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“Alteraciones del plexo de Cajal en nihos con inmadurez

neuronal intestinal”

Antecedentes
El diagnéstico diferencial de los trastornos del sistema nervioso entérico en el

recién nacido puede ser dificil y el diagnostico erroneo puede llevar a un
tratamiento inadecuado y complicaciones asociadas, las células ganglionares en
estos pacientes maduran un poco mas tarde, generalmente después de un
periodo de 6 a 12 meses, hasta alcanzar el desarrollo y la maduracion del nifio.

La funcion gastrointestinal normal del sistema nervioso entérico depende
principalmente por el plexo entérico de Cajal.

Las neuropatias entéricas son alteraciones intestinales dentro de las cuales la que
se presenta en mayor frecuencia es la enfermedad de Hirschsprung. Hay otras
formas menos comunes, como la inmadurez de las células ganglionares (ICG) o la
displasia neuronal intestinal (DNI).

La inmadurez neuronal intestinal es una patologia en donde la cantidad de células
ganglionares es adecuada o ligeramente mayor, pero las células y sus nucleos son
ligeramente mas pequefios, se tinen mas claramente, y son de menor tamafo; es

una forma rara de disganglionosis.

Marco teorico
Embriologia

El sistema nervioso entérico es el sistema nervioso periférico mas largo y complejo.
Contiene mas neuronas que la medula espinal y es capaz de mediar actividad refleja
en la ausencia del sistema nervioso central. 3.9

Aproximadamente 80-100 millones de neuronas entéricas pueden ser clasificadas
funcionalmente en subdivisiones incluyendo las neuronas intrinsecas primarias,
interneuronas, neuronas motoras, secreto-motoras y vasomotoras. Tienen una funcién

crucial en la motilidad gastrointestinal. 45



Origen embriolégico
Hay dos pasos importantes en el desarrollo del tracto gastrointestinal:
1.- Formacién del tubo intestinal

2.- Formacion de érganos, con sus respectivas células especializadas.

La gastrulacién es un paso temprano en el desarrollo de todos los organismos
multicelulares, las capas embrioldgicas son determinadas durante este proceso y el
desarrollo del tracto gastrointestinal comienza. El sistema gastrointestinal en mamiferos
se origina de las tres capas embrioldgicas, el epitelio linfatico del higado y pancreas es
formado por el endodermo, el mesodermo provee elementos mesenquimatozos
incluidos musculo liso y células estromales, el ectodermo provee neuronas del sistema
nervioso entérico que regulan la motilidad gastrointestinal, este se divide en tres tipos
de células: cresta neural, tubo neural y ectodérmicas. 11.13

La cresta neural comprende de la region dorsal del tubo neural, de la cual se originaran
los melanocitos, la medula adrenal, dentina de dientes, los brazos parasimpaticos y
brazos simpaticos del sistema nervioso periférico y las neuronas del sistema nervioso

entérico. 12

Fisiologia

La complejidad del sistema nervioso entérico maduro se ejemplifica con muchos tipos
diferentes de neuronas funcionales que contienen neurotransmisores lo cuales se
producen en varias combinaciones. Los tipos de neurotransmisores varian segun el
momento de su aparicion. 7.8

El desarrollo del sistema nervioso entérico humano se caracteriza por la aparicion
temprana (entre la 92 y 122 semana de gestacion) de nervios adrenérgicos vy
colinérgicos.

Ha surgido una fuerte evidencia de que el sistema nervioso entérico no solo esta
compuesto de nervios adrenérgicos y colinérgicos, sino también nervios autbnomos no
adrenérgicos, no colinérgicos (NANC), que contienen diferentes péptidos, estos

péptidos actuan como neurotransmisores o neuromoduladores, o ambos.



Estos nervios se han denominado nervios peptidérgicos. (El desarrollo de la inervacion

peptidérgica ocurre mucho mas tarde). 412

En los ultimos afios, los estudios farmacoldgicos y fisiolégicos han proporcionado
evidencia de que el 6xido nitrico (NO) es el mediador mas importante en la relajacién
no adrenérgica y no colinérgica del tracto gastrointestinal. 15

A las doce semanas de gestacion, las neuronas nitrérgicas aparecen en los ganglios
mientéricos, en todos los niveles del intestino, y comienzan la formacién del plexo. La
inervacion nitrérgica en el plexo submucoso se hace evidente después de las 14
semanas. A medida que aumenta la edad gestacional, la inervacion nitrérgica se vuelve
mas compleja y mas organizada. Se observa un numero creciente de fibras nerviosas
nitrérgicas en el musculo circular; Algunas de estas fibras se proyectan desde el plexo
mientérico. Por lo tanto, el inicio y el ritmo de desarrollo de la inervacién nitrérgica son
similares a la inervacion adrenérgica y colinérgica y ocurren antes de la inervacion

peptidérgica.410

La serotonina (5-HT) junto con el glucagdn, la insulina, el péptido XY, la gastrina y la
somatostatina son las primeras sustancias neurohumorales que se expresan
aproximadamente a la 82 semana de gestacion. A las 24 semanas de gestacion, se
pueden identificar la mayoria de las sustancias neurohumorales gastrointestinales

conocidas.

Se desarrollan contactos adicionales entre los nervios entéricos y los efectores a las 26
semanas Yy los primeros signos de motilidad se pueden detectar a las 25 semanas de
gestacion. 3.9

La inervacion del tracto gastrointestinal en el utero se acompafia de actividad funcional
de complejidad creciente. Con el aumento de la edad gestacional, aumenta el transito
general y la tasa de propagacion. Los estudios posteriores de la motilidad
gastrointestinal en bebés prematuros se han realizado utilizando catéteres
intraluminales. Los datos de estos estudios revelan que no hay periodicidad regular o

ritmicidad a las 25 semanas de gestacion.



