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Objetivos

Conocer la estructura cristalina y la composiciéon qui-
mica de los calculos biliares durante el periodo de la in-
fancia y la adolescencia.

Diseno del estudio

Se llevé a cabo un estudio descriptivo simple de
21 calculos biliares de pacientes en edad pediitrica en
quienes se realizé una colecistectomia programada por pa-
decer colecistitis cronica. S6lo 2 pacientes tenian una en-
fermedad de base que justificara la existencia de litiasis
biliares. La estructura cristalina se determiné mediante
difraccion de rayos X y la visualizaciéon con microscopia
electréonica de barrido. En el estudio de la composicion se
utilizé la espectroscopia de emision y absorcion atomica.
Se us6 un equipo de espectroscopia por dispersion de
energia de rayos X, acoplado al microscopio, con el fin de
confirmar la composicion cristalina de alguna de las zonas
estudiadas con este tltimo.

Resultados

En cuanto a la composicion cristalina, se encuentra un
predominio de bilirrubinato y carbonato calcico, lo cual
demuestra el caricter pigmentario de los calculos biliares
de origen idiopitico. El colesterol fue un elemento secun-
dario. El microanalisis confirma al calcio como constitu-
yente fundamental en la composicion de las litiasis a cual-
quier edad. Se detectaron otros elementos como sodio,
potasio, magnesio, manganeso, etc.

Conclusiones

Se confirma el caracter pigmentario de la litiasis idiopa-
tica en la infancia. Llaman la atencion las elevadas con-
centraciones de carbonato y bilirrubinato célcico, a pesar
de no demostrarse ninguin factor de riesgo para la forma-
cion de este ultimo. En cuanto a los elementos que com-
ponen el calculo, el calcio es el mas abundante.
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CRYSTALLINE MICROSTRUCTURE AND
MICROANALYSIS OF GALLSTONES IN
CHILDHOOD AND ADOLESCENCE

Objectives
To determine the crystalline structure and chemical
composition of gallstones in children and adolescents.

Design of the study

A simple descriptive study was performed in 21 gall-
stones from pediatric patients with chronic cholecystitis
who underwent elective cholecystectomy. Only two pa-
tients had an underlying disease that could explain the
presence of gallstones. Crystalline structure was deter-
mined by X-ray diffraction and visualization with scan-
ning electron microscopy. Emission and atomic absorp-
tion spectroscopy were used to study composition. An
X-ray-dispersion energy spectroscope joined to the micro-
scope was used to confirm the crystalline composition of
some of the areas examined with the microscope.

Results

Bilirubinate and calcium carbonate predominated in the
crystalline composition, demonstrating the pigmented ap-
pearance of idiopathic gallstones. Cholesterol was a sec-
ondary element. Microanalysis confirmed calcium as a
fundamental constituent of gallstones irrespective of age.
Other elements, such as sodium, potassium, magnesium
and manganese, etc., were detected.

Conclusions
The present study confirms the pigmented character of
idiopathic gallstones in childhood. The high levels of cal-
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cium carbonate and bilirubinate, despite a lack of evidence
for any risk factors for the formation of bilirubinate, was
striking. Calcium was the most predominant element of
the calculi.

Key words:
Cholelitbiasis. Childbood. Chemical composition. Crys-
tallography.

INTRODUCCION

La litiasis biliar en la infancia ha sido siempre conside-
rada como una patologia poco frecuente!. Esta idea ha
cambiado en los ultimos anos, con ayuda de la ecogra-
fia, que ha permitido realizar diagnésticos de casos que
hasta entonces pasaban desapercibidos®*. El calculo biliar
del adulto ha sido ampliamente estudiado®”’ (microes-
tructura, composicion, etc.) y esto ha permitido determi-
nar los mecanismos de nucleacion y crecimiento® y, en
determinadas circunstancias, formas de tratamiento no
quirdrgico. Sin embargo, la mayor parte de la informacion
disponible sobre la litiasis infantil s6lo se refiere a des-
cripciones macroscopicas y a aspectos clinicos, radiol6-
gicos o terapéuticos™10.

