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Resumen

VI.a) Introduccién

La enfermedad de Hirschsprung (HSCR, OMIM 142623) es un trastorno del desarrollo del sistema
nervioso entérico caracterizado por la ausencia de células ganglionares parasimpaticas en los plexos mientéri-
co y submucoso del intestino. Su incidencia se estima en 1/5000 recién nacidos vivos y supone la causa més
frecuente de obstruccion intestinal funcional en la infancia. La extensién proximal del aganglionismo desde el
esfinter anal interno permite su clasificacion en diferentes fenotipos: segmento corto o S-HSCR (Short-segment
HSCR) en el que el aganglionismo no sobrepasa el colon sigmoide (75-80% de los casos), segmento largo o
L-HSCR (Long-segment HSCR), en el que la ausencia de células ganglionares es proximal al sigma (15-20%) y
aganglionismo célico total, que implica la afectacién de todo el colon y menos de 50 cm de fleon (#otal colonic
aganglionosis, TCA, 2-13%). Se han descrito otras formas menos frecuentes como la enfermedad segmentaria y
la ultracorta. Por razones no bien conocidas, la ratio hombre: mujer es mayor para S-HSCR (5,5:1) que para
L-HSCR, donde podemos encontrar una relacién de 1,75:1. Suele ser esporadica, aunque también hay casos
familiares con herencia autosémica dominante o recesiva, penetrancia parcial y expresividad variable. Se
manifiesta de forma aislada en el 70% de los pacientes, asocia anomalias congénitas en el 18% y cromoso-
mopatias en el 12%, siendo la mas frecuente el Sindrome de Down (Down Syndromse, DS).

Su base genética no esta claramente establecida. El proto-oncogén RET, que codifica para un re-
ceptor de membrana con actividad tirosin-kinasa con un papel crucial en el desarrollo del sistema nervioso
entérico, es el gen de mayor susceptibilidad para HSCR. Sin embargo, sélo un 50% de casos familiares y
un 10-35% de los esporadicos se atribuyen a mutaciones germinales en la secuencia codificante de este
gen, que originan una pérdida de funcién del receptor. Por otro lado, se han descrito mutaciones germina-
les en RET que ocasionan en el humano otras patologias, como los sindromes MEN 2A y MEN 2B y el
carcinoma medular de tiroides familiar, de herencia autosémica dominante.

Hasta el momento, solo se han identificado una minorfa de casos producidos por mutaciones en
otros genes distintos de RET, como EDNRB y EDN3, que estan implicados en otras rutas de sefaliza-
cién, por lo que los mecanismos causales de la enfermedad en la mayorfa de los pacientes HSCR, espe-
cialmente en los casos esporadicos, aun no han sido elucidados. Hay evidencia de que la aparicién de estas
formas esporadicas, particularmente de tipo S-HSCR, sigue un modelo complejo de herencia en el que
varios eventos deben confluir para producir el fenotipo. De hecho, se conoce que en la aparicién del feno-
tipo influyen también variantes genéticas comunes como la localizada en el dominio conservado entre
especies con funcién potenciadora de la transcripcion (Enbancer-like domain), en el intréon 1 de RET.
Esta variante, ¢.73+9277T>C, que muestra asociacién con los casos esporadicos, podria actuar como un
factor modificador modulando la penetrancia de las mutaciones en otros genes y posiblemente del propio
proto-oncogén RET.

Ademas, el Sindrome de Waardenburg tipo 4, una de las formas sindrémicas de HSCR, (Waarden-
burg Syndrome type 4, WS4, OMIM 277580), es causado tanto por mutaciones autosbémicas recesivas en los

genes EDNRB y EDN3 como por mutaciones autosémicas dominantes en SOX70 (45-55% de los casos).
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Clinicamente, HSCR se manifiesta como un espectro de severidad, distinguiéndose formas no gra-
ves manejadas con tratamiento conservador hasta la cirugia y otras graves que precisan una ostomia y una
hospitalizaciéon prolongada. Con anterioridad se han validado escalas para facilitar el diagnéstico neonatal
y para diferenciar HSCR de otros transtornos del sistema nervioso entérico. Sin embargo, hasta la fecha
no se ha propuesto ningun sistema de puntuaciéon para predecir su comportamiento. Por otro lado, la

correlacion fenotipo-genotipo ain no ha podido ser establecida.

VI.b) Hipétesis de trabajo y objetivos del estudio
El objetivo primario del presente trabajo es establecer una escala clinica que permita predecir pre-
cozmente la gravedad de HSCR asi como estudiar si existe una relacion entre los pacientes clasificados
como graves por la escala y la presencia de mutaciones en los genes analizados.
Entre los objetivos secundarios destacan: describir las caracteristicas clinicas de los pacientes de la se-
rie, identificar la presencia de mutaciones que predisponen al desarrollo de MEN 2, aportar nuevas mutacio-
nes causantes de HSCR no descritas hasta el momento y propotrcionar asesoramiento genético a las familias

estudiadas, estableciendo el tipo de herencia y riesgo de recurrencia de la enfermedad.

VI.c) Material y métodos

Se disefi6 un estudio observacional retrospectivo que reclutd 42 pacientes HSCR diagnosticados en-
tre 1983 y 2013 en el Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz, centro terciario de referencia en
Extremadura. El estudio fue aprobado por el comité ético y se obtuvo el consentimiento de los participan-
tes. Los pacientes fueron evaluados por un pediatra y un cirujano pediatrico, completandose el protocolo
habitual que incluye la realizacién de manometria anorrectal, enema con contraste y biopsia rectal o intes-
tinal. El diagndstico de confirmacién vino dado por la ausencia de células ganglionares en la biopsia.

Se recogieron datos clinicos como la edad al diagnéstico, sexo, antecedentes familiares de HSCR,
sindromes o malformaciones asociadas, evacuacién de meconio, debut clinico (definido como los prime-
ros sintomas identificados), tacto rectal, extension del aganglionismo, efectividad del tratamiento médico
preoperatorio, hallazgos del primer enema de contraste, procedimientos quirdrgicos, complicaciones y
tiempo de hospitalizaciéon. Los pacientes fueron divididos en 2 grupos (grave y no grave) segun la evolu-
cién de la enfermedad. La evolucion grave fue definida por 2 o mas de los siguientes criterios: necesidad
de estoma o > 2 cirugias, desarrollo de al menos un episodio de enterocolitis y la hospitalizacién prolon-
gada (>100 dfas en los primeros 2 afos tras el diagnostico). Se excluyeron las cirugfas y los dfas de hospita-
lizacién por otras causas. El diagnéstico de enterocolitis se establecié por criterios clinicos (Tabla 3.1). Se
elabord una escala incluyendo los factores que se describen a continuacién. Una vez establecido el dia-
gnostico cada paciente recibi6 una puntuaciéon segun estos 8 criterios (Tabla 4.3):

e Antecedentes familiares

e Sindromes o malformaciones asociadas
e  Evacuacién de meconio

e Debut clinico

e Exploracién rectal
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e Efectividad del tratamiento médico preoperatorio
e Extension del aganglionismo
e Resultado del primer enema de contraste

Se realiz6 estudio molecular a los pacientes, sus padres y en los casos disponibles, a sus hermanos,
en el Departamento de Genética, Reproduccion y Medicina Fetal del Hospital Universitario Virgen del
Rocio de Sevilla. Se rastrearon los genes RET, EDNRB, EDN3 en todos los casos y SOX70 en pacientes
con sospecha de WS4. En todos los pacientes se genotipd la variante ¢.73+9277T>C en el intrén 1 de
RET, dado que el alelo ¢.73+9277T esta fuertemente asociado a HSCR y parece aumentar la penetrancia
en pacientes con mutaciones en la regién codificante de RET mediante un efecto aditivo.

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo mediante el programa informatico IBM-SPSS Sta-
tistics 19. Las variables cuantitativas se presentaron como la media + desviacién estandar, comparando los
grupos grave y no grave mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon. La comparacién del
numero de procedimientos quirdrgicos, el tiempo de hospitalizacién y los episodios de enterocolitis entre
los 3 periodos temporales considerados se realizé6 mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Las
variables categbricas se presentaron como porcentajes y fueron analizadas mediante las correspondientes
tablas de contingencia usando el test de Chi-cuadrado de Pearson o bien el test exacto de Fisher si las
condiciones de validez de la primera no eran verificadas.

La asociacion entre la escala y la gravedad de HSCR fue analizada mediante un modelo de regresién
logistica, incluyendo la realizacién de la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow (test HL), el
calculo del coeficiente R? de Nagelkerke y de los Odds Ratio (OR) con sus correspondientes intervalos de
contfianza. El poder discriminatorio del modelo obtenido fue valorado a través de una curva de caracterfs-
ticas de receptor-operador (Receiver Operating Characteristic, ROC), incluyendo el estudio del area bajo la
curva (area under the curve, AUC). Esto permitié establecer el punto de corte éptimo para la escala garanti-
zando una sensibilidad y especificidad adecuadas. Finalmente, la capacidad predictiva de cada una de las
variables de la escala a la hora explicar la gravedad se analiz6 mediante un modelo de regresién logistica
multiple utilizando el método hacia adelante (forward) de seleccién de variables para determinar grupo

optimo de variables con mayor capacidad explicativa. Se consideré significativa una p < 0,05.

VI.d) Resultados

Entre 1983 y 2013 se trataron en nuestro centro 42 pacientes HSCR (29 varones, 69%). La mediana
de edad al diagnostico fue 52 dias (2 dias-14,02 afos). Cuarenta pacientes presentaron una forma espora-
dica. Se registraron 2 HSCR familiares correspondientes a dos familias distintas. En 34 pacientes (81%) la
enfermedad se presenté como evento aislado, si bien 8 pacientes padecieron una forma sindrémica; 5 DS
y 3 W84, uno de los cuales cumplia criterios de WS, leucodistrofia central desmielinizante, neuropatia
periférica desmielinizante y HSCR. Tres pacientes DS presentaron afectacioén cardiologica. No se registra-
ron otras malformaciones asociadas.

La forma mas frecuente fue S-HSCR (26 casos), seguida de TCA (10 casos), L-HSCR (4 casos) y fia
ultracorta (2 casos). No se identificé ningin aganglionismo intestinal total. En ningtn caso la exploracién

del canal anal fue normal; la mayoria presenté una ampolla adherente o seguida de deposicién explosiva
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(57,1%) mientras que el tacto rectal del 42,9% restante mostrd una ampolla vacia. El 50% sufri6 un retraso
meconial superior a 48 horas. En el 14,3% la evacuacién de meconio ocurrié en las primeras 24 horas. La
obstruccion intestinal fue la presentaciéon clinica mas comun (23 casos), seguida del estrefiimiento de evo-
lucién térpida (12 casos). En 8 pacientes el primer enema fue informado como normal o con alteraciones
poco relevantes. La zona de transicién (ZT) caracteristica se identificd en 23 pacientes. En los 11 restantes
la imagen mostré otras alteraciones (colon disminuido de calibre, retraso en la evacuacién del contraste
o microcolon). El tratamiento médico preoperatorio fue eficaz en 24 casos (57,1%). Se realizaron 13
ostomias, ninguna permanente.

Quince de los 42 pacientes (35,7%) cumplieron los criterios de gravedad. La media de cirugfas en
este grupo fue de 2,5 + 1,4 y del tiempo de hospitalizacién en los 2 primeros afios tras el diagndstico de
160,2 £ 85,9 dias. El 80% present al menos un episodio de enterocolitis pre o postoperatoria. Un pacien-
te no pudo ser clasificado por pérdida de seguimiento. Los 26 restantes fueron catalogados como no gra-
ves. Este grupo precis6 1,2 £ 0,5 cirugias de media, el tiempo de hospitalizacién fue de 35,7 £ 225 dias y
en un 7,7% se registraron episodios de enterocolitis (p < 0,0001).

Se identificaron diferencias significativas en la escala de gravedad de HSCR en los dos grupos.
El grupo grave presentd puntuaciones medias superiores (13,15 £ 2,36) respecto al no grave (8,15 £
2,13; p < 0,001) (Figura 4.16 A). Se aplicé un modelo de regresion logistica para explicar la variable
gravedad en funcién de la escala, obteniéndose una relacién directa estadisticamente significativa
(p = 0,003; OR = 2,92; 95% IC OR: 1,45-5,90; R? de Nagelkerke’s = 0,753; HL test: p = 0,833,
Figura 4.12). La curva ROC determind que para un punto de corte de 11 puntos, la sensibilidad y
especificidad estimadas fueron de 87% y 81% respectivamente. E1 AUC indic6 un buen valor predic-
tivo de la escala (0,949; 95% IC: 0,89-1, p < 0.0001, Figura 4.13).