El desarrollo adicional se produce durante las préximas 15 semanas, por lo que, por
término, los patrones maduros motores del tracto gastrointestinal estan bien
establecidos. 12

Las respuestas a la alimentacion varian considerablemente entre los recién nacidos
prematuros; En general, los estudios de motilidad intestinal pueden predecir la

intolerancia alimentaria. 10.11

Las células nerviosas entéricas continuan diferenciando durante los primeros afios de
vida, lo que significa que el sistema nervioso del bebé es plastico y se esta
desarrollando. Existe evidencia clara de que el desarrollo del SNE continia después
del nacimiento. La distribucién normal de las células ganglionares esta presente a las
primeras 24 semanas de gestacion en humanos. Estos ganglios continuan madurando
hasta la infancia. Estudios previos en muestras de intestino humano han revelado que
la densidad de las células ganglionares para NADPH-diaforasa disminuye en el plexo
submucoso del colon distal humano y el plexo mientérico del intestino delgado, el colon

y el recto humanos. 4.6

Un numero importante de células musculares lisas exhiben actividad eléctrica
espontanea asi como actividad mecanica. Inicialmente se pensaba que esto
correspondia a propiedades intrinsecas de las células, pero la interpretacion actual es
que existen grupos especializados de células entrelazadas con las células del musculo
liso, conocidas como células intersticiales de Cajal (CIC).

En el tracto digestivo esta red esta localizada cerca del plexo mientérico y genera
actividad de marcapasos, donde los potenciales de accion se conducen pasivamente
hacia las capas musculares vecinas, generando cambios ritmicos del potencial de
membrana.

Es sabido que la actividad mecanica de las células musculares lisas puede ser
modificada por los nervios autonémicos que llegan a ellas.

Muchos segmentos del tubo digestivo, al ser estudiados en tiras de tejido aisladas,
exhiben actividad contractil ritmica, aunque no reciban estimulos eléctricos u

hormonales.



Cuando se registran simultaneamente los potenciales de accion con la contraccion
mecanica, cada contraccion es gatillada por una onda de despolarizacion. Por su baja
frecuencia y larga duracion, estas ondas se han denominado ondas lentas.

La idea original era que las ondas lentas eran generadas por las células musculares
lisas, pero su estudio ha demostrado qué cultivos de células aisladas son incapaces de

generar actividad eléctrica espontanea. En cambio, cultivos de CIC si lo hacen.

Etiologia

La funcion gastrointestinal normal depende en el sistema nervioso entérico, una red
compleja de neuronas y glia dentro del intestino que regula la parte motora, sensorial,
secretora y de absorcion, asi como multiples aspectos de la homeostasis
gastrointestinal .3

En los nifios la causa mas importante de obstruccion intestinal funcional es la
disganglionosis, y entre ellos la enfermedad de Hirschsprung. Hay otras formas menos
comunes, como la inmadurez de las células ganglionares (ICG) o la displasia neuronal
intestinal (DNI). EIl diagnostico diferencial de los trastornos del recién nacido puede ser
dificil y el diagnostico errébneo puede llevar a un tratamiento inadecuado y otras
complicaciones. 16

De acuerdo con los estudios histopatoldgicos, se puede reconocer la inmadurez de las
células ganglionares, en donde el numero de células ganglionares es correcto o
ligeramente mayor, pero las células y sus nucleos son ligeramente mas pequefios y se
tinen mas claramente.

Las células ganglionares en estos bebés maduran un poco mas tarde, generalmente
después de un periodo de 6 a 12 meses, hasta alcanzar el desarrollo y la maduracién
del nifio.2

Muchas de las patologias del tracto gastrointestinal tienen una causa neuropatica y
aumentan significativamente la morbilidad debido a las anormalidades en la funcién
motora y/o sensitiva gastrointestinal. Algunas condiciones se desarrollan desde el

origen, causadas por una formaciéon anormal del sistema nervioso entérico.



Otras son adquiridas posteriormente secundario a infecciones, inflamacién autoinmune

o degeneracion neuronal. 7

Patologia Entérica Fenotipo neuronal entérico

Enfermedad de Hirschprung Ausencia de ganglios entéricos a lo largo del colon.

Displasia intestinal neuronal tipo B Hipoganglionosis de la submucosa colonica en nifios mayores de

1 afo.

Acalasia esofagica Perdida de las neuronas entéricas inhibitorias en el plexo
mientérico esofagico secundario a autoinmunidad.

Gastroparesia Hallazgos muiltiples incluyendo perdida de las células intestinales
de Cajal, hipoganglionosis, o inflamacién neuronal en el
estomago.

Pseudo-obstruccion intestinal Casos de neurdpata asociados con la inflamacién neuronal,

crénica usualmente afectando el plexo mientérico

Estrefiimiento crénico Variable histoldgica, casos con reporte de disminucién de

neuronal, ganglios o células intestinales de Cajal,

Enfermedad de Hirschsprung

La enfermedad de Hirschsprung es la enfermedad neurointestinal congénita mas
comun con una incidencia de uno de cada 5000 nacidos vivos. Es causada por el
fracaso en la migracion de las células derivadas de la cresta neural entérica, que darian
lugar al sistema nervioso entérico, para completar su migracién craneo-caudal del tubo
digestivo. Dejando el extremo distal aganglionico y por lo tanto desprovisto de
motilidad. 1.14.16

