia biliar. A—
Paciente de 21 dias com atresia biliar (bidpsia percutanea pré-operatoria): auséncia de reacao ductular e
presenca de colestase canalicular (seta). Ponta de seta: placa limitadora do portal. B — Espaco portal do
mesmo paciente com 30 dias de idade, em bidpsia hepética em cunha obtida na laparotomia exploradora.
H4 uma reacdo ductular com a presenca de tampoes biliares nos neodictulos (seta). Hematoxilina-eosina,
200x.
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Figura 4 — Globulos de alfa-1 antitripsina (A1AT) dentro de hepat6citos periportais em um paciente com
doenca hepética associada a A1AT. PAS com limpeza da diastase, 400x.

A colangiografia intraoperatoria é considerada o padrao-ouro para o diagnostico de AB,
mas o método pode ser enganoso em até 20% dos casos.(8,41—43) Isto porque, o
bloqueio do fluxo biliar extra-hepatico nao ocorre exclusivamente por obstrucao
mecanica completa causada por AB, mas também por hipoplasia do ducto biliar extra-
hepatico causada pela diminui¢ao do fluxo biliar intra-hepatico como na PIG, embora a
agenesia biliar extra-hepatica possa estar associada a PIG.(44—46) A otimizaciao da
técnica da colangiografia por radiologistas e cirurgioes pediatricos, seja ela
intraoperatoria ou laparoscopica, pode aumentar a acuracia do método e evitar uma

portoenterostomia desnecessaria.(24,47—49)

5.1 Novas Abordagens para Identificacao de AB

Métodos promissores para a identificacdo precisa da AB tém sido propostos
recentemente com base no conhecimento gerado pelas ciéncias bésicas e estudos de

imagem.

5.1.1 Marcadores Sanguineos

Marcadores potenciais da AB, como citocinas ligadas a patogénese da AB e outras
colangiopatias, estdo sob investigacdo.(50,51) A anilise das proteinas sanguineas no
momento do diagnostico de AB revelou niveis circulantes elevados de MMP-7 em
comparacdo com os controlos normais e colestaticos. A MMP-7 é secretada por
colangidcitos normais, é enriquecida no sangue na lesao biliar e modula o fenétipo clinico

no modelo experimental de AB. A avaliacao dos niveis séricos de MMP-7 parece ser um

21



método preciso para o diagnodstico de AB, mas estudos populacionais em larga escala

dessa abordagem nao invasiva ainda sao necessarios.(52—55)

5.1.2 Anomalias Vasculares Arteriais

Uma nova area de investigacao no diagnostico da AB vem dos estudos microanatémicos
das alteracoes vasculares arteriais observadas nesta doenca. No figado de pacientes com
AB, ha um padrao proliferativo de arteriolas e artérias, apresentando camadas
musculares proeminentes, em tratos portais, septos fibrosos e regiao subcapsular.(56)
Tal padrao vascular arterial alterado também foi claramente evidenciado por um estudo
arteriografico, que evidenciou especificamente em pacientes com AB no momento da
portoenterostomia, irregularidades no contorno dos ramos da artéria hepatica periférica
intra-hepética, incluindo encapsulamento, estenoses, dilatacdo e angulacao, e imagens
sugestivas de oclusdo periférica. O rubor vascular "semelhante a tufo" circunda os
segmentos arteriais periféricos irregulares ou ocluidos.(57) Eventualmente, varios
grupos de pesquisadores observaram achados de imagem de aumento do didmetro
luminal da artéria hepatica no hilo hepatico e vascularizacdo subcapsular
especificamente em pacientes com AB, servindo assim para o diagnostico diferencial

entre AB e casos de colestase intra-hepatica.(26,34,58—63)

Recentemente, estudos laparoscopicos realizados antes da portoenterostomia
confirmaram que a vascularizacdo subcapsular observada na AB é causada por
telangiectasias em aranha com vasos arteriais apresentando dilatacdo luminal. Alta
acuracia para o diagnostico de AB foi obtida com este método.(64,65) Estes achados, no
entanto, precisam ser reproduzidos por outros grupos, e o mecanismo dessa proliferacao

e hiperplasia arteriolar deve ser investigado (Figura 5).
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Atualizacao do protocolo de investigacdo de colestase neonatal

Figura 5 - Aglomerados vasculares subcapsulares com caracteristicas de telangiectasias no explante de
paciente com atresia biliar — imagens macroanatémicas: a- telangiectasias subcapsulares na face
diafragmatica do explante hepatico; b- telangiectasias subcapsulares na face visceral do explante hepatico;
imagens microanatémicas: c- aglomerados vasculares subcapsulares com continuagio através de septos
fibrovasculares (asterisco) até um trato portal apresentando (seta) caracteristicas vasculares semelhantes
(ampliacdo 100x); d- detalhe do aglomerado vascular subcapsular apresentado na figura 1c (ponta de seta):
observe a hiperplasia de vasos arteriolares/arteriolares com camadas mediais proeminentes, veias e vasos
linfaticos acumulados no estroma fibroso subcapsular. Fotografias: Departamento de Patologia, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Brasil.

5.1.3 Os Estudos Genéticos sdo Uteis para Diferenciar a AB de Causas
Intra-hepaticas de AB?

Nas rotinas de diagnostico atuais, permanece o risco de um diagnostico errado de AB,
implicando uma portoenterostomia desnecessaria. As doencas intra-hepaticas que
podem ser confundidas com a AB muitas vezes podem ser distinguidas, mas nem sempre.
Por vezes, os exames laboratoriais sao o método padrao-ouro, como os eletrolitos do suor
e/ou a determinacdo de elastase fecal ou tripsina imunorreativa para fibrose
quistica.(66) Relativamente a A1ATd, os niveis séricos de a1AT podem ser avaliados e, se
diminuidos, a variante deficiente da proteina A1AT pode ser identificada pelo inibidor de
protease através de focalizacdo isoelétrica de poliacrilamida (alelos PI-M, PI-S, PI-
7).(66,67) No entanto, A1AT é um reagente de fase aguda e resultados enganosos dos
niveis séricos de A1AT ocorrem na presenca de inflamacao sistémica.(8) A sindrome de
Alagille pode apresentar caracteristicas sindrémicas, mas algumas vezes essas

caracteristicas estao ausentes na investigacao da CN, dificultando a sua identificacao com
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os métodos rotineiramente utilizados. A colangite esclerosante neonatal isolada é uma
doenca rara que pode ser confundida com a AB e, embora a PFIC3 comece mais tarde na

infancia, também merece consideracao.

