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REsUMEN: Introduccion: A pesar delaexperienciaclinicasobrelaes
tenosis hipertréficadel piloro (EHP), los conocimientos sobre su etio-
patogenia son muy limitados. Los trabajos actuales se han centrado en
las técnicas de inmunohistoquimica para valorar el desarrollo neuro-
nal en la capamuscular pildrica, objetivo de nuestro trabajo.
Pacientes y métodos: Se tomaron hiopsias de la capa muscular pil6-
ricade 10 pacientes con EHPy de 8 pacientes fallecidos por otras cau-
sas gjenas a dicha patologia. Las biopsias se estudiaron mediante téc-
nicas de inmunohistoquimica utilizando un panel de anticuerpos (Acs)
monoclonales. proteina S100, GFAP (proteina glia fibrilar), enolasa
y neurofilamento (NF). Los resultados fueron expresados semicuanti-
tativamente como fuertemente positivos (++), moderadamente positi-
VoS (+) y negativos (-). Vaoramos lainmunotincion del plexo mien-
térico (PM), (células ganglionares y satélites) y fibras nerviosas de la
capamuscular longitudinal y circular (PML y PMC, respectivamente).
Resultados: Lainmunotincién en el PM fue negativa solo parael Ac
GFAP en el 80%. En la capa muscular longitudinal y circular (PML
y PMC) laexpresion paralos anticuerpos estudiados fue negativa en
el 60-70% de los casos. Estos resultados indican que existe un déficit
neural en lainervacion del musculo pilérico en la EHP. Dicho defec-
to puede estar implicado en la etiopatogenia de la enfermedad.

PaLaBRAS CLAVE: Estenosis hipertrofica del piloro; Etiopatogenia;
Inmunohistoquimica.

I MMUNOHISTOCHEMICAL STUDY IN
HYPERTROPHIC PYLORIC STENOSIS

ABsTRACT: Introduction: In spite of the clinical experience about in-
fantil Hypertrophic Pyloric Stenosis (IHPS), its etiopathology remains
unknown. Recent studies have been focussed in immunohistochemistry
techniques for valuing the neuronal development in the pyloric muscle.
Material and methods: We took biopsy from 10 babies diagnosed of
IHPS and 10 babies with similar age, died because of other causes.
Immunohistochemical study was performed using monoclonal antibo-
dies: S100 protein, GFAP, enolasa and neurofilaments NF. The results
were showed semiquantitativement as strong (++), moderate (+) and
absent (-). Immunotinction of the myenteric plexus (ganglion cellsand
satellite) and nerveus fibers of the muscle layer, were done.
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Results: We observed apoor immunoreactivity in the muscle layer (lon-
gitudinal and circular) in the 60-70% of specimmens of pyloric muscle
in babies with IHPS. GFAP were absent in the 80% in the myenteric
plexus. This poor innervation may be related to the etiopathogenesis of
pyloric stenosis and hypertrophy.

Key Worbs: Hypertrophic pyloric stenosis; Etiopathology; |mmuno-
histochemistry.

INTRODUCCION

La estenosis hipertréfica de piloro (EHP) es una patolo-
gia aparentemente congénita, caracterizada por hipertrofia
del masculo pildrico, que ocasiona estrechez y elongamien-
to del canal pil drico, desencadenando una sintomatol ogia bien
definida. EI primer informe de los hallazgos clinicos mas ca-
racteristicosy post-mortem de la EHP fue de Patrick Blair en
laRoyal Society, en Londres en 1917®. Se presenta aproxi-
madamente en tres casos por cada 1.000 nacimientos vivosy
con un actual ascenso de laincidencia. Parece exigtir unapro-
clividad racial y étnica®. Es mas comln en blancosy pre-
senta una predisposicion sexua con una proporcion de sexo
masculino afemenino de 4:1®).

Se han implicado mdltiplesfactores en e desarrollo dela
EHP, entre ellos elementos neurales pil 6ricos inmaduros o
degenerados*9), un régimen de alimentacion especifico (ali-
mentacion materna)(”8), exceso de la concentracion materna
o infantil de gastrina® 19 einteraccién endocrinaanormal gas-
trina-secretina?), y se ha descrito que una enfermedad si-
milar puede ser reproducida en cachorros de perros por in-
yeccion de pentagastrina™. Sin embargo, ninguno de estos
factores se ha comprobado estar implicado en su etiopatoge-
nia. Estudios con técnicas de microscopia el ectronica de-
muestran una anormalidad estructural del sistema nervioso
inhibitorio y delas células intersticiales de Cajal, importan-
tes en el mecanismo de relgjacion piléricat215), Con las ac-
tual es técnicas de inmunohistogquimica estos estudios se han
ampliado a observar unareduccidn intramuscular de las cé-
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Tablal

S100 GFAP

Grupo ++ + - ++ +
PM 10 0 0 8 2

PMC 0 3 7 0 0

EHP PML 0 2 8 0 0
PM 8 0 0 8 0

Control PMC 8 0 0 6 2
PML 8 0 0 7 1

Distribucion de S100, GFAP, NF y enolasaen e PM, PMC y PML enlaEHPy grupo control