El principal objetivo de este estudio es analizar la mi-
croestructura cristalina y composicion de la litiasis biliar
en el paciente pedidtrico con el fin de poner las bases
para la determinacion de los posibles mecanismos de lito-
génesis.

MEtopos
Se estudiaron los cdlculos biliares de pacientes pedia-
tricos sometidos a colecistectomia mediante cirugia abier-

TABLA 1. Resultados correspondientes al niimero
y porcentaje de piezas que contenian
diferentes formas cristalinas

Formas cristalinas Numero (21 muestras) Porcentaje
Calcita 20 95,2
Vaterita 20 95,2
Bilirrubinato calcico 19 90,4
Aragonito 3 61,9
Colesterol hidratado 10 47,6
Colesterol anhidro 10 47,6
Palmitato calcico 8 38
Hidroxiapatito 8 38
Oxalato cilcico 8 38
Cloruro célcico 7 33,3
Whitlockita 3 14,2
Acido desoxicélico 2 9,5
Acido célico 2 9,5
Montmorollonita 2 9,5
Fluorapatito 1 4,7
Brushita 1 4,7
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ta o laparoscopica. Se obtuvo el consentimiento informa-
do de los padres para estudiar los cdlculos.

Tipo de estudio. Descriptivo simple.

Procedimiento del estudio. Los calculos biliares obteni-
dos se estudian utilizando las siguientes técnicas: difrac-
cién de rayos X (Difractometro Philips®), microscopia
electronica de barrido (JSM-820%), andlisis por dispersion
de energia de rayos X (EDAX AN 10.000 Link®) y espec-
troscopia de emision y absorcion atémica (PU-9200X-Phi-
lips® y PU-7000 ICP-Philips®). Cada cilculo se lava con
suero fisiol6gico al 0,9% estéril y se seca en una estufa a
60 °C durante 12 h. Posteriormente, cada calculo se sec-
ciona por su ecuador mediante un golpe de bisturi y se
realiza una clasificacion macroscopica de éste. Una de las
mitades se pulveriza en un mortero de agata, obteniendo
un polvo fino. Parte de éste se pasa a través de un tamiz
ASTM de 53 pm de luz para su posterior difraccion, mien-
tras que en el resto se determina la composicion cristalina
cualitativa y cuantitativa mediante espectroscopia.

Para el reconocimiento de los diferentes elementos cris-
talinos que forman parte del cilculo, se han utilizado las
fichas ASTM, vy las tablas de Bogren para la identificacion
del bilirrubinato calcico. Para identificar y cuantificar los
elementos del sistema periodico que integran los cilcu-
los, se realizé la espectroscopia de absorcion atomica y
de plasma acoplado por induccion.

La otra mitad del calculo se valora mediante microsco-
pia electrénica de barrido para el estudio de su microes-
tructura cristalina. Cada muestra se coloca sobre un por-
tamuestras de aluminio y se recubre con una fina capa de
oro. Durante el barrido de la superficie, para confirmar
la composicion cristalina de determinadas areas de estu-
dio se utiliz6 un equipo acoplado para microandlisis me-
diante dispersion de energia de rayos X (EDX).

RESULTADOS

Se han estudiado 22 calculos biliares, 8 (36 %) pertene-
cfan a varones y 14 (64 %) a mujeres. La edad media de
los ninos fue de 10,3 anos (Iimites, 1-15).

Todos los pacientes colecistectomizados tuvieron sinto-
mas, excepto uno que fue diagnosticado casualmente en
una ecografia. Dos ninos presentaban una esferocitosis
hereditaria; uno tenia sindrome de Down y otro padecia
un cuadro de talla corta y asma. El aspecto macroscopi-
co de la superficie de seccion de los cilculos fue varia-
ble y predominaron los cilculos de aspecto pigmentario
(77 %).