Uma primeira abordagem para excluir algumas dessas doencas confundiveis € incluir
exames que as diagnosticam na primeira linha de avaliacio da CN (Tabela 2,
Ecocardiograma e Outros). Um TGS para JAG1, NOTCH2 (sindrome de Alagille),
SERPINA 1 (A1ATd), DCDC2 (colangite esclerosante neonatal isolada) e ABCB4 (PFIC3)
pode ser usado para excluir essas doencas intra-hepéticas e evitar erros de diagndstico
na primeira etapa da investigacao? A primeira dificuldade em usar o TGS para este fim é
o tempo de resposta atualmente necessario para obter os resultados. Com relagao apenas
aum TGS para doencas monogénicas, centros experientes podem ter os dados analisados
adequadamente ap6s pelo menos 10 dias. No entanto, na investigacdo da CN em todo o
mundo, os resultados ficam disponiveis apods trinta ou até noventa dias. Isso é muito
longo para a primeira etapa da investigacao da CN, como para as decisoes envolvendo
CN associada a insuficiéncia hepatica fulminante. Atualmente, a decisao de realizar uma
portoenterostomia nao pode depender de anilise genética, uma vez que variantes
patogénicas, mesmo aquelas associadas a sindrome de Alagille ou A1ATd, ocorrem em
pacientes com AB. No caso de A1ATd, a variante patogénica observada do gene
SERPINA1 pode ser a verdadeira causa da CN ou pode ser um achado coincidente que
pode estar a agir como um gene influenciador.(68,69) Em suma, o NGS nao é atualmente

apropriado para a primeira etapa da investigacao do NC.

5.2 Qual é o Disturbio Colestatico Neonatal Presente?

Apos excluir a obstrucao extra-hepatica cirurgicamente corrigivel, o proximo passo € a
diferenciacao dos disturbios intra-hepéticos, sejam atualmente trataveis ou nao. Para
causas intra-hepaticas trataveis de CN, incluindo infecdo, galactosemia, tirosinemia tipo
1, intolerancia hereditaria a frutose, hipotireoidismo, fibrose cistica, hipopituitarismo e
defeitos na sintese de acidos biliares, a terapéutica oportuna pode salvar vidas ou pelo

menos reduzir os efeitos nocivos do distirbio infecioso ou metabdélico.(8,70—72)

Cerca de 25% a 50% dos casos de CN representam doencas monogénicas com heranca

autossdmica recessiva causadas por mutagdoes homozigo6ticas ou duplas heterozigotas,
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exceto a sindrome de Alagille.(71) O uso da NGS trouxe uma nova era nesta etapa
especifica da avaliacdo da CN, constituindo um novo paradigma para a obtencao do
diagnostico e escolha do tratamento.(11,70—72) Em criangas com suspeita de doencas
genéticas, a utilidade diagnostica e clinica da NGS mostra melhores resultados do que o
estudo de microarranjo cromossémico, principalmente quando feito em base hospitalar
e avaliando trios. (73) No entanto, o uso intempestivo de testes genéticos ou sem selecao
adequada de pacientes pode levar a informacgdes nao interpretaveis, complicando o
diagnostico. A investigacio clinico-laboratorial do paciente com CN deve servir de base
para a investigacao diferencial, incluindo as informacdes do método NGS. A suspeita
clinica deve direcionar a investigacdo em termos de EGS ou TGS em associacao com
analises moleculares, histopatologicas e de imagem confirmatérias, conforme
necessario. Atualmente, em muitos centros, o tempo de resposta para obten¢do dos
resultados da NGS pode ultrapassar o desejavel em termos de agilidade e precisao para

o melhor tratamento possivel.(74)

Um desafio importante é a integracao precisa dos dados genéticos com o quadro clinico
real por meio da andlise bioinformatica e essa dificuldade aumenta com o nimero de
genes em avaliacdo.(74) A predi¢do da variante patogénica é um desafio no cenario
clinico. Uma variante com significado incerto (VUS) representa um diagnostico suspenso
em situagoes clinicas que podem exigir manejo preciso e rapido. No caso de variantes
altamente suspeitas, o aprofundamento da avaliacdo da doen¢a com reavaliacdo clinica,
analises bioquimicas, de imagens histopatologicas, transcriptomicas e de proteinas
pode-se tornar obrigatoria. De fato, cerca de 30% dos pacientes que apresentam
caracteristicas semelhantes a PFICs nao tém mutacoes identificadas dos genes
conhecidos associados a PFICs.(75) O papel das variantes patogénicas heterozigéticas no
desenvolvimento da CN da origem a dificuldades adicionais na interpretacao correta da
NGS.(76) Na avaliacao de um caso suspeito de sindrome de Alagille um teste de NGS nao
diagnostico, dada a penetrancia varidvel e a expressdo clinica deste distarbio
autossomico dominante, testes genéticos adicionais devem ser feitos para identificar

rearranjos estruturais, como variacées no numero de copias de regidoes do ADN.(71)
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5.3 Investigacao Clinico-laboratorial em Crianca com

Aparéncia de Doenca Aguda

A investigacdo clinico-laboratorial é a principal abordagem para o tratamento da
emergéncia de um lactente com CN com aparéncia doente. Muitos recém-nascidos com
CN com doenca aguda sofrem de distarbios trataveis e o diagnostico oportuno é uma
tarefa crucial para evitar insuficiéncia hepatica aguda. A insuficiéncia hepéatica aguda é
diagnosticada na presenca de aumento acentuado dos niveis séricos de bilirrubina direta,
aminotransferases em rapido aumento, coagulopatia nao responsiva a vitamina K (INR
> 1,5, ou mesmo sem encefalopatia se INR > 2), além de hipoglicemia e amodnia sérica
aumentada.(77) A partir dos 28 dias de vida, pode-se suspeitar de encefalopatia se forem

evidente irritabilidade, crises de choro e alteracoes no ritmo do sono.(78)

A aparéncia doente é uma emergéncia, causada por diversos distarbios, muitos deles
incluidos no grupo dos EIM. Os EIM sao herdados principalmente de maneira
autossomica recessiva e resultam da atividade deficiente de uma tinica enzima em uma
via metabolica. Eles geralmente sao um diagnostico diferencial de sépsis, encefalopatia
ou condi¢des comuns persistentes, como infecdo. A CN é uma manifestacdo comum de
EIM com ou sem envolvimento renal.(32) Sépsis bacteriana ou viral sdo importantes
diagnosticos diferenciais de EIM. No caso de infec¢do, o quadro clinico comumente inicia-
se ao nascimento, enquanto no EIM caracterizado por intoxicacdo metabdlica, como
galactosemia, intolerancia hereditaria a frutose, distarbios do metabolismo de
aminoéacidos, acidtrias organicas e defeitos do ciclo da ureia, ha um intervalo saudavel
de o tempo de exposicdo ao agente insultante até o inicio do quadro clinico (Figura
6).(78)

Na Galactosemia, o intervalo saudavel pode ser tao curto quanto 48 horas ou até 3
semanas. Testes NBS para EIM podem salvar vidas: um bebé que parece doente e
apresenta na triagem neonatal niveis séricos de galactose total elevados devemos
suspeitar de Galactosemia Classica (Tabela 3).(79) Por outro lado, em um recém-
nascido com ma aparéncia ao nascer, apresentando sinais clinicos adicionais, como baixo
peso ao nascer, microcefalia, coriorretinite ou purpura, uma infecao viral deve ser
fortemente suspeitada. As serologias e as culturas (Tabela 2) devem ser colhidas, mas
se houver suspeita de infecdao pelo virus do herpes, doenga precoce fatal e curavel, o

tratamento empirico deve ser iniciado antes dos resultados dos exames. Sifilis, Rubéola
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e Toxoplasmose sao agentes adicionais que se apresentam nos primeiros dias de vida e

levam a CN com coagulopatia associada e restricao de crescimento.(8)

Sepsis — collect serology and cultures. Treat herpesvirus empirically.
viral: low birth weight, microcephaly, chorioretinitis, purpura.