Anticuer pos monoclonales

NF Enolasa
— ++ + - ++ + -
0 8 2 0 7 3 0
10 0 8 7 0 4 6
10 0 2 8 0 3 7
0 8 0 0 8 0 0
0 8 0 0 8 0 0
0 8 0 0 8 0 0

PM: Plexo mientérico; PMC: Plexo muscular circular; PML: Plexo muscular longitudinal; S100: Proteina S100; GFAP: Proteina glial fibri-

lar; NF: Neurofilamento.

lulas nerviosas de soporte® y unaanormal distribucion delas
terminaciones nerviosas de la capa muscular®®, Nuestro tra-
bajo intenta confirmar mediante técnicas de inmunchisto-
quimicala existencia 0 no de trastornos neurales a nivel del
musculo pildrico y su posible implicacion en la etiopatoge-
nia de la enfermedad.

PACIENTESY METODOS

Se realiza un estudio comparativo entre dos grupos de
pacientes. Grupo 1: 10 pacientes intervenidos quirdrgica-
mente por presentar EHP, en los que se tomd biopsia mus-
cular piléricaen e momento de realidad la piloromiotomia
extramucosa de Ramstedt. Grupo 2: grupo control, forma-
do por 8 neonatos fallecidos por causas gjenas ala EHP, cu-
yas biopsias fueron recogidas en e momento de la necrop-
sa

Las muestras de biopsiafueron incluidas en parafina, pro-
cesadas seglin protocol o de anatomia patol égicay estudiados
mediante técnicas de inmunohistoquimica.

Técnicas deinmunohistoquimica
L os estudios inmunohi stoquimicos se realizaron mediante
la aplicacion de un panel de anticuerpos monoclonales, va-
lorando lainmunatincién del plexo mientérico y fibras ner-
viosasen € plexo muscular (longitudinal y circular). Losan-
ticuerpos monaclonal es fueron:
» Proteina S100: marcador de astrocitos y células de
Schwan.
» GFAP: marcador especifico para astrocitos en el siste-
ma nervioso central.
Ambos anticuerpos valoran las células nerviosas de so-
porte.
» Enolasa: marcador de las células ganglionares.
* Neurofilamento: en sustres subunidades, marcador delas
neuronas. Ambos anticuerpos valoran lainervacion neu-
ronal.
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L os resultados se analizaron mediante microscopia Op-
ticaconvencional y en todos los casos se utilizd fosfatasa al-
calinacomo enzima.

Lainmunotincion fue val orada semicuantitativamente se-
gun laintensidad de lamismaen tres grupos. fuertemente po-
sitiva (++), moderadamente positiva (+), y negativa(-). Para
comparar |os resultados con el grupo control utilizamos la
prueba estadistica para variables no paramétricas de Mann-
Whitney, con un nivel de significacion inferior a0,05 (p <
0,05).

RESULTADOS

L os resultados se recogen en latablal. Lainmunotincién
para S100 en el plexo mientérico fue positivaen el 100%
de las biopsias procedentes de nifios con EHP'y en las biop-
sias de piloros normales. El andlisisparael GFAPen el gru-
po con EHP fue similar; en el 80% fuertemente positivoy en
€l 20% moderadamente positivo, frente al 100% fuertemen-
te positivo del grupo control. Latincion del NF en el PM fue
fuertemente positivay moderadamente positivaen el 80%y
20% delos pacientes con EHPy en & 100% de | os pacientes
del grupo control.

La expresion parala enolasa fue fuertemente positivay
moderadamente positiva en el 70-30% del grupo con EHP,
en el 100% de | os casos fuertemente positivaen el grupo con-
trol. Las diferencias de expresion entrelastincionesanivel del
PM, entre los dos grupos, no fueron estadisticamente signifi-
cativas. Enlacapamuscular (longitudinal y circular) delos pi-
loros con EHP, lainmunotincion parala proteina S100 fue ne-
gativaen e 70% y 80%, respectivamente, y moderadamente
positivaen el 30% y 20% (Fig. 1a). En el grupo control fue
fuertemente positivaen € 100% (Fig. 1b). Laexpresion para
el GFAPenel PMCy PML, en € grupo con EHP, fue negati-
vaen el 100% de los casos y fuertemente positivaen el 75-
87% de los casos en € grupo control. Lainmunotincion para
el NFene PMCy PML del grupo con EHP, fue negativaen

CIRUGIA PEDIATRICA



—d

4 a
| o - -
3 Ty

Figuras lay b. Microscopia Gptica. Inmunotincion para la proteina S100 anivel de la capamuscular del piloro.
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Figuras2ay b. Microscopia 6ptica. Inmunotincion parael NF anivel de la capa muscular del piloro. Lafigura 2a corresponde al grupo con

EHPy lafigura 2b corresponde a grupo control.
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Figuras3ay b. Microscopia ptica. Inmunotincién paralaenolasaanivel dela capamuscular del piloro. Lafigura 3a corresponde a grupo con
EHPYy lafigura3b corresponde a grupo control.

el 70% y 80%, respectivamente (Fig. 2a). En el grupo con-
trol fue positivaen el 100% (Fig. 2b). Por Ultimo, analiza-
mos lainmunotincion en el PMC y PML paralaenolasa. En
las hiopsias de piloros con EHP latincion fue negativa en el
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60% y 70%, respectivamente (Fig. 3a). En e grupo control fue
fuertemente positiva en el 100% de los casos (Fig. 3b). La
diferenciadeinmunctincién anivel delacapamuscular enam-
bos grupos fue estadisticamente significativa, con p < 0,001.