Esta enfermedad generalmente se caracteriza en los recién nacidos por no evacuar el
meconio en las primeras 48 horas de vida, distension abdominal, emesis y rechazo al
alimento. La aganglionosis de "segmento clasico" (limitado al sigmoide) se presenta en

el 80% de los casos. 1.16

10



Displasia neuronal intestinal

La displasia neuronal intestinal (DNI) tipo B, que representa mas del 95% de los casos
de DNI, se presenta como un estrefimiento cronico generalmente durante la infancia,
cuadros de suboclusivos de repeticion. El diagndstico se realiza mediante biopsia que
muestra hiperganglionosis submucosa en el colon. Los criterios histopatoldgicos
especificos han sido controvertidos, basados en opiniones de expertos incluyendo la
presencia de ganglios gigantes en la submucosa (8 células ganglionares por celular) en

al menos 20% de los ganglios de la submucosa examinada.1.12

La DNI sigue siendo una entidad controvertida, y algunos sugieren que sus
caracteristicas histolégicas son secundarias a una obstruccion cronica en lugar de una
causa primaria de estrefiimiento. El tratamiento de casos graves que requieren cirugia,

como esfinterotomia, colostomia de derivaciéon o colectomia. 12

Acalasia esofagica

La acalasia esofagica es poco frecuente en nifios, con una incidencia de 0.1 por
100,000 y una edad media al diagndstico de 11 afos. 1

La enfermedad se caracteriza por una relajacion alterada del esfinter esofagico inferior
(EEI) y una motilidad esofagica anormal, que resulta en disfagia y regurgitacién, a
menudo con malestar toracico retroesternal y pérdida de peso. Su fisiopatologia se
debe a la pérdida de neuronas inhibitorias en el plexo mientérico esofagico que libera
oxido nitrico, que se requiere para la relajacion del EEI.

Se cree que la enfermedad es autoinmune, con auto anticuerpos que reaccionan contra
las neuronas entéricas y conducen a un desequilibrio de inervacion excitatoria
(colinérgica) sobre inhibitoria (nitrérgica). 1.6

La miotomia de Héller ha sido durante mucho tiempo el estandar de oro. El
procedimiento generalmente es laparoscoépico y, a menudo, incluye una funduplicatura

parcial para minimizar el riesgo de reflujo gastroesofagico. 1.6.9

11



Gastroparesia

La gastroparesia se refiere al retraso del vaciamiento gastrico en ausencia de
obstruccién mecanica. Los sintomas incluyen distension y dolor postprandial, saciedad
temprana, naduseas y vomito. Aunque se desconoce la prevalencia entre los nifios, en la
ultima década ha aumentado dramaticamente las hospitalizaciones asociadas a la
gastroparesia. En los nifios, el 70% de la gastroparesia es idiopatica, mientras que el
30% restante se debe a medicamentos o a cirugia. Se han propuesto diversas causas
fisiopatoldgicas, que incluyen anomalias de la inervacion gastrica extrinseca, pérdida
de células intersticiales de Cajal (CIC), hipoganglionosis y degeneracién inflamatoria de
las neuronas mientéricas. El diagndstico se sospecha clinicamente y se confirma
mediante una gammagrafia de vaciamiento gastrico, que mide el tiempo para vaciar
una comida coloidal de azufre con Tc99 del estobmago. Una prueba de comida so6lida de
4 horas es la prueba optima y puede ser completada por la mayoria de los nifos,

excluyendo a los muy pequefios. 1.6

Pseudo- obstruccion intestinal cronica

La pseudoobstruccién intestinal cronica (CIPO) se caracteriza por sintomas recurrentes
o continuos de obstruccion intestinal en ausencia de una lesidbn anatomica. Los
sintomas a menudo son inespecificos, lo que retrasa el diagndstico y contribuye a la
morbilidad. La CIPO representa el 15% de los casos de insuficiencia intestinal cronica
en ninos. La mayoria de los casos son idiopaticos, algunos de ellos secundarios a una
enfermedad sistémica, como mixedema, distrofia muscular de Duchenne,
hipotiroidismo, hipoparatiroidismo, enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas y
trastornos mitocondriales. La fisiopatologia de la CIPO primaria puede ser neuropatica,
mesenquimatica o miopatica, dependiendo de si la anomalia se encuentra en las
neuronas entéricas, las CIC o el musculo liso, respectivamente. La CIPO neuropatica a
menudo se debe a la pérdida degenerativa de las neuronas entéricas o0 a una

neuropatia inflamatoria dentro de los ganglios entéricos y / o los procesos nerviosos.

12



Aunque el prondstico en los nifios es mejor para la CIPO neuropatica, en lugar de
miopatica, la enfermedad sigue siendo crénica y con frecuencia debilitante, y a menudo

sin una terapia definitiva disponible. 1.8

Estrenimiento cronico

El estrefimiento crénico es un trastorno gastrointestinal funcional comun que afecta
hasta al 30% de los nifios. Existen tres subtipos principales: transito normal
(estrefimiento funcional), transito lento (STC) y defecacion obstruida. EI STC muestra
una neuropatia entérica subyacente en algunos pacientes, incluidas las reducciones en
el numero y procesos de las células neuronales, la glia entérica y las CIC. Un estudio
en nifos con estrefiimiento cronico mostré que la manometria colénica anormal se
asociaba con hallazgos histopatolégicos que involucraban neuronas, CIC y musculo
liso. La dismotilidad colénica puede deberse a un desequilibrio de neurotransmisores,
que puede ser un exceso de 6xido nitrico en el plexo mienterico, que podria inhibir la
actividad contractil. Sin embargo, el papel de los neurotransmisores sigue sin estar
claro, ya que multiples estudios en una variedad de mediadores han arrojado

resultados contradictorios. 1.16.18

Con la experiencia clinica, se sabe que el 99% de los recién nacidos a término y con
buena salud excretan el primer meconio dentro de las 24 horas posteriores al
nacimiento. Otros nifios sanos pasan al menos 48 horas después del nacimiento. Entre
los bebés prematuros sin dismotilidad intestinal, el 40% de ellos excretan el meconio en
24 horas y otro 30% a 48 horas. El momento, cuando el recién nacido excreta el primer
meconio, es un factor prondstico importante. 2

Criterios:

Tipos dismorfico con numero normal o levemente disminuido de células ganglionares
“Tamano considerablemente menor de las células y sus nucleos.