Neonatal hemochromatosis (?) — intravenous immunoglobulin (15t dose)

no healthy interval
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Figura 6 — Comparacdo do comportamento clinico inicial das intoxicagcbes metabodlicas e outras
hepatopatias neonatais graves — medidas preventivas. (Baseado na referéncia Hoffmann GF, Engelmann G.
Liver Disease. In: Hoffmann GF, Zschocke J, Nyhan WL. (eds). Inherited Metabolic Diseases — A Clinical
Approach. Springer-Verlag: Berlin. 2017. DOI:10.1007/978-3-662-49410-3)

Se uma crianga parecer doente nos primeiros dias ou semanas de vida, devemos suspeitar
de Galactosemia Cléssica, mesmo sem nivel de galactose total elevado acentuado. Na
Galactosemia Cléassica, ha méa alimentacdo, voOmitos, hipoglicemia, diarreia,
letargia/coma, hipotonia, abaulamento da fontanela anterior, hepatomegalia, ictericia
(indireta e CN), diastese hemorragica, acidose metabolica, sépsis por gram negativo
(Escherichia coli) e encefalopatia, com alto risco de morte se nao tratada. A ressonancia
magnética do cérebro mostra alteracoes causadas por edema citotoxico e acumulacao
cerebral de galactitol. A nivel laboratorial mostra atividade da galactose-1-fosfato uridil
transferase (GALT) marcadamente diminuida ou indetetavel nos globulos vermelhos e
niveis aumentados de galactose no plasma, galactose-1-fosfato eritrocitario e galactitol
no plasma e na urina.(78) A positividade da NBS para Galactosemia nao implica
Galactosemia Classica. A “Galactosemia Variante Clinica” (variante GALT S135L/S135L)
apresenta um feno6tipo diferente no periodo neonatal, com distirbios do crescimento,

doenca hepética e cataratas.(80)

A Tirosinemia tipo 1 é uma doenca de hereditaria autossomica recessiva caracterizada

pela falta de atividade da FAH, levando a acumulagao de tirosina no sangue, succinil
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acetoacetato e succinilacetona. Em lactentes, pode apresentar-se como um distarbio
colestatico infantil associado a insuficiéncia hepéatica aguda, disfun¢io tubular renal,
raquitismo hipofosfatémico, alteracoes do crescimento e crises neurolégicas, sendo
responsavel por mortalidade precoce elevada. Mais tarde na infancia, pode se manifestar
como cirrose ou carcinoma hepatocelular. NST ideal para Tirosinemia tipo 1 pode salvar
vidas.(81,82) O diagnostico de Tirosinemia em lactentes é sugerido pela CN associada a
insuficiéncia hepatica aguda iminente ou evidente, e aumento ligeiro dos niveis séricos
de a-fetoproteina em face de aminotransferases. A disfuncao renal leva a glicostria,
fosfattiria, proteinaria e aminoaciddria.(83,84) Um pequeno nimero de lactentes,
principalmente os prematuros e aqueles que tém uma dieta rica em proteinas,
apresentam Tirosinemia transitéria nas primeiras 2 semanas de vida. Os niveis
plasmaticos de tirosina podem estar acentuadamente aumentados e os pacientes podem
apresentar letargia, mé4 alimentacao e atividade motora diminuida, embora a maioria

seja assintomatica e identificada por meio de NBS.(85)

A Intolerancia Hereditaria a Frutose é causada por uma deficiéncia da enzima aldolase
B (gene ALDOB) resultando na acumulacdao do metabdlito toxico frutose-1-fosfato e na
deplecao das moléculas de fosfato indispensaveis a reposicao do ATP101 hepatico. Os
bebés afetados que ingerem frutose desenvolvem CN associada a um quadro clinico grave
e agudo, incluindo nauseas, vomitos, dor abdominal, distensao, ascite e hepatomegalia.
Os achados laboratoriais incluem hipoglicemia, acidémia lactica, hipofosfatémia,
hiperuricémia, hipermagnesémia e hiperalaninémia. Eventualmente, os pacientes
desenvolverao restricao de crescimento e distirbios no crescimento. A frutose esta na
maioria dos medicamentos orais, incluindo vacinas, muitas formulas e chupetas as vezes
sdo mergulhadas em acticar para acalmar os bebés. A implementacdo da restricao
dietética completa das moléculas agressoras no inicio da vida com adesao mantida pode
resultar em um bom prognostico, caso contrario, ocorre insuficiéncia hepética e
renal.(86—88)

A GALD é atualmente reconhecida como a causa de quase todos os casos de
hemocromatose neonatal e representa uma das principais causas de insuficiéncia
hepatica aguda. A Hemocromatose neonatal é a condicao clinica na qual a doenca
hepética grave no periodo neonatal é acompanhada de siderose extra-hepatica
semelhante a Hemocromatose Hereditaria. GALD é o processo causal da lesao hepatica
fetal.(89) Na GALD, os anticorpos IgG de uma mae sensibilizada a antigenos derivados
do feto sao direcionados especificamente contra os hepatocitos fetais, desencadeando a

resposta imune inata. Os lactentes apresentam, além de hiperbilirrubinémia acentuada,

28



incluindo porcoes conjugadas e nao conjugadas, hipoglicémia, coagulopatia,
hipoalbuminémia e edema. Pode ocorrer insuficiéncia renal e oligiria. A avaliacdo
laboratorial mostra um pequeno aumento de aminotransferases, niveis séricos muito
elevados de a-fetoproteina, altos niveis de ferritina, baixos niveis de transferrina e alta
saturacao de ferro. O tratamento com uma combinacao de exsanguineo-transfusao de
duplo volume para remover os anticorpos reativos existentes seguido imediatamente
pela administracdo de altas doses de imunoglobulina intravenosa para bloquear a
ativacdo do complemento induzida por anticorpos leva a altas taxas de sobrevida sem
transplante de figado. O uso de uma dose de imunoglobulina intravenosa para qualquer
lactente com insuficiéncia hepatica é recomendado se a Hemocromatose Neonatal for a
principal suspeita de diagnostico (Figura 6). O diagnostico pode ser confirmado através
de biopsia da mucosa bucal (glandula salivar menor), figado, pele e/ou musculo para
detecao de deposicao de ferro, bem como Ressonancia Magnética em outros 6rgaos com
a mesma finalidade.(90) Se a Hemocromatose Neonatal for confirmada, uma
exsanguineo-transfusao deve ser realizada seguida pela administracao de uma segunda
dose de imunoglobulina intravenosa.(90,91) Dado o alto risco de recorréncia de
Hemocromatose Neonatal na préxima gestacdo, com elevada frequéncia de o6bito,

justifica-se o uso preventivo de imunoglobulina intravenosa a mae.(92)

5.4 Abordagem Integrativa da Investigacao Clinico-
laboratorial, Molecular, Histopatol6gica e Genética para

o Diagnostico da CN

Centros de referéncia em Hepatologia Pediatrica de todo o mundo possuem diversas
experiéncias na investigacdo da CN, muitas vezes apoiados por Servicos de Genética
Clinica e Cirurgia Pediatrica, equipados com laboratoérios especializados para exames
bioquimicos enzimaticos complexos e bem preparados para procedimentos invasivos

como a biopsia hepatica percutanea que é bastante segura em bebés.(93)

