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RESUMEN La enfermedad de Hirschsprung o agan-
glionosis coli, es un padecimiento predominantemente
pedidtrico, en el que hay un defecto en la inervacion del
colon y se¢ manifiesta por constipacion intermitente cré-
Hica que alterna con evacuaciones explosivas. El segimento
coldnico involucrado carece de la capacidad de relaja-
cion y funciona como una zona de obstruccion, lo cual
produce que el segmento proximal se dilate enormemen-
te. El diagndstico requiere de la participacion de varias
disciplinas, incluyendo la cirugia pedidtrica,
gastroenterologia, radiologia v anatomia patologica. El
avance en los conocimientos relevantes en esta drea ha
sido significativo en los ltimos afios, especialmente en
lo referente a la migracion defectuosa de los precursores
de las célidas ganglionares colonicas provenientes de las
crestas neurales, asi como los aspectos genéticos de la
enfermedad. En este articulo se revisan los aspectos de la
patologia diagnostica y los puntos mds importantes de la
biologia de la enfermedad de Hirschsprung.

Palabras clave: Enfermedad de Hirschsprung, neurocris-
topatia, crestas neurales, constipacién, megacolon.

Descrita originalmente por el pediatra danés, Dr. Harald
Hirschsprung en 1888,' la enfermedad de Hirschsprung
(EH) es un padecimiento generalmente congénito, de pre-
sentacién mds frecuentemente neonatal, caracterizado
clinicamente por constipacidn, distensién abdominal, vé-
mito y evacuaciones explosivas. Las manifestaciones cli-
nicas varian en gravedad desde obstruccidn intestinal
neonatal que amerita cirugia inmediata, hasta retencién
meconial o fecal transitoria. La EH se presenta con una
frecuencia de | en 5,000 nacidos vivos.? La mayoria de
los casos son esporadicos, pero también los hay con agre-
gacién familiar, especialmente los de segmento largo
(vide infra). Hay un marcado predominic del sexo mas-

SUMMARY Hirschsprung disease or aganglionosis coll,
is a predominantly pediatric condition, in which there is
an innervation defect of the colon, manifested by chronic
intermittent constipation alternating with explosive
evacuations. The involved colonic segment is unable to
relax and acts as an area of obstruction, which causes
the proximal segment to dilate enormously. The diagno-
sis reguires participation from several specialities,
including pediatric surgery, gastroenterology, radiology
and anatomic pathology. In recent years, significant
progress in relevant knowledge of this area has been
obtained, in particular about defective migration of the
neural crest-derived colonic ganglion cell precursors,
as well as the genetic aspects of the disease. This article
reviews the diagnostic anatomic pathology and the most
relevant points about the biology of Hirschsprung
disease.
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culino (5:1), que tiende a disminuir en forma proporcio-
nal a la longitud del segmento intestinal afectado. La
mayoria de los casos de EH afectan el recto-sigmoides
(75%), seguidos de los casos de segmento largo donde
la aganglionosis se extiende hasta el colon transverso
(15%); aganglionosis total del colon (5%); y la forma de
segmento corto o ultra corto que involucra la porcién
mds distal del recto (3-5%).* Aunque son mads frecuen-
tes los casos de presentacidn solitaria, existe asociacién
con muchos otros padecimientos tales como sindrome
de Down, malformaciones cardiacas (especialmente tron-
co-conales), otras malformaciones del tubo digestivo,
neurofibromatosis, sindrome de Waardenburg, maldicidn
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de Ondine (sindrome de Haddad), neoplasia endocrina
miiltiple, neuroblastoma, etc.,*” muchos de ellos perte-
necientes al grupo de las neurocristopatias.*

El diagnéstico de la EH clasica requiere de la sospecha
clinica, nacida ante un paciente con constipacién neonatal,
distensién abdominal v dilatacion de un segmento de colon
proximal a una zona terminal de constriccién, demostrada
mediante estudios radiolégicos. Una vez que se sospecha
fa enfermedad, debe efectuarse el estudio histolégico por
medio de biopsias submucosas del colon. Si el diagndstico
histopatelogico es de plexos aganglidnicos (vide infra), debe
procederse guirirgicamente de manera inmediata a colo-
car una colostomia derivativa que alivia la distensién ab-
dominal y permite que el segmento proximal dilatado me-
jore. Frecuentemente, en este acto quirdrgico se pueden
tomar biopsias adicionales para evaluar la extension de la
enfermedad. Posteriormente se procede a una correccién
definitiva cuya naturaleza dependerd de la preferencia del
cirujano y las condiciones clinico-patoldgicas del caso.
Durante este tiempo quinirgico se requiere de la evalua-
cién histopatolégica transoperatoria de los plexos nervio-
sos del colon terminal, con cortes por congelacion.