Mediante un modelo de regresion logistica maltiple con un método de seleccion de variables forward
se determiné que solo 3 de ellas eran necesarias para explicar la variable gravedad (en presencia de estas 3,
las demds no proporcionan informacién relevante). Estas 3 variables fueron “sindromes o malformaciones
asociadas” (p = 0,023; OR = 441; 95% IC OR: 1,23-15,84), “evacuacion de meconio” (p = 0,04;
OR = 20,43; 95% IC OR: 1,15-361,9) y “extensién del aganglionismo” (p = 0,007; OR = 14,84; 95% IC
OR: 2,11-104,24). Esto nos permitié identificar una escala de gravedad simplificada (1-9 puntos, Tabla 4.6)
que también se relaciona significativamente con la gravedad (p =0,001; OR = 575; 95%IC
OR: 2,01-16,48; R* de Nagelkerke’s = 0.725; HL test: p = 0.889, Figura 4.14). De nuevo, el AUC mostrd
de nuevo un buen valor predictivo (0,944; 95% IC: 0,88-1, p < 0.0001). El analisis de los puntos de corte
indic6 que 5 serfa el éptimo en este caso, con una sensibilidad de 0,93 y especificidad de 0,84 (Figura
4.15). En el sore simplificado, la puntuacién media del grupo grave fue de 6,27 + 1,33 frente a un
3,31 + 1,29 en el no grave (p < 0,001) (Figura 4.16 B).

Se identific6 mutacién relacionada con la enfermedad en 12 pacientes (Tabla 4.9). En 9 de ellos (7
esporadicos y 2 familiares), las variaciones afectaron al proto-oncogén RET. Por tanto, la frecuencia muta-
cional en RET de nuestra cohorte es del 17,5% en casos esporadicos (7 pacientes con mutaciones de 40

casos esporadicos) y del 100% en familiares (2 familias con mutaciones de las 2 estudiadas). La via de
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transmisién mas frecuente fue la materna (4 casos), seguida de la paterna y la aparicion de novo (3 pacientes
en grupo). Asf mismo, se realiz6 genotipaciéon de la variante ¢.73+9277T>C en el intrén 1de RET descu-
briéndose en 30 pacientes (71,4%, 15 en homocigosis y 15 en heterocigosis). El rastreo revelé una unica
variante de secuencia en EINDRB. Ademas, de los 3 pacientes que cumplieron criterios de WS4, se identi-
fic6 mutacién causal en 2 de ellos.

Ocho de los 15 pacientes (53,3%) del grupo grave presentaron mutaciones genéticas frente a 4
de 26 (15,3%) del no grave (p 0,015). E1 66,6% de los pacientes con mutaciones presentan una punta-

cién 211 puntos.

VI.e) Discusion

HSCR se manifiesta como un espectro de severidad, distinguiéndose formas no graves manejadas
con tratamiento conservador hasta la cirugfa y otras graves que precisan una ostomia y una hospitalizacién
prolongada. Aproximadamente el 80-90% de los pacientes presentan sintomas desde los primeros dias de
vida (retraso meconial, obstruccién intestinal o enterocolitis). En un 10% se manifiesta mas tarde como
estrefiimiento cronico, retraso del crecimiento o distension abdominal. La longitud del aganglionismo es
considerada el principal condicionante de la gravedad. Sin embargo, pacientes con la misma extensién
pueden tener un comportamiento diferente.

Predecir el comportamiento de HSCR al diagndstico resultarfa de gran importancia para evitar sus
complicaciones pero supone un reto en la prictica clinica. Hasta la fecha, esta es la primera escala diseflada
con fines pronésticos. Esta basada en hallazgos clinicos y radiologicos descritos en la literatura como fac-
tores que aumentan el riesgo de un peor prondstico de HSCR.

Se aplicé retrospectivamente a todos los pacientes, a su vez clasificados en graves (n = 15) y no
graves (n = 20) segin la estancia hospitalaria, las cirugias realizadas y la aparicién de enterocolitis.

Los pacientes con evoluciéon no grave presentaron una distribucién por sexos de 4,2:1 similar a la
clasicamente descrita, mientras que en el grupo grave fue proxima a 1:1 (p = 0,038), aspecto que relacio-
namos con el mayor numero de aganglionismos extensos entre estos casos. La extension del aganglionis-
mo también demostré tener implicacion en la gravedad de la enfermedad: el 90% de los TCA cumplieron
los criterios de gravedad, asi como el 50% de los L-HSCR y el 16% de los S-HSCR.

Aunque en la mayoria de los casos HSCR aparecié de forma aislada, identificamos 3 WS4 y confir-
mamos la conocida asociacién entre HSCR y DS, al encontrar una incidencia en nuestra cohorte del
11,9%. La presencia de sindromes asociados fue significativamente mayor en el grupo grave (p = 0,0206).

También se conoce que las formas familiares son mas frecuentes entre los aganglionismos muy ex-
tensos. Nuestra serie apoya este hecho ya que los dos pacientes con antecedentes familiares presentaron
este fenotipo. La obstrucciéon intestinal fue el debut mas comun, especialmente en el grupo que cumplié
los criterios de gravedad (73,3%). En el no grave se repartié de forma mds homogénea entre la obstruc-
cion intestinal (42,3%) y el estrefiimiento (38,5%). Sin embargo, estas diferencias en la distribucién de los
antecedentes familiares y la presentacion clinica no alcanzaron significacion estadistica.

La mayorfa de los pacientes graves presentaron una ampolla vacfa al tacto rectal. En el grupo no

grave predomino la presencia de una ampolla adherente o seguida de deposiciéon explosiva, reflejo de que

XXXIX



Resumen

a través de la exploracién digital se logré superar el espasmo de la zona agangliénica. Ningun paciente
grave evacu6 meconio en las primeras 24 horas, predominando entre ellos la menoniorrexis posterior a las
48 horas (86,7%). La situacion fue distinta en el grupo no grave: 23,1% presenté meconiorrexis normal,
50% retraso superior a 24 horas y superior a 48 el 26,9% restante (p < 0,001). El tratamiento médico pre-
operatorio fue eficaz solo en 1 de cada 4 pacientes graves frente al 90% de los no graves (p < 0,001).

La variable “enema de contraste” tiene limitaciones, como demuestran los 8 casos en los que el
primer enema no fue sugestivo de HSCR. Siete de ellos pertenecen al grupo no grave. Llama la atencién el
caso restante, correspondiente a un TCA de curso grave. La concordancia entre la ZT radiolégica e his-
tologica es baja en las formas largas. En estos casos la imagen puede tener falsos negativos, obteniéndose
una puntuacién inferior a la que cabria esperat.

Cabe destacar que el estudio de la escala de gravedad demostré que solo algunas de las variables clini-
cas recogidas al diagnédstico tuvieron implicacién pronédstica. Nuestro analisis estadistico revelé que solo 3 de
los 8 factores inicialmente propuestos (retraso meconial, sindromes o malformaciones asociadas asi como la
extension del aganglionismo) pueden ser suficientes para alertar al pediatra y al cirujano pediatrico de un
curso complicado de la enfermedad. Estas 3 variables constituyen la escala simplificada, en la que el punto de
corte 6ptimo se establece en 5 puntos, con una sensibilidad del 93% y una especificidad del 84%.

Atendiendo a sus bases moleculares, HSCR es una enfermedad multifactorial, en la que ademas del
componente genético existen otros factores que modulan su expresion. Identificamos mutacién causal en
12 pacientes (Tabla 4.9), la mayoria localizadas en el proto-oncogén RET. Las mutaciones que originan
una ganancia de funcién de la proteina se asocian a neoplasia endocrina multiple tipo 2 (Mutiple Endocrine
Neoplasia type 2, MEN2): MEN2A (OMIM 171400), carcinoma medular de tiroides familiar (Familiar Medu-
lar Thyroid Carcinoma, FMTC, OMIM 155240) y MEN2B (OMIM 162300). Se ha descrito una incidencia de
MEN2A en pacientes HSCR del 2,5-5%, proponiéndose que en estos casos las mutaciones actdan via un
efecto dual. Aquellas que producen el cambio de una cisteina por otro Aa en el dominio extracelular del
receptor se relacionan con carcinoma medular de tiroides y MEN 2A. Varios autores defienden el despis-
taje de estas mutaciones en pacientes HSCR, localizadas con mayor frecuencia en los exones 10 y 11, pero
también en el 13,14, 15 y 16. Todos ellos fueron analizados. Ninguna de las mutaciones detectadas implicd
a los codones de riesgo. En dos casos de WS4 se identificd su origen molecular, correspondiente a muta-
ciones en el exén 5 de SOX70, previamente comunicadas por nuestro grupo.

Teniendo en cuenta los criterios de gravedad, obtuvimos que 8 de los 15 pacientes clasificamos co-
mo graves (53,3%) presentaron mutaciones frente a 4 de 26 (15,3%) entre los no graves (p = 0,015), lo
que nos permite plantear la existencia de correlacién entre la expresion fenotipica de la enfermedad y la
identificacién de mutaciones causales. Ademas, se detect6 la variante ¢.73+9277T>C en el intrén 1 de
RET en 30 pacientes, siendo en este caso mas frecuente en el grupo no grave (76,9% vs 66,7%,
p = 0,713). Esta diferencia, aunque no alcanzé significacion estadistica, podtia relacionarse con el mayor
numero de casos esporadicos en este grupo.

La presente escala y su forma simplificada demostraron utilidad para determinar la gravedad de

HSCR al diagnéstico. Dado que la version simplificada mostré mayor sensibilidad y especificidad, la con-
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sideramos una buena alternativa y mas facilmente aplicable en la practica clinica. Sin embargo, en ambos

casos es necesaria su validacién prospectiva.

VI.f) Conclusiéon

La aplicacién de una escala al diagnéstico de HSCR puede contribuir a identificar precozmente las
formas graves de la enfermedad y prevenir sus complicaciones. Un valor 211 mostr6 una adecuada sensi-
bilidad y especificidad para este proposito. La version simplificada también demostré utilidad para deter-
minar la gravedad de HSCR al diagnédstico, presentando una sensibilidad y especificidad superiores. Esto
nos permite considerarla una alternativa valida a la anterior, que puede presentar mayor interés en la
practica clinica por la sencillez de su aplicacion.

El estudio molecular de RET, EDNRB y EDN?3 realizado en todos los pacientes HSCR, asi como
de SOXT70 en los casos de WS4, reveld la presencia de 8 variantes de secuencia en RET, 1 en EDNRKBy 2
en SOXT70. De ellas, 9 han sido comunicadas por primera vez por nuestro grupo.

Defendemos el andlisis molecular del proto-oncogén RET como parte del protocolo de estudio de
los pacientes HSCR. Una de las 8 variantes de secuencia identificadas en el proto-oncogén RET se situd
en un exén de riesgo MEN 2. Dado que no implicé el cambio de una cisteina por otro aminoacido, no fue
preciso tomas medidas profilacticas a este respecto.

En mas del 50% de los pacientes graves se identificaron mutaciones genéticas, observando una co-
rrelacion entre la severidad de la enfermedad y el estudio molecular. No obstante, se considera necesaria la
validacién prospectiva de las herramientas propuestas asi como la identificaciéon de nuevos genes y meca-

nismos que expliquen la variabilidad fenotipica de esta entidad.
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VIL.a) Introduction

Hirschsprung disease (HSCR, OMIM 142623) is a developmental disorder characterized by the ab-
sence of the enteric nervous system in the myenteric and submucosal plexus of the distal bowel. Its inci-
dence is estimated to be 1/5000 live births, making it the most frequent cause of functional intestinal ob-
struction in childhood. The proximal extent of aganglionosis from the internal anal sphincter allows for its
classification into different phenotypes: short-segment HSCR (S-HSCR, 75-80%), when the aganglionosis
does not extend beyond the upper sigmoid, long-segment HSCR, when the absence of ganglion cells is
proximal to the sigmoid colon (.-HSCR, 15-20%), and total colonic aganglionosis, when the entire colon
and less than 50 cm of the terminal ileum are affected (TCA, 2-13%). Other less common forms of the
disease have been described, such as total intestinal aganglionosis, segmental and ultra-short forms. For
reasons not well understood, the male:female ratio is greater for S-HSCR (5.5:1) than for L-HSCR
(1.75:1). HSCR usually appears in a sporadic form, although there are familial cases with autosomal domi-
nant or recessive inheritance with partial penetrance and variable expressivity. It occurs as an isolated trait
in 70% of patients and as part of a syndrome in the other 30%. It is associated with some
chromosomopathy in 12% of cases, the commonest being Down Syndrome (DS).