Presentacion después del nacimiento con distension abdominal, vomitos, intolerancia

a la alimentacion.

13



Planteamiento de problema
Se desconoce conoce el estado que guardan el numero de las células de Cajal en

los nifios que tienen inmadurez de los plexos nerviosos entéricos, no sabemos si
el numero de las mismas tiene alguna repercusion en la evolucion de su
padecimiento, por lo tanto, es necesario determinar si las células del plexo de
Cajal en el intestino tienen alguna asociacion con la inmadurez intestinal de los

niNos.

- Pregunta de investigacion
- Existe asociacion en la alteracion del plexo de Cajal intestinal en nifios con inmadurez

de los plexos nerviosos del colon.

- Existe asociacion en nifios con inmadurez neuronal intestinal y alteraciones del plexo

de Cajal intestinal.

- Justificacion

No hay estudios de este tipo descritos en la literatura.

Permitiria el conocer si existe asociacion entre el plexo de Cajal y la inmadurez
intestinal neuronal, establecer un pronostico, explicar la historia natural de la
pseudoobstruccion en algunos casos, asi como profundizar en la fisiologia del
plexo de Cajal.

No esta claro es el papel fisioldégico del plexo de Cajal ni su relacién con plexos
ganglionares.

No se sabe si al igual que otros tejidos el plexo de Cajal sufre procesos de

maduracion.

Hipotesis

Los pacientes con inmadurez neuronal intestinal presentan mayor alteraciones

morfoldgicas y/o cuantitativas de las células del plexo de Cajal.

14



- Objetivos

- General

- Describir las caracteristicas que guarda del plexo de Cajal en pacientes con

inmadurez neuronal intestinal.
- Especifico

- Cuantificar las células de Cajal que existen por milimetro cuadrado en la capa
muscular interna del colon de biopsias de pacientes con inmadurez neuronal
intestinal, de pacientes con enfermedad de Hirschsprung, y de pacientes sin
enfermedades intestinales primarias.

- Describir los aspectos morfolégicos de las células de Cajal en pacientes con
inmadurez neuronal intestinal, asi como tamafo, caracteristicas nucleares,
distribucion, expresion de factores de proliferacion nuclear ( en lo posible mitosis
y apoptosis), en pacientes con enfermedad de Hirschsprung, pacientes con
inmadurez intestinal, asi como correlacion con clinica, manometria y evolucién,

estado de la motilidad intestinal de los pacientes.

- Diseno de estudio
- Observacional, transversal, ambispectivo, analitico/comparativo, ciego para los

observadores.

- Medir la cantidad de células de Cajal que existen por milimetro cuadrado en la
capa muscular interna en condiciones normales y sus aspectos morfolégicas asi
como tamafo, caracteristicas nucleares, distribucidon, expresiéon de factores de
proliferacion nuclear ( en lo posible mitosis y apoptosis), en pacientes con
enfermedad de Hirschsprung, pacientes con inmadurez intestinal, asi como
correlacién con clinica, manometria y evolucion, estado de la motilidad intestinal

de los pacientes.

15



- Poblacion y variables a estudiar

Nifios del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Muestras de colon de pacientes de autopsias sin enfermedades metabdlicas,

malformaciones congénitas o enfermedades intestinales primarias aparentes.

Menores de 1 afio de edad.

Biopsias de nifios con enfermedad de Hirschsprung.

Biopsias de nifios con inmadurez intestinal.

Variables

- Edad.

- Sexo.

- Procedencia.

- Antecedentes personales no patologicos.

- Expresién de anticuerpos Anti-Calrretinina, S-100, Enolasa, NeuronoEspecifico,
Ki-67, BCL-2.

- Manometria anorectal.

Tamano de células de Cajal, caracteristicas nucleares, distribucion.

Sociales, familiares, fisioldgicos, histopatologicos, bioquimicos.

16



Variable Valor

0-12 meses

Tipo de Variable

Variable cuantitativa

-1.- Masculino
- 2.- Femenino

Antecedentes

Personales -Enfermegjades
-Cirugias

Patologicos

- Anti-Calretinina

. -S-100,
Expresion de - Enolasa NeuronoEspecifico
anticuerpos ) I;(clfg
-CD17

-Normalidad del reflejo rectoanal

S -Anormalidad del reflejo rectoanal

Variable nominal

Variable cualitativa
Variable cuantitativa

Variable cuantitativa

-Cantidad por mm2
-Tamafio en micras
-Caracteristicas nucleares
-Distribucion

Celulas de Cajal

Definicion operativa de las variables
Edad

Variable cualitativa
Variable cuantitativa

- Definicion operacional: Tiempo transcurrido del nacimiento al momento de la

inclusion al estudio
- Escala de medicién: Cuantitativa, continua.
- Sexo
- Definicién conceptual: Masculino o femenino
- Escala de medicion: Nominal

Antecedentes personales patolégicos

- Definiciéon conceptual: Enfermedades que presenté o presenta actualmente un

paciente.

