Acta Pediatr Méx 2003;24(3):166-71

Articulo derevision

Problemas en el diagnéstico histopatologico de la
enfermedad de Hirschsprung

Dra. Cecilia Ridaura Sanz

Introduccion

Lamayoriadelasconsultas externasdebiopsiasdecolony
recto que sereciben el Departamento de Patologiadel Insti-
tuto Nacional de Pediatriaserefieren aproblemasenel diag-
néstico histopatolégico de enfermedad de Hirschsprung
(EH). Dado que este método es el que se consideraindis-
pensable para comprobar o descartar esta entidad, existe
unagran preocupaci 6n tanto entre cirujanos pediatras como
entre pat6logos de que el diagndstico seaconfiabley certe-
ro. Hay varias situaciones que dificultan la precisién en el
diagndstico histopatoldgico y es preciso conocer aquellas
condiciones que entorpecen la adecuada interpretaci 6n de
labiopsiaasi como conocer las condicionesideales parasu
estudio.

Antecedentes

El diagndstico deenfermedad de Hirschsprung seiniciacon
la sospecha clinica de la enfermedad ante un paciente con
constipacién crénicaneonatal que progresa hacialadilata-
cién del intestino afectado con unazonadistal deconstriccién
demostradaatravés de estudios radiol 6gicos. El diagndstico
se confirmacon el estudio histopatol 6gico.

Este procedimiento permite excluir laenfermedad o con-
firmarlay constituye el “estandar de oro” requerido antes
de practicar unacirugiacorrectiva. Histolégicamente la EH
se caracterizapor ausencialocalizaday continuade células
ganglionares parasimpaticas en los plexos nerviosos
entéricos del intestino distal, frecuentemente acompariada
de troncos nerviosos grandes hipertréficosy tortuosos.
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El sistema nervioso enteral comprende tres plexos ner-
Vi0sos:

a) €l de Meissner situado inmediatamente por debajo
de lamucosa (submucoso superficial);

b) el deHenlesituado en las cercanias delacapamus-
cular (submucoso profundo);

c) el deAuerbach situado entrelas dos capas del mis-
culo (longitudinal y circular) de lamuscularis propria.

L os plexos nerviosos son estructuras fibrilares forma-
das por células ganglionares (neuronas) y células gliales
especializadas de sostén. Existen dos técnicas
histomorfol égicas para evaluar la patologia de los plexos
mientéricos: 1. Histologia con técnica de rutina. 2.
Histoquimica.

1. Latécnica histoldgica de rutina es la técnica tradi-
cional y requiere una muestra adecuada, bien orientada y
sobre todo, experienciadel pat6logo paraidentificar lascé-
lulas ganglionares. El tejido sefijaen formol, seincluyeen
parafinay los cortes se tifien con hematoxilinay eosina; en
ocasiones se apoya con técnicas tricromicas. Esta técnica
es lamas usada y a alcance de cualquier laboratorio de
patologiainstitucional o privado.
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Figura 1. Esquema de la pared intestinal que muestra la ubicacion
y denominacion de los plexos mientéricos.
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2. Lastécnicashistoquimicasson dedostipos, lasque
se utilizan para facilitar la identificacion de las células
ganglionares y la histoquimica enzimética para deteccién
de acetilcolinesterasa. L os marcadores especificos para cé-
lulas ganglionares mas usados son neurofilamentos, pro-
teina S-100 y enolasa neurona-especifica. Estas técnicas
pueden utilizarse complementando el estudio histoldgico
de rutina mencionado anteriormente; sin embargo, los re-
sultados con estas tinciones no siempre son claros;
incrementan considerablemente |os costos y en lamayoria
delasocasiones soninnecesarias. Lareaccion histoquimica
para acetilcolinesterasa requiere tejido congelado, por lo
gue a pesar de su indiscutible valor su uso esta limitado.
Estaenzimase encuentraaumentadaen € colon agangliénico
en forma de fibras gruesas tanto en la muscularis mucosae
como en la lamina propria. Tiene la ventaja de que es un
indicador funcional de la actividad neuronal, requiere me-
nostejidoy no esnecesarialaidentificacion delasneuronas.
La principal desventaja son las dificultades técnicas que
limitan su aplicacion. Este estudio puede dar fal sos negati-
vos particularmente en recién nacidos, por |o que siempre
debe acompafiarse de procedimientos histol 6gicos de ruti-
nacon tinciones de hematoxilinay eosinaquesigue siendo
€l mejor recurso.

Problemas en el diagnéstico de la
enfermedad de Hirschsprung

I. Caracteristicas de la muestra

El fragmento detejido parael diagndstico histol6gico de EH
puede obtenerse através de:

a) biopsiaincisional transmural de recto por viaanal,

b) biopsia incisional transmural de recto por
laparotomia,

c) biopsiasubmucosa por succion con pistola,

d) biopsiasubmucosa con pinza por endoscopia.