O paradigma da investigacao clinica em que “as hipoteses surgem de dados clinicos e
bioquimicos e levam a confirmacdo genética” nao deve ser substituido, mas
complementado por aquele em que o algoritmo diagnostico parte da triagem genética.
Isso é verdade, pelo menos atualmente, dadas as armadilhas inerentes ao NGS e as
complexidades do CN.(771,72) A utilizacao da NGS nao é imperativa, nem mesmo viavel,

em situacdoes como a primeira abordagem de intoxicacdes metabodlicas, caracterizadas
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por insuficiéncia hepatica aguda e cujo diagnostico pode ser feito adequadamente com
exames laboratoriais metabdlicos. No caso da Galactosemia, no entanto, a TGS é uma
opcao valiosa no diagnoéstico diferencial entre “Galactosemia Variante Clinica” e
Galactosemia Classica, com implicacoes prognosticas.(80) Em relacao a A1ATd, uma das
causas mais frequentes de CN, o diagnostico é feito de forma eficiente por meio da
avaliacao dos niveis séricos de a1AT, que, se diminuidos, indica o uso de tipagem de IP
por meio de focalizacao isoelétrica de poliacrilamida ou genotipagem (PI-M, PI -S, alelos
PI1-Z).(66,67,71)

A Fibrose Quistica, embora ndo seja uma causa frequente de CN, dd origem a
importantes implicacGes prognosticas para os pacientes afetados devido as suas
consequéncias com risco de vida.(94) O teste padrao-ouro da fibrose quistica é uma
avaliacao dos eletrolitos do suor que pode ser complementada com medicao da elastase
fecal, tripsinogénio imunorreativo e excrecao de gordura fecal para avaliacao da funcao

pancreéatica.(95)

A Tabela 3.h é baseado em Nicastro E & D'Antiga L (2018) e Nicastro E, et al. (2019).
A NGS é certamente o principal teste de triagem para investigacdo de CN associada a
niveis séricos de GGT normais ou diminuidos. Nesse contexto, pacientes com
concentracdo plasmatica aumentada de acidos biliares devem ser avaliados por TGS para
PFICs, deficiéncia de transaldolase e hipercolanemia familiar. No caso de pacientes com
baixo GGT e concentragdo reduzida de acidos biliares no plasma, a TGS ¢ ttil na
identificacdo de defeitos especificos da sintese primaria de acidos biliares (Tabela
3.h.2). No entanto, recomenda-se uma avaliacao confirmatoéria de intermediarios de
acidos biliares e acidos biliares an6émalos na urina por meio de espectrometria de
massa.(71,72) A Tabela 3.h.3 apresenta um painel sugerido de doencas que levam a CN
com niveis séricos de GGT aumentados. Nesse grupo de doencas, o método NGS tem um

papel importante na identificacdo das variantes patogénicas responsaveis.

Algumas das doencas genéticas apresentadas na Tabela 3.h sao alteracoes clinicas
complexas com fenotipos compostos, envolvendo a necessidade de WES, CES, ou mesmo
WGS, numa avaliacdo a trés tempos que necessita de uma intima cooperacao entre o
geneticista, a bioinformatica e equipas clinicas com elevada experiéncia na investigacao
genética da CN.(71) Além da NGS, é fundamental integrar os achados clinico-
laboratoriais, moleculares e, quando indicado, histopatologicos. Os estudos NGS
apresentam a vantagem de identificar a base genética de doencas causais e, de um ponto

de vista prospetivo, levar ao desenvolvimento de novas abordagens de terapia
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genética.(96) Por outro lado, a presenca de CN associada a um quadro clinico agudo
grave ao nascimento ou nos primeiros dias de vida, com caracteristicas de insuficiéncia
hepatica aguda (Tabela 3.a), constitui um desafio em qualquer algoritmo de
investigacdo e muitos pacientes sao transplantado sem diagnostico. Conforme discutido
anteriormente, uma adequada investigacao clinica seguida de exames laboratoriais
realizados em carater urgente pode levar ao diagnostico e oferecer tratamento adequado
para uma proporc¢ao razoavel de pacientes. Extensa informacao util para investigacao
clinico-laboratorial pode ser encontrada em Goétze T, et al (2015). O desenvolvimento de
projetos para diminuir o tempo de resposta da TGS para menos de 7 dias na situacao de
RN com CN em unidade de terapia intensiva poderia otimizar o diagnostico, tratamento

e prognostico.

Tabela 3- Dados clinico-laboratoriais sugestivos de doencas diagnosticas especificas ou grupos de doencas

3.a Doente agudo
Infecdo (suspeigdo de herpesvirus: tratar empiricamente);
Hemocromatose neonatal (maioria dos casos de doenga hepatica gestacional aloimune)
Linfohistiocitose hemofagocitica
e Intervalo saudavel: Galactosemia, Intolerancia hereditaria a frutose, tirosinemia tipo 1, distarbios do
metabolismo de aminoacidos, aciddria organica, defeitos do ciclo da ureia
e Presente ao nascimento/primeiro dia de vida
o Tolerancia reduzida ao jejum: defeitos de oxidacao de acidos gordos, disttirbios da citogénese
o  Metabolismo alterado de moléculas complexas: Doenca de armazenamento lisossomal, distarbios
dos peroxissomas, distarbios congénitos da glicosilacao
o Distarbios do metabolismo da energia:
e  Distarbios mitocondriais:
= Distarbios da cadeia respiratoria
= Distarbios do ciclo da ureia (deficiéncia de OTC, deficiéncia de citrina)
= Defeitos de oxidac¢ao de 4cidos graxos (deficiéncia de MCAD, deficiéncia de
LCHAD, deficiéncia de ornitina carbamoiltransferase) - envolvimento
neuroldgico/sistémico com acidose lactica.
Colestase + Insuficiéncia hepatica aguda - 111 BD, rapido 1 das aminotransferases, coagulopatia (INR >
1.5) * ndo responsivo a vitamina K. Em bebés com mais de 28 dias: encefalopatia
e ouINR = 2, mesmo sem encefalopatia

e  Além disso, hipoglicemia e 1 niveis séricos de amonia

3.b SINAIS CLINICOS SUGESTIVOS DE CAUSAS ESPECIFICAS DE COLESTASE NEONATAL
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Hipoglicémia

Infecdo, insuficiéncia hepéatica aguda, galactosemia, tirosinemia tipo 1, intolerancia hereditaria a frutose,
distrbios do metabolismo de aminoacidos (incluindo tirosinemia tipo 1), distirbios mitocondriais, disttarbio
congénito da glicosilagdo 1B, panhipopituitarismo

e | corpos cetonicos - defeitos de oxidacao de 4dcidos graxos, sindrome de deplecdo mitocondrial

Sépsis- colestase secundaria a sepse; Gram- (E. coli), recorrente ou prolongada: Galactosemia.