Difraccion de rayos X

Esta técnica no pudo aplicarse a un calculo por falta
de muestra. El resultado cualitativo de la difraccion se ex-
presa en la tabla 1. Se identifico bilirrubinato calcico en
19 de las 21 muestras, lo cual representa el 90 % del to-
tal. S6lo en 14 muestras (63 %) aparecié alguna forma de
colesterol, hidratado y/o anhidro; presentando alta con-

00



Garrido Martinez de Salazar F, et al. Calculos biliares en la infancia y adolescencia

o) i fw

Figura 1. Imagen caracteristica de bilirrubinato cdlcico
que aparece como una estructura espongiforme.

centracion tan solo en 3 muestras (13,6%). En 6 calculos
se aprecia la coexistencia de las dos formas de colesterol
(hidratado y anhidro) en un mismo cilculo. Estas piezas,
en las que predominé el colesterol, presentan de manera
paralela carbonato y bilirrubinato calcico. Los cdlculos
que contienen alguna forma de carbonato calcico repre-
sentan el 95% del total. Es, de forma aislada, el compo-
nente cristalino mas frecuente en nuestra muestra. Ningu-
no de los cilculos contenia s6lo una forma de carbonato
calcico en su composicion. En el 65% de los casos se
identificaba al mismo tiempo vaterita, calcita y aragonito.

Microscopio electronico de barrido y EDX

Esta técnica permitio la visualizaciéon de los cristales
presentes en la superficie de seccion de los calculos. Se
encuentra un predominio de bilirrubinato calcico en el
90% de las piezas, lo cual confirma el estudio de difrac-
cion. El bilirrubinato se visualiza con un aspecto espongi-
forme, o formando una malla de granulos irregulares
(fig. 1. La disposicion del colesterol sobre la masa de bi-
lirrubinato cilcico no tiene aparentemente un orden con-
creto, sino que parece incrustarse en determinadas zonas
de una forma aleatoria (fig. 2). Las regiones que se vi-
sualizan mds oscuras macroscépicamente (nicleo y ani-
llos) contienen fundamentalmente bilirrubinato cilcico.
Se objetiva el carbonato calcico en el 57% de las mues-
tras, siendo muy abundante la vaterita en forma de esfe-
ras de pequeno tamano y muy agrupadas, y con menos
frecuencia el aragonito con su tipica cristalizacion hexa-
gonal (fig. 3). Se localizan areas compatibles con fosfato
calcico en el 18% de las piezas. Su aspecto es similar al
encontrado en los adultos, o sea, formas esferoidales de
superficie irregular (fig. 4). No se identificaron formas la-
minares. So6lo se distinguié claramente palmitato célcico
en una pieza, adoptando la caracteristica forma de roseta,
con multiples hojas irregulares, que se contraen facilmen-
te al incidir el haz de electrones sobre ellas (fig. 5). En el
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Figura 2. Cldsica imagen de colesterol estratificado.

Figura 3. El carbona-
to cdlcico, en concreto
aragonito, cristaliza
Jformando estructuras
hexagonales.

9% de la serie se aprecian imdgenes de cristalizacion ace-
lerada, situados sobre areas con abundante colesterol hi-
dratado.

Microanalisis mediante emision y absorcion
atémica

No pudieron valorarse cinco cdlculos mediante es-
pectroscopia por falta de muestra, debido al pequeno
tamano de alguna de ellas. El resultado de las medicio-
nes se expresa en la tabla 2. El elemento mas importan-
te cuantitativamente fue el calcio, con una concentra-
cién de 140,3 mg/g. Destaca por su presencia en todas
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Figura 4. El fosfato cdlcico lo encontramos cristalizando
en estructuras esferoidales con espiculas en su
superficie.

TABLA 2. Concentracion media de cada uno
de los elementos detectados mediante
microanalisis

Elemento Concentracion media (mg/g)
Calcio 140,2
Sodio 43
Potasio 2ol
Magnesio 2,1
Manganeso 0,5
Hierro 0,5
Cobre 0,4
Cinc 0,1

las muestras, formando parte de las diferentes sales cal-
cicas. En menor cantidad se encuentran sodio, potasio
y magnesio. El cobre y el hierro, aunque se han consi-
derado elementos de gran importancia en la formacion
de bilirrubinato cilcico, no estan presentes en elevadas
concentraciones, a pesar de ser muestras ricas en este
elemento cristalino. No se encontré mercurio en ningu-
na pieza.

