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Enfermedad de Hirschsprung

La inmunohistoquimica como apoyo
para el diagnéstico
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Hirschsprung’s disease: the immunohistochemistry

Background: the confirmatory diagnosis of Hirschsprung’'s disease is
made by histopathological study. However, this procedure is limited with
only hematoxylin and eosin staining, especially in biopsies of premature
babies or when non-expert pathologists make the evaluation. The immu-
nohistochemistry from ganglia cell calretinin has been used to reduce
the risk of misdiagnosis. Our objective was to show the benefits of this

Methods: we evaluated patients with histopathological diagnosis of
Hirschsprung's disease made by hematoxylin and eosin staining. We
determined if there was enough paraffin block for immunohistochem-
istry with two markers: calretinin and neurofilaments. Three controls
of autopsy of children under 3 years of age with other diagnosis were

Results: of a total of 48 cases with histopathological diagnosis of
Hirschsprung’s disease only 13 had adequate tissue for immunohisto-
chemistry. The immunohistochemistry confirmed the diagnosis in nine
cases. In the other four cases there were initial misdiagnosis due to evi-
dence of calretinin (ganglion cells) and, thus, Hirschsprung’s disease

Conclusions: the use of immunohistochemistry allows confirming the
diagnosis of Hirschsprung's disease and reduce the risk of a false-posi-

unque poco frecuente (uno de cada 5000 recién

nacidos vivos), la enfermedad de Hirschsprung

es una de la primeras causas de obstruccion
intestinal y cirugia abdominal en el recién nacido.*? Se
define como la ausencia congénita de neuronas ganglio-
nares en el plexo nervioso intestinal intrinseco, lo que
condiciona sobrecontraccién del segmento afectado.®*
Actualmente se han establecido las bases patogénicas
y los aspectos genéticos de la enfermedad, entre ellos
se han descrito alrededor de 13 genes involucrados en
la morfogénesis y diferenciacion del sistema nervioso
entérico.

El diagndstico inicial se basa en el cuadro clinico:
constipacion intermitente (en 66 % de los pacientes se
inicia en el periodo neonatal), distensiéon abdominal y
vomito. Si la constipacion no tiene una causa meca-
nica (atresia intestinal, fleo meconial, malrotacion o
ano imperforado), debe pensarse en la enfermedad de
Hirschsprung. El estudio radiolégico simple y contras-
tado, en planos anteroposterior y lateral, permite apo-
yar el diagnostico cuando hay un segmento estenosado
(aganglidnico), generalmente de recto y rectosigmoi-
des (en 80 a 85 % de los casos), una zona de transicion
(mas patente en el area rectosigmoidea) y una zona de
dilatacion proximal (gangliénica).t

La mayoria de los autores, no todos,” acepta que
antes de practicar la cirugia correctiva debe tenerse
el diagnostico de certeza, que se establece solo con la
biopsia de la pared rectal, la cual tiene una sensibilidad
y una especificidad cercana a 100 %, segun el tipo y la
calidad de las muestras, las técnicas histopatolégicas y
la experiencia del anatomopat6logo evaluador.

Durante el procedimiento de biopsia deben tomarse
de dos a tres muestras, 2 0 3 cm por arriba de la linea
dentada, para evitar la zona normal aganglionica y no
pasar por alto los casos con segmento ultracorto (de 3
a 5 % de los casos). Para que pueda considerarse que
la biopsia rectal por succién (recomendable por ser
menos traumatica para el paciente) se realizé de forma
adecuada, la muestra debe contener submucosa; con la
biopsia transmural generalmente se obtienen muestras
que contienen todas las capas de la pared intestinal y
se utiliza cuando no se tiene el equipo para la biopsia
por succion.

Histopatolégicamente, la enfermedad de Hirschs-
prung se caracteriza por la ausencia de células ganglio-
nares parasimpaticas, frecuentemente acompafiada de
hipertrofia de los troncos nerviosos.® Las dificultades de
trabajar con muestras obtenidas mediante biopsia por
succion estriban en que las células ganglionares en la
submucosa son mas pequefias y estdn mas esparcidas
que en el plexo intramural y que la inmadurez normal
del plexo nervioso en los neonatos (principalmente si
son pretérmino) hace que se confundan con macréfa-
gos, células de musculo liso o células de Schwann.®t
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Introduccién: el diagnostico de certeza de la enfer-
medad de Hirschsprung es histopatologico, aunque
puede ser erréneo si solo se utiliza hematoxilina y
eosina, sobre todo en muestras de nifios prematuros
o evaluadas por pat6logos inexpertos. Se ha recomen-
dado la inmunohistogquimica para identificar las células
ganglionares, lo que descarta la enfermedad. Nuestro
objetivo es mostrar las ventajas de esta técnica.
Métodos: se evaluaron los casos de enfermedad
de Hirschsprung con diagnodstico histopatolégico
mediante tincion con hematoxilina y eosina. Se realizd
inmunohistoquimica para dos marcadores: la calreti-
nina y los neurofilamentos. Se incluyeron tres mues-
tras de tejido de autopsias de niflos menores de tres
afios con colon sin alteraciones aparentes.