Desde el punto de vista histoldgico, se requiere de una
amplia comunicacién entre el cirujano y el patélogo, esta-
bieciendo una correlacién clinico-patolégica que permita
hacer el diagnéstico con precision, asi como para lograr el
procesamiento ideal de la biopsia y evitar la necesidad de
repetir este procedimiento. Histopatolégicamente la EH se
caracteriza por una ausencia segmentaria distal de células
ganglionares (CG) parasimpaticas en los plexos nerviosos
entéricos, y esta alteracién es la condicion sine gua non
para establecer el diagndstico. Excelentes revisiones de los
cambios histolégicos en EH se encuentran disponibles.”'”

La histologia normal de la inervacion colénica compren-
de tres plexos nerviosos: a) de Meissner (submucoso su-
perficial); b) de Henle (submucoso profundo); c) de
Adierbach (intramural, entre las dos capas de miisculo de la
muscularis propria). Estos plexos estin formados por dos
poblaciones distintas, ambas originadas por precursores que
migran desde las crestas neurales: CG y células gliales es-
pecializadas de sestén (algunas veces llamadas «células de
Schwann», aunque difieren de éstas).'"' Durante la evalua-
cién histolégica inicial, el objetivo es la identificacion de
CG en el plexo submucoso superficial de Meissner, o por
el contrario confirmar su ausencia. Debe recordarse que la
distribucién tisular de CG es muy irregular, y en condicio-
nes normales se encuentran aproximadamente 17 de ellas
por mm?’ de intestino,"”? o 7/mm en cortes transversales y
longitudinales del colon." Debido a lo irregular en la dis-
tribucién de las CG, se necesitan cortes seriados para evitar

al maximo la posibilidad de pasar por alto alguna de ellas
cuando se examina una biopsia al microscopio'? ( Figura I).

) T ,

Figura 1. A) Vista panordmica de wna biopsia subinucosa rectal
adecuada. La mucosa y la submucosa se encueniran bien orieniu-
das. (Hemaltoxilina v Fosina, X40)) B} Apariencia caracteristica en
forma de roseta de las células ganglionares en el plexo de Meissner
de un pactente de un mes de edad; ndtese el aspecto inmaduro.
{Hematoxilinag y Eosina, x 200).
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En general es mucho mads ficil descartar la EH al ob-

servar CG, que confirmar el diagnéstico ante la ausen-

cia de éstas. Un hallazgo que apoya el diagnéstico de

EHes la presencia de «troncos nerviosos hipertréficos»

reemplazando los plexos normogangliénicos (Figura

2). Esto sin embargo no se encuentra en todos los ca-

sos, particularmente en aquellos de segmento largo, en

la mayoria de los cuales simplemente no hay plexos®'>!

{Figura 3). La wdentificacién de CG es dificil cuando

se carece de experiencia, o en recién nacidos, donde su

morfologia puede ser inmadura. En esos casos es reco-
mendable el uso de tinciones inmunchistoquimicas con
anticuerpos que se encuentran disponibles en el mer-
cado para facilitar 1a bisqueda de CG: neurofilamentos,

S-100, enolasa neuronal especifica, y catepsina D en-

tre otras.'>'*

Una técnica de histoquimica enzimética que ha revo-
lucionado el estudio histolégico de los casos en que se
sospecha EH es la deteccién de acetilcolinesterasa. Esta
enzima se encuentra aumentada en el colon agangliénico
de los pacientes con EH, y su deteccién en un patrén
anormal, aunada a la ausencia de CG es un elemento
que apoya notablemente el diagnéstico de aganglionosis
coli'™" (Figura 4).

Desde el punto de vista histopatoldgico, el abordaje
diagndstico inicial que se recomienda es el siguiente:'?
|. Deben tomarse dos fragmentos de mucosa y

submucosa coldnica (biopsias por succién o por
pellizcamiento) de la zona de constriccién, por arriba
de la linea pectinea (normalmente hipogangliénica),
es decir, por lo menos 2 0 3 ¢cm por encima de la mar-
gen del ano, dependiendo de la edad del paciente (2
c¢m en recién nacidos; 3 cm en lactantes).