DiscusiON

Se han comparado los resultados obtenidos con otros
autores que han llevado a cabo determinaciones simila-
res, en muestras recogidas de pacientes adultos, utili-
zando las mismas técnicas de estudio"1>. La originali-
dad de la publicacion sélo permite comparar los
resultados con una publicacién que realiza una valora-
cion mas grosera de los calculos, utilizando otras técni-
cas de estudio?®.

La serie estudiada corresponde a cilculos que en su
mayoria son de origen idiopdtico, circunstancia habitual
en nuestro medio. S6lo en 2 casos habia una enferme-
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Figura 5. El palmitato cdlcico adopta formas en hojas
alabeadas que se fracturan fdacilmente al inci-
dir sobre ellas el baz de electrones.

dad hemolitica de base que justificara la litiasis. En un
estudio retrospectivo en el que se recogieron datos clini-
cos de nifios con litiasis en Espana, se observa que la
gran mayorfa (60%) son de origen idiopatico, y la edad
media de los nifios afectados de 7,8 afios!”.
Macroscépicamente, los calculos pigmentarios predomi-
nan claramente sobre aquellos de aspecto colesterdlico, lo
cual es tipico en la infancia. Se sabe que gran parte de las
litiasis infantiles son de tipo pigmentario, gracias a estu-
dios radiolégicos y a la valoraciéon macroscopica posqui-
rdrgica. La mayor parte de los cilculos estudiados tienen
carbonato y bilirrubinato cilcico como principal compo-
nente. El colesterol es un elemento secundario, a excep-
cion de tres muestras. Esto sucede a pesar de que tan solo
dos de los pacientes padecen una enfermedad hemoliti-
ca. Es importante destacar que en nuestro medio la ma-
yor parte de los calculos en los adultos estin compuestos
por colesterol (60-100%). Kauffman detecta bilirrubinato
clcico en el 52% de sus muestras de aspecto colesteroli-
coy en el 100% de las pigmentarias!®. Este raramente apa-
rece en cdlculos vesiculares en el adulto, mientras que en
los de colédoco se encuentra hasta en el 35,5%!112. Esta
diferencia es la mas importante en cuanto a la composi-
cion cristalina de los célculos biliares en ninos y adultos.
Sin embargo, deseamos destacar que la diferencia no es
tanto por el nimero de calculos que contienen colesterol,
sino por la concentracion que ésta alcanza en las piezas,
que es muy inferior en el nifo. Los cilculos puros de co-
lesterol permitirfan el tratamiento médico de la litiasis bi-
liar con 4cido quenodesoxicolico. Kleiner et al'® valoran
21 calculos procedentes de nifnos y concluyen, utilizando
microscopia de fluorescencia y espectroscopia, que los
calculos negros y marrones contienen cantidades aprecia-
bles de bilirrubinato calcico. Igualmente, postulan que el
exceso de bilirrubina constituye un factor etiologico fun-
damental en la patogenia de la colelitiasis en la infancia,
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aunque confirman la necesidad de mas estudios que cla-
rifiquen esta circunstancia.

La alta presencia de bilirrubinato plantea la posibili-
dad de que la infeccion crénica de la via biliar puede de-
sempenar un papel fundamental en la formacion de es-
tos calculos, aunque esta sospecha es poco probable, ya
que, en los pocos estudios realizados, hay una escasa
incidencia de infeccion de la bilis en vesiculas que con-
tienen litiasis™. Esta situacion abre la posibilidad de va-
lorar en un futuro la posibilidad de que la B-glucuro-
nidasa endogena tenga una funcion importante en la
génesis de cidlculos pigmentarios idiopaticos durante
la infancia.