Resultados: de 48 casos con diagndstico histopatolo- Resumen
gico de enfermedad de Hirschsprung, solo 13 tuvieron
bloque de parafina con tejido suficiente. La inmuno-
histoquimica confirmé el diagnéstico en nueve. En los
otros cuatro hubo error diagnéstico inicial, dada la evi-
dencia de calretinina (células ganglionares) y con ello
se descart6 la enfermedad de Hirschsprung.
Conclusiones: el uso de la inmunohistogquimica para
identificar calretinina permitié descartar el diagnéstico
de enfermedad de Hirschsprung y evitar la emision de
diagnosticos falsos positivos.

Palabras clave
enfermedad de Hirschsprung
inmunohistoquimica

En México, la técnica histopatoldgica mas utili-
zada es la de tejido incluido en parafina y tefiido solo
con hematoxilina y eosina. Debido a la falta de uso de
técnicas auxiliares que apoyen el diagndstico histopa-
toldgico, es probable que entre los resultados existan
algunos falsos positivos. En este punto es importante
considerar que es mas fécil descartar la enfermedad
que confirmarla.

La histoquimica enzimética con acetilcolineste-
rasa, que tiene como proposito facilitar el recono-
cimiento de las células ganglionares, sigue siendo
controvertida.'>*3 Con el advenimiento de la inmuno-
histoquimica como técnica auxiliar en el diagnéstico
histopatolégico se han propuesto varios anticuerpos
que permiten identificar con certeza las células gan-
glionares. Entre los marcadores que han demostrado
mas utilidad estan los anticuerpos para calretinina,
con los que se alcanzan sensibilidad y especificidad
de 100 %.141°

El objetivo de la presenta investigacion fue valo-
rar la utilidad de la inmunohistoquimica como recurso
auxiliar para el diagndstico de la enfermedad de Hirs-
chsprung en muestras de biopsias de un hospital de
tercer nivel de atencién.

Métodos

Estudio retrospectivo, transversal y descriptivo. De los
reportes quirtrgicos del Servicio de Patologia del Hos-
pital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI
del Instituto Mexicano del Seguro Social., se selec-
cionaron los casos con diagnostico de enfermedad de
Hirschsprung establecido solo mediante tincion con
hematoxilina y eosina, recibidos entre enero de 2005
y diciembre de 2011, que tuvieran bloque de para-
fina para realizar el andlisis inmunohistoquimico con
anticuerpos para calretinina y para neurofilamentos.
La calretinina es positiva (y descarta la enfermedad)
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cuando se tifie el citoplasma de células localizadas en
los plexos nerviosos. Los neurofilamentos son posi-
tivos cuando se marcan las fibras nerviosas de los
plexos. Se incluyeron pacientes de uno y otro sexo y
de edad menor de 17 afios. Los datos demogréaficos
y del tipo de procedimiento utilizado para la biopsia
se obtuvieron de la solicitud del estudio. Como con-
troles positivos se incluyeron tres muestras de colon
conseguidas de autopsias a nifios menores de tres afios
sin alteraciones histopatologicas. Se excluyeron las
muestras con insuficiente tejido incluido en parafina
0 que eran de mala calidad (segun la apreciacién del
patdlogo). Todos los casos seleccionados fueron revi-
sados simultaneamente por los tres pat6logos.

No fue necesario disponer del consentimiento
informado de los padres de los pacientes por tratarse
de material indispensable para el diagndstico.

Cuadro | Caracteristicas de 13 pacientes con obstruccion intestinal segln
resultado del analisis inmunohistoquimico con anticuerpos para calretinina

Con Hirschsprung  Sin Hirschsprung

(calretinina —) (calretinina +) p**
n=9 (69 %)* n=4(31 %)
Sexo
Masculino
Femenino 4 2
Edad (afios)
<1 2 2
1 2 1 (0.87)
2-3 2 1
5-6 3 0
Tipo de biopsia
Transmural 5 2

Endoscopica

*Valor predictivo positivo para el diagnostico con hematoxilina y eosina,
IC 95 % =38.6-90.1. **?
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Figura 1 Analisis inmunohistoquimico. A) Con los anticuerpos para calretinina se confirma la enfermedad de Hirschsprung por la ausencia
de células ganglionares y la hipertrofia del plexo nervioso intramural. B) Con los anticuerpos para calretina se descarta enfermedad cuando
hay positividad intensa de las células ganglionares en el plexo nervioso submucoso. C) La marcacion intensa de los neurofilamentos
evidencia neuronas adyacentes (flechas)
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Se llevé a cabo el andlisis estadistico descriptivo con
frecuencias simples y porcentajes. Se calculd el valor
predictivo positivo y su intervalo de confianza de 95 %
y se utilizd x? de tendencia para contrastar las diferen-
cias en los grupos etarios entre los casos con confirma-
cion y los descartados por inmunohistoquimica Los
datos fueron analizados con el programa SPSS version
20. Se consider6 una significacion estadistica con una
probabilidad de error alfa menor de 5 %.