. Ambos fragmentos deben colocarse en papel filtro o
«secante» orientados de tal manera que la submucosa
esté en contacto con el papel y la mucosa represente
la superficie libre, y transportarse inmediatamente, cu-
biertos con una gasa himeda en solucién fisiol6gica,
al laboratorio de patologia para su procesamiento.

3. El primer fragmento debe congelarse incluido en
OCTR® para posibles estudios de histoquimica en-
zimdtica para acetilcolinesterasa; el segundo frag-
mento debe orientarse de la misma manera que el
cirujano lo hizo en el papel, fijarse en formalina y
procesarse mediante la técnica de inclusién en para-
fina (se puede recurrir a la pre-inclusién en agar, aun-
que esto puede interferir con el ulterior procesamien-
to de la biopsia). Deben prepararse por lo menos 50
cortes seriados a partir del segundo fragmento, teiii-
dos con H&E.

~

4. Una cuidadosa revisién histolégica generalmente per-
mite la identificacién de CG en el plexo submucoso
superficial (Meissner). En casos de aganglionosis y
después de revisar los 50 cortes seriados, deben
solicitarse cortes adicionales en el bloque, incluido
en parafina y preparar aproximadamente 5 cortes por
congelacién del bloque en OCT® para tincién
histoquimica de acetilcolinesterasa. Una vez que los
cortes por congelacién se han obtenido, el tejido con-
gelado debe fijarse en formalina y cortarse previa in-
clusién en parafina para la obtencién de secciones
adicionales tefiidas con H&E y tinciones de inmuno-
histoquimica, incluidas enolasa neuronal especifica,
S-100 y catepsina D.

5. Lacombinacién de ausencia de CG, presencia de tron-
c0s nerviosos con aumento en la densidad estructural
(hipertréficos) y patrén anormal de acetilcolinesterasa
es diagn6stica de aganglionosis. La identificacién de
una sola célula ganglionar descarta el diagnéstico de
aganglionosis (vide infra).

Cuando ya se ha establecido el diagndstico de EH, debe
planearse la colostomia derivativa, nuevamente en comuni-
cacién con el patélogo. En esa oportunidad, debe llevarse
a cabo una evaluacién transoperatoria de la zona de la
colostomia para asegurarse de que es normogangliénica.
Para tal efecto es conveniente tefiir un corte fresco sin
fijar, con azul de toluidina o Giemsa aplicados directa-
mente a la laminilla agregando unas gotas de agua por |
minuto, y lavar con agua corriente. La observacién mi-
croscépica se hace en cortes frescos, sin aplicar medio de
montaje.?’ Secciones adicionales teiiidas con H&E deben
prepararse para una mas completa evaluacion, aunque fre-
cuentemente no son necesarias.

Existen variantes de EH que tienen caracteristicas
histolégicas distintas de la forma clésica y que requie-
ren cuidado especial durante la evaluacién microscépi-
ca. Estas incluyen la forma de segmento ultracorto y la
de segmento largo. En la primera, el segmento
agangliénico es generalmente muy corto y bajo, por lo
que las biopsias tomadas a 3 cm por arriba del margen
anorrectal frecuentemente son positivas para CG, y el
diagnéstico generalmente requiere mas de una biopsia.
En la forma de segmento largo, usualmente no se obser-
va la «hipertrofia» de troncos nerviosos y por el contra-
rio, no hay elementos pertenecientes al plexo neural en
absoluto. De manera excepcional se pueden observar
casos de segmento largo en los que en medio del drea
agangli6nica, se encuentra una zona con CG (referida
en la literatura en inglés como «skip area»); estos casos
son muy dificiles de diagnosticar y casi siempre se re-
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Figura 2. Puciente con enfermedad de Hirschsprung en el que los

plexos nerviosos intestinales se encuentran reemplazados por «tron-
cos nerviosos hipertrdficoss. (Tricrdmico de Masson, x 200).

o R — .
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Figura 3. Paciente con enfermedad de Hirschsprung de «segmento
largo». Hay ausencia tolal de plexos nerviesos intestinales.
(Hematoxilina v Eosina, x 100).

quiere mds de una biopsia, o bien la reseccién del seg-
mento afectado para la adecuada documentacién de la
lesién.?!

El diagndstico de hipoganglionosis es muy controver-
sial y poco reproducible. La zona de transicion entre la
porcidn dilatada y el drea de constriccidn es frecuente-
mente hipoganglidnica o muestra rasgos de displasia
neuronai intestinal.