Labiopsiade espesor total o transmural (ay b) incluye
tanto los plexos submucosos como | os plexos mientéricosy
tiene las siguientes ventajas:

12El fragmento esgrande, de 0.5 a1 cmdelargo, lo cua
facilitalaorientacién en cortes perpendicularesalamucosa
y puede evaluarse un nimero mayor de plexos tanto
submucosos como en el espesor de la capa muscular.

22 Lamayoriade los patdlogos estan méas familiarizados
con el andlisisde estas secciones que con las obtenidas por
labiopsia por succién.

32 Las células ganglionares de los plexos mientéricos
son mas grandes, mas madurasy mas numerosas que lasde
| os plexos submucosos.

La desventaja es que requiere anestesia general y hay
un poco mas de morbilidad.

L a biopsia submucosatiene las siguientes ventajas:

12 Es un procedimiento sencillo, indoloro; se puede ha-
cer con las mismas instalaciones para cualquier examen
endoscopi co.

22No requiere anestesia general.

32 Las complicaciones son practicamente inexistentes.

42 Se pueden obtener varios fragmentos a diferentes ni-
veles.

52 Puede repetirse cuantas veces sea hecesario.

Figura 2. Corte histol6gico de la pared del colon normal (biopsia transmural). A. Inserto: Neuronas del plexo submucoso profundo. B.
Inserto: Neuronas del plexo de Auerbach.
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Figura 3. Plexo mientérico de Auerbach normogangliénico.

Tiene las siguientes desventajas:

12 Es un fragmento pequefio (2 a 3 mm de longitud) y
solamente |os plexos submucosos estan disponibles para
evaluar.

22 Es frecuente que la biopsia sea muy superficial y no
contenga submucosa.

3 Laorientacion es dificil, lo que ocasiona cortes obli-
cuos o paralelos alamucosa.

42|_os plexos submucosos son mas espaciadosy lapre-
sencia de foliculos linfoides reduce considerablemente el
areaaevaluar.

52 Las células ganglionares en los plexos submucosos
Son maés escasas, pequefiasy mas dificiles de identificar.

A pesar de eso y con el conocimiento de sus limitacio-
nes, enlaactualidad lagran mayoriadelosgastroenterélogos
y cirujanos pediatras utilizan la biopsia endoscopica por
succién. Paralograr los mejores resultados se recomienda
lasiguiente técnica:

a) Tomar por lo menos dos fragmentos de mucosa y
submucosa colénica (por succién o por pellizcamiento) de
la zona de constriccién y siempre por arriba de la linea
pectinea.

b) Colocar losfragmentosen cartén conlamucosaha-
ciaarribaparafacilitar la orientacion ulterior.

c) Congelar uno de los fragmentos para permitir estu-
dio ulterior con acetilcolinesterasa.

d) Fijarotrofragmentoenformol eincluirlo en parafina
orientado detal suerte quelos cortes sean perpendiculares
alasuperficie mucosa.

€) Preparar cortes seriadosy examinar uno decada5o
10 en busca de células ganglionares en los plexos
submucosos.

Figura 4. Biopsia submucosa con nédulos linfoides hipertréficos
que interfieren con la visualizacion de los plexos.

Il. Manejo de Ia biopsia
Como se sefial 6 anteriormente, €l estandar deoroy latécni-
cahabitual es el examen histol 6gico de cortesen parafinay
tefiidos con hematoxilinay eosina. Sin embargo, las técni-
cas auxiliares pueden complementar este estudio y en
ocasiones son indispensables para establecer un diag-
nastico preciso. Esto es particularmenteimportante en el
diagnéstico de displasia neuronal, hipoganglionosis, etc.
El uso de acetilcolinestarasa en el protocolo diagnés-
tico de laEH es tema de controversia. La mayoriade las
opiniones coincide en sefialar que estatécnicaNO esin-
dispensable para el diagndstico de gran parte de los ca-
S0S con constipacion crénica y en particular en casos
obvios de enfermedad de Hirschsprung. Nadie niega su
utilidad para casos muy especiales como |os trastornos
delamotilidad intestinal No-Hirschsprung. La demostra-
cion de acetilcolinesterasa requiere al menos hasta este
momento, tejidosfrescos. Es unatécnicahistoquimicaque
tifie las fibras colinérgicas. Su actividad estd aumentada
enlaEH expresandose en fibrasgruesasy tortuosasenla
muscularis mucosae que se extienden alaldminapropria
Esta morfologia permite sugerir €l diagnéstico aun en
biopsias muy pequefiasy superficialesy no es necesario
visualizar los plexos. Estas caracteristicas han propicia-
do, indebidamente, que el diagndstico sea realizado por
técnicosen histoquimicay no por patélogos, yaque con-
sideran que no son necesarios para la interpretacion
histolégica. A pesar de su indiscutible utilidad s6lo se
usa en algunos centros hospitalarios por las siguientes
razones:
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12 El tejido debe procesarse en congelacion casi inme-
diatamente después de su obtencién, lo cual requiere que
sea un procedimiento programado con la coordinacion del
médico tratante y el patologo.