The genetic basis of HSCR is still not cleatly established. The major susceptibility gene for HSCR is
the RET proto-oncogene. It encodes for a membrane receptor with tyrosine kinase activity which plays a
crucial role in the formation of the enteric nervous system. However, only 50% of familial and 10-35% of
sporadic cases are attributable to germline loss-of-function mutations in this gene's coding sequence. On
the other hand, germinal mutations that cause other pathologies, such as the MEN 2A and MEN 2B syn-
dromes and the familial medullary thyroid carcinoma, with an autosomal dominant inheritance, have also
been attributed to RET.

So far, only a minority of cases are known to be due to mutations in genes other than RET, such as
EDNRB and EDN3, that are involved in this or in other signaling pathways. Thus, there is still no com-
plete elucidation of the molecular mechanism that causes the disease in most HSCR patients, especially in
the sporadic cases. There is evidence that the appearance of these sporadic forms, particularly the S-HSCR
phenotype, follows a complex pattern of inheritance in which various genetic events must converge to
produce the phenotype. Indeed, it is clear that the appearance of the phenotype also depends on such
common genetic variants as those which are located in the Enhancer-like domain of intron 1 of RET.
This variant, ¢.73+9277T>C, shows a very strong association with sporadic cases, and could act as a
modifying factor modulating the penetrance of mutations in other genes and possibly of the RET proto-
oncogene itself.

Moreover, one of the syndromic forms of HSCR is Waardenburg Syndrome type 4 (WS4, OMIM
277580), caused by either autosomal-recessive mutations in genes EDNRB and EDN3 or autosomal-
dominant mutations in SOX70 (45-55% of cases).

HSCR varies in severity from non-severe cases managed with conservative treatment until surgery

to more severe forms that require a stoma and prolonged hospitalization. Previously, other scoring
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systems had been validated for the neonatal diagnosis of HSCR and for its differentiation from other en-
teric nervous system disorders. However, to date, no scale has been proposed to predict the disease's
behaviour. Furthermore, the genotype-phenotype correlation has yet to be solidly established even though

it has been intensively investigated.

VIIL.b) Working hypothesis and objetives
The primary objective of the present study was to design a clinical scoring system that will allow for
the eatly prediction of the severity of HSCR, and facilitate the study of the phenotype-genotype correla-
tion through the selection of cases with severe behaviour.
The following were considered secondary objetives: to describe the clinical characteristics of the pa-
tients included in the study, to identify mutations predisposing to MEN 2, to communicate unknown
mutations for HSCR and to offer genetic counseling for participants families, establishing the inheritance

type and recurrent risk for the disease.

VII.c) Materials and methods

A retrospective observational study including 42 patients diagnosed with HSCR between 1983 and
2013 at the University Hospital of Badajoz, a tertiary referral centre in Extremadura (Spain), was con-
ducted. The study was approved by the ethics committee of that hospital, and the signed informed con-
sent of the participants was obtained. Patients were evaluated by a paediatrician and a paediatric surgeon,
completing the routine protocol including contrast enema, anorectal manometry and rectal or bowel bi-
opsy. The confirmation diagnosis was established by the absence of ganglion cells in the biopsy.

We recorded clinical data such as age at diagnosis, sex, family history of HSCR, associated syn-
dromes or malformations, meconium evacuation, clinical onset (defined as the earliest identitied symp-
toms), digital rectal examination, extent of the aganglionosis, effectiveness of pre-operative treatment,
findings of the first enema, surgical procedures, complications and length of hospitalization. Patients were
divided into 2 groups (severe and non-severe) according to the outcome of the disease. Severe behaviour
was defined by 2 or more of the following criteria: the need for stoma or >2 surgical procedures, devel-
opment of at least one episode of enterocolitis, or prolonged hospitalization (>100 days in the first 2 years
after diagnosis). Surgery and hospital stays for other reasons were excluded. The enterocolitis diagnosis
was established by clinical criteria (Table 3.1). A clinical score was prepared taking into account the factors
described below. Once the diagnosis had been established, each patient was scored in accordance with
these 8 criteria (Table 4.3):

e  Family history

e Associated syndromes or malformations

e Meconium passage

e C(linical onset

e Digital rectal examination

e Effectiveness of preoperative medical treatment

e Extent of the aganglionosis

XLVI
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e Results of the first enema

A molecular study was carried out in all patients, their parents and, when available, their siblings, at
the Department of Genetics, Reproduction, and Fetal Medicine, University Hospital Virgen del Rocio of
Seville (Spain), screening for the coding sequence of the RET, EDNRB, and EDN3 genes in all cases, and
of SOXT70 in patients with suspected WS4. For all the patients, we also genotyped the variant
c.73+9277T>C in intron 1 of RET, given that the ¢.73+9277T allele is strongly associated with HSCR
and seems to increase penetrance in patients with rare RE'T coding mutations through an additive effect.

Data analysis was performed using the IBM-SPSS Statistics 19 software package. Quantitative vari-
ables are mainly presented as the mean * standard deviation, with the severe and non-severe groups being
compared using the non-parametric Mann-Whitney-Wilcoxon test. The comparison of the number of surgi-
cal procedures, hospitalization time and enterocolitis episodes throughout the three decades that are covered
by our study was made using the non-parametric Kruskal-Wallis test. Categorical variables are presented
as percentages, and wetre analysed through the corresponding contingency tables using cither Pearson's
chi-squared test or Fisher's exact test if the conditions of validity of the former were not satisfied.

The relationship between the score and the severity of HSCR was analysed by means of a logistic
regression model, including the Hosmer-Lemeshow (HL) test of goodness-of-fit, Nagelkerke's R?, and the
odds ratio (OR), together with their confidence intervals. The discriminating power of the model was
evaluated through its receiver operating characteristic (ROC) curve, including the study of the area under
the curve (AUC). This allowed us to establish the optimal cut-point for the score ensuring adequate sensi-
tivity and specificity. Subsequently, a multiple logistic regression model with stepwise forward selection
was used to determine the predictive capacity of the variables of the scale with respect to the severity of

the disease. A value of p = 0.05 was considered to be statistically significant.

VII.d) Results

Between 1983 and 2013, 42 HSCR patients were treated in our centre (29 males, 69%). The median
age at diagnosis was 52 days (2 days-14.02 years). Forty patients presented a sporadic form, the other 2
were familial HSCR cases corresponding to two different families. In 34 patients (81%), the disease oc-
curred as an isolated event, and in the other 8 patients in a syndromic form (5 DS and 3 WS4). One of the
latter met the criteria for peripheral demyelinating neuropathy, central dysmyelinating leukodystrophy,
Waardenburg syndrome and Hirschsprung's disease. Three DS patients had cardiac involvement. No
other associated malformations were noted.

The commonest form was S-HSCR (26 cases), followed by TCA (10 cases), L-HSCR (4 cases) and
ultra-short (2 cases). No total intestinal aganglionosis cases were identified. None of the cases had a not-
mal DRE; most had a tight rectum or the digital rectal examination was followed by explosive evacuation
(57.1%), and the remaining 42.9% had an empty rectum. In 50%, passage of meconium was delayed by
more than 48 hours; in 14.3%, meconium passage occurred during the first 24 hours of life. Intestinal
obstruction was the commonest clinical presentation (23 cases), followed by protracted constipation (12
cases). In 8 patients, the report of the first enema was normal or with irrelevant alterations. The character-

istic transition zone (ITZ) was identified in 23 patients whereas in the remaining 11, the image showed
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other alterations (decreased colon diameter, delayed contrast evacuation or microcolon). Pre-operative
medical treatment was effective in 24 cases (57.1%). Thirteen non-permanent ostomies were performed.

Fifteen of the 42 patients (35.7%) met the criteria for severe disease. The mean number of surgical
procedures in this group was 2.5 * 1.4, and hospitalization time in the first two years after diagnosis was
160.2 = 85.9 days. T'welve patients in the severe group (80%) had at least one episode of pre- or post-
operative enterocolitis. One patient could not be classified due to being unable to reach for a follow-up.
The remaining 26 were classified as non-severe. They required a mean of 1.2 £ 0.5 surgical interventions,
a hospitalization time of 35.7 & 22.5 days, and 7.7% had episodes of enterocolitis (p < 0.0001).

There were significant differences in the HSCR Severity Score between the two groups, with the
severe group having higher mean scores (13.15 & 2.36) than the non-severe group (8.15 & 2.13; p < 0.001)
(Figure 4.16 A). A logistic regression analysis showed a statistically significant direct relationship between
the score and the severity of the disease (p = 0.003; OR = 2.92; 95% CI OR: 1.45-5.90; Nagelkerke's
R?=0.753; HL test: p = 0.833, Figure 4.12). The sensitivity and specificity of our HSCR Severity Score
from the ROC curve were 87% and 81%, respectively, at a cut-point score of 11. The AUC analysis
showed the score to have good accuracy (AUC = 0.949; 95% CI: 0.89-1; p < 0.0001; Figure 4.13).

A multivariate logistic regression model with forward selection of the variables showed that only
three variables were necessary to explain severity (i.e., in the presence of these three, the other variables
provided no relevant information). These 3 were "associated malformations or syndromes" (p = 0.023;
OR = 4.41; 95% CI OR: 1.23-15.84), "meconium evacuation" (p = 0.04; OR =20.43; 95% CI OR:
1.15-361.90), and "extent of the aganglionosis" (p = 0.007; OR = 14.84; OR 95% CI: 2.11-104.24). This
allowed us to identify a simplified score (1-9 points, Table 4.6) which was also significantly correlated with
severity (p = 0.001; OR = 5.75; 95% CI OR: 2.01-16.48; Nagelkerke's R?= 0.725; HL test: p = 0.889,
Figure 4.14). Again, the AUC showed a good predictive value (0.944; 95% CI: 0.88-1, p < 0.0001). The
cut-point analysis indicated that a score of 5 would be optimal in this case, with a sensitivity of 0.93 and
specificity of 0.84 (Figure 4.15). In this simplified score, the mean score of the severe group was
6.27 + 1.33 versus 3.31 & 1.29 for the non-severe group (p < 0.001) (Figure 4.16 B).

Disease-associated mutations were identified in 12 patients (Table 4.9). In 9 of them (7 sporadic
and 2 familial), the changes affected the RET proto-oncogene. Therefore, the RET mutation frequency in
our cohort is 17.5% in sporadic cases (7 patients with mutations out of 40 sporadic cases) and 100% in
familial cases (2 families with mutations of the 2 studied). The commonest route of transmission found
was maternal (4 cases), with paternal transmission and de novo cases being found at a frequency of 3 cases
each. Moreover, the variant ¢.73+9277T>C in intron 1 of RET was found in 30 patients (71.4%; 15 ho-
mozygous and 15 heterozygous). Screening revealed a single sequence mutation in EDNRB. Also, of the
3 patients with WS4 criteria, causative mutation was identified in 2.

Eight of the 15 patients (53.3%) in the severe group presented genetic mutations »s 4 of the
26 (15.3%) in the non-severe group (p = 0.015). Eight (66.6%) of the patients with mutations

scored 211 points.
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VIlL.e) Discussion

HSCR varies in severity from non-severe cases managed with conservative treatment until surgery
to more severe forms that require a stoma and prolonged hospitalization. Approximately 80-90% of
patients present symptoms in the first days of life (delayed meconium evacuation, intestinal obstruction or
enterocolitis). However, in 10% of cases, it manifests later as chronic constipation, failure to thrive or
abdominal distension. The extension of the aganglionosis has been considered to be the main factor con-
ditioning severity, but patients with the same length of aganglionic bowel may have different clinical
presentations and different levels of severity in their clinical course.

Predicting the behaviour of HSCR at diagnosis would be of great importance to prevent its compli-
cations, but constitutes a challenge for clinical practice. To date, the present scoring system is the first
designed for prognostic purposes. It is based on clinical and radiological findings, well known in the litera-
ture to increase the risk of poor prognosis in HSCR.

We applied it retrospectively to all our patients having classified them as severe (n =15) or
non-severe (n = 26) depending on hospitalization time, surgical procedures performed and the occurrence
of enterocolitis.

The sex ratio (male:female) of the patients with non-severe outcome was 4.2:1, similar to that clas-
sically described, whereas in the severe group it was close to 1:1 (p = 0.038), which we relate to the greater
number of children with extensive aganglionosis among these latter cases. We found that the extent of the
aganglionic segment influenced the severity of disease: 90% of the TCA, 50% of the L-HSCR, and 16% of
the S-HSCR met the severity criteria.

Although in most cases HSCR appeared in isolation, we identified 3 cases of WS4 and confirmed
the known association between HSCR and DS, finding an incidence in our cohort of 11.9%. The presence
of associated syndromes was significantly greater in the severe group (p = 0.026).