Asfixia de causa desconhecida ou desconforto respiratério subito imediatamente apoés o

nascimento — Doenca mitocondrial

Diarreia
Aquosa- Infecao, PFIC1, Fibrose Quistica, Galactosemia, Tirosinemia tipo 1, Insuficiéncia Hepética Aguda
Cronica com esteatorreia- Defeitos primarios de sintese de acidos biliares, defeitos congénitos de glicosilacao

MYOs5B (fenétipo misto: diarreia intratavel e colestase)

Vémitos

Galactosemia, Tirosinemia tipo 1, Distarbio congénito da glicosilagdo 1b, insuficiéncia hepatica aguda

Hemorragia gastrointestinal na apresentacao de colestase neonatal

Tirosinemia tipo 1, Defeito primario de sintese de acidos biliares (tipo 1), insuficiéncia hepatica aguda

Hepatomegalia de alto grau

Defeitos primérios de sintese de 4cidos biliares

Tirosinemia tipo 1

Doencas hepaticas de armazenamento - Distirbios congénitos da glicosilacdo, distirbios de
armazenamento de glicogénio, defeitos primarios da sintese de 4cidos biliares, sindrome de Wolman, doenga de
Niemann-Pick (NPC), doenca de Gaucher tipo II, doenca de Farber tipo IV

Associada a esplenomegalia: Linfohistiocitose hemofagocitica, anemia diseritropoiética congénita tipo 1

3.c¢ Dismorfismos

Distiirbios cromossémicos - trissomias (18 e 21)

Sindromes genéticas: Alagille, ARC, Aagenaes, Smith-Lemli-Opitz
Distarbios congénitos da glicosilacdo

Distirbios de armazenamento lisossomal

Distarbios mitocondriais (ndo na sindrome de Gracile)

Disturbios dos peroxissomas — distirbios do espectro de Zellweger

Acidemia orgénica - Acidemia glutérica tipo II

3.d Manifestacoes cutaneas
Sindrome de NISCH - ictiose, alopecia e hipotricose

Linfohistiocitose hemofagocitica - eritrodermia, maculas purpuricas, erup¢des morbiliformes.

3. ODORES DISTINTOS
Doenca da urina do xarope de maple (xarope de maple);
Acidemia isovalérica ou acidemia glutarica tipo II (pés suados);

Tirosinemia tipo I (manteiga rancosa)

3.f SINAIS NEUROLOGICOS (convulsées, vOmitos, choro fraco, apneia recorrente,
irritabilidade, letargia, hipotonia) - Infecdo; poés-asfixia; Distirbios dos peroxissomas; Distarbios

mitocondriais; Doencas de depésito lisossémico

3.8 RESULTADOS LABORATORIAIS SUGESTIVOS DE CAUSAS ESPECIFICAS DE COLESTASE
NEONATAL - considerar TGS especifico
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Sangue

e Niveis séricos de GGT, niveis de acidos biliares (consulte Testes genéticos direcionados

abaixo)

| colesterol sérico- sindrome de Smith-Lemli Opitz, PFIC 1 e PFIC 2, distirbios dos peroxissomas,
insuficiéncia hepatica aguda

111 amonia: distrbios do ciclo da ureia

1 CK: distarbios mitocondriais, defeitos de oxidacao de acidos gordos

1 a -fetoproteina: tirosinemia tipo 1, doenca hepatica aloimune gestacional (100.000—600.000 ng/mL),
deficiéncia de citrina

1 acido urico: defeitos de oxidagao de acidos gordos, distarbios mitocondriais

1 ferritina: doenca hepatica aloimune gestacional (111), distirbios mitocondriais, linfohistiocitose
hemofagocitica

| transferrina: defeito congénito da glicosilacdo 1b, doenca hepatica aloimune gestacional, distdarbios
mitocondriais

1 transferrina deficiente em carboidratos (CDT, por focalizacio isoelétrica): galactosemia,
intolerancia hereditaria a frutose

1 enzimas lisossomicas plasmaticas (aspartilglicosaminidase): galactosemia, intolerancia hereditaria
a frutose, distirbios congénitos da glicosilacgao.

1 citrulina — deficiéncia de citrina

1 lactato: distirbios mitocondriais (1 lactato/piruvato), defeitos de oxidacao de acidos gordos

1 cobre: distarbios dos peroxissomas

| sédio, 1 potassio: insuficiéncia adrenal (panhipopituitarismo)

la-2-globulina (proteinas do sangue): deficiéncia de a-1-AT

citopenia: doenca de Gaucher e Niemann-Pick tipo C, linfohistiocitose hemofagocitica

Urina

Sindrome de Fanconi (1 glicosaria apesar dos niveis séricos normais, fosfato, aminoacidos):

tirosinemia tipo 1, intolerancia hereditaria a frutose, distrbios mitocondriais, drogas.

3.h TESTES GENETICOS DIRECIONADOS (com classificacio baseada em testes laboratoriais) —
Referéncias 87-89.

3.h.1 Normal ou diminuida GGT

Com 1 sais biliares (plasma
e PFIC1, BRIC1 - Proteina: FIC1; Gene: ATP8B1
e PFIC 2, BRIC2 - Proteina: BSEP; Gene: ABCB11
e TJP2 - Proteina: TJP2; Gene- TJP2
e NRi1H4- — Proteina: FXR; Gene: NR1H4
e Miosina VB — Proteina: Miosina VB; Gene: MYO5B
e Deficiéncia de transaldolase (TALDOD) — Proteina: TALDO; Gene: TALDO1
e Hipercolanemia familiar, defeito de conjugacao (BAAT)- Proteina: BAAT; Gene: BAAT

Sem aumento de sais biliares (plasma)

Defeitos da sintese primaria de acidos biliares:

IMPORTANTE: E indicada avaliaciio confirmatéria dos niveis de intermediarios de 4cidos biliares e 4cidos

biliares anémalos por meio de espectrometria de massa na urina.

o Deficiéncia de 3B-hidroxi-A5-C27-esterbide oxidorredutase (HSD3B?7);
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e Deficiéncia de oxosteroide 53-redutase (AKR1D1);

e Deficiéncia de esterol 27-hidroxilase;

e Xantomatose cerebrotendinosa (CYP27A1); Deficiéncia de Oxisterol 7a-hidroxilase (CYP7B1);
eDeficiéncia de 2-Metilacil-CoA racemase (AMACR)

3.h.2 Colestase neonatal, com aumento dos niveis séricos de GGT, com AB excluida

e Sindrome de Alagille (JAG1; NOTCH2)

e A1ATd (SERPINA 1)

e PFIC3 (ABCB4)

o Fibrose quistica (CFTR)

e Sindrome NISCH (CLDN1)

e Colangite esclerosante neonatal isolada (DCDC2)

e Défice de citrina (SLC25A13)

o ARC (VPS33B; VIPAR)

e Défice de transaldolase (TALDO1)

e Niemann-Pick C (NPC1, NPC2)

e Doenca de Gaucher (GBA)

e Sindrome de Wolman (LIPA)

e Doenca de Farber (ASAH1)

e Doenca de armazenamento de glicogénio IV (GBE1)

e Galactosemia (GALT),

o Intolerancia hereditaria a frutose (ALDOB),

e Tirosinemia tipo 1 (FAH).

e Défice de MCAD (ACADM)

o Sitosterolemia (ABCG5)

o Defeitos do ciclo da ureia (neonatal) - deficiéncia de citrinos (SLC25A13)
e Deficiéncia do Complexo III mitocondrial (BCS1L)

e Sindrome da displasia renal-hepatica-pancreéatica (sindrome de Ivemark) (NPHP3)
e Transtorno do espectro de Zellweger (genes PEX)

e Defeitos congénitos de glicosilagdo (ATP6AP1, CCDC115, SLC37A4, MPI, PMM2, PGM1, ALG1, ALG3,
ALG6, ALGS8, ALG13, ATP6AP2, COG1, COG4 COG5, COG6, COG7)

O sequenciamento de exdo completa (WES) é indicado em diagnésticos incertos/complexos aparentemente
hereditarios sem diagnéstico especifico disponivel. Neste caso, recomenda-se a integracao entre as equipes

de geneticista clinica e laboratorial, e a analise em trio.