La displasia neuronal intestinal probablemente inclu-
ye varias anormalidades de la inervacidn intestinal, cu-
yas manifestaciones clinicas son variadas y pueden si-
mular notablemente EH. Solo aqueilos casos con un
obvio incremento en CG, las cuales ademds tienen un
patrén de distribucién anormal (ldmina propia, «ganglios
gigantes») deben ser designados de esta manera, sin
embargo, el hallazgo ocasional de una célula ganglionar

Figura 4. Biopsia submucosa de un pacieme con enfermedad de
Hirschsprung, La tincion de aceiilcolinesterasa demucestea fibras
anormalmente gruesas v bien definidas {en color café} en la
muscularis mucosae v ldmina propia. { Corte por congelucion teitido
con el método histoguimico para detectar acetilcolinesterasa, x 200).

en el espesor de la limina propia no es suficiente para
diagnosticar displasia neuronal intestinal.?

ASPECTOS BIOLOGICOS DE LA EH:
PATOGENESIS

Las crestas neurales se dividen en cuatro territorios a
partir de los cuales s¢ derivan maltiples estructuras de
muy diversa histologia y funcién. Estos territorios son:
cefilico, cardiaco, del tronco y, vagal y sacro. Las célu-
las indiferenciadas de las crestas neurales deben mi-
grar largos trayectos hasta alcanzar sus destinos fina-
les, donde terminan su proceso de diferenciacién. En
el caso de los plexos nerviosos entéricos, es el territo-
rio vagal y sacro el que produce los elementos precur-
sores migratorios.>

Aunque los mecanismos gue permiten la migracion y
diferenciacién celular desde las crestas neurales hasta la
pared intestinal se conocen solo parcialmente, ya exis-
ten evidencias de que defectos en ellos explican por lo
menos algunos casos de EH, lo cual ha abierto una nue-
va avenida en la investigacion enfocada al estudio de
este campo.

Laetiologia de la EH es probablemente multifactorial,
y se han postulado diversas teorias al respecto. De he-
cho es interesante hace notar que, desde su descripcion
original hasta la publicacidon de Swenson y Bill en 1948
(ver referencia 24) no se conocia con certeza la relucidn
entre la ausencia de CG y la caracteristica dilatacion
colénica. Originalmente se pensaba que la aganglionosis
era un efecto de la dilatacién colénica y no su causa. De
esto es prueba el hecho de que el tratamiento recomen-
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dado por Whitehouse y cols. en 1943 consistia en la re-
seccion del segmento dilatado del colon.®

En la actualidad se acepta que la causa de la EH estd
relacionada con factores que regulan la migracién y di-
ferenciacion de las células de las crestas neurales que
dan origen a fas CG parasimpdticas del colon. Estos ele-
mentos precursores migran desde el territorio vagal y
sacro de las crestas neurales ¢ invaden la pared del co-
lon, donde finalmente alcanzan su diferenciacién termi-
nal mediante la interaccién con elementos del tejido
conectivo, especialmente con laminina y otras molé-
culas de adhesién.'*" Anormalidades en los procesos
migratorios, o en el ambiente extracelular del intesti-
no que permita el establecimiento, la diferenciacién
de CG en este sitio, 0 su supervivencia dan lugar a la
aganglionosis con el consecuente efecto patolégico en
la funcién peristiltica. Del mismo modo, otras células
provenientes de las crestas neurales pueden verse afec-
tadas y en un mismo paciente pueden observarse defec-
tos mis complejos de migracién o diferenciacién de la
cresta neural, produciendo asociaciones de EH con alte-
raciones pigmentarias (sindrome de Waardenburg),
neuroblastoma, y otras entidades.

En el humano, per {0 menos tres genes han sido
involucrados en EH: el proto-oncogén C-RET, el gen
del receptor B de endotelina y el gen de la endotelina 3.
Mutaciones de diversos tipos se han encontrado en es-
tos genes en casos familiares y esporddicos de EH. No
se conoce exactamente el mecanismo mediante el cual
estas mutaciones producen el fenotipo anormal, pero con
base en observaciones hechas en modelos experimenta-
les, se puede sugerir que tanto las células migratorias de
las crestas neurales, como el medio ambiente celular
intercelular que las rodea durante su migracién, deben
expresar proteinas que forman complejos ligando-recep-
tor, que permiten la adecuada distribucién y diferencia-
cion de las CG.