The fact that familial forms are more common among cases with very extensive aganglionosis is al-
so known. Our series is coherent with this since the 2 patients with familial antecedents presented this
phenotype. Intestinal obstruction was the most common first sign, especially in the group that met the
severity criteria (73.3%). In the non-severe group, there was a more even distribution between intestinal
obstruction (42.3%) and constipation (38.5%). However, these apparent differences in the distribution of
family history and clinical presentation did not reach statistical significance.

Most of the severe patients had an empty rectum at the time of digital rectal examination. In the
non-severe group, there was a predominant presence of a tight rectum or an examitation being followed
by explosive deposition, reflecting that the digital rectal examination overcame the spasm of the
aganglionic zone. No severe patient evacuated meconium in the first 24 hours, there being predominant
among them passage of meconium after 48 hours (86.7%). The situation was different in the non-severe
group: 23.1% had normal passage of meconium, 50% delayed to after 24 hours, and the remaining 26.9%
to after 48 hours (p < 0.001). Pre-operative medical treatment was effective only in 1 in 4 of the severe s

90% of the non-severe patients (p < 0.001).
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The variable "contrast enema" has limitations, as evidenced by the 8 cases in which the first enema
was not suggestive of HSCR. Seven of them belonged to the non-severe group. It is noteworthy that the
remaining case corresponded to a severe course of TCA. The concordance between the radiological and
histological TZ was low in the long forms for which the image may give false negatives, resulting in a
lower score than would have been expected.

Interestingly, we found that only a few clinical criteria at diagnosis were significantly correlated with
the clinical outcome. Our statistical analysis suggested that only 3 of the 8 factors initially considered (a
history of delayed meconium evacuation combined with information regarding associated malformations
or syndromes and extent of the aganglionosis), could be enough to alert a pediatrician and pediatric sur-
geons to the possibility of severe form of HSCR. These 3 items constitute a simplified score in which a
cut-point of 5 would be optimal, with a sensitivity of 93% and specificity of 84%.

Given its molecular basis, HSCR is a multifactorial disease in which, in addition to the genetic
component, there are other factors that modulate its expression. We identified causative mutation in 12
patients (Table 4.9), most located in the RET proto-oncogene. Gain-of-function mutations affecting the
RET protein are associated with conditions of multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN2): MEN2A
(OMIM 171400), familial medullary thyroid carcinoma (FMTC, OMIM 155240), and MEN2B (OMIM
162300). The co-occurrence of MEN2A has been described in 2.5-5% of HSCR patients, it being pro-
posed that in these cases the mutations act via a dual effect. Several authors advocate screening HSCR
patients for the RET mutations leading to MEN2. These are most often located in exons 10 and 11, alt-
hough also in 13, 14, 15, and 16. All of them were analysed. Nevertheless, none of the mutations detected
in our patients involved the risk codons. The molecular origin of two cases of WS4 was identified as cor-
responding to mutations in exon 5 of SOX70, as previously reported by our group.

In applying the severity criteria, we found that 8 of the 15 patients classified as severe (53.3%) had
identified mutations »s 4 of the 26 (15.3%) of the non-severe (p = 0.015), which is suggestive of a correla-
tion between the phenotypic expression of the disease and the identification of causative mutations in the
principal genes that have been described to date. Furthermore, the ¢.73+9277T>C variant was detected in
the intron 1 of RET in 30 patients, being in this case more frequent in the non-severe group (76.9% s
66.7%, p = 0.713). This difference, although not statistically significant, could be related to the greater
number of sporadic cases in this group.

The scoring system and its simplified form proved useful in determining the severity of HSCR at
diagnosis. Based on its superior sensibility and specificiy, we find the simplied scoring system a to be a

good and easier to use alternative in clinical practise. Both cases, however, require prospective validation.

VIL.f) Conclusion
Application of a clinical scoring system when HSCR is diagnosed may help in the eatly detection of
severe forms of the disease and prevent its complications. A cut point of 11 on the HSCR Severity Score
showed adequate sensitivity and specificity for this purpose. Our simplified score system also proved use-
ful in determining the severity of HSCR at diagnosis with a greater sensitivity and specificity, leading us to

consider it a good alternative since it is more readily applicable in clinical practice.
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The molecular study of RET, EDNRB y EDN3 conducted on all HSCR patients, as well as SOX70
in WS4 forms, showed 8 causative mutations in RET, 1 in EDNRB and 2 en SOX70. Among them, 9
have been communicated for the first time by our group.

Our group advocated RET screening as part of the study of HSCR patients. One of the 8 identi-
tied mutations was located in a risk codon for MEN2. Given that the substitution of a cystein residue was
not involved, it was not necessary to implement prophylactic measures.

Over 50% of the severe patients presented genetic mutations, most of them located in the RET
proto-oncogene, a proportion significantly higher than in non-severe forms. This suggests a correlation
between the phenotypic expression of the disease and the identification of positive results in the molecular
study. However, prospective validation for the presented tools is required as well as future research fo-

cused on new genes and mechanisms explaining the phenotypic variability for this entity.
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Introduccién

1.1. El sistema nervioso entérico (SNE)

El SNE es la mayor y mas compleja divisién del sistema nervioso periférico (SNP) y del sistema
nervioso auténomo (SNA) en vertebrados (Sasselli y cols, 2012). Contiene entre 400 y 600 millones de
neuronas en humanos y alrededor de 1,2 millones en ratones (Gianino y cols, 2003), y estd integrado por al
menos 18 tipos de neuronas funcionalmente diferentes (Brookes, 2001) que utilizan una variedad de neu-
rotransmisores y neuromoduladores similares a los usados por el sistema nervioso central (SNC) (Sasselli y
cols, 2012). Las neuronas del SNE se encuentran aglutinadas en estructuras ganglionares que se interco-
nectan entre s{ y forman dos plexos principales, el mientérico o de Auerbach, que controla la motilidad
intestinal, y el submucoso o de Meissner, ausente en el eséfago, que regula las funciones de la mucosa
intestinal (Sasselli y cols, 2012). A diferencia de otros ganglios auténomos, los ganglios entéricos son avas-
culares y carecen en su interior de células del tejido conectivo y por tanto de fibrillas de colageno. El apo-
yo estructural de las neuronas entéricas proviene de una poblacién de células gliales con caracteristicas
morfolégicas y fenotipicas mas similares a los astrocitos del SNC que a las células de soporte de los gan-
glios simpaticos y parasimpaticos (Gershon y Rothman, 1991). Estas caracteristicas morfolégicas de las
células gliales proporcionan al SNE un entorno regulado y protegido similar al SNC (Gabella, 1987).

El gran numero de neuronas presentes en los plexos entéricos y su diversidad fenotipica se refleja
en circuitos complejos, que funcionan en gran medida independientemente del SNC. De hecho, a pesar de
que el SNE conecta con el cerebro y los nucleos de la médula espinal a través de las ramas simpaticas y
parasimpaticas del SNA, es la tnica divisién del SNP capaz de generar una actividad refleja. Por eso, dada
su autonomia y su semejanza estructural y neuroquimica con el SNC, el SNE es denominado por algunos

autores como “el segundo cerebro” (Gershon, 1999).

1.1.1. Desarrollo embrionario del SNE

El SNE deriva de la cresta neural (CN), una poblacién celular transitoria, especifica de vertebra-
dos, que se origina entre el ectodermo no neural (futura epidermis) y la placa neural, de la que se deriva
el SNC (Figura 1.1) (Yntema y Hammond, 1954; Le Douarin y Teillet, 1973). Las células derivadas de la
CN comprenden una poblacion heterogénea de células progenitoras pluripontenciales que parten de la
region dorsal del tubo neural tras el cierre del mismo. Durante el desarrollo embrionario, estas células
pierden su caracter epitelial y adquieren caracteristicas mesenquimatosas, transformandose en células
migratorias. Asi, las células de la CN realizan una larga migracién y se diferencian en diferentes fenoti-
pos celulares, tales como las neuronas y la glia del SNE y de los ganglios autbnomos y sensoriales del
SNP, las células de Schwann, los melanocitos, las células cromafines de la médula adrenal y gran parte
del tejido conectivo y esquelético de las estructuras craneofaciales (Figura 1.1) (Le Douarin y Dupin,
2003). A pesar de que la CN es un derivado ectodérmico, se ha propuesto que se considerada la cuarta
capa germinativa (Hall, 2008).

En 1954, Yntema y Hammond fueron los primeros en sugerir el origen del SNE a partir de la CN.
Estos autores observaron que al producir la ablacién de la CN vagal en embriones de aves, el SNE no se

desarrollaba a lo largo del tracto gastrointestinal. Estos resultados fueron confirmados posteriormente
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utilizando quimeras pollo-codorniz (Le Douarin y Teillet, 1973). Las células de la CN de codorniz fueron
injertadas en embriones de pollo antes de la migracion, observandose como resultado neuronas de codor-
niz y células gliales en el intestino de los embriones de pollo injertados. Estudios de linaje celular en rato-
nes revelaron un origen similar para el SNE de mamiferos (Serbedzija y cols, 1991).

Sin embargo, a pesar de que las células de la CN son producidas a partir de toda la longitud del eje
neural, solo ciertas regiones bien definidas del mismo dan lugar al SNE, en contraposicion a otros deriva-
dos como los precursores de los melanocitos, los ganglios sensoriales y los simpaticos, que se originan a lo
largo de todo el eje neural (Figura 1.2) (Le Douarin y cols, 2004).

Las regiones de la CN de las que derivan las células precursoras del SNE se dividen en vagal, tron-
cal y sacra (Figura 1.3), siendo la primera la que mas precursores aporta a la formaciéon del SNE (>80%).
Estas células precursoras entran en la regiéon anterior del aparato digestivo del embrién entre la 7% y la 12°
semana de gestaciéon en humanos, en direccion rostro-caudal, hasta colonizar por completo el intestino en
desarrollo (Okamoto y Ueda, 1967). Unicamente una pequefia porcién del SNE procede de la region tron-
cal de la CN, limitada a la inervacién del es6fago y estémago. Por ultimo, se establece una segunda ola
migratoria en la cual estan implicadas las células de la CN procedentes de la region sacra. Estas dltimas se
encargaran de colonizar los ganglios pélvicos auténomos y migran mas tarde hacia el intestino distal en

direccién caudo-rostral (Fu y cols, 2004; Lake y Heuckeroth, 2013).
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Figura 1.1: Formacion de la CN migratoria y derivados celulars de la misma.
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Figura 1.2: Mapa de los derivados de 1a CN en embrién de pollo.

Los neuroblastos que surgen del nivel anterior (somitas 1-7) colonizan la totalidad del intestino. Los neuroblastos
situados en region posterior al somita 28 contribuyen a la formacion de los ganglios postumbilicales. La CN de la

region cervical y dorsal (somitas 8-28) no proporciona neuronas entéricas (Adaptado de Le Douarin y Teillet,
1973; Serbedzija y cols, 1991).
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Figura 1.3: Intestino embrionario antetior, medio y posterior colonizado por precursores
neuronales procedentes de la CN vagal, troncal y sacra. (Sasselli y cols, 2012).
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1.1.1.1. Contribucién de la cresta neural vagal a la formaciéon del SNE

La CN vagal es el tnico nivel axial que proporciona células para el SNE de la totalidad del tracto gas-
trointestinal (Figura 1.3). El iempo de colonizacion del intestino embrtionario por las células de la CN vagal ha
sido analizado usando marcadores celulares y lineas transgénicas. Estudios previos sobre el desarrollo del SNE
en ratén, han demostrado que los progenitores vagales del SNE se desprenden del tubo neural entre el dia
embrionario E8.5-9 (Kapur y cols, 1992; Brookes, 2001) (Figura 1.4), iniciando la migracién, primero ventral-
mente y luego ventromedialmente, hasta que entran en el intestino anterior el dia E9.5. Una vez dentro del
intestino, las ahora denominadas células madre de la CN entérica, se expanden por el intestino medio y se
aproximan a la unién ileocecal el dfa E10.5. El dia E11.5 han pasado el ciego y en el E12.5 han entrado en el
intestino posterior. La migracién se completa alrededor de E14.5, cuando las células de la CN entérica llegan al
final del intestino posterior (Sasselli y cols, 2012). En este punto, se mezclan con células originadas de la CN
sacra que estan migrando caudo-rostralmente (Kapur y cols, 1992; Anderson y cols, 2000).
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/' \\\ @~~~ Neurona Inmadura
/ \
- . J=C Célula Glia Inmadura
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Figura 1.4: Resumen del desatrollo del SNE y glia del raton.