Resultados

De 48 casos, solo en 14 (29 %) se dispuso de bloque
de parafina; se eliminé un caso por no tener tejido sufi-
ciente. En el cuadro | se detallan las caracteristicas de
la poblacion. Las muestras se obtuvieron por biopsia
endoscopica en seis casos y por biopsia transmural en
siete. Mediante inmunohistoquimica se descart6 enfer-
medad de Hirschsprung en cuatro (31.7 %) de los 13
pacientes (figuras 1A y 1B), con lo que se establecio
que el valor predictivo positivo para la enfermedad
de Hirschsprung con biopsia tefiida con hematoxi-
lina y eosina es de 69.2 % (IC 95 % = 38.6-90.1). La
inmunohistoquimica para neurofilamentos (utilizada
para valorar la viabilidad del tejido) fue positiva en 12
casos, con lo cual se considerd que el tejido era ade-
cuado para la evaluacion con anticuerpos para calreti-
nina (figura 1C)

Discusion

La enfermedad de Hirschsprung debe sospecharse
si durante los primeros meses de vida se presenta
estrefiimiento persistente u obstruccion intestinal.
De la misma manera como se refiere en la literatura,
la mayoria de los casos (61 %) se diagnostic en el
primer afio de vida. Se ha indicado que la forma cla-

sica (rectosigmoidea) es mas frecuente en varones,
con una proporcion de 4:1; en nuestra muestra fue
de 1.2:1. Dado que no se dispuso de la informacion
de la variante clinica de cada caso, no fue posible
comparar la frecuencia por sexo con lo referido en
la literatura.

De los casos con diagnostico histopatologico
mediante tincién con hematoxilina y eosina en un
lapso de seis afios, solo en 29 % se dispuso de mues-
tras suficientes para realizar también el analisis inmu-
nohistoquimico con anticuerpos para calretinina. De
los 13 pacientes analizados, en cuatro (31 %) se des-
cartd la enfermedad de Hirschsprung. Kapur et al.,*
en un estudio con 31 casos, identificaron que no hubo
discrepancias cuando compararon las muestras anali-
zadas con una y otra técnica. En nuestra serie, el valor
predictivo positivo para el diagnostico de enfermedad
de Hirschsprung en biopsias evaluadas solo con hema-
toxilina y eosina fue de 69 %, lo que también contrasta
con lo informado por Guinard et al.,*® quienes sefialan
que la tasa de error diagnéstico fue nula entre los paté-
logos expertos.

Ademas de la falta de procedimientos auxiliares, el
error diagnostico en las biopsias se ha atribuido a los
siguientes factores:

» El tipo de biopsia (por succion o transmural) y el
tamafio de las muestras. Cuando se hacen procedi-
mientos endoscopicos, las muestras deben contener
submucosa y se recomienda obtener mas de una. En
los casos estudiados no hubo relacion entre el error
diagnostico y el tipo de biopsia, ya que se identifica-
ron dos casos falsos positivos para cada tipo.

e Laexperiencia de quien interpreta la muestra, rela-
cionada con el tiempo de ejercicio profesional y
con el nimero de casos estudiados. Cada uno de
los cinco pat6logos del hospital donde se llevo a
cabo el estudio no ve méas de dos casos por afio,
porque se trata de un hospital de referencia de ter-
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cer nivel de atencion donde solo se atiende a nifios
cuyo tratamiento no ha sido posible en el segundo
nivel de atencion.

En un caso hubo ausencia de células ganglionares y
de troncos nerviosos o0 “aganglionosis total”, una forma
particular de la enfermedad de Hirschsprung.*’

Conclusiones
El aspecto relevante de este trabajo fue demostrar

que es necesario utilizar un método complementario
al estudio histopatol6gico con hematoxilina y eosina

para el diagnéstico de la enfermedad de Hirschsprung.
Aunque aqui se utilizaron los anticuerpos para calre-
tinina, podria emplearse cualquier otro que permita
visualizar las células ganglionares.

Esta estrategia fue costo-efectiva, dada las implica-
ciones terapéuticas de diagnosticar o descartar la enfer-
medad de Hirschsprung, principalmente en un hospital
de alta especialidad.
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