22 Es dificil estandarizar latécnicay no es confiable en
loslaboratorios que larealizan en forma esporéadica porque
ademas de experienciatécnicaserequieren controles actua-
lizados dado que la actividad de la enzima se pierde.

3 La interpretacion de los patrones de inervacién es
subjetivay requiere experiencia.

42 Existen falsos positivos como sucede en casos de
inflamacién enlosque puede haber un patrén deinervacion
“exagerado”.

52 Existen fal sos negativos: en recién nacidos prematu-
ros con EH, la actividad de acetilcolinesterasa no esta
incrementaday lo mismo sucede en laEH de segmento lar-
go o enloscasosraros donde la actividad de acetil colines-
terasaesfocal.

Ill. Interpretacion de la biopsia

El diagnostico histologico de EH se basa en la ausencia
de células ganglionares en los plexos submucosos fre-
cuentemente acompafiada de troncos nerviosos
hipertréficos. El diagndéstico definitivo debe realizarse
cuando se cuenta con todos | os marcadores morfol 6gicos.
Por supuesto que se requiere que el examen histol égico
sea practicado por patélogos familiarizados con esta pa-
tologia 'y dentro de un grupo multidisciplinario que co-
nozcalasbondadesy limitacionesdelatécnicay laubica-

Figura 5. Enfermedad de Hirschsprung. Acetilcolinesterasa fi-
bras tefiidas de color café en submucosa y lamina propria. Inser-
to: Fibra gruesa con incremento de actividad de acetilcolinesterasa.

c¢ion delamismadentro del protocol o diagndstico del nifio
con constipacion.

El informe del patdlogo debe sefialar |as caracteristicas
del tejido en cuanto al tamafio, espesor de la submucosa,
orientacién y nimero de secciones examinadas, para pon-
derar el valor del diagndstico presunto.

Errores de interpretacion.

Falsos postivos. Se diagnostica enfermedad de
Hisrschsprung cuando No es. Esto ocurre cuando hay cé-
lulasganglionaresy el pat6logo no las reconoce 0 son muy
escasas. Puede presentarse en hipoganglionosis o cuando
lamuestra es pequefiay el muestreo hasido insuficiente o
en recién nacidos con célulasinmaduras o plexos poco ce-
lulares. En estos casos debe cortarse el tejido hastaagotar-
lo; se puede recurrir atécnicas histoquimicas paraidentifi-
car las células ganglionaresy se debe prestar atencién ala
presenciao no de troncos nerviosos hipertroficos. En caso
dequeseconsidere el material inadecuado o insuficiente se
debe solicitar una nueva biopsia. Recordar siempre que es
mas féacil descartar enfermedad de Hirschsprung que
diagnosticarla.

RIESGO. Que € cirujano efectle cirugia correctiva sin
tener laconfirmacion del diagnéstico.

Falsos negativos. Se dice que No es enfermedad de
Hirschsprung cuando Si es. Estasituaci 6n esmenosfrecuen-
tey ocurre cuando el pat6logo confunde célulasdel estroma
o endoteliales con células ganglionares y cuando no se en-
cuentran troncos nerviosos prominentes. La consecuencia
de este error es que demorael tratamiento adecuado.

Figura 6. Enfermedad de Hirschsprung. Troncos nerviosos tor-
tuosos hipertréficos en la submucosa.
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Figura 7. Enfermedad de Hirschsprung. Troncos hipertréficos en
la muscular. A. Hematoxilina y Eosina B. Tricromico de Masson.

V. Formas especiales de EH
Algunas variantes de la EH tienen caracteristicas histo-
l6gicas diferentesalaformaclasica

EH de segmento ultracorto. En este tipo de enfer-
medad estan afectados €l tercio distal del rectoy el canal
anal. El diagnéstico se establece por laclinicay los estu-
diosde manometria. No serequiereel diagndstico histol 6gico
en casos de EH de segmento ultracorto yaque normal mente
las células ganglionares son escasas por debajo delalinea
pectinea. Sin embargo, en los casos que no tienen este tipo
de EH, siempre es posible encontrar células ganglionares a
unadistanciade1al.5cmdelalineapectinea. Esimportan-
te que antes del tratamiento quirdrgico se haya descartado
por biopsias el diagndstico de EH clésica con muestreo de
recto sigmoides. El tejido debe considerarse inadecuado si
hay epitelio plano estratificado escamoso que corresponde
alamucosaanal.