Otro aspecto destacado del estudio es la extraordinaria
presencia de sales de carbonato cilcico en los célculos.
Las sales cilcicas se han identificado en el 36,7 % de las li-
tiasis vesiculares?’. Suelen demostrarse mediante micros-
copia electrénica de barrido, fundamentalmente en el ni-
cleo, tanto de los calculos pigmentarios como de los de
colesterol, lo cual sugiere el papel del calcio en la nida-
cion y crecimiento de las litiasis. En ningln caso se de-
tectan formas Gnicas de carbonato calcico, como descri-
ben Garcia Vazquez et alll en el 1,4% de su serie. En
nuestro caso lo mas frecuente fue la asociacién en la mis-
ma pieza de los tres polimorfos de carbonato cilcico (va-
terita, calcita y aragonito). Algunos autores relacionan la
formacion de carbonato cilcico con la presencia de de-
terminados elementos traza como el manganeso o el
magnesio. A este respecto no se encuentra una relacion
significativa en nuestros resultados. Kleiner et al'® no des-
tacan la presencia de este elemento en su valoracion.

El palmitato cilcico se localiza fundamentalmente en
los calculos pigmentarios. Costilla et al'? lo detectan en
el 20% de los cilculos coledocianos en adultos. La for-
macion de palmitato calcico se relaciona con la actividad
enzimdtica de las fosfolipasas bacterianas, a partir de la
lecitina biliar. El oxalato cilcico, se identifica en un por-
centaje relativamente elevado (38%). En nuestro ambito,
y en el adulto, no aparece en ninguna muestra vesicular,
aunque si en el 25% de las coledocianas!!12. Raha et al”
afirman la existencia de oxalato calcico en los calculos
biliares, lo cual es rechazado por Sutor y Woley?! que
indica que los espaciados del difractograma se han iden-
tificado erréneamente, correspondiendo realmente a co-
lesterol hidratado. En nuestro caso se detectaron picos en
el difractograma que se relacionan sin ninguna duda con
la presencia de este material.

El microandlisis de los elementos que componen los
calculos biliares en la infancia difiere poco de los resulta-
dos obtenidos en muestras procedentes de adultos?*%.
En general, al igual que sucede en los adultos, el nime-
ro de elementos encontrados en los cdlculos pigmentarios
es mayor que en los de colesterol, si bien en nuestra
muestra, la escasez de célculos de colesterol hace que la
comparacion no tenga un valor real.
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Otro dato significativo es que nuestras muestras contie-
nen una mayor peso por gramo de material que el publica-
do en el adulto. Nuestras cifras son mas coincidentes con
los resultados de Chen-Guo y Pai-Ching3?, aunque este
grupo utiliza un espectroscopio de activacion de neutrones.

El calcio es el elemento mas abundante de nuestros
cilculos. Los niveles de calcio varfan sin duda de un es-
tudio a otro, pero sin duda es el elemento predominan-
te, ya que forma parte de todas las sales cédlcicas tan
abundantes en los cilculos biliares. En estudios previos
se ha demostrado la elevada concentracién de calcio en
el nucleo del cilculo, y que ésta va disminuyendo a me-
dida que nos acercamos a la cortical'4. En este caso no
pueden valorarse estos resultados en el nifo, porque el
tamano de los cilculos no permite diferenciar entre na-
cleo, zona intermedia y cortical.

El sodio es el segundo elemento en importancia, con
una concentracion media de 4,3 mg/g. Para algunos au-
tores, éste, junto con el calcio, son factores importantes
en la nucleacion y formacion de los calculos3!.

Encontramos hierro y cobre en concentraciones similares
a las del manganeso. Se consideran elementos metalicos
unidos a la bilirrubina y parecen tener un papel importan-
te en la formacion de las zonas negras de los calculos pig-
mentarios, sobre todo en la fase de nucleacion®.

En resumen, se confirma el caricter pigmentario de la
mayor parte de los calculos biliares de origen idiopatico
en el periodo de la infancia, asi como el alto contenido en
calcio, algo ya descrito en los adultos. Destaca también
la presencia de cantidades apreciables de carbonato cal-
cico. A nuestro entender, esta valoracion de la composi-
cion de los cdlculos biliares en la infancia, basicamente
idiopaticos, puede servir para iniciar futuros estudios que
intenten explorar los mecanismos de nucleacion y creci-
miento de las litiasis.
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