Referéncias — 30, 87-89
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Figura 7 - Algoritmo para diagnostico diferencial de doengas colestéticas intra-hepaticas neonatais. Uma
crianca colestatica pode apresentar-se ndo agudamente doente ou agudamente doente. Nesta tltima
situacdo, é crucial identificar a insuficiéncia hepatica aguda (FHA). Clinica, laboratorial e até mesmo uma
bidpsia oral segura podem ser usadas para fazer o diagnoéstico e permitir um tratamento oportuno (caixa 1).
Se o paciente se recuperar com seu proprio figado, a investigacao de segunda linha pode prosseguir. Niveis
séricos de GGT normais ou diminuidos associados a avaliacdo de 4cidos biliares no plasma e na urina
indicam o uso de NGS e confirmam os resultados de NGS (caixa 2). Niveis séricos de GGT aumentados
(quadro 3) indicam a necessidade de uma abordagem integrativa de investigacao clinico-laboratorial,
molecular, histopatoléogica e genética para o diagnostico do paciente. Em situac6es de distarbios complexos,
é indicado o uso de sequenciamento de exoma inteiro em vez de um painel de genes de sequenciamento de
genoma direcionado e anilise trio (caixas 2 e 3).
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5.5 O Papel da Investigacio Histopatologica na
Diferenciacao da CN Intra-hepatica

Atualmente, nenhum teste de diagnoéstico isolado pré-operatoério pode identificar com
certeza AB, nem mesmo um colangiograma. Na primeira etapa da investigacdo da CN, a
biopsia hepatica ainda é til e precisa o suficiente e, embora invasiva, ¢ um procedimento
seguro em lactentes, particularmente quando guiado por
ultrassonografia.(8,22,30,36,38,93,97) A bidpsia hepatica para além de confirmar no
periodo neonatal alguns diagndsticos esperados, como sindrome de Alagille ou A1ATd,
pode também revelar achados inesperados que podem orientar a investigacao
diagnostica posterior, como a possibilidade de hepatopatias metabdlicas pelo achado de
esteatose microvesicular. A imunohistoquimica com a localizagio de marcadores
especificos e os ensaios bioquimicos e moleculares ampliam as informacgoes disponiveis
através da biopsia hepatica.(98) A avaliacao histologica e a anélise de imagem associada
do figado podem ajudar a prever os resultados poOs-operatorios apos a
portoenterostomia, tendo em conta o grau de fibrose ou a extensao da reag¢do ductular
(22,99) e definir o prognostico clinico das doencas como a hepatopatia associada a

nutricao parentérica.(100)
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A Tabela 4 apresenta os achados histopatologicos associados a colestase neonatal intra-

hepética.

Tabela 4 - Achados histopatologicos associados a colestase neonatal intra-hepética

Padrao hepatico (inflamatério) inespecifico em CN - Pigmentos biliares em hepatdcitos e células

de Kupffer e tampoes biliares canaliculares; transformacao de células gigantes, pseudoacinos,
degeneracao hepatocitica emplumada e em balao e enfartes biliares:

Colestase neonatal idiopatica, atresia biliar, A1ATd, a apresentacao inicial de distirbios metaboélicos (doenca de
Niemann-Pick tipo C, distarbios do espectro de Zellweger, PFIC 2, disttrbios sintéticos de acidos biliares (BASD),
hemocromatose neonatal, fibrose cistica, sindrome ARC, deficiéncia de citrina, deficiéncia de OTC e tirosinemia)

e deficiéncia da hormona adrenocorticotrofico (ACTH).

Achados sugestivos de doencas especificas ou grupos de doencas

Padrio de Esteatose
e Macrovesicular (ou misto): Galactosemia, colestase associada a nutrigdo parentérica, colestase
induzida por drogas, A1ATd, fibrose cistica, doenca de Wolman, distdrbios da cadeia respiratoria
mitocondrial, distirbios da oxidacdo de &cidos gordos, deficiéncia de piruvato-desidrogenase,
deficiéncia de piruvato-carboxilase, adrenoleucodistrofia, Doenca de Refsum, acidtrias organicas,
distarbios do ciclo da ureia, deficiéncia de citrina
e Microvesicular: distarbio da cadeia respiratéria mitocondrial, defeitos de oxidacdo de acidos
gordos, deficiéncia de piruvato-desidrogenase, deficiéncia de piruvato-carboxilase, acidtrias organicas,
defeitos do ciclo da ureia, toxicidade do valproato, sindrome de Reye.
Padrio ductopénico
Sindrome de Alagille, prematuridade, infecoes (CMV, sarampo alemao, sifilis, hepatite B), doencas metabdlicas
(deficiéncia de alfa-1-antitripsina, fibrose cistica, sindrome de Zellweger, PFIC, sindrome de Ivemark, sindrome
de Prune-Belly, hipopituitarismo), distarbios cromossémicos, hepatite neonatal idiopatica, colestase induzida
por drogas.

Necrose hepatocelular

Hepatite viral aguda, doencas metabdlicas (intolerancia hereditaria a frutose, galactosemia, tirosinemia tipo 1,
defeitos de oxidacdo de acidos gordos, distirbios da cadeia respiratéria mitocondrial).

Hiperglicuronidacio nuclear

Doencas de armazenamento de glicogénio e disttrbios do ciclo da ureia.
Malformacao da placa ductal

Doenca poliquistica renal autossémica recessiva.

Inclusées virais

InfecOes congénitas.
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Atualiza¢ao do protocolo de investigacdo de colestase neonatal

5.5.1 Padrao Inflamatorio

Este padrao é caracterizado como sendo composto por achados hepéticos inespecificos e
por isso acontece em todas as doencas que afetam o figado do bebé. Estes achados
resultam da acumulacdo de compostos colefilicos nos hepatocitos e células de Kupffer
com inflamacgdo associada.(101,104) Além da CN idiopatica, A1ATd e AB, ocorre na
apresentacao inicial em varias doencas metabolicas e hormonais e, portanto, a correlagao
clinica é obrigatoria.(103,105,106) Por exemplo, uma extensa transformacao de células
gigantes em um paciente com niveis séricos normais de GGT sugere PFIC2 ou defeitos
na sintese de acidos biliares, enquanto organomegalia, ascite e consanguinidade parental
sugerem doenca de Niemann-Pick tipo C.(107-109) Neste caso, o TGS pode resolver a
davida diagnostica. Quando ha suspeita de caracteristicas clinicas de disturbios do
espectro de Zellweger, um estudo hepatico com microscopia eletronica € ttil para revelar

peroxissomas ausentes e mitocondrias anomalas. (110)

Entre as caracteristicas inespecificas inclui-se a presenca de hepatdcitos

gigantocelulares. (Figura 8).