Se muestra la migracién y maduracién de las células de la CN (vagal y sacra) a lo largo del intestino (E8.5-E13.5). P0:
Dia 0 postnatal. Adulto: formacién de los ganglios entéricos (Adaptado de Sasselli y cols, 2012).
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1.1.1.2. Contribucién de la cresta neural sacra al SNE

La CN sacra se encuentra caudalmente a nivel del somita 28 en aves (Figura 1.2) y del somita 24 en rato-
nes y so6lo coloniza el intestino post-umbilical (Le Douatin y Teillet, 1973; Burns y Douarin, 1998). Inicialmen-
te, las células de la CN sacra migran ventralmente para poblar el mesénquima pélvico y el nervio de Remak
(Gnico en las aves), y posteriormente, hacen una pausa en su migracién fuera del intestino posterior. Tras la
llegada de las células de la CN vagal, los progenitores sacros invaden el intestino posterior (aproximadamente el
dia E7.5 en aves y E13.5 en ratones) contribuyendo a la colonizacién de la regién distal (Burns y Douarin, 1998;
Kapur, 2000; Anderson y cols, 2006). Estas células dan lugar también a neuronas y células gliales, pero en com-

paracion con la CN vagal, la proporcion es pequefia y disminuye rostralmente (Burns y Douarin, 1998).

1.1.2. Bases moleculares del desarrollo del SNE

Las células de la CN que forman el SNE sufren durante el desarrollo del mismo, procesos criticos
de migracién, proliferacién, supervivencia y diferenciacién en neuronas entéricas y células de la glia (Lake
y Heuckeroth, 2013). Asf, los precursores neuronales, ademas de migrar lejos de los puntos de entrada del
intestino y extenderse de manera uniforme a través de él, responden a sefiales de proliferacién aumentan-
do su nimero drasticamente (Gianino y cols, 2003). Todo este complicado proceso estd perfectamente
orquestado bajo el control molecular de numerosas vias de sefializacién, factores de transcripcién y neu-
rotroficos, que se expresan a nivel de las células de la CN y del mesénquima intestinal (Sasselli y cols,
2012). En estudios experimentales, especialmente en ratdn, pollo y pez cebra, se han identificado muchas
de estas vias de sefializacién y moléculas relacionadas (Sasselli y cols, 2012; Borrego y cols, 2013a y b; Fi-
gura 1.5). A continuacién se comentan las de mayor interés.
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PHOX2B

SO MASH-1
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Célula CN

Figura 1.5: El desarrollo del SNE esta regulado por una amplia variedad de moléculas y vias
de sefializacién que implican a las células de la CN y al mesénquima intestinal.
(Adaptado de Borrego y cols, 2013a).
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1.1.2.1. La ruta RET/GFRoal/GDNF

RET (REarranged during Transfection) es un receptor transmembrana con actividad tirosin-kinasa que
participa en la activacion de cascadas de sefializacion intracelular que intervienen en la proliferacion, diferen-
ciacion y supervivencia celular (Takahashi y cols, 1988). Es una proteina de 124 KDa que contiene 3 domi-
nios: extracelular, transmembrana e intracelular. El dominio extracelular incluye un péptido sefial, una regioén
con alta homologfa a la familia de moléculas de adhesion intercelular cadherinas y una region rica en cisteinas
(Takahashi y cols, 1988 y 1989). Dichos residuos cisteinicos estin conservados entre especies, lo que sugiere
que estos Aa desempefian un papel fundamental en la formacion de enlaces disulfuro intramoleculares, y por
tanto, en determinar la estructura terciaria y cuaternaria de la proteina (T'akahashi y cols, 1989; Iwamoto y
cols, 1993). El dominio intracelular incluye al dominio con actividad tirosin-kinasa, donde reside la actividad
catalitica del receptor, que se activa mediante la fosforilacién de determinados residuos tirosinicos desenca-
denando la activacion de distintas rutas de sefializacién intracelular.

Este receptor esti codificado por el proto-oncogén RET, localizado en la regién cromosémica
10q11.2 (Pasini y cols, 1995). Su estructura genémica consta de 21 exones distribuidos a lo largo de 60 Kb
(Figura 1.6). Alrededor del 40% de su secuencia corresponde a un intrén muy grande, de 23 Kb, localiza-

do entre los exones 1 y 2 (Pasini y cols, 1995; Myers y cols, 1995).
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Figura 1.6: Esquema de la estructura del proto-oncogén RET'y de su correspondiente proteina.

El patrén de expresion de RET esta finamente regulado durante el desarrollo embrionario de los
vertebrados, apareciendo unas tasas superiores en los estadios iniciales. Se expresa principalmente en la
CN, el SNC, el SNP vy el sistema excretor (Pachnis y cols, 1993; Tsuzuki y cols, 1995, Skinner y cols,
2008). En consonancia con su patrén de expresion, se ha visto que ratones Re knockout (Ret-/-) carecen de
nervios entéricos y ganglios cervicales superiores y presentan agenesia o disgenesia renal (Schuchardt y
cols, 1994; Durbec y cols, 1996). También se ha detectado expresion de RET en tumores derivados de la
CN tales como el neuroblastoma (NB) y el feocromocitoma (Ikeda y cols, 1990; Nakamura y cols, 1994) y
se ha descrito que este gen estd implicado en varias patologias, como algunos casos de carcinoma papilar
de tiroides, cancer medular de tiroides esporadico, sindromes de neoplasia endocrina maltiple tipo 2 (Mu-
tiple Endocrine Neoplasia type 2, MEN 2) y enfermedad de Hirschsprung (HSCR) (Borrego y cols, 1998;
Sanchez y cols, 1998 y 1999; Fernandez y cols, 2006; Moore y Zaahl, 2008a y 2010; Moore, 2012a).
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En condiciones normales, la activacién de RET requiere la formaciéon de un complejo multimérico,
en el que participan un ligando soluble de la familia de factores neurotréficos derivados de la glia (Glia/
Derived Neurotrophic Factors, GDNF), y un co-receptor anclado a la membrana celular a través de un enlace
glicosil-fosfatidilinositol de la familia de receptores oo de GDNF (GFR«) (Lake y Heuckeroth, 2013). Los

ligandos de RET son miembros de la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (Transfor-

ming Growth Factor beta, TGF-B) (Lin y cols, 1993) y se ha visto que todos ellos actian como potentes fac-
tores de supervivencia neuronal. Se han identificado 4 miembros pertenecientes a esta familia: GDNF,
neurturina, artemina y persefina (Figura 1.7). Estos ligandos no se unen directamente al receptor RET sino
que han de interaccionar previamente con un co-receptor GFRa. La formacién del complejo multimérico
de RET induce cambios conformacionales en el dominio intracelular, teniendo como resultado la autofos-
forilacién de residuos tirosinicos especificos y desencadenando la activacién de la cascada de sefializacion
intracelular (Takahashi, 2001).

El principal estimulador de la proliferacién, supervivencia y diferenciacién de los precursores enté-
ricos en los primeros estadios del desarrollo del SNE es GDNF, que se expresa en las células mesen-
quimaticas del tracto digestivo (Young y cols, 2001) incluso antes de la llegada de los precursores neurona-
les. Parece que la variedad de modalidades de respuesta a GDNF depende de factores que estin bajo el
control del receptor RET, como las proteinas intracelulares pertenecientes a las cadenas de transduccién
de sefiales. Dichos factores podrian estar regulados de manera diferencial en los distintos tipos celulares,
para provocar una respuesta u otra de manera especifica.

La respuesta a GDNF de las células que migran desde la CN hacia el intestino en formacién co-
mienza inmediatamente después de la colonizaciéon del mismo (Young y cols, 2001). A partir de ese mo-
mento aumenta su expresiéon de forma secuencial en direccién craneo-caudal, adelantaindose a la ola de
migracién de las células derivadas de la CN vagal. En base a esto se ha propuesto que la presencia de
GDNF en el mesénquima entérico promueve la migracion de los precursores hacia la parte distal del intes-
tino. Asi mismo, se ha visto que las neuronas entéricas siguen expresando RET incluso después de haber-
se diferenciado, no siendo asi en el caso de células gliales (Young y cols, 1992), a pesar de que sus precur-
sores en ambos casos expresan RET en las etapas iniciales del desarrollo.

Existe una clara implicacién de RET en la formacién del SNE y de otros tejidos y células derivadas
de la CN. La ruta de sefalizacién RET/GFRa1/GDNF ha demostrado, tanto en estudios i vitro como in
vivo, promover la supervivencia neuronal, la mitosis de células progenitoras, la diferenciacién neuronal y la
prolongacién de neuritas en una subpoblacién de neuronas y sus precursores del SNC y SNP (Lin y cols,

1993; Takahashi, 2001; Lake y Heuckeroth, 2013; Wood, 2016).
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Figura 1.7: Interacciones entre los distintos ligandos, co-receptores GFRual y RET.
(Adaptado de Airaksinen y Saarma, 2002).

1.1.2.2. La ruta de las endotelinas (EDNRB, EDN3 y ECE1)

La sefializacion mediada por endotelina 3 (EDN3) y su receptor EDNRB (Endothelin receptor type B, re-
ceptor de endotelina tipo B), es necesaria para la migraciéon normal del las células CN y contribuye al mante-
nimiento de un microambiente intestinal permisivo a la colonizaciéon por dichas células (Lake y Heuckeroth,
2013; Butler y Trainor, 2013). La distupcion de la ruta de sefializacion EDN3/EDNRS provoca fallos en la
diferenciacién, migracién, proliferacién y supervivencia de los precursores de los melanocitos y de los gan-
glios entéricos. De hecho, mutaciones en ambos genes en humanos se han relacionado con patologfas que
comprometen la integridad de los melanocitos tanto de la piel como del oido interno y de las células de los
ganglios entéricos, dando lugar a defectos pigmentarios, sordera y aganglionosis colénica respectivamente
(Puffenberger y cols, Edery y cols, 1996; 1994; Hofstra y cols, 1996; Bidaud y cols, 1997).

El gen EDNKB se localiza en humanos en el cromosoma 13q22 (Puffenberger y cols, 1994) y codi-
fica para un receptor unido a proteina G con 7 dominios transmembrana. Este gen se expande a lo largo
de 24 Kb en el genoma y se estructura en 7 exones con unos tamafios comprendidos entre 109 y 2855 pb
(Arai y cols, 1993). Este receptor se expresa en la CN y en varios linajes de células derivadas de la CN. Su
expresion es muy temprana antes de que comience la migracién celular y se mantiene después de que di-
chas células hayan colonizado sus tejidos diana (Brand y cols, 1998; Woodward y cols, 2000).

Existen en el humano tres endotelinas distintas (EDN1, EDN2 y EDN3) codificadas por 3 genes
independientes (Inoue y cols, 2004), y que se producen como precursores de mayor tamafio (pre-
proendotelinas) que han de ser cortados por proteasas para generar una proteina con actividad bioldgica.
Estas proteinas son mensajeros intercelulares de accién local que actian a través de receptores de mem-
brana especificos EDNRa y EDNRJ, ambos pertenecientes a la superfamilia de receptores unidos a pro-
teina G. Estos receptores se clasifican por su afinidad a ligando; EDNR« tiene alta afinidad por EDN1 y
EDN?2, y baja afinidad por EDN3, mientras que EDNR tiene afinidad similar por los tres ligandos (Sa-
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kurai y cols, 1992). La metaloproteasa ECE1 (Endothelin Converting Enzyme 1, enzima convertidora de endo-
telinas tipo 1) es la responsable del procesamiento de las endotelinas. ECE1 modifica la forma inmadura
de EDN3 a la forma activa de la ruta (Butler y Trainor, 2013). Tanto EDN3 localizado en 20q13.2-13.3,
como ECE en 1p36.1, se expresan en las células del mesénquima entérico.