En el caso del proto-oncogén C-RET (REarranged
during Transfection), localizado en el cromosoma 10
{10g11,2), el producto codificado es una proteina de
membrana con estructura de kinasa de tirosina, que se
expresa en derivados de las crestas neurales y cuya mu-
tacion se ha identificado en varias formas de carcinoma
tiroideo y familias con neoplasia endocrina maltiple 2
(MEN2). Mutaciones en C-RET son responsables del
50% de casos tamiliares de EH y 15-20% de casos espo-
ridicos.””* La destruccién experimental especifica del
C-RET («knock-out» genético) en embriones de ratén,
produce un fenotipo con agenesia/displasia renal y
aganglionosis coli.” Por otro lado, recientemente el fac-

tor neurotrépico derivado de linea celular glial (glial celt
line-derived neurotrophic factor) (GDNF), miembro de
la superfamilia TGF B (transforming growth factor) y
cuyo gen se localiza en el cromosoma 5 (Sp12-p13.1)*"
se ha identificado como el ligando del producto de C-
RET, ya que la destruccién selectiva experimental del
gen GDNF origina un fenotipo muy similar al del «knock-
out» de C-RET, con agenesia/displasia renal asociada a
aganglionosis coli.*'** Obviamente, GDNF (y una mo-
lécula asociada, el GDNF a) es un candidato ideal para
buscar mutaciones asociadas a EH, ya que tanto C-RET
como GDNF parecen ser indispensables para el desa-
rrollo renal normal y Ia adecuada inervacién colénica, y
se puede predecir que serd posible detectar mutaciones
en GDNF en pacientes con EH. En un estudio prefimi-
nar realizado en nuestra institucién, de 8 casos
histolégicamente comprobados de EH examinados para
tdentificar mutaciones del gen GDNF, ninguno ha resul-
tado positivo (Iyengar S, Lin P, Kidd KK, Reyes-Miigica
M, observaciones no publicadas). Actualmente nos en-
contramos acumulando un mayor nimero de pacientes
y familiares de estos para ampliar la biisqueda de muta-
ciones tanto en GDNF como en otros genes potencial-
mente afectados. Muy recientemente, dos grupos han
descrito de manera independiente 3 mutaciones enel gen
GDNEF en pacientes con EH, sin embargo, hasta este
momento parece que las mutaciones en este gen no son
suficientes para causar la enfermedad.* Estudios adi-
cionales sobre GDNF y otras moléculas asociadas son
necesarios para establecer mejor su papel en EH.

En este contexto, es interesante mencionar que aun-
que la EH no se asocia cominmente a malformaciones
del rifién, Sinnassamy y cols. describieron una serie de
4 pacientes con EH y anomalias renales asociadas,™ aun-
que en la época de su publicacién se desconocian los
elementos genéticos que involucran al RET y al GDNE.
Asi mismo, el autor ha tenido recientemente la oportu-
nidad de estudiar un caso de autopsia con EH asociada a
displasia quistica renal, mismo que estd siendo analiza-
do para detectar mutaciones genéticas (Reyes-Migica
M. manuscrito en preparacion).

La participacién de proteinas del tejido conectivo
(laminina y coligena tipo IV) en la adecuada diferencia-
cién y supervivencia de la CG una vez que alcanzan su
destino al final del proceso migratorio, parece ser muy
importante. Rothman y colaboradores'” han sugerido que
hay un defecto intrinseco en la regulacién de estas pro-
teinas en los intestinos aganglidnicos de ratones ls/ls,
que representan uno de los modelos animales experi-
mentales de EH en los que hay mutacién del gen de
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endotelina 3. En estos animales hay un incremento en la
expresion de ambas protefnas, mismo que no se observa
en animales con destruccién experimental selectiva
(knockout) de C-RET, otro de los modelos experimenta-
les de EH.” Del mismo modo Kapur y colaboradores,
quienes han caracterizado el patrén de migracién de las
células de las crestas neurales en otro mds de los mode-
los experimentales de EH, el ratén Dom (dominant
megacolon), han sugerido que sefiales anormales del
microambiente participan en la aganglionosis intestinal *

El hallazgo de anormalidades genéticas en EH no so-
lamente abre nuevas posibilidades para entender los
mecanismos responsables del desarrollo de las crestas
neurales, sino que proporciona un método nuevo que
podria permitir el diagnoéstico del padecimiento, e inclu-
s0 su deteccidn prenatal y eventuaimente su tratamiento
por medios distintos a la cirugia.

Una excelente revision actualizada sobre la patologia
y patogénesis de la EH, ha aparecido recientemente.*
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