Figura 8 - Padrio inflamatério: A- Desorganizacdo do parénquima, com presenca de abundante
transformacao de células gigantes (CG); B- Detalhe da regido especificada como retdngulo na imagem A:
hepatocitos arredondados com citoplasma claro, caracterizando Degeneracdo balonizante (Dbal);
adicionalmente, transformacao de células gigantes (CG). Marcagio: Hematoxilina-eosina (100x). Servi¢o de
Patologia — Unidade de Hepatologia Pediatrica e Transplante Hepatico Infantil (HCPA, Brasil).
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Atualizacao do protocolo de investigacdo de colestase neonatal

Algumas doencas incluidas no padrao inflamatério podem ser distinguidas por
caracteristicas particulares, como os glébulos PAS-Positivo de A1AT, resistentes a

diastase, nas células hepatobiliares presentes na deficiéncia A1AT ap6s as 12 semanas de

vida (Figura 9).

Figura 9 — Glbbulos de A1AT dentro dos
| hepatocitos periportais num doente com
" doenca hepatica associada a deficiéncia de
| A1AT: Servico de Patologia — Unidade de
Hepatologia Pediatrica e Transplante
Hepatico Infantil (HCPA, Brasil). PAS com
/ compensacdo da didstase (400x).

5.5.2 Padrao Ductopénico

Um padrao histopatologico ductopénico deve ser adequadamente definido porque,
embora geralmente associado a colestase proeminente, esta pode eventualmente
diminuir. O prognoéstico de pacientes com esta forma sindrémica é afetado, além da
doenca hepatica, pelas complicacoes das manifestacoes extra-hepaticas da doenca.(111)
A caracteristica escassez do ducto biliar desenvolve-se ao longo do tempo, sendo
encontrada em apenas 60% dos figados de bebés de 6 meses de idade, mas em até 95%

dos figados de pacientes afetados além dessa idade.(112)

Mais tarde na vida, os achados microscopicos podem ser heterogéneos com areas de
escassez de ductos biliares coexistindo com outras regides exibindo espacos portais
normais ou apenas uma reacdo ductular ténue. Varias outras doencas colestaticas
neonatais podem apresentar escassez de ductos biliares e esse achado também é

observavel em bebés normais, especialmente em bebés prematuros.(8)
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5.5.3 Padrao de Esteatose

Este padrao (Figura 10) surge devido a acumulacao hepatocelular de lipidos que resulta
do aumento da libertacao de acidos gordos, da diminuicao da oxidacao hepatica destes,
da alteracao do metabolismo das lipoproteinas e do armazenamento lisossomal. O
distarbio metabdlico que induz a esteatose pode ser produzido por vérias doencas
caracterizadas por CN, como a colestase associada a NP total, associada a farmacos,
associada a disturbios do metabolismo dos hidratos de carbono, como Galactosemia e
Intolerancia Hereditaria a Frutose, e associadas a distarbios do metabolismo dos

aminoacidos, como a Tirosinemia neonatal.(113)

A esteatose pode apresentar um padrao macrovesicular (Figura 11), microvesicular
(Figura 12) ou misto. Os vactiolos citoplasmaticos macrovesiculares deslocam o ntcleo
para a periferia, enquanto na esteatose microvesicular o nicleo permanece em posi¢ao
central. A forma de esteatose mais frequentemente encontrada na doenca hepatica
metabodlica infantil é macrovesicular e a ocorréncia de um padrdo microvesicular ou
misto indica a presenca de doencas envolvendo uma patologia mitocondrial.(114) Uma
causa frequente do padrao de esteatose na histopatologia é a CN associada a NP. A CN
associada a NP ocorre principalmente em bebés prematuros que nao toleram
alimentacao oral ou enteral e esté relacionada a altas taxas de mortalidade precoce. As
complicacoes hepaticas variam de pequenos aumentos nas enzimas hepaticas séricas a
esteatose, esteatohepatite, colestase, colangite, fibrose e cirrose. Algumas lesoes
hepaticas induzidas pela NP sdo reversiveis, mas pode ocorrer colestase persistente com

cirrose precoce.(115)

Do ponto de vista histopatolégico, no momento do diagnoéstico precoce, ha sinais
inespecificos leves ou moderados de CN, mas em alguns pacientes ja estdo presentes
inflamacgao portal e necrose. O uso continuo de NP origina esteatose, esteatohepatite com
colestase intensa associada a reacao ductular, inflamacao portal e fibrose progressiva. A
detecao de cirrose e a manutencao de niveis elevados de bilirrubina sérica estao

associadas a um risco aumentado de morte nos proximos 6 meses.(100, 103)

As intoxicacOes metabolicas também apresentam o padrao de esteatose, mas, dada a
associacdo com insuficiéncia hepatica aguda, a biopsia hepatica muitas vezes é
contraindicada nesses disttrbios, e o diagnodstico depende dos exames laboratoriais e/ou
genéticos previamente relatados. Na Galactosemia, ha esteatose macrovesicular
associada e achados inespecificos de CN, incluindo reagao ductular.(116) Na Intolerancia

Hereditaria a Frutose, h4 esteatose macrovesicular panlobular associada a fibrose portal,
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reacao ductular, fibrose lobular com nédulos regenerativos, pseudoacinos, necrose com
pouca inflamacao, e na Tirosinemia tipo 1, a avaliacao histopatologica mostra esteatose
macrovesicular associada a pseudoacinos, hemossiderose e graus variados de necrose
hepatocelular e apoptose. A fibrose desenvolve-se logo, eventualmente progredindo para

cirrose micronodular.(84,117)

Figura 11 — Esteatose macrovesicular caracteristico de Galactosemia, tirosinemia 1, IHF, NP, DILI, A1ATd,
fibrose quistica, DAG, Doenca de Wolman, mitocondriopatias, desordens da oxidagdo dos 4cidos gordos,
deficiéncia da piruvatodesidrogenase, deficiéncia da piruvatocarboxilase, adrenoleucodistrofia do lactente,
Doenca de Refsum, acidirias organicas, desordens do ciclo da ureia. Observa-se que os vacutolos lipidicos
citoplasmaticos deslocam o nicleo para a periferia e a presenca de pontes fibrosas associadas. Marcagao:
Hematoxilina-eosina (200x): Servico de Patologia — Unidade de Hepatologia Pediatrica e Transplante
Hepatico Infantil (HCPA, Brasil).
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Figura 12 — Esteatose microvesicular observada em mitocondriopatias, desordens da cadeia respiratéria
mitocondrial, defeitos da oxidacao dos acidos gordos, deficiéncia de piruvato desidrogenase, deficiéncia da
piruvato-carboxilase, acidtirias organicas e defeitos do ciclo da ureia, drogas (valproato), sindrome de Reye.
Neste padrao o ndcleo permanece na posi¢ao central e se encontra rodeado por multiplas e pequenas
vesiculas lipidicas. Marcagdo: Hematoxilina-eosina (200x): Servico de Patologia — Unidade de Hepatologia
Pediatrica e Transplante Hepatico Infantil (HCPA, Brasil).