El efecto de 1a EDN3 en el desarrollo del SNE es sutil. De hecho, la adicién de EDN3 al medio de
cultivo en el que crecen precursores de SNE tiene muy poco o ningun efecto sobre los mismos. Sin em-
bargo, si se aflade EDN3 en presencia de GDNF a este mismo cultivo, inhibe la diferenciacién hacia neu-
ronas mediada por GDNF (Hearn y cols, 1998). Esto tiene una importancia fisiologica evidente cuando
pensamos en el patrén de expresion de GDNF durante el proceso de formacién del SNE. Los mayores
niveles de expresiéon de GDNF se producen en el ciego (Natarajan y cols, 2002), por lo que, si no intervi-
nieran otros factores, los precursores neurales no podrian progresar hasta las regiones distales del colon,
ya que los altos niveles de GDNF en el ciego los retendrian en dicha regién. Se ha propuesto la accion de
la ruta de sefializacion EDN3/EDNRS para salvar este problema (Batlow y cols, 2003), ya que EDN3
inhibe la quimioatracciéon que GDNF ejerce sobre los precursores entéricos (Kruger y cols, 2003).
Ademas, se ha descrito que el pico de expresion de la EDN3 durante el desarrollo del SNE esta proximo,
o justo por delante, del frente de avance de los precursores en su movimiento migratorio (Batlow y cols,
2003). Por otra parte, hay que tener en cuenta la poblacién de células derivadas de la CN sacra que coloni-
zan la regién distal del intestino sin atravesar el ciego, para tener una visiéon global del proceso de forma-
cién de SNE y cémo este esta finamente regulado. Para la correcta formacién del SNE en el colon es
necesaria la presencia de neuronas y glia que proceden tanto de la CN vagal como de la sacra (Kapur y
cols, 1992). El papel de EDN3 sobre las células derivadas de la CN sacra durante el desarrollo del SNE
puede adivinarse en el modelo de ratén deficiente en EDN3 (Rothman y Gershon, 1984; Payette y cols,
1987), en el que se han observado ganglios ectépicos en la region pélvica fuera del intestino. Este hallazgo

puede deberse a una parada prematura de la migracién de dichas células.

1.1.2.3. Factores de transcripcion

Varios factores de transcripcion intervienen en el desarrollo temprano del SNE (Lake y
Heuckeroth, 2013), algunos de ellos mediante la regulaciéon de la expresién de RET (SOX10, PAX3,
PHOX2B, MASH1, HOX11L1) (Pattyn y cols, 1999; Lang y cols, 2000; Lang y Epstein, 2003; Leon y
cols, 2009) o de EDNRB (SOX10) (Zhu y cols, 2004). A continuacién se describen algunos de ellos.

SOX10 es una proteina perteneciente a la familia de factores de transcripcién SOX, que incluye a
mas de 20 proteinas fundamentales en el desarrollo de distintos procesos embrionarios, como la determi-
nacién del sexo, diferenciaciéon condrogénica o la hematopoyesis (Wegner y cols, 1999). Esta codificada
por el gen SOXT0 (Sex determining region Y box 10) y se caracteriza por la presencia del dominio HMG (High
Mobility Group, grupo de alta movilidad) de unién al ADN. Consta de 5 exones, si bien los dos primeros no
son codificantes, y codifica para una proteina de 466 Aa con diferentes dominios funcionales. El dominio
HMG presenta un nucleo hidrofébico altamente conservado a través del cual es capaz de unirse al surco
menor del ADN, y resulta esencial para el mantenimiento de la estructura terciaria de la proteina (Bondu-

rand y Sham, 2013). Previo al dominio HMG se encuentra el dominio de dimerizacién, necesario pata la
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dimerizacién de SOX10 en aquellos casos en que actia como homodimero (Bowles y cols, 2000). Otro
dominio funcional es el denominado K2, cuya delecién en ratones ha revelado una funcién transactivado-
ra dependiente de tejido durante el desarrollo (Schreiner y cols, 2007). Por dltimo, en el extremo carboxi
terminal, se encuentra el domino de transactivacion (Transactivation Domain, TAD), necesario para la activa-

cién transcripcional que ejerce esta proteina (Figura 1.8).

EXON 1 EXON 3 EXON 4 EXON 5
5'UTR-I|_IH| I—I I—l l -—3'UTR
EXON 2
P COOH
5 -
61 101 180 223 306 400 466

Figura 1.8: Estructura de SOX10y de la proteina que codifica con sus dominios funcionales.

Estudios de expresion en ratones han mostrado que SOX10 esta presente en los precursores entéri-
cos tanto de neuronas como de glia y parece estar implicado en la supervivencia de estos (Southard-Smith
y cols, 1998). También se ha detectado su expresién en la CN craneal y en melanoblastos derivados de la
CN en distintas especies (Dutton y cols, 2001; Aoki y cols, 2003). En humanos se ha confirmado que
SOXT0 se expresa tanto en las células de la CN en migracién y sus derivados, como en los ganglios cra-
neales y espinales (Bondurand y cols, 1998; Bondurand y Sham, 2013). Su expresion estd relacionada con
el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células de CN a bajas concentraciones, y con la inhibicién
de la diferenciacién neuronal a dosis elevadas, favoreciendo la generacién de la glia periférica y de los me-
lanoblastos (Paratore y cols, 2001; Kim y cols, 2003).

De forma similar a todos los miembros de esta familia, SOX10 ejerce su funcién uniéndose, solo o
en combinacién con otros factores de transcripcion, a la regién promotora de sus genes diana para pro-
mover su expresion (KKuhlbrodt y cols, 1998; Kamachi y cols, 1999). Se conocen numerosos genes que son
diana de la regulacién de SOX10, algunos de los cuales son genes centrales en el desarrollo del SNE y de
otras estructuras derivadas de la CN, como RET'y EDNRB (Lang y Epstein, 2003; Zhu y cols, 2004).

Durante el desarrollo de las neuronas entéricas la expresion de SOX10 se pierde (Young y cols,
2003), lo que parece ser una sefial para la transiciéon desde precursor neural no comprometido hacia pre-
cursor con cierto grado de compromiso con la estirpe neuronal. Por tanto, un aumento de la expresion de
SOX10 en progenitores entéricos, parece estar ligado a una disminucién en la neurogénesis. Sin embargo,
como resultado de estudios iz wivo en raton, parece que SOX10 tendrfa un efecto antagonista sobre las
células derivadas de la CN promoviendo tanto la expresion de receptores que inducen diferenciaciéon co-
mo de receptores que estan implicados en el mantenimiento de dichas células en su estado indiferenciado

(Bondurand y cols, 2000).
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PAX3 (Paired-box-containing) se expresa en distintos tipos celulares derivados de la CN, incluyendo
neuronas entéricas (Lang y cols, 2000). Ratones Pax3-/- mueren durante el periodo de gestacién debido a
defectos cardiacos y en el tubo neural, y presentan ausencia de neuronas en el SNE (Lang y cols, 2000).

MASH1 (Mammalian achaete-scute homologue 1) esta implicado en la neurogénesis tanto del SNC como
del SNP, y se ha visto que durante el desarrollo embrionario se expresa en diferentes células derivadas de
la CN, incluidas aquellas que van a colonizar el tubo digestivo (Lo y cols, 1991). Se considera un factor de
actuacién tardia en el desarrollo del SNE y su carencia da lugar a lesiones muy localizadas (Blaugrund y
cols, 1996). Ratones Mash1-/- carecen de neuronas entéricas en el eséfago y se ha visto que las células de la
CN migran hasta su correcta localizacion, pero fallan al diferenciarse en ciertos tipos neuronales (Guille-
mot y cols, 1993).

PHOXZB (Paired-like Homeobox 2B) codifica para otro factor de transcripcion que se expresa en el
SNC y SNP durante el desatrollo embrionatio y en los ganglios entéricos en fase adulta, y que regula la ex-
presion tanto de MASHT como de RET (Leon y cols, 2009). Se ha observado que los ratones Phox2b-/-
carecen de SNA, incluyendo el SNE que estd ausente a lo largo de todo el tracto gastrointestinal (Pattyn y
cols, 1999). En estos ratones las células de la CN llegan a la parte anterior del intestino, pero no son capaces
de migrar mas alla, probablemente como consecuencia de la falta de expresion de RET (Pattyn y cols, 1999).

HOXT1IL.1 (Homeobox transcription factor) se expresa en neuronas del SNE tanto en la etapa de desarro-
llo como durante la etapa adulta, ademas de neuronas no entéricas derivadas de la CN. Ratones Hox771..7-/-
nacen sin ningin defecto morfolégico aparente pero desarrollan megacolon a las pocas semanas de vida,
observandose anomalias en el tamafio y distribucién de ganglios y neuronas entéricas (Hatano y cols, 1997;
Shirasawa y cols, 1997). Esto sugiere que HOX11L.1 es necesatio para el mantenimiento y el funcionamiento
correcto de SNE, jugando un papel importante en la regulaciéon postnatal de la apoptosis.

ZFHXIB (Zinc Finger Homeo boX 1B), también conocido como SIP7, codifica para un factor de
transcripcion importante en la especificaciéon neural (Nitta y cols, 2007). Esta proteina se expresa en los
precursores entéricos vagales hasta el momento de la colonizacién del digestivo, y mds tarde en el desatrro-
llo en todo el SNE (Van de Putte y cols, 2007). Ratones Zfhx1B-/- muestran aganglionosis intestinal en el
momento del nacimiento, entre otras malformaciones (Van de Putte y cols, 2003).

La Tabla 1.1 recoge los genes que participan en la migracion, proliferacién, diferenciacién y super-

vivencia de las neuronas entéricas derivadas de la cresta vagal y sacra (Butler y Trainor, 2013).
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1.1.3. Estructura, organizacion, tipos celulares y funciones

El SNE se compone de un gran numero de neuronas funcionalmente distintas (aferentes, eferentes,
excitatorias, inhibitorias, vasomotoras y secretoras) y células gliales agrupadas en ganglios interconectados
e intercalados en la pared del intestino. Dichos ganglios se organizan en dos plexos principales: mientérico
o de Auerbach, situado entre la capa de musculatura lisa longitudinal y circular, y submucoso o Meissner,
localizado en la propia capa submucosa (Figura 1.9). El plexo mientérico se forma sobre la semana 12* de
gestacion, mientras que el submucoso se constituye entre la 12°-16" semanas a partir de neuroblastos pro-

cedentes del plexo mientérico (Fu y cols, 2004; Lake y Heuckeroth, 2013; McKeon y cols, 2013).

Inervacion extrinseca

Capa muscular (Simpatico y Parasimpatico)

longitudinal

Capa muscular
circular

Plexo mientérico
(Auerbach)

Ganglio entérico

RS

Ny A

iy

Rt

~

- @ Neurona

m Célula Glia

Mucosa intestinal

Figura 1.9: Disposicion de los plexos entéricos en el intestino.

1.1.3.1. Tipos celulares

Las neuronas entéricas se pueden clasificar en tres grupos segin su funcién: neuronas aferentes o
sensoriales, interneuronas y neuronas motoras (Figura 1.10) (Furness, 2000 y 2006). Las neuronas senso-
riales reciben informacion de receptores situados en la mucosa y en el musculo, respondiendo a estimulos
mecanicos, térmicos, quimicos y osmoticos (Furness y cols, 2004). Los quimiorreceptores de la mucosa
sensibles a acidos, glucosa y Aa permiten el muestreo de contenido luminal mientras que los receptores
sensoriales del musculo responden al estiramiento y a la tension. Las interneuronas integran la informa-
cién procedente de las neuronas sensoriales y la transmiten a las neuronas motoras. Entre estas, encon-
tramos neuronas excitatorias del musculo, que contienen marcadores colinérgicos y taquiquininas, tales
como las sustancia P, y neuronas inhibitorias, que contienen 6xido nitrico y péptido intestinal vasoactivo
(Hao y Young, 2009).

Las células gliales entéricas proporcionan soporte a las neuronas entéricas. Sin embargo, a diferencia
de las células de Schwann, envainan los axones en grupos, siendo diferentes a otras células gliales del SNP,
y mas similares a los astrocitos del SNC, con respecto a la expresién de la proteina S-100 y de la proteina

glial fibrilar acida (Gershon y Rothman, 1991; Boesmans y cols, 2013).
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Conecta con el ganglio prevertebral

Capa muscular
longitudinal

Plexo
mientérico

Capa muscular
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Figura 1.10: Tipos de neuronas del SNE.

1. Interneurona. 2. Neurona motora muscular excitatoria longitudinal. 3. Neurona aferente intrinseca primaria
mientérica. 4. Neurona motora muscular inhibitoria longitudinal. 5. Neurona intestinofugal. 6. CIC. 7. Neurona
motora muscular excitatoria circular. 8. Neurona motora muscular inhibitoria circular. 9. CIC. 10. Neurona
secretomotora colinérgica (no vasodilatadora). 11. Neurona secretomotora colinérgica. 12. Neurona vasomotora
no colinérgica. 13. Neurona aferente intrinseca primaria submucosa. 14. Célula mucosa. 15. Célula enterocro-
mafin. (Adaptado de Furness, 2000).