EH de segmento largo. Enestavariedad, cuando sélo
se examina la porcién rectal, no se encuentran troncos
hipertréficos.

EH en recién nacidos prematuros. Estos casosre-
guieren mucha experiencia ya que la morfologia de las
neuronas puede ocasionar errores de interpretacion
diagndstica. Enestegrupo de edad, lascélulasganglionares
son formas intermedias entre |os neuroblastos apolares y
las formas maduras de neuronas ganglionares bipolares.
Son pequefias, ovoides con ocasionales pequefios
nucléolos y muy escaso citoplasma; pueden confundirse
con células endoteliales, células musculares y aun células
inflamatorias. En estos casos, esconvenienteutilizar detéc-

nicas histoquimicascon S-100y marcadoresneuronalespara
identificarlas en caso de duda.

V. El diagnéstico transoperatorio

Este estudio debe limitarse a casos de EH corroborados
para decidir € sitio de la colostomia o para corroborar €l
sitio normogangliénico durante lacirugia correctiva.

El diagnostico de EH en tejidos obtenidos durante el
acto quirdrgico y procesados en técnicas de congelacion
no debe realizarse como procedimiento primario, yaquelas
secciones que se obtienen en tejidos congel ados son mas
gruesas, con artificios de cortey tincion y nuncatienen la
mismacalidad quelos procesadosfijados en formol einclui-
dosen parafina. Los cortes suel en tefiirse con HE o con azul
de Toluidina. Debe tenerse precaucion con las zonas
hipogangliodnicas cercanasalas &reas aganglionicas, lo cual
puede repercutir ulteriormenteen el funcionamiento del seg-
mento descendido. Se ha recomendado el uso de técnicas
répidas de acetil colinesterasa para evitar este problema.

Los estudios transoperatorios por congelacién en
biopsias endoscopicas por succién no estan indicados y
soninnecesarios dadas | as ventaj as sefial adas anteriormen-
teen el estudio tradicional detejidosincluidos en parafina.

VI. El diagndéstico de otros problemas de
motilidad intestinal No-Hirschsprung

Existe otro tipo de alteraciones de lainervacion y motilidad
intestinal que pueden simular y coexistir conlaEH. Lasmas
comunes, dentro de su rareza, son la hipoganglionosisy la
displasianeuronal intestinal.

A B

Figura 8. Neuronas de los plexos mientéricos. A. Neuronas ma-
duras con abundante citoplasma y nuicleo excéntrico con nucléolo
prominente. B. Neuronas inmaduras pequefias de nucleo central
con cromatina densa.
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Figura 9. Displasia neuronal intestinal. Ganglios grandes
hipergangliénicos y neuronas ectépicas en lamina propria.

Hipoganglionosis. Existe escasa informacion de esta
entidad dada la dificultad diagnostica. El cuadro clinico es
muy similar a EH: constipacion desde el nacimiento y dis-
tension progresiva del colon. Muchos casos de
hipoganglionosis estan asociados a EH clasicay otros a
displasia neuronal intestinal. Laformapuraes muy rara. El
diagnostico requiere biopsia transmural de espesor total.
L os plexos mientéricos son escasos, pequefios con una o
dos neuronas. Hay hipertrofia de la muscularis mucosae y
delacircular interna. A diferenciadelaEH laactividad dela
acetilcolinesterasa en lamina propria es baja o ausente.

Displasianeuronal intestinal (DNI). Se han descrito dos
formas. Tipo A, muy rara; ocurre en menos del 5% de los
casos. Se caracterizapor aplasiacongénitadelainervacion
simpaticaintestinal. Sepresentaen formaagudaen el recién
nacido con episodios de obstruccion intestinal, diarrea 'y
enterorragia.

Tipo B. Tiene un cuadro clinico similar alaEH y esuna
malformacion de |os plexos parasimpéti cos submucosos y
mientéricos. L oscriterioshistol 6gicosparadiagnosticar esta
enfermedad son: hiperplasiadel plexo submucoso con au-
mento en €l nimero de neuronas por plexo (>7) y aumento
en el nimero de plexos (hiperganglionosis); aumento de la
actividad de acetilcolinestarasa con fibras positivas grue-
sas alrededor de los vasos de la submucosa y en [dmina

propriay heterotopia neuronal ya sea en el espesor de la
lamina propria o en la muscularis mucosae. La displasia
neuronal intestinal suele asociarse a otras anomalias (30%
de los casos) y las mas frecuentes son malformaciones
gastrointestinales tales como malrotacion, intestino corto
congeénito, estenosis del piloro, atresiaintestinal.
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