5.5.4 Padrao Obstrutivo

A maior utilidade do estudo histopatologico para o diagnostico de Atresia Biliar assenta
na identificacao das variaveis que se associam especificamente a um quadro obstrutivo
mecanico extra-hepatico, onde se inclui a reacdo ductular envolvendo tanto o ducto
interlobular como a interface portal lobular, a expansdo portal por infiltrado
inflamatério, edema e fibrose, os tampoes biliares em dictulos e ductos maiores, e as

pontes fibrosas porta-porta e porta-centro.(102)

5.5.5 Padrao de Armazenamento

As doencas de armazenamento sdo distirbios multiorganicos que afetam o figado
(Tabela 5).(30,114) Em distarbios de armazenamento nao neuropaticos, como Gaucher
e Niemann-Pick tipo C, o figado é um importante alvo de bidpsia para diagnostico,
enquanto doencas de armazenamento neurometabdlico raramente requerem uma
biopsia hepética porque a evidéncia patolégica estd presente em tecidos mais acessiveis.
Nas doencgas de armazenamento, ha hepatomegalia atribuivel a expansao citoplasmética

por material acumulado em diferentes grupos de células hepaticas separadamente ou em
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combinacdes, dependendo da etiologia. Achados sugestivos de doencas de
armazenamento podem ser imitados por outras condicoes. A CN associada a NP pode
levar a acumulacao de lipidios hepatocelulares e lipofuscina. Degeneracdo balonizante e
pseudoxantomas na CN podem ser confundidos com achados de armazenamento. A
esteatose e a proteina eosinofilica no reticulo endoplasméatico também devem ser
distinguidas. Mesmo condi¢coes normais podem ser confundidas com doencas de
armazenamento, como células estreladas com aparéncia espumosa no espaco
perissinusoidal devido a deposicao excessiva de vitamina A ou hiperglicogenacao nuclear

de hepatdcitos periportais observaveis em lactentes jovens.(114)

Tabela 5- Achados histopatoldgicos do figado na apresentacao de algumas doencas de armazenamento que
causam CN

Doenca Achados Histopatologicos

. Armazenamento de glébulos citoplasmaéticos resistentes a diastase PAS-positivos
A1ATd (PiZ) - . . . .
em hepat6citos periportais (ap6s 12 semanas de vida)

CK aumentado e macréfagos em sinusoides e espacos porta mostrando nicleo

excéntrico e citoplasma eosinofilico e estriado (resultado do acimulo de

Doenga Gaucher esfingolipidos). Os hepatécitos néo estdo envolvidos. Fibrose portal e lobular.

Vacuolizagdo de CK e hepatdcitos. Os histiocitos espumosos estdo situados nas

areas portal e periportal. Fibrose portal e periportal, cirrose precoce. Na DW:

Doenca Wolman

reacao ductular.

Padrao hepético (tabela C) com raros macréfagos espumosos ou células de
Niemann-Pick C Kupffer (células de Niemann-Pick).

Fibrose, cirrose precoce. Inclusoes citoplasmaéticas grandes, palidas e
GAG IV eosinofilicas circundadas por um halo na maioria dos hepatocitos (> zona

periportal). As inclusoes resistentes a diastase podem corar com iodo de Lugol.

Abreviacoes: GAG- Doenca de Armazenamento do Glicogénio, CK- Células de Kupffer
Baseado na referéncia Jevon GP, Dimmick JE. Histopathologic approach to metabolic liver disease: Part 1.

Pediatr Dev Pathol. 1998;1(3):179-99. DOI: 10.1007/s100249900026. PMID: 10463278
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6. Conclusao

O diagnostico diferencial da CN inclui uma grande variedade de diferentes etapas. Em
todas as etapas ha a necessidade de integracao de exames clinico-laboratoriais, incluindo
métodos bioquimicos comuns e enzimaticos complexos, além de estudos de imagem e
histopatoldgicos. A partir da década de 90, os testes genéticos tornaram-se cada vez mais
disponiveis e mais baratos, auxiliando no entendimento fisiopatolégico dos distarbios

colestaticos neonatais e na decifracao de distintos fenotipos antes nao reconhecidos.

Uma consequéncia do uso de testes genéticos é que estamos a descobrir complexidades
genéticas humanas, por exemplo, o facto de que a presenca de uma variante patogénica
em um conjunto de pacientes nao implica um fenétipo comum entre eles. Uma doenca
genética pode apresentar diversas apresentacbes clinicas. Ainda assim, um grupo
razoavelmente grande de casos de PFIC atualmente escapa ao diagnostico genético,
talvez devido a variantes patogénicas desconhecidas ou a mutacoes atualmente nao
implicadas com PFIC. Assim, estamos a aprender sobre o método com o qual estamos a
investigar pacientes com CN. Isso é verdade nao sé para NGS, mas para todos os testes
de diagnosticos, no que diz respeito a decifracdo de detalhes fisiopatologicos. Nenhum
teste de diagnostico é 100% preciso em todas as etapas do diagnostico diferencial da CN,
e a integracao adequada de diversos métodos de diagnostico é a abordagem correta. O
crucial é estar ciente das dificuldades e armadilhas relacionadas a cada um dos métodos

de investigacao, mesmo aqueles que envolvem as tecnologias mais sofisticadas.
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Abstract: Neonatal cholestasis (NC) starts during the first three months of life and comprises extra-
hepatic and intrahepatic groups of diseases, some of which have high morbimortality rates if not
timely identified and treated. Prolonged jaundice, day-colored or acholic stools, and choluria in an
infant indicate the urgent need to investigate the presence of NC, and thenceforth the differential
diagnosis of extra- and intrahepatic causes of NC. The differential diagnosis of NC is a laborious
process demanding the accurate exclusion of a wide range of diseases, through the skillful use and
interpretation of several diagnostic tests. A wise integration of clinical-laboratory, histopathological,
molecular, and genetic evaluations is imperative, employing extensive knowledge about each evalu-
ated disease as well as the pitfalls of each diagnostic test. Here, we review the difficulties involved in
correctly diagnosing the cause of cholestasis in an affected infant.

K" q cholestasis: tal- di

intrahepatic

is; differential; biliary atresia; cholestasis; neonatal

L

1. Definition

Cholestasis is defined as an anatomical or functional blockade to the biliary flow
irrespective of the cause and site of obstruction, resulting in the accumulation of bile
products in the liver, blood, and other tissues. Biochemically, cholestasis is characterized by
increased levels of direct-reacting (conjugated) bilirubin, bile acids or their intermediate
metabolites, and other bile compounds. From a histopathological point of view, there
is an accumulation of bile pigment in hepatocytes and biliary canaliculi. Cholestasis
starting in the first 3 months of life is named Neonatal cholestasis (NC) [1]. NC presents an
incidence of 1:2500 live births [2,3]. Jaundice, hvpocholic stools, and choluria are features
of NC, although anicteric infants or presenting normal stools can present NC. Occasionally,
steatorrhea or profuse bleeding can be the first signs of NC [4]. In infants, which present
almost colorless urine, choluria does not mean “dark urine” as in cholestatic adults, but
instead yellow-colored urine that stains diapers. Cholestasis is defined as a direct serum
bilirubin level above 1 mg/dL at a total bilirubin value of up to 5 mg/dL or when the
direct fraction is higher than 20% at total bilirubin over 5 mg/dL [5]. In clinical practice,
direct bilirubin serum levels of 1 mg/dL or more are sufficiently accurate to indicate
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