1.1.3.2. Control de la funcién intestinal

Las neuronas entéricas realizan sinapsis con otras neuronas entéricas e inervan el musculo, el epite-
lio y los vasos sanguineos del aparato digestivo. El SNE esta involucrado en la regulacién de las activida-
des fundamentales de la pared intestinal, tales como el peristaltismo, la secrecién epitelial, la absorcion de
nutrientes, el flujo sanguineo e inmunolégico y los procesos inflamatorios (Boesmans y cols, 2013). En los
mamiferos pequefios, el control de la motilidad intestinal es realizado fundamentalmente por el plexo
mientérico, mientras que las neuronas submucosas son las principales responsables de la regulacion de la
secrecion, la absorciéon y las funciones vasculares del intestino. En cambio, en mamiferos mas grandes,
tanto el plexo mientérico como algunas neuronas submucosas participan directamente en el control de los
reflejos de la motilidad (Timmermans y cols, 2001).

La motilidad gastrointestinal y su regulacién es un proceso complejo que implica la colaboracién
de las células intersticiales de Cajal (CICs) y de las células musculares lisas (Al-Shboul, 2013). En el
humano, las CICs se encuentran en todo el tracto gastrointestinal desde el es6fago (Faussone-Pellegrini
y Cortesini, 1986; Torihashi y cols, 1999) hasta el estinter anal interno (EAI) (Hagger y cols, 1998). Se
localizan en el plexo mientérico, plexo submucoso, plexo muscular profundo y en las capas muscular y
serosa de la pared del intestino, y estan interconectadas con neuronas entéricas y musculo liso. Existen
dos teorias que intentan aproximarse a su origen embrionario; algunos autores defienden que provienen
del mesénquima esplacnopleural, mientras que, otros, creen que proceden de la parte ventral del tubo
neural. Dado que estas células poseen caracteristicas comunes a las células de la CN (neuronas y glia) y
las células derivadas del mesénquima (fibroblastos y células musculares lisas), actualmente ambas hip 6-

tesis son aceptadas (Cantarero, 2011). Estas células pueden ser identificadas mediante inmunohistoqui-

16



Introduccién

mica por la expresion c-Kit, un receptor transmembrana tirosin-kinasa esencial para su desatrrollo y
mantenimiento (Beckett y cols, 2007). Hasta el momento son tres las funciones atribuidas a estas célu-
las: marcapasos intestinal, intermediarias en la neurotransmisién y mecano-receptoras, y son objeto de
periddicas revisiones por la comunidad cientifica debido a la aparicién continua de datos relevantes en
este campo (Cantarero, 2011; Chaudhury, 2016).

El desarrollo de la motilidad intestinal no se produce hasta el final de la gestacion y después del naci-
miento (Butns y cols, 2009), lo que sugiere que hay un desfase significativo de tiempo entre la aparicion de

las neuronas en el intestino y el establecimiento del control de la motilidad intestinal por el SNE.

1.1.4. Deso6rdenes del SNE

El SNE tiene un papel critico sobre las funciones intestinales (motilidad, absorcion y secrecion)
siendo esencial en todas las etapas de la vida postnatal. Sin embargo, es prescindible en las distintas fases
embrionarias, de modo que las anomalias que afectan a su desarrollo no ocasionan morbilidad ni mortali-
dad prenatal. Los desérdenes del SNE surgen por la ausencia, degeneracion, y/o detetioro funcional de las
neuronas entéricas, ya sea por defectos congénitos producidos durante el desarrollo embrionario, por la
accién de agentes conocidos (t6xicos o infecciosos), o secundarios a condiciones patolégicas tales como la
inflamacion cronica, la diabetes o la amiloidosis (Di Nardo y cols, 2008). La Tabla 1.2 recoge una clasifica-
cién de las neuropatias entéricas.

El desorden primario del SNE con mayor impacto en la practica clinica es HSCR o megacolon
aganglionico. Se trata de una neurocristopatia caracterizada por la ausencia de neuronas entéricas en los
plexos mientérico y submucoso a lo largo de un segmento del intestino, que provoca una pérdida de moti-
lidad en el segmento afectado y una obstruccién intestinal funcional (Kenny y cols, 2010). Forma parte del
grupo de las disganglionosis intestinales, entre las que se incluyen las hiperganglionosis (displasia neuronal
intestinal y ganglioneuromatosis), la acalasia neurogénica del EAI y el hipoganglionismo (Martucciello y
cols, 2005). Aunque estas anomalfas son histolégicamente diferentes, sus caracteristicas clinicas son simila-
res: estrefiimiento intratable y un transito intestinal muy lento.

En este momento solo HSCR es una entidad clinica mundialmente reconocida. Las demas disgan-
glionosis, y particularmente su origen (congénito o adquirido), siguen planteando controversia. Algunos
autores creen firmemente en la existencia independiente de todas sus formas y proponen criterios dia-
gnosticos y de tratamiento (Friedmacher y Puri, 2013a); para otros son cambios degenerativos o fenéme-
nos secundarios a estreflimiento crénico, procesos inflamatorios, HSCR o atresias intestinales (Sacher y

cols, 1993; Galvez y cols, 2004).
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Tabla 1.2: Neuropatias entéricas.

Enfermedad de Hirschsprung

Displasia neuronal intestinal
Hipoganglionismo

Acalasia del EAT

Hiperplasia neuronal y ganglioneuromas
Degeneracién neuronal

Neuropatfas inflamatorias (humoral y celular)

Desérdenes de neurotransmisores

En la practica clinica se observan trastornos de la defecacién por dismotilidad intestinal en los que
se aprecia un aumento del numero de células ganglionares en los plexos entéricos e incluso de manera
ectopica en la lamina propia. Existen dos tipos de hiperganglionosis. En el primero de ellos se observa un
aumento de la densidad de ganglios submucosos y un mayor nimero de las células por ganglio (desorden
conocido como displasia neuronal intestinal tipo B). El segundo tipo de hiperganglionosis se denomina
ganglioneuromatosis intestinal y se caracteriza por una proliferacién nodular de las células ganglionares y
las fibras nerviosas asociadas a la glia, de forma aislada o difusa. Habitualmente se manifiesta con estrefii-
miento, dolor y distensién abdominal y puede asociarse a otras patologias como el sindrome MEN 2 o la
neurofibromatosis de Von Recklinghausen (Shekitka y Sobin, 1994).

La hipoganglionosis también ocasiona dismotilidad intestinal. Se suele observar un nimero reducido
de células nerviosas en la zona de transicion (ZT) entre intestino gangliénico y agangliénico presente en
casos de HSCR, y que muchos autores relacionan con la persistencia de los sintomas tras una reseccion in-
completa del colon afectado. También existen formas aisladas de hipoganglionosis relacionadas con altera-
ciones de la funcién intestinal. En estos casos se especula con la posibilidad de que se trate de formas frus-
tradas de HSCR, ya que se ha observado en familiares de pacientes afectos que comparten las mismas muta-
ciones (Sanchez-Mejias, 2010a; Friedmacher y Puri, 2013a). Por dltimo, ciertos desérdenes del SNE por
neuropatfa inflamatoria o degenerativa, enfermedades del musculo liso o alteraciones de las CICs, pueden

causar cuadros de pseudoobstrucciéon intestinal crénica (Di Nardo y cols, 2008).
1.2. Enfermedad de Hirschsprung (HSCR)

1.2.1. Recuerdo histérico

Esta enfermedad lleva el nombre del gran pediatra danés Harald Hirschsprung (Copenhague 1830-
1916). Licenciado en Medicina en 1855, demostré pronto gran interés por patologia quirurgica pediatrica
(atresia de es6fago, invaginacion intestinal, estenosis hipertréfica de piloro o estrefiimiento) (Boix-Ochoa y
Abad, 2009). Asi, en 1870, fue designado jefe del area médica del hospital Rigensgad en Copenhague. En
este hospital desarrollé toda su investigacion inicial en enfermedades pedidtricas, especialmente en el neo-
nato. En 1877 fue nombrado profesor titular de pediatria de Copenhague y en 1879 se inaugurd en esa
ciudad el Queen Louise Hospital for Children, centro en el que se dedicé de lleno a la investigacién y docencia,
hasta su retiro en 1904. La gran aportacién a la enfermedad que hoy lleva su nombre fue realizada en 1886
durante la reunién anual del Gesellschaft fur Kinderheilkunde en Berlin. En este congreso de pediatria presento
el caso de 2 lactantes varones no emparentados con estrefiimiento crénico desde el nacimiento que falle-

cieron a los 8 y 11 meses de edad. En la necropsia de ambos se observé una gran dilatacion e hipertrofia
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del colon interpretada como la causa de la muerte y el origen de la enfermedad. El recto parecié normal.
Debido a que el estrefiimiento estuvo presente en estos nifios desde el nacimiento, Hirschsprung deno-
mino a la dilataciéon de colon “megacolon congénito”. Dos afilos mas tarde, estos 2 casos fueron publica-
dos con gran impacto: “Stubltragheit Neugeborener in Folge won Dilatation and Hypertrophie des Colons”-
Estrefiimiento en el recién nacido debido a la dilatacion e hipertrofia del colon- (Hirschsprung, 1888) y
desde 1893 esta entidad lleva su nombre. Durante casi 50 afios se mantuvo esta teorfa primitiva (enferme-
dad localizada en colon dilatado), por lo que casi todos los esfuerzos por resolverla se dirigieron a resecar
este segmento. Hirschsprung no fue el primero en describir la enfermedad (previamente habfan sido co-
municados mas de 20 casos), pero si fue el primero en reconocer el caricter congénito de la misma (Boix-
Ochoa y Abad, 2009; Setgi, 2015; Boer y cols, 2017).

A principios del siglo XX, Tittel describi6 la ausencia de células ganglionares intramurales en el recto
de un lactante con estrefiimiento (Tittel, 1901), pero no fue hasta la década de los 40 cuando se describié por
primera vez el aganglionismo del segmento distal como verdadero origen de la enfermedad (Tiffin y cols,
1940; Ehrenpreis, 1945; Whitehouse y Kernohan, 1948). En 1948, Swenson consigui6 la supervivencia de los
primeros casos mediante una técnica quirurgica basada en la reseccién del segmento agangliénico con pre-
servacion del EAI anastomosando el colon sano al ano (Swenson y Bill, 1948). En 1955, Swenson y cols,
introdujeron la biopsia rectal (BR) para el diagnéstico y Lawson y Nixon, en 1967 describieron sus caracteris-
ticas manométricas. En 1972, Meier-Ruge y cols, perfeccionaron la técnica de coloracién histoquimica, que
demuestra el aumento de la acetilcolinesterasa en estudios histolégicos del segmento agangliénico (Swenson
y cols, 1955; Lawson y Nixon y cols, 1967; Meier-Ruge y cols, 1972).

Tras la descripcién de la técnica de Swenson se propusieron nuevos procedimientos hasta alcanzar
las técnicas quirdrgicas actuales que se describirdn mas adelante en esta seccién y que han supuesto toda
una revolucion en el manejo y prondstico de estos pacientes.

Sin embargo no todo esta resuelto en el momento actual. La base genética y el patrén de herencia no estan
completamente esclarecidos, aspecto que despierta un gran interés en los dltimos afios. Su estudio comienza con la
descripcion de la asociacion del aganglionismo colico total (Total Colonic Aganglionosis, TCA) con una delecion in-
tersticial en el brazo largo del cromosoma 10 (Martucciello y cols, 1992). El proto-oncogén RET fue asi el primer
locus de susceptibilidad que se identifico tras el andlisis de familias multigeneracionales, en las que HSCR presenta-
ba una forma de herencia autosémica dominante con penetrancia parcial (Lyonnet y cols, 1993; Angrist y cols,
1993). En este momento, se conocen mas de 20 genes relacionados con HSCR (Tabla 1.1), representando una de

las patologfas que mas apasionan a investigadores clinicos y genetistas moleculares.

1.2.2. Definiciéon

HSCR es un desorden del SNE que se caracteriza por la ausencia de células ganglionares en los
plexos mientérico (Auerbach) y submucoso (Meissner) a lo largo de un segmento del intestino, que en la
mayoria de los casos es la parte mas distal del mismo (McKeon y cols, 2013). Se origina por una alteracién
en la migracién de las células de la CN para colonizar el intestino entre la 7° y 12° semana de gestacién
(Kenny y cols, 2010), por lo que es considerada una neurocristopatia (Bolande, 1974). Cuanto mas precoz

sea la detencién de la migraciéon mayor serd la extension del aganglionismo. HSCR es la causa mas fre-
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cuente de obstruccién intestinal funcional en neonatos y nifios de mas edad. Suele presentarse de forma
esporadica, aunque se distinguen también casos familiares, con una herencia que puede ser dominante o

recesiva, con baja penetrancia y con predominio en varones (Borrego y cols, 2013a).