- Escala de medicion: Cualitativa

Expresién de anticuerpos

- Definicién conceptual:
- Escala de medicion:
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= Manometria

- Definicidn operacional:

- Escala de medicién:
= Celularidad

- Estadios: escala variable, extrapolada en escala de Shimada

- Escala de medicién: cualitativa, ordinal

- Limitaciones del estudio

- Ambispectivo
- Enfermedades poco frecuentes

- Estudio estatico ( no permiten evaluar la continuidad del proceso “ muestras

representativas de todo el proceso”)

Método

Se realizara un estudio observacional, transversal, ambispectivo, analitico/comparativo,
ciego para los observadores. Se incluira a los nifios y nifias menores de 12 meses de
edad pacientes del Hospital Infantii de México Federico Gémez, con diagnostico
patolégico previo de inmadurez neuronal intestinal, enfermedad de Hirschsprung y
pacientes sin enfermedades intestinales primarias en el periodo de junio de 2015 a
enero 2020. Se recopilara expedientes de pacientes previamente seleccionados del
servicio de cirugia pediatrica colo-rectal del Hospital Infantii de México Federico
Gomez, haciendo una busqueda de estudios patolégicos correspondientes asi como
datos de importancia para nuestra causa, posteriormente se acudira al servicio de
patologia para la recopilacion de muestras de patologia de cada caso, se visualizara
mediante microscopio las muestras mencionadas por medico adscrito al servicio de
patologia, sin comentar datos clinicos ni patologia de base del paciente, solo

localizacion de la muestra examinada.
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Se describira las caracteristicas morfolégicas, nucleares y de distribucion, a laminillas
seleccionadas se les realizaran tinciones para la expresion de anticuerpos especificos
(Anti Calretinina, S-100, Enolasa NeuronoEspecifico, Ki-67, Bcl-2, CD117) como testigo
se utilizaran cortes de apéndice cecal normal, posteriormente se realizara prueba de

ANOVA para determinar si las medias son diferentes.

Se clasifico en estadios los diferentes grados de maduracién de los neuroblastos

Se definié neuroblasto inmaduro como células pequefias de 6-10 micras, redondas, de
escaso o nulo citoplasma visible.

Se definié neuroblasto diferenciado parcial como células de 11-20 micras, con nucleo
excéntrico, escaso citoplasma eosinofilico.

Se definié neurona madura como células de = 40 micras, nucleo excéntrico, citoplasma

amplio

Estadio |.- Cuando 2/3 partes (75%) corresponden a neuroblastos (figura 1)

Estadio Il.- Cuando entre 50-75% de las células de neuroblastos se encuentran en
estado inmaduro (figura 2)

Estadio Ill.- Cuando < 25% se encuentran en estadio inmaduro, resto en estado
diferenciado parcial o neuronas maduras (figura 3)

Estadio V.- Cuando = 75 % corresponden a neuronas maduras (figura 4)

Plan de analisis estadistico
Se utilizara estadistica simple con las variables (edad, sexo, antecedentes personales

no patoldgicos, expresidn de anticuerpos, manometria anorectal) con finalidad de
encontrar una media, mediana y moda con las mismas, asi como intervalo de confianza
de la media, se realizara analisis de varianza (prueba de ANOVA) que nos permitira
determinar, si diferentes variables muestran diferencias significativas en sus resultados
o si por el contrario puede suponerse que sus medias poblacionales no difieren,
posterior realizar correlacion entre los hallazgos histopatologicos y los clinicos. Los

diferentes analisis se realizaran con el paquete IBM SPSS version 25.
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Cronograma de actividades

Actividades

Revision bibliografica
Elaboracién de marco teorico
Preparacion del primer informe
Seleccién de pacientes
Busqueda de expedientes

Recopilacion de datos

Blsqueda de reporte histopatologico

Recopilacién de laminillas

Observacion de laminillas con servicio de
patologia

Realizacion de expresion de anticuerpos
en laminillas seleccionadas

Preparacién del segundo informe
Andlisis de datos

Elaboracién de conclusiones
Correccion

Entrega de tesis

Primer ano

Segundo ano

Semestre

Tercer ano
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Resultados
Del periodo de junio de 2015 a enero 2020, se realizo un estudio retrospectivo en 84

expedientes, donde se encontraron en el registro del Departamento de Patologia del
Hospital Infantil de México Federico Gémez, 5 pacientes que cumplieron nuestros
criterios de inclusion:

- En cuanto a la edad gestacional: 2 pacientes fueron prematuros (36 SDG), el resto
de término (2 pacientes de 37 SDG y 1 paciente de 39 SDG).

En cuanto al sexo: 4 pacientes fueron femeninos y 1 masculino (Relacion M:H de 4:1);
todos los pacientes fueron originarios de la ciudad de México.

La edad del momento del diagndstico histopatoldgico fue de la siguiente manera: en 2
se manifesté a los 2 dias de vida, 1 al tercer dia, 1 a los 30 dias y 1 a los 11 meses de

edad. (80% en el periodo neonatal)

Los signos clinicos al momento del diagndstico fueron: 4 pacientes presentaron signos
clinicos de oclusion intestinal caracterizada por distension abdominal, vémito biliar y
ausencia de evacuacion en las primeras 48 horas de vida (periodo neonatal), sélo un
paciente se presentd con cuadro clinico de estrefiimiento crénico severo, este fue el

paciente que se diagnostico a los 11 meses de edad.

En cuanto a los reportes histopatologicos: a 4 pacientes se les realizé el diagndstico de
inmadurez neuronal intestinal a través de biopsias transmurales de colon al momento
de realizarsele la derivacion intestinal, en todos los pacientes, la tincion utilizada fue
Hematoxilina Eosina (H-E), de estos 4 pacientes, a 2 pacientes ademas se les realizd
reaccion de Inmunohistoquimica BCI2 resultando positivo para células ganglionares

inmaduras intestinales.

Se realizé nueva revision de 32 laminillas por el patdélogo cegado al momento de
realizacion de este estudio y se encontro:
Paciente 1: plexos nerviosos de Auerbach hipertréfico con la presencia de 5 neuronas

ganglionares inmaduras y 3 neuronas intermedias, con estadios | y Il.
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Paciente 2: plexos de Auerbach Hipertréficos con la presencia de 6 neuronas
ganglionares inmaduras y 2 células ganglionares intermedias, con estadios | y Ill.
Paciente 3: plexos de Meissner eutréfico y presencia de 6 neuronas inmaduras, con
estadios |, lll y IV.

Paciente 4: plexos de Auerbach con 6 neuronas ganglionares inmaduras, con estadios
L, 1, 1.

Paciente 5: plexos de Meissner eutréficos con 5 neuronas ganglionares inmaduras y 3

neuronas ganglionares intermedias, con estadios I, Il y IlI.

En cuanto al Plexo de Cajal: En los pacientes 1 y 2 encontramos una disminucién de
mas del 75% (paciente 1), y mas del 90% (paciente 2) de la cantidad de células de
Cajal comparadas con el testigo normal (figura 5), con respecto a los pacientes 3,4y 5
las muestras obtenidas por medio de Inmunohistoquimica no fueron concluyentes

debido a problemas técnicos.

En cuanto al tratamiento realizado: En todos los pacientes, el manejo inicial fue
quirurgico, a 4 pacientes se les realizd derivacion intestinal en el colon, con toma de
biopsias intestinales transoperatorias estableciendo el diagnoéstico de inmadurez

intestinal neuronal en el reporte definitivo.

El paciente que se diagnosticdé inmadurez neuronal intestinal a los 11 meses de edad,
primeramente se establecié el diagnoéstico de Enfermedad de Hirschsprung por un
mapeo intestinal que se le realiz6 en una laparotomia exploratoria por cuadro de
oclusién intestinal realizandose derivacion intestinal, posteriormente se realizé biopsias
rectales donde también se encontrd ausencia de células ganglionares y debido a esto
se manejo con un descenso transanal tipo Swenson y posteriormente el segmento
descendido mostro presencia de células neuronales intestinales maduras. La laminilla
de las biopsias rectales fue revisada nuevamente por el patélogo cegado y como ya se
menciond, determind que habia presencia de células inmaduras neuronales

intestinales.
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En la evolucion postoperatoria: A 4 pacientes se le tomaron biopsias rectales abiertas
para valorar la maduracion de células ganglionares, en 4 pacientes (80%) se demostro
maduracion al afio de edad. (1 alos 10, 1 alos 11y 2 a los 12 meses de edad). Al 50
paciente se identificd la maduracion de las células ganglionares a los 21 meses de
edad en la muestra de colon descendido cuando se realiz6 el descenso transanal, este
paciente se realizd derivacion intestinal previa al descenso transanal. A 2 pacientes
actualmente ya se les cerrd la derivacion intestinal y en sus consultas subsecuentes
presentan funcién intestinal normal, 1 paciente posterior al cierre del estoma presento
disfuncion coldnica por lo que ameritd reseccidén del segmento con inmadurez intestinal
y descenso transanal, 1 paciente aun es espera de turno quirurgico para cierre de la
derivacion intestinal. Todas estas laminillas fueron también revisadas por el patdlogo
cegado confirmando la maduracion de las células ganglionares con morfologia normal,

asi como el tamafio ideal de los plexos mientéricos.

Discusion

El sistema nervioso entérico es la parte mas compleja del sistema nervioso periférico.
Esta constituido por una gran cantidad de células gliales y neuronas: 80 a 100 millones
de neuronas, que son una milésima parte de las que existen en el encéfalo, pero mayor
cantidad que las que hay en la médula espinal. EI SNE proviene de las células de la
cresta neural y dan origen a dos plexos nerviosos: submucoso de Meissner vy

mientérico de Auerbach.8

Para formar células nerviosas maduras y funcionales, que provienen de la cresta
neural, no sélo deben migrar en todo el trayecto del intestino, sino deben proliferar y
diferenciarse en una amplia gama de variantes neuronales y células gliales; asimismo,

lograr supervivencia y convertirse en células activas y funcionales.
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Numerosos estudios de biologia molecular se han hecho en multiples organismos,
principalmente ratones, peces, pollos y humanos; también se han realizado analisis
genéticos en pacientes con patologias que cursen con aganglionosis como la
enfermedad de Hirschsprung, y se han identificado una variedad de moléculas y genes
necesarios o involucrados de alguna manera, en el desarrollo del sistema nervioso
entérico. 19.20

Las células de Cajal, son células mesenquimales, localizadas entre los nervios
entéricos y las células musculares lisas, con cuerpos celulares pequenos y
prolongaciones elongadas. Se les clasifica de acuerdo a su distribucion. 18

Existe una estrecha relacion entre las neuronas entéricas y las células intersticiales de
Cajal. Muchos estudios han mostrado la funcion de estas células como marcapasos y
como reguladoras de la actividad eléctrica, ya que causan despolarizaciones regulares
que se conocen como ondas lentas; éstas son transmitidas de forma pasiva al musculo
liso y controlan el cronotropismo y el inotropismo. El mecanismo exacto de generacion
de este proceso no ha sido dilucidado. 18.21.

La actividad de las células intersticiales de Cajal es influida por las neuronas motoras.
La estimulacion colinérgica aumenta la frecuencia de las ondas lentas o disminuye su
frecuencia, pero eleva la duracion de la onda. Existen dos formas en la cual los nervios
entéricos regulan la actividad muscular. Una es por contacto directo y otra a través de
las células intersticiales de Cajal. Estas células pueden funcionar como

mecanorreceptores.

Aunque la muestra es reducida debido que solo encontramos cuatro pacientes con
inmadurez neuronal intestinal, el material estudiado nos permiti6 advertir que las
neuronas se encontraban en diversos estadios de maduracién y que la proporcion de
neuronas de aspecto inmaduro con neuronas de aspecto maduro era variable, por lo
anterior y con el proposito de tratar de clasificar de la manera mas precisa las
alteraciones observadas en nuestros pacientes proponemos una clasificacién sobre el
estadio de maduracion de los plexos ganglionares basados de la proporcidn de
neuroblastos o neuronas inmaduras, neuronas en diversos estadios de maduracion y

neuronas maduras como se muestran en las microfotografias previamente expuestas.
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En cuanto a la relacion del plexo de Cajal con la inmadurez neuronal intestinal
encontramos en el total de pacientes que se logro estudiar el plexo de Cajal (2/5) se
demostré que cursan con disminucion importante del mismo (superior al 75%) en los
pacientes estudiados con inmadurez neuronal intestinal. Desgraciadamente los otros
tres pacientes por tratarse de un estudio retrospectivo no se pudo realizar este analisis
por problemas técnicos imposibles de resolver. Este hallazgo no ah sido descrito en la
literatura y nos parece de crucial importancia para ser explorado en estudios

prospectivos.

Existe una estrecha relacion entre las neuronas entéricas y las células intersticiales de
Cajal en cuanto su origen embrionario comun de la capa del ectodermo, el cual provee
neuronas del sistema nervioso entérico que regulan la motilidad gastrointestinal, dichas

neuronas se dividen en tres tipos de células: cresta neural, tubo neural y ectodérmicas.

11,13+

De la cresta neural se originaran los melanocitos, la medula adrenal, dentina de
dientes, los brazos parasimpaticos y brazos simpaticos del sistema nervioso periférico y
las neuronas del sistema nervioso entérico. 12

Las células del plexo de Cajal se original de las células del tubo neural, por lo cual
estas tienen un origen embrionario comun, mas sin embargo aun no queda claro su

funcién especifica.

En nuestro estudio fueron un total de 5 pacientes, 3 pacientes nacieron a término
(mayor 37 Semanas de Gestacion) y 2 pacientes fueron pretérmino (36 SDG), donde
se refleja que mas de la mitad de nuestros pacientes son recién nacidos a término, en
un estudio de Burki y cols 22 datos difieren, ya que todos sus pacientes (8), fueron a
término. En el trabajo de Matgorzata y cols 2 del total reportado (15), 7 fueron recién

nacidos prematuros (45%).
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En relacién al sexo, mas de la mitad de nuestros pacientes resultaron del sexo
femenino, concuerda con los casos reportados por Niramis y cols 23 donde el 75%
fueron del sexo femenino, el caso reportado por Burki y cols 22, éste era del sexo
femenino. Con lo que concuerda con nuestro estudio, por lo que esta patologia tiene

alguna predileccion por el sexo femenino con base a lo reportado en la literatura.

A los 4 pacientes que se le diagnosticaron la patologia antes de los 30 dias de vida, les
realizaron derivacion intestinal con biopsias intestinales como manejo inicial, y el
paciente quien se realizd colon por enema previo a su manejo inicial, las biopsias
rectales reportaron ausencia de células ganglionares compatible con enfermedad de

Hirschsprung y se le realizé un descenso transanal en un solo tiempo.

En la literatura se refiere un parametro para valorar la madurez intestinal con respecto
a las células ganglionares, donde se reporta el realizar un control de biopsias rectales
entre los 12-18 meses de edad 8101724 en nuestra investigacion la maduracion se

confirmd a través de biopsias rectales abiertas entre los 10 y 21 meses de edad.

Al hacer la correlacion entre el numero de neuronas maduras/inmaduras y el numero
de celular de Cajal no hubo diferencia con la evolucién clinica actual; todos los
pacientes alcanzaron una funcién intestinal adecuada, por lo que presumimos que la
maduraciéon de las células ganglionares se completo en algun momento de su
evolucion; Al ser un estudio retrospectivo nos encontramos ante el problema técnico
con Inmunohistoquimica, aunque él encontrar esas alteraciones con respecto al
diferente estadio en el 100% de los pacientes estudiados, sugiere que hay una
correlacion en alteraciones del plexo de Cajal especificamente con las células
intersticiales de Cajal, en pacientes con inmadurez neuronal intestinal que debera ser
evaluado en estudios futuros idealmente prospectivos.

Sin embargo, nuestros datos contrastan con los reportes de casos en estudios
anteriores, porque hay estudios que revelan que la madurez de las células
ganglionares puede darse en menos tiempo, como en el estudio de Matgorzata y cols 2

donde esta madurez se presento entre los 2-16.5 meses.
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En el estudio de Burki y cols 22, un total de 4 pacientes alcanzaron la madurez entre los
2-9 meses de edad. En el estudio de Niramis y cols 23, los pacientes reportados
alcanzaron la madurez entre los 3-7 meses de edad. Por lo anterior se puede valorar la
realizacion de las biopsias rectales de control antes que el paciente cumpla el afio de
edad.

Conclusiones

En el Hospital Infantil de México Federico Gémez la inmadurez neuronal intestinal es
una entidad extremadamente rara, solo 5 casos se encuentran registrados con ese
diagndstico en un periodo de 5 afios, en donde encontramos que no mostraron ninguna
tendencia a ser ni prematuros ni de término, aunque si mostré mayor predileccion por el

sexo femenino (80%).

Encontramos asociacion entre las alteraciones del plexo de Cajal (diminucion de mas
del 75%) con el grado de inmadurez neuronal intestinal en donde en el 80% de los
pacientes incluidos en el estudio alcanzaron un estadio Ill/IV de inmadurez neuronal a
diferencia de los hallazgos de la segunda toma de biopsia intestinal en los mismos

pacientes en donde el 80% maduraron a un estadio I/11.

En cuanto al plexo de Cajal, de acuerdo a lo observado con las reacciones de
inmunohistoquica convencional con los anticuerpos (Anti Calretinina, S-100, Enolasa
NeuronoEspecifico, Ki-67, Bcl-2, CD117) se encontré franca disminucion de las células
de Cajal en dos de los pacientes; en el caso del paciente 1 la disminucién fue de mas
del 75% y en el paciente 2 fue mayor del 90% en comparacién con el testigo, sin
embargo en los otros tres casos fue imposible evaluar el plexo de Cajal por cuestiones
técnicas, lo cual disminuye la contundencia de estos hallazgos sin embargo al
encontrarse estas importantes alteraciones en los dos casos que se lograron evaluar el
plexo de Cajal, asumimos que puede ser un hallazgo que se encuentre en la mayoria

de los casos, como asociacion.
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En cuanto a la inmadurez neuronal intestinal, se elaboré una clasificacién especial,
hasta donde sabemos que no ha sido descrita previamente, para estadificar los grados
de maduracién neuronal de los plexos nerviosos intestinales. Lo anterior corresponde a

una contribucién original de nuestro trabajo.

Por lo que, revisando la literatura y los resultados de nuestro trabajo, en pacientes con
oclusion intestinal neonatal, se debe tener en cuenta el diagnostico de inmadurez
neuronal intestinal dentro de los diagndsticos diferenciales, urgencia quirdrgica se
puede tener en cuenta la inmadurez neuronal intestinal, en conjunto con los
diagndsticos diferenciales, intentando inicialmente un tratamiento conservador, y dejar
solo el manejo quirdrgico en caso de no resolverse de forma conservadora, ya que una
vez que hay madurez de las células ganglionares en los meses subsiguientes de vida,

recobran la funcion intestinal normal.

Para confirmar la madurez neuronal intestinal se debe realizar biopsias rectales en los
primeros meses de vida, sin embargo, aunque no existe un rango especifico de edad,
es esperable que para los 12 meses de edad los pacientes ya demuestren madurez

neuronal intestinal.

Por lo tanto, presumimos que la inmadurez neuronal intestinal se comporta como un
proceso transitorio y no como una lesion permanente.

Las alteraciones encontradas en le plexo de Cajal en los pacientes con inmadurez
neuronal intestinal debe de ser analizado con estudios prospectivos para conocer su

importancia real.
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Anexos
Revision de laminillas

Paciente Laminilla Estadio Neuroblasto
1 Q-14-907-9 I
Q-2015-1173 Il
2 Q-18-886-1 1]
Q-18-886-2 I
Q-18-886-3 1]
3 Q-17-1632-1 v
Q 2008 2542 0
Q2016 2135 Il
Q2016 2428 I
Q2017 632 Y
4 Q-17-718-1 1]
Q-17-718-5 0
Q-17-718-6 0
Q-17-718-7 I
Q-17-718-8 I
Q-17-718-9 0
Q-17-718-10 Il
Q-17-718-11 0
Q-16-1582-1 0
Q-16-1582-2 Il
Q-2016-1582 0
Q-2016-1686 0
5 Q-09-544-1 M
Q-09-544-2 0
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Q-09-544-3 0
Q-09-544-4 0
Q-09-544-5 0
Q-09-544-6 0
Q-09-544-7 0
Q-09-544-8 |
Q-09-544-9 I
Q2008 1882 I

Figura 1. En esta microfotografia se observa Plexo de Auerbach que muestra
doce células pequenas (entre diez y quince micras de diametro), tres de ellas
con escaso citoplasma eosinofilo, que corresponden a neuroblastos inmaduros;
esta imagen es representativa de estadio | de maduracion. Hematoxilina- Eosina.

Aumento original por 40X.
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Figura 2. La imagen muestra plexo de Auerbach con una mezcla de neuroblastos
( estimado: 50%) y de neuronas inmaduras con escaso citoplasma eosinofilo
(flechas); esta imagen es representativa de estadio Il de maduracion.

Hemotoxilina-Eosina. Aumento original por 20x.

Figura 3. Plexo mientérico que muestra neuronas en diversos estadios de

maduracién, alrededor de dos tercios de ella parcialmente diferenciadas, dado
gue muestran citoplasma eosinéfilo igual o mayor al tamaio del nucleo; esta

imagen es representativa de estadio Ill de maduracion. Hematoxilina-Eosina.

Aumento original por 40X.
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Figura 4. En estas imagenes, se aprecian neuronas de aspecto maduro ( que
corresponden a estadio IV de maduracién ) son de 30 micras de diametro, con
nucleo excéntrico, nucleolos prominentes, citoplasma amplio, anfofilo y granulos
basofilos en la periferia de las células que corresponden a la sustancia de Nissl.

Hematoxilina-Eosina. Aumento original por 40X.

Figura 5. A: Se observa en la microfotografia tomada de biopsia transmural de
paciente 1 en donde se demuestra mas del 75% de disminucién de células
intersticiales de Cajal en comparacion con testigo (c), B: Paciente 2 en donde se
demuestra mas del 90% de disminucién de células intersticiales de Cajal en
comparacién con testigo (c), C: Testigo corresponde a un apéndice cecal sin
alteraciones. En todos los paneles se muestra la reaccidén con anticuerpos Anti
Calrretinina. Magnificacion original en Ay B fue de 40x, mientras que en C fue de
20x.
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