Estudio inmunohistoquimico en la estenodis hipertréficadel piloro 63



DISCUSION

Aunque la EHP es una patologia frecuente en €l lactante,
caracterizada por la hipertrofia celular del musculo liso dela
capamuscular, su etiopatogeniano es del todo conocida. Para
proporcionar una base etiopatogénica se han realizado nume-
rosos estudios con microscopia el ectronica 4 y actualmen-
te con técnicas de inmunohistoquimica®1®, Los estudios con
microscopia el ectronica han demostrado degeneracion axonal
end plexo mientéricoy fallo o retraso en lamaduracion delas
céulasintersticiales de Cajal@-19, |o que demuestra una anor-
malidad estructural del sistema nervioso inhibitorio. Las ac-
tuales técnicas de inmunohi stoquimica estudian fundamental-
mente lainervacion pilérica encontrando una disminucion y
alteracion de las fibras nerviosas de la capa muscular en €l
piloro de los nifios con EHP1), Recientemente se especulaque
€l crecimiento de las células musculares en la EHP esta regu-
lado por factores de crecimiento, observando un incremento
delasintesislocal defactor de crecimiento epidérmicoy pép-
tidos relacionados con éstes). Parece exigtir ademés una dis-
minucidn significativa en las fibras nerviosas del polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP), sustancia P, encefaina, péptido
liberador de gastrina en la capa muscular y 6xido nitrico en
la capamuscular del piloro hipertréfico®. Los trabajos que
estudian € espacio extracelular de la capa muscular del pilo-
ro en nifios con EHP demuestra un aumento de la expresivi-
dad del procolageno y fibronectina®®-2y, El incremento de fi-
bras dasticas y elastina en € musculo pildrico en laEHP, pa-
recejugar un papel importante en € desarrollo delarigidez del
musculo@. Nuestro trabgjo que estudialainervacion delacar
pa muscular pil6rica puede aportar algunos datos interesan-
tes parael conocimiento de |a etiopatogénica de la enferme-
dad. En nuestro estudio lasfibrasinmunorreactivas en las biop-
sias correspondientes ala EHP parala proteina S100 y GFAP
han estado marcadamente reducidas en las capas musculares
longitudinal y circular, lo que implica una reduccion de fi-
bras nerviosas de soporte anivel de la capa muscular, siendo
normales anivel del PM. Nuestros resultados confirman los
obtenidos por otros autores®. Sin embargo, en € plexo mien-
térico laexpresion de marcadores para las céulas nerviosas de
soporte (S100 y GFAP) fue précticamente similar alainmu-
notincion correspondiente alas biopsias delos piloros del gru-
po control. Las células nerviosas de soporte son fundamenta-
les para el mantenimiento de las funciones basicas de las neu-
ronas. Su ausencia, por tanto, puede ser un factor importante
en la etiopatogénesis de la EHP. Trabajos realizados con téc-
nicas de inmunohistoquimica 29 han demostrado una dismi-
nucién de células ganglionaresen laEHP. Por € contrario, los
estudios realizados por Okazaki®® demuestran un adecuado
numero de células ganglionares y neurofilamentos en € PM
delos piloros con EHP. Nuestros resultados, smilaresalos co-
municados por Okazaki® y por Tam(), demuestran un nd-
mero adecuado de células ganglionares y neurofilamentos a
nivel del PM enlasbiopsias de piloros con EHP, sin que exis-

64 RM. Paredesy cols.

tan diferencias significativas con €l grupo control. Por &l con-
trario, observamos en la capa muscular tanto circular como
longitudinal una marcada disminucion de neurofilamentosy
de células ganglionares. Estos resultados indican una pobre
inervacion de la musculatura piléricaen la EHP. Se ha obser-
vado en estudios realizados en ratas, que dichas alteraciones
desaparecen alos 4 meses cuando se repite el estudio, 1o que
indica que puede ser una alteracion temporal, por faltade ma-
durez en lainervacidn muscular y no por degeneracion(@),
Nuestros resultados nos hacen concluir que en laEHP existe
una pobre inervacion neuronal delacapamuscular del piloro,
secundaria a una reduccion de las células nerviosas de sopor-
te'y un déficit neuronal. Todo lo produciria una hipertrofia
compensadora de la musculatura pil drica. Como toda hiper-
trofiaalargo plazo se transformaria en una atrofia, siendo
entonces una alteracion transitoria. Esta pobre inervacion pa-
rece estar implicada en la etiopatogénesis de la enfermedad.
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