1.2.3. Clasificacion

El limite inferior del aganglionismo es el EAI y es siempre constante. El limite superior es variable y
sirve para clasificar la enfermedad, identificindose 2 fenotipos segun la longitud del segmento afectado:
segmento corto o S-HSCR (Short-segment HSCR), en el que el aganglionismo no sobrepasa el colon sigmoi-
de (80% de los casos), y segmento largo o L-HSCR (Long-segment HSCR), en el que la ausencia de células
ganglionares se extiende mas alla del sigma (20% de los casos) (Amiel y cols, 2008). En el 2-13% de estos
pacientes la enfermedad afecta a todo el colon y puede extenderse proximalmente a segmentos de longitud
variable de intestino delgado. Asi, estas formas infrecuentes se clasifican en TCA (definido como el agan-
glionismo que se extiende desde el ano hasta la valvula ileocecal pero no mas de 50 cm de ileon) y agan-
glionismo intestinal total (Tozal Colonic and Small bowel Aganglionosis, TCSA) (Moore, 2015). También se han
descrito formas raras en las que una zona de intestino con inervacién normal se halla rodeada proximal y
distalmente por segmentos agangliénicos (S&p-Segment HSCR, SS-HSCR) (Raghunath y cols, 2014). En los
aganglionismos de segmento corto se incluyen las denominadas formas de segmento ultracorto, en las que
solo el recto distal estd afectado (Amiel y cols, 2008; Zani y cols, 2017; Figura 1.11).

Se desconoce por qué el rectosigma es el segmento intestinal mas susceptible al aganglionismo. Da-
do que la colonizacién del SNE ocurre mayoritariamente en sentido craneocaudal, el aganglionismo distal
puede ser un simple reflejo de la distancia que las células derivadas de la CN deben recorrer para alcanzar
el intestino, de forma que cualquier fallo en la migracién o proliferacién de las mismas para colonizatlo
afectard siempre a las zonas mas distales del mismo (McKeon y cols, 2013). Experimentalmente se ha
observado que la inactivacién condicional de RET en el desarrollo tardio, una vez que la migracién se ha
completado, conduce a la muerte de neuronas entéricas especificamente en el colon, lo que sugiere que el
intestino distal tiene aspectos especificos para el desarrollo del SNE y que otras etiologias pueden contri-

buir al desarrollo del fenotipo HSCR (Goldstein y cols, 2013).

LARARAR

Figura 1.11: Principales fenotipos de HSCR. A: ultracorto; B: S-HSCR; C: L-HSCR; D: TCA.
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1.2.4. Epidemiologia

Diversos estudios demograficos han mostrado una incidencia aproximada de 1 caso por cada 5000
nacidos vivos (Kenny y cols, 2010). Sin embatgo, esta incidencia varfa en diferentes grupos étnicos, siendo de
1, 1,5, 2,1 y 2,8 por 10.000 nacidos hispanicos, caucasianos, afroamericanos y asiaticos, respectivamente
(Amiel y cols, 2008). La incidencia por sexos varia segin la extension del aganglionismo o por su asociacion a
diferentes sindromes. La proporcion media de afectos hombre/mujer en S-HSCR es 4/1 (4,2 hasta 5,5/1)
mientras que en L-HSCR se reduce a 1,2-1,9/1, desconociéndose la causa de este sesgo sexual. En casos
HSCR asociados a sindrome de Down (Down Syndrome, DS) esta ratio puede llegar a 10/1 (Amiel y cols,
2008). La frecuencia de casos familiares oscila desde un 3-5% en S-HSCR (Moore y cols, 1991) a 15-21% en
L-HSCR (Nemeth y cols, 2001) y 50% en los aganglionismos muy extensos (Caniano y cols, 1985).

1.2.5. Cromosomopatias, neurocristopatias y anomalias asociadas
1.2.5.1. Cromosomopatias y HSCR

HSCR se presenta de forma aislada en el 70% de los casos, asociado a anomalfas cromosémicas en
el 12% y a otros defectos congénitos en el 18% de los enfermos (Amiel y cols, 2008). Entre las anomalias
cromosémicas, la trisomia 21 es la mas frecuente (>90%), observandose en el 2-15% de los casos de
HSCR (Moore, 2012a). En una revision de 5249 pacientes DS, la incidencia media de esta enfermedad fue
del 5,8%, mucho mas alta que la de la poblacién general (0,15-0,17%). Si bien la asociacién clinica de
HSCR y DS es bien conocida, poco se sabe de su origen genético. Se han identificado hasta 5 niveles en
los que el desarrollo del SNE puede estar afectado en pacientes DS (Moore y Jonhson, 1998; Moore y
Zaahl, 2012b). Recientemente se ha observado la participacién del gen DSCAM (21q11.1) como un locus
de susceptibilidad para ambas patologias en casos aislados (Jannot y cols, 2013). Otras anomalias cro-
mosomicas recurrentes en pacientes HSCR se han observado en los cromosomas 10q11 (retraso mental y
L-HSCR), 13q22 (retraso mental, hipocrecimiento, rasgos dismérficos y S-HSCR), y 2q22-g23 (retraso del
crecimiento postnatal, microcefalia, retraso mental, epilepsia, rasgos dismérficos y HSCR de segmento

corto y largo) (Amiel y cols, 2008).

1.2.5.2. Neurocristopatias y otros sindromes asociados

En el 30% de los casos, el fenotipo HSCR se presenta en el contexto de un sindrome, asociado a
otra neuroctistopatia o a otras malformaciones congénitas (Amiel y cols, 2008) (Tabla 1.4). Las neuroctis-
topatias son procesos patolégicos derivados de un defecto en el crecimiento, diferenciacién y/o migracion
de las células de la CN. Estas alteraciones de tejidos derivados de la CN pueden aparecer asociados a
HSCR o de manera aislada.

Entre ellas destaca la asociacion MEN 2, un sindrome canceroso mendeliano autosémico
dominante que incluye los siguientes cuadros clinicamente diferenciables: MEN2A, MEN2B y
carcinoma medular familiar de tiroides (Familiar Medular Thyroid Carcinoma, FMTC). El sindrome MEN
2A se presenta con la clasica trfada de carcinoma medular de tiroides (presente casi en el 100% de los
casos), feocromocitoma (50%) e hiperparatiroidismo o adenoma paratiroideo (15-30%) (Eng, 1996;

Eng, 1999; Moore y Zaahl, 2008a). Es la forma mas comin de MEN 2, abarcando el 70-80% de todos
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los casos. El sindrome MEN 2B supone un 5% de los casos MEN 2, y la clinica es similar pero de
presentaciéon mas precoz. Se acompafa de habito marfanoide, ganglioneuromatosis, neuromas muco-
sos, engrosamiento de fibras nerviosas de la cérnea y no cursa con hiperparatiroidismo
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1257/). Finalmente, el FMTC (10-20% de los casos) tiene
como unico fenotipo el cincer medular de tiroides. Aunque de manera poco frecuente, en algunas familias
se ha descrito la co-segregacion de MEN 2 y HSCR (Borrego y cols, 1998, 2003; Fernandez y cols, 2004,
2006; Moore y Zaahl, 2008a y 2010).

Otra neoplasia que deriva de la CN es el NB, tumor sélido que aparece en el sistema parasimpatico
o la médula adrenal. En algunas familias la predisposicion a sufrir este tumor segrega a lo largo de distintas
generaciones con penetrancia incompleta (Chatten y Voorhess, 1967). E1 NB se ha visto asociado a HSCR
en algunos pacientes. La aparicién de este fenotipo combinado se ha asociado a mutaciones en PHOXZ2B
en heterocigosis (Mosse y cols, 2004), si bien las mutaciones en este gen son infrecuentes en pacientes con
NB aislado (Perri y cols, 2005).

El sindrome de hipoventilacién central congénita (Central Congenital Hypoventilation Syndrome, CCHS),
también conocido como enfermedad de Ondine (OMIM 209880), es una enfermedad rara englobada de-
ntro de las neuroctistopatias. En esta patologia se ven comprometido el SNP y el SNC en el control de la
respiracién autbnoma. Estos pacientes suelen presentar otros sintomas debidos a defectos en el SNA y una
susceptibilidad aumentada a sufrirt NB y otros tumores de tejidos derivados de la CN (ganglioblastomas o
ganglioneuromas) (Weese-Mayer y cols, 2003). El 20% de los casos CCHS se presentan asociados a HSCR,
en el conocido como sindrome de Haddad (Haddad y cols, 1978). El gen responsable de CCHS es
PHOXZB, apareciendo mutaciones de novo en este /Jocus, que en su mayotia se corresponden con expansiones
en las regiones de polialaninas de esta proteina (Amiel y cols, 2003; Kwon y cols, 2011).

El sindrome de Waardenburg (Waardenburg Syndrome, WS) es una neurocristopatia hereditaria,
clinica y genéticamente heterogénea, que afecta al desarrollo de los melanocitos a partir de la CN tanto en
piel como en la estria vascular de la céclea, por lo que se presenta con alteraciones pigmentarias (piel, itis y
cabello) y sordera en el mismo paciente. Fue descrito por primera vez por el oftalmélogo holandés que le
dio su nombre al comunicar la asociacién de sordera, despigmentacién y dismorfologfa, ahora conocida
como WS tipo 1 (Waardenburg, 1951). Su prevalencia se estima 1/42.000 y es responsable de 1-3% de
sorderas congénitas (Read y Newton, 1997; Song y cols, 2016). Se han descrito 4 tipos de WS, siendo los
tipos 1 y 2 los mas frecuentes.

El diagnoéstico clinico de WS tipo 1 (OMIM 193500) requiere al menos 2 criterios mayores o 1 ma-
yor y 2 menores (Tabla 1.3). El tipo 2 (OMIM 193510) se caracteriza por la ausencia de dystopia canthoruns,
presentando historia familiar de sordera congénita o anomalias de pigmentacién en la mayorfa de los ca-
sos. En el tipo 3 o Klein-Waardenburg (OMIM 148820) son caracteristicas las anomalias de las extremida-
des. Por ultimo, la asociacion de WS (anomalias de la pigmentacion y sordera neurosensorial) y HSCR se
conoce como WS tipo 4 (WS4) o Shab-Waardenburg syndrome. La variante neuroldgica de WS4, también
llamada neuropatia desmielinizante periférica, leucodistrofia desmielinizante central, WS y HSCR (Persp-

beral Demyelinating Neuropathy Central Dysmyelination Lenkodystrophy, Waardenburg Syndrome and HSCR, PCWH,
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OMIM 609130), se caracteriza por la asociacién de las manifestaciones del WS4 y signos neurolégicos

como hipotonia neonatal, déficit intelectual de gravedad variable, nistagmo, espasticidad progresiva, ataxia

y epilepsia. Mas recientemente, estas caracteristicas neurologicas también se ha encontrado en pacientes

WS tipo 2 (Bondurand y cols, 2007).

Tabla 1.3: Criterios clinicos para el diagnéstico de WS.

Criterios mayores:
v' Dystopia canthorum
v' Sordera neurosensorial congénita
v Anomalias de la pigmentacién: heterocromia de iris, mechén de pelo, pestafias, ce-
jas o pelo corporal blanco
v’ Histotia familiar de herencia autosémica dominante
Criterios menores:
v Hipopigmentacién cutinea
Raiz nasal prominente
Hipoplasia ala nasal
Sinoftidia
Color prematuramente gtis del pelo

ANANENRN

1.2.5.3. Otras anomalias asociadas

HSCR puede asociarse a otros defectos congénitos que implican a los siguientes aparatos y sistemas

(Amiel y cols, 2008; Blesa y cols, 2009; Galan y cols, 2009):

Tracto gastrointestinal (8,05%): malrotacién intestinal, atresia intestinal, patologfa del conducto on-
falomesentérico y malformaciones anorrectales.

SNC (6,8%): retraso psicomotor, microcefalia, anencefalia, ausencia de cuerpo calloso e hidrocefalia.
Sistema genitourinario (6,05%): hipospadias, criptorquidia, hidronefrosis, hidrouréter y disfuncién
vesical.

Sistema musculo-esquelético y de los miembros (4,6-24%): distrofia muscular, hernia diafragmatica,
defectos espinales, polidactilia, sinfactilia e hipoplasia de los miembros.

Sistema cardiovascular (5%): defectos de septacion y troncales

Sistema craneofacial (2,9%): fisuras palpebrales estrechas, rafz nasal amplia, anormalidades cranea-
les, fisura palatina y micrognatia.

Sistema auditivo y ocular: sordera congénita, microftalmia, ptosis, coloboma de itis, nistagmo y
hetercromia de itis.

Piel y anejos: hipopigmentacién, piebaldismo, queratitis, ictiosis e hipoplasia del pelo.

A menudo, estas anomalias forman parte de sindromes claramente definidos que cursan