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UTILIDAD DE LA CALRETININA COMO PRUEBA DIAGNOSTICA DE LA
ENFERMEDAD DE HIRSCHSPRUNG



INTRODUCCION

La enfermedad de Hirschsprung (EH) es una defecto congénito definido
histolégicamente por la ausencia de células ganglionares y con hipertrofia de los
troncos nerviosos en el plexo submucoso y mientérico del recto. La aganglionosis
puede extenderse de manera proximal y afectar distintas longitudes o inclusive
todo el colon. Todos los nifios con EH presentan signos de obstruccion intestinal
durante el periodo neonatal, sin embargo la intensidad de la expresién clinica de
esta obstruccién varia entre los neonatos y en ocasiones su diagnostico se retrasa
o se trata como un “simple” estrefiimiento crénico. El diagndstico erroneo de esta
enfermedad tiene consecuencias catastroficas en cuanto a morbilidad, mortalidad,
numero de operaciones innecesarias, y tratamientos quirargicos mas complicados.
Se han intentado y se practican distintas modalidades de diagnostico para
confirmar la EH. Sin embargo, el estandar de oro para establecer el

diagnéstico de EH es el estudio histopatolégico de la biopsia de recto.



ANTECEDENTES GENERALES:

La enfermedad de Hirschsprung (EH) es una enfermedad congénita
consistente en la formacion de un megacolon debido a que al existir una seccién
aganglionica distal, la motilidad es inexistente, produciéndose una obstruccion
intestinal por encima del segmento aganglionico que dilata la luz coldnica

proximal.

La enfermedad toma su nombre de Harald Hirschsprung, el médico danés
que la describi6é en 1888 por primera vez.

La EH debe ser confirmada o excluida por una biopsia rectal adecuada, la
cual puede ser obtenida por aspiracién o incisional, que debe contener submucosa
y evitar que la biopsia sea muy superficial ya que esta situacion con lleva el riesgo

de que el patdlogo la reporte como recto sin células ganglionares (Figura 1).
Figura 1.
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Los dos marcadores histologicos que definen la EH son:
1.- Ausencia de células ganglionares.

2.- Presencia de troncos nerviosos hipertréficos (Figura 2)." 2
Figura 2.

Para el diagndstico definitivo de la EH las biopsias rectales se fijan en
formol, se incluyen en parafina y se realizan cortes tefidos con hematoxilina y
eosina (HyE). La identificacion de una o mas células ganglionares en la
submucosa excluye el diagnostico de EH. Por el contrario, el no ver células
ganglionares no es sindnimo de enfermedad de Hirschsprung, al menos que se
realice un protocolo muy estricto que incluya por lo menos 60 niveles y mas aun si
existen troncos nerviosos hipertroficos (240u) en la submucosa."™® HyE es la
tincion histolégica actual considerada el estandar de oro para el diagndstico con
reporte de sensibilidad del 93 con intervalo de confianza del 88-95% vy
especificidad del 98%; con intervalo de confianza del 95-99%.°



Ademas de las consideraciones anteriores, para evitar errores diagnosticos
se debe tomar en cuenta que: 1) los primeros tres centimetros por arriba de la
linea dentada es una zona aganglionica o con pocos plexos submucosos y muy
separados en todos los seres humanos, por lo tanto la biopsia debe obtenerse por
arriba de esta zona; 4 centimetros por arriba de la linea dentada es una zona
segura. 2) Los plexos submucosos en todo el recto y colon estan separados a
diferencia de los mientéricos, por lo que es necesario numerosas niveles con HyE
para identificar células ganglionares. 3) En pacientes pequefios la célula
ganglionar no expresa la misma morfologia que la de un nifo mayor y estas
neuronas presentes pero inmaduras son mas dificiles de reconocer si no se tiene
experiencia y es causa de que muchos patélogos piensen que no es posible el
diagnostico de EH en recién nacidos (Figura 3). 4) Y una ultima consideracién es
que el otro marcador morfologico, “la hipertrofia de troncos nerviosos”, en la
biopsia de recto pueden no estar presente en pacientes recién nacidos,
prematuros, pacientes con EH de segmento largo o total y por lo tanto es un

marcador poco sensible en ocasiones.>”

El diagnostico se basa en demostrar algo que no existe, es decir asegurar
que hay ausencia de células ganglionares. Cuando el patdlogo encuentra células
ganglionares, el diagnodstico de enfermedad de Hirschsprung queda excluido y se

termina el problema.

El fenotipo de las células ganglionares es otro punto importante a
considerarse. La célula ganglionar inmadura es una neurona apolar, pequefa,
ovoide, con pequefios nucléolos y escaso citoplasma que podria confundirse con
alguna otra estirpe celular: como un linfocito. Y es aqui donde se dificulta el
diagndstico con HyE. Las células ganglionares maduras se localizan
caracteristicamente en grupos de dos o tres justo por debajo de la capa muscular
de la mucosa, tienen un citoplasma basofilico abundante y un nucleolo
prominente. Este ultimo es dificil de ver en neonatos y prematuros. La presencia

de una sola célula ganglionar es suficiente para descartar el diagndstico de EH.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La evaluacion de las biopsias rectales en busqueda la de células
ganglionares puede hacerse dificil especialmente en casos negativos o dudosos
sobre todo en biopsias de recién nacidos, que cada vez son mas frecuentes, en
los cuales las células ganglionares son inmaduras. Como resultado de estas
dificultades se han buscado auxiliares a la HyE con estudios de histoquimica (HQ)
y/o inmunohistoquimica (IHQ) para ayudar a revelar células ganglionares o
delinear la naturaleza de las fibras nerviosas. La técnica mas conocida es la
histoquimica con acetilcolinesterasa (AChE) la cual fue introducida por Meier-Ruge
et al.” Esta técnica revela la densidad y espesor de las fibras nerviosas positivas a
AChE que son grandes en pacientes con EH de recto y sigmoides, particularmente
en la muscular de la mucosa. Los valores de esta prueba son cualitativos y se
requiere mucha experiencia. La técnica es “caprichosa” y requiere de estar bien
estandarizada con controles positivos y negativos actualizados por la pérdida
progresiva de la actividad del reactivo. Puede dar falsos negativos en recién
nacidos® y en cuadros inflamatorios, por lo que siempre debe acompanarse de
HyE. En la actualidad la acetilcolinesterasa es poco usada para diagnosticar EH
ya que requiere de un espécimen congelado y no puede hacerse en bloques de
parafina. No se discute su utilidad en casos especiales como otros trastornos de
motilidad intestinal.?

Debido a las limitaciones de la acetilcolinesterasa numerosas tinciones
inmunohistoquimicas han aparecido. La inmunohistoquimica (IHQ) se basa en la
utilizacion de un anticuerpo especifico previamente unido a una enzima que
funciona como el sustrato visible al formar un complejo con el antigeno buscado.
La gran ventaja es que se usa en biopsias incluidas en parafina. De esta forma, se
facilita la identificacion de estirpes celulares, las células ganglionares. En 1988
Robey et al usaron enolasa neuronal especifica para resaltar las células

ganglionares y tuvieron un 91% de datos confirmatorios.
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A mediados de 1990s se utilizo la catepsina D con buenos resultados.
Ulteriormente multiples series mostraron protocolos con anticuerpos como bcl-2,
NeuN, BMPRIA, neurofilamentos y tubulina todos con buenos resultados. En 2006.
Karim et al, identifico una oncoproteina Ret dentro de las células ganglionares y
concluyo que estas células podrian ser facilmente identificadas por esta tincion.
Posteriormente Burtelow y Longacre, reportaron la utilidad de MAP2."° Los
anticuerpos especificos para células gangliones mas usados son actualmente los
neurofilamentos, proteina S-100 (introducida por primera vez por Robey et al.
1988)"°, y la enolasa neurona especifica. La proteina S-100, es un marcador
diferenciacion de la vaina nerviosa, util para evaluar la hipertrofia de los troncos
nerviosos. Es una proteina acida quelante del calcio que se llama asi por su
solubilidad en sulfato de amoniaco. La Inmuno-tincion con S-100 destaca a las
células ganglionares, que no son inmunoreactivas a este anticuerpo, pero que son
circundadas por células altamente inmunorreactivas que son las células de
Schwann. La Inmunotincion con S-100 demuestra la proliferacion de fibras
nerviosas." Su utilidad puede observarse en las biopsias de pacientes recién
nacidos prematuros ya que es este grupo de edad las células ganglionares son
formas intermedias entre los neuroblastos apolares y las formas maduras de
neuronas ganglionares bipolares. Son pequefas, ovoides con ocasiones
pequefios nucléolos y muy escaso citoplasma; pueden confundirse con células
endoteliales, musculares y aun células inflamatorias, por lo que puede requerirse

de estos marcadores neuronales para identificarlas.®

Barshack et al reportaron en 2004 que la inmunotincion con Calretinina esta
ausente en las fibras nerviosas intrinsecas del colon con EH, mientras que si era
identificada en células ganglionares y fibras nerviosas intrinsecas de los pacientes
sin enfermedad de Hirschsprung, posteriormente Kapur et al aplicaron Calretinina
retrospectivamente a pacientes con EH y sin EH reportando resultados similares a
los encontrados por Barshack et al, y concluyeron que la Calretinina es superior a

la histoquimica con acetilcolinesterasa.®
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La calretinina es una proteina fijadora de calcio que puede funcionar como
un sensor-modulador de calcio, es expresado por un subconjunto de células
ganglionares de los plexos submucosos y mientéricos, algunos de los cuales
proyectan nervios terminales dentro de la mucosa. Los segmentos aganglionares
carecen completamente de la inmuno-reactividad en los nervios entéricos (Figura
3). Ademas tanto las células ganglionares como las fibras nerviosas muestran
expresion a la calretinina en areas ganglionicas.>® La gran ventaja de la calretinina
es que es visible en células maduras e inmaduras, en el cuerpo neuronal y en sus
prolongaciones. Asi también se ha investigado la utilidad de IHQ con Calretinina
comparandola con AChE en pacientes con EH y controles, analizandose incluso
biopsias inadecuadas que contenian mucosa anal, mucosa anorrectal o
insuficiente submucosa, demostrando ser mas sensible y especifica para el
diagnoéstico al mostrar inmunorreaccion en aquellos pacientes con diagnostico
dudoso por AChE.*>"?

Figura 3.
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En el hospital para el Nifio Poblano se cuenta con una clinica colorrectal en
donde actualmente se atienden 182 pacientes, 27 con enfermedad de
Hirschsprung, y 16 pacientes con estrefiimiento cronico idiopatico, 7 de éstos
ultimos fueron diagnosticados en un periodo de 8 meses al descartarse
enfermedad de Hirschsprung con una biopsia rectal. Algunos pacientes referidos
de otros centros de atencion medica con procedimientos quirurgicos invasivos y
con complicaciones quirurgicas derivados de un diagnostico histolégico erréneo.
Por lo anterior al ser un centro de referencia nacional de pacientes con patologias
colorrectales se ha tenido la necesidad de investigar e implementar nuevas
técnicas de diagndstico histoldégico que superen en sensibilidad y especificidad a
las pruebas empleadas actualmente para el diagnostico de la enfermedad de
Hirschsprung. Partiendo de esta premisa nos propusimos investigar la utilidad de
calretinina como prueba inmunohistoquimica y comparar su sensibilidad y
especificidad como prueba diagnostica con las tinciones de rutina HyE (estandar)

vs. inmunohistoquimica con proteina S-100 .
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JUSTIFICACION

El diagnoéstico de la enfermedad de Hirschsprung esta basado en el analisis
histopatolégico de la biopsia rectal. El estudio con la acetilcolinesterasa ha
facilitado el diagnostico, pero sigue siendo una prueba con algunas limitantes en
cuanto a su sensibilidad y especificidad.

La frecuencia de pacientes con cuadros sospechosos de EH en el Hospital
para el Nifio Poblano (HNP) es de aproximadamente 15 casos por afo, sin
embargo, posterior al estudio de histopatologia, s6lo se corroboran la tercera parte
de los mismos (en promedio 5 por afio).

Usando un nuevo anticuerpo diagnostico como la calretinina puede mejorar
la sensibilidad y especificidad para el diagnostico de EH y disminuir los falsos
positivos y negativos en la misma, y lo que es aun mas importante, la decision

terapéutica en éstos pacientes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de la calretinina para el diagndstico de EH es una prueba que en la
literatura se asume con una alta sensibilidad y especificidad, y que no ha sido
probada en nuestro medio. Con éstos antecedentes determinamos cual es la
sensibilidad y especificidad de la calretinina para el diagnostico de EH en biopsias
de recto en el Hospital para el Nifio Poblano; ademas se compard con proteina S-

100 que es la inmunohistoquimica complementaria de HyE, utilizada actualmente.

e ;Cual es |la sensibilidad y especificidad de la tincion de
inmunohistoquimica con calretinina en el diagndstico de EH en los cortes de
biopsia rectal de pacientes con sospecha de la misma en el Hospital para el

Nifo Poblano?

* ,Cual es la sensibilidad y especificidad de la tincion de con Hematoxilina y
Eosina en el diagndstico de EH en los cortes de biopsia rectal de pacientes
con sospecha de la misma en el Hospital para el Nifio Poblano?

* ;Cual es la sensiblidad y especificidad de la tincién de inmunohistoquimica
con proteina S-100 en el diagnodstico de EH en los cortes de la biopsia
rectal de pacientes con sospecha de la misma en el Hospital para el Nifo
Poblano?
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OBJETIVOS

GENERAL

Identificar la especificidad y sensibilidad de Ila tincibn con
inmunohistoquimica de la calretinina para identificar células ganglionares en
tejidos obtenidos de pacientes con enfermedad de Hirschsprung, en comparacion
con el método estandar de observacion con tincion con hematoxilina y eosina vs

inmunohistoquimica con proteina S-100.

ESPECIFICOS

Determinar la sensibilidad y especificidad de la tincion de
inmunohistoquimica para calretinina como marcador de tejidos neuronales en
biopsias rectales para identificar EH de acuerdo a los criterios diagnosticos (ver
tabla 1 de definiciones operacionales) al comparar con el método estandar (HyE)
en biopsias embebidas en parafina de pacientes atendidos durante el periodo de
estudio.

Determinar la sensibilidad y especificidad de la tincion de
inmunohistoquimica con proteina S-100 como marcador de la hipertrofia de
troncos nerviosos en biopsias rectales para identificar EH de acuerdo a los
criterios diagnosticos (ver tabla 1 de definiciones operacionales) al comparar con
la inmunohistoquimica con calretinina en las biopsias embebidas en parafina de

pacientes atendidos durante el periodo de estudio.

Determinar el valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de la
hematoxilina y eosina, calretinina, y proteina S-100 como marcador de la
hipertrofia de troncos nerviosos en biopsias rectales para identificar EH

respectivamente.
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Determinar  concordancia interobservador entre los diagnodsticos
establecidos por los patdlogos con las tinciones de inmunohistoquimica:
calretinina y proteina S-100, asi como la tincidn con hematoxilina y eosina, en
biopsias rectales para identificar EH de acuerdo a los criterios diagnosticos (ver

tabla 1 de definiciones operacionales).
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DISENO

Estudio descriptivo, transversal, retrolectivo, observacional, comparativo

para obtener la utilidad de una prueba diagnostica.

UNIVERSO DE TRABAJO

Se incluyeron biopsias rectales que contaban con bloques de parafina a los
cuales se les pueda realizar inmunohistoquimica de pacientes que estan siendo
atendidos en la clinica colorrectal con sospecha de enfermedad de Hirschsprung

en los ultimos dos anos (febrero 2009-febrero 2011).
UNIDADES DE OBSERVACION

Se seleccionaran todas las biopsias rectales incluidas en parafina de
aquellos pacientes en quienes hubo sospecha de EH, independientemente del
diagnostico histopatologico final por medio de la prueba estandar de
hematoxicilina y eosina.

DEFINICIONES OPERACIONALES

Tabla 1. Criterios histopatologicos para diagnostico de EH.

HALLAZGOS PATOLOGICOS

Enfermedad de Ausencia de células
) Hipertrofia de Troncos Nerviosos
Hirschsprung (EH) ganglionares
*Ausencia de Hipertrofia de Troncos
Exclusion de EH Células ganglionares nerviosos no excluye el diagnéstico
de EH

18



PROCEDIMIENTOS

Las laminillas con las tinciones de las biopsias rectales con hematoxilina y
eosina, inmunohistoquimica con proteina S-100 y calretinina fueron revisadas en
forma ciega por tres patologos de acuerdo a los criterios diangosticos de la EH

para cada tincion histologica.

Flujograma de los procedimientos:

19



ANALISIS DE DATOS

Se obtuvo estadistica descriptiva de los pacientes correspondientes a las

biopsias estudiadas, edad y sexo.

Se busco sensibilidad y especificidad, y valor predictivo positivo y negativo
entre las tinciones con HyE, inmunohistoquimica con proteina S100 e
inmunohistoquimica con calretinina (en base a tablas 2x2). También se buscé
coeficiente kappa entre pruebas diagndsticas; considerando una buena
concordancia entre 0.70-0.91 y excelente 0.92-1.0.

Se busco variacion interobservador por medio de la proporcion de
concordancia y promedio de kappa ponderada. Se considerara que existe
concordancia buena cuando el resultado sea de 0.61 a 80 y casi perfecta de 0.81
a 1.0. El tamano de la muestra para el analisis de concordancia fue de 12
pacientes. Cuatro pacientes fueron normoganglionicos y ocho fueron
aganglionicos y su diagnodstico fue corraborado por la pieza histopatologica
posterior al descenso endorrectal.

HyE+ EyH-
Calretinina + 8 4 12
Calretinina - 24 24
8 28 36
S-100 + S-100 -
Calretinina + 0 9 9
Calretinina - 10 14 24
10 23 33*

*Solo se analizaron 33 tinciones ya que proteina S-100 no se pudo realizar en un
paciente, por falta de tejido en el bloque de parafina.
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Concordancia Interobservador

Observador 1

Observador 1

HyE + HyE -
Observador 2 3 1 4
HyE +
Observador 2 0 8 8
HyE -
3 9 12
Observador 1 Observador 1
HyE + HyE -
Observador 3 1 0 1
HyE +
Observador 3 2 9 11
HyE -
3 9 12
Observador 3 Observador 3
HyE + HyE -
Observador 2 1 3 4
HyE +
Observador 2 0 8 8

HyE -

11

12
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Observador 1

Observador 1

Calretinina + Calretinina -
Observador 2 4 0 4
Calretinina +
Observador 2 0 8 8
Calretinina -
4 8 12
Observador 1 Observador 1
Calretinina + Calretinina -
Observador 3 4 0 4
Calretinina +
Observador 3 0 8 8
Calretinina -
4 8 12
Observador 3 Observador 3
Calretinina + Calretinina -
Observador 2 4 0 4
Calretinina +
Observador 2 0 8 8
Calretinina -
4 8 12
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Observador 1
Proteina S-100 +

Observador 1
Proteina S-100 -

Observador 2 4 0 4
Proteina S-100 +
Observador 2 1 6 7
Proteina S-100 -

5 6 11*

Observador 1 Observador 1

Proteina S-100 + | Proteina S-100 -
Observador 3 1 0 1
Proteina S-100 +
Observador 3 4 6 10
Proteina S-100 -

5 6 11*

Observador 3 Observador 3

Proteina S-100 + | Proteina S-100 -
Observador 2 1 3 4
Proteina S-100 +
Observador 2 0 7 7
Proteina S-100 -

1 11 11*

*Solo se analizaron 33 tinciones ya que proteina S-100 no se pudo realizar en un

paciente, por falta de tejido en el bloque de parafina.
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RECURSOS HUMANOS

Investigadores Principales:
Dr. José Alejandro Ruiz Montafiez. Residente de Cirugia Pediatrica.
Dra. Karla Alejandra Santos Jasso. Residente de Cirugia Colorrectal Pediatrica.

Asesores Expertos:

Dr. Luis de la Torre Mondragdn. Profesor Titular del Curso Universitario de Alta
Especialidad en Cirugia Pediatrica Colorrectal y Profesor Titular del Curso
Universitario de Cirugia Pediatrica. Universidad Nacional Autonoma de Meéxico.

Hospital para el Nifio Poblano.

Dra. Fabiola Lara Hernandez. Jefe de Servicio de Anatomia Patologica. Hospital
para el Nifio Poblano.

Dr. Roberto Vargas Gonzalez. Patologo Pediatra. Hospital Puebla.

Bidl. Luz del Carmen Quiroza Amigén. Departamento de Inmunohistoquimica.
Hospital para el Nifio Poblano.

Dra. Bricia Araceli del Rosario Tamayo. Patdlogo Pediatra, Instituto Mexicano del
Seguro Social, San Alejandro.

Asesor Metodolégico: Dra Elizabeth Ruiz Gutiérrez. Coordinadora de
Investigacion. Hospital para el Nifio Poblano.

RECURSOS MATERIALES:

La técnica de inmunohistoquimica fue realizada en equipo automatizado
Dako por el sistema de deteccion Envision y usamos diaminobenzidina como
cromogeno, posteriormente se aplico un recuperador de antigeno el cual fue
colocado por 40 minutos, posteriormente el anticuerpo se incubo por un tiempo de
60 minutos. Los anticuerpos utilizados fueron anticuerpos monoclonal Mouse Anti-
Human Calretinin (DakoCytomation); Anticuerpos monoclonal Rabbit Anti-Cow
S100 (Dako).
Paqueteria office (Excel),Paqueteria SPSS 19.
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RECURSOS FINANCIEROS:

Propios de los investigadores.

ASPECTOS ETICOS

Se trabajo solamente con muestras que habian sido

recolectadas

anteriormente, por lo que no se investigara sujetos, por ello, no habra riesgo para

pacientes. Sin embargo de acuerdo a la Declaracion de Helsinki se mantendra el

anonimato de los pacientes.

TABLA DE VARIABLES

Cédula de recoleccion de datos, y formato para observadores.

No. Expediente

Edad

Numero de Biopsia

Numero de

Patologo

Hematoxilina y eosina

EH
Normoganglionicos
Muestra insuficiente para

establecer diagnostico.

Inmunohistoquimica
Proteina S-100

EH
Normoganglionicos
Muestra insuficiente para

establecer diagnostico.

Inmunohistoquimica

Calretinina.

EH

Normoganglionicos
Muestra insuficiente
para establecer
diagnostico.

Calendario de actividades.

25




CRONOGRAMA DE TRABAJO (Grafica de Gantt)

Actividades

MARZO
2011

MARZO
2011

MARZO
2011

ABRIL
2011

SEPTIEMBRE
2011

SEPTIEMBRE
2011

Busqueda
de
Bibliografia

Disefio de

protocolo

Aceptacion
del protocolo

Captura de
datos

Analisis de
resultados

Presentacion

final
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RESULTADOS

La edad de los pacientes fue de 1 a 116 meses con promedio de 20 meses.

Los diagnosticos de las 12 biopsias emitidos por los tres patélogos se

muestran en la tabla 2.
El estudio de las 12 biopsias con HE reportd sobre-diagnostico de EH por
dos patdlogos y tres sobre-diagnosticos por un patélogo; con PS-100 el sub-

diagnostico de EH se reporto entre 3y 7 casos.

Con calretinina ningun patologo reportd6 sobre-diagnostico ni  sub-

diagnosticos (Tabla 2).
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Tabla 2.

Edad
Paciente Hematoxilina y Eosina Proteina S-100 Calretinina
(meses)
P-1 ‘ P-2 P-3 P-1 P-2 P-3 P-1 ‘ P-2 ‘ P-3
No Hipertrofia ~ No Hipertrofia
1 2 EH EH EH Hipertrofia TN - -
TN TN
No Hipertrofia ~ No Hipertrofia ~ No Hipertrofia
2 <1 EH EH EH - -
TN TN TN
No hipertrofia No Hipertrofia ~ No Hipertrofia
3 8 EH EH EH - -
TN TN TN
No Hipertrofia ~ No Hipertrofia  No Hipertrofia
4 <1 EH EH EH - -
TN TN TN
No Hipertrofia ~ No Hipertrofia ~ No Hipertrofia
5 6 N N EH + +
TN TN TN
No Hipertrofia ~ No Hipertrofia ~ No Hipertrofia
6 64 N N N + +
TN TN TN
No Hipertrofia
7 24 EH EH EH Hipertrofia TN Hipertrofia TN ™ - -
No Hipertrofia ~ No Hipertrofia ~ No Hipertrofia
8 20 N N EH + +
TN TN TN
No Hipertrofia
9 <1 EH EH EH Hipertrofia TN Hipertrofia TN - - -
No Hipertrofia
10 116 EH EH EH Hipertrofia TN Hipertrofia TN - - -
11 2 EH EH EH Hipertrofia TN Hipertrofia TN Hipetrofia TN - -
12 <1 Ml ** N EH M * M * MI* +* +*

EH= Enfermedad de Hirschsprung
N=Normoganglionico. No Hirschsprung

P-1= Patélogo 1

P-2=Patélogo 2

No Hipertrofia TN= No Hipertrofia de Troncos Nerviosos

Hipertrofia TN= Hipertrofia de Troncos Nerviosos

Calretinina (-)= tinciéon negativa compatible con EH.

P-3=Patélogo 3

Calretinina (+)= tincion positiva. Paciente sano, Normoganglionico, No EH.

Calretinina (+*)=Sélo se observo dendritas/axones, no se logro visualizacion del cuerpo neuronal.

MI*El bloque de parafina fue insuficiente para realizar esta inmunotincion.

MI** Muestra insuficiente para establecer diagnéstico para éste patélogo.(no establecié diagnéstico)
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La sensibilidad encontrada para HyE fue de 100%, con una especificidad de
63.3%; para calretinina los resultados fueron: sensibilidad de 100% con
especificidad del 100%. Para proteina S-100 la sensibilidad fue de 41.7%, y una
especificidad del 100% (tabla 3); cuando se buscaba hipertrofia de troncos

nerviosos.

Tabla 3. Valoracién de técnicas histopatolégicas para el diagndstico de la
Enfermedad de Hirschsprung.

Prueba Diagnéstica Kappa p SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VPP VPN
HEMATOXILINA

0.999 0.01 100% 63.6% 85.7% | 100%
EOSINA
PS 100 0.147 0.120 41.7% 100% 100% | 39.1%
CALRETININA 1 <0.0001 | 100% 100% 100% | 100%

HE = hematoxilina y eosina, PS-100=proteina S 100, k=indice de concordancia, p=
nivel de significancia.

VPP=valor predictivo positivo, VPN=valor predictivo negativo.

El coeficiente de k fue bueno con HyE entre los patélogos 1-2 y fue débil al
comparar al patodlogo 3 con los patdélogos 1y 2; para PS-100 la k fue entre pobre y
moderada para los tres patdélogos, y para la calretinina la k fue excelente en los
tres patélogos (Tabla 4).
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Tabla 4. Concordancia inter-observador con las de tres técnicas histologicas
aplicadas a 12 biopsia de recto de pacientes con “sospecha clinica de EH”

estudiadas por tres patologos.

o HyE PS-100* CALRETININA
8 EH [N EH [N EH [N
F_)I n= |n= | K P n= |[n= | K p n= n= |[K|P
o 8 |4 8 |4 8 |4
0.00 0.35 [0.12 0.00
1 9 |3 |08 4 |7 8 |4 |1
5 3 5 1
0.00 0.47 |0.06 0.00
2 9 |3 |08 5 |6 8 |4 |1
5 6 4 1
0.30 [0.14 0.07 |0.52 0.00
3 11 |1 1 110 8 |4 |1
8 0 2 1 1

EH:enfermedad de Hirschsprung, N: normal, k:Concordancia, p: nivel de

significancia.

La concordancia intraobservador fue valorada para el patélogo 1 y 2
obteniéndose una kappa de 1.0 respectivamente.
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CONCLUSIONES

La Hematoxilina y Eosina continua siendo la tincion que permite el
diagnéstico de Enfermedad de Hirschsprung. El patdlogo que no tiene experiencia,
tendra limitantes al interpretar neuronas inmaduras y es por eso que se requieren

de otras tinciones de inmunohistoquimica.

La tincién de inmunohistoquimica con anticuerpos para la proteina S-100 al
ser un anticuerpo que esta presente en varias estirpes celulares y que pinta
células de la glia y células de Schwann muestra resultados variables, ya que
siempre es positiva, y por lo tanto los resultados de los patdlogos son subjetivos,
dependiento de su experiencia en la identificacion de hipertrofia de troncos

nerviosos.

La calretinina establecid con certeza la estirpe celular, fue facil de
interpretar, porque muestra positividad si la biopsia contiene células neuronales, y
no muestra tincién en pacientes con enfermedad de hirschsprung. Este anticuerpo
demostré ser una herramienta histopatologica util que facilita el diagndstico de
enfermedad de Hirschsprung en la biopsia de recto por su alta sensibilidad y
especificidad y puntualizamos los siguientes aspectos:

1.- No demanda experiencia en la interpretacion.

2.- Identifica células ganglionares maduras e inmaduras, aun en pacientes
recién nacidos.

3.- Es suficiente observar la positividad de las neuritas (axones —dentritas)

aun sin ver el cuerpo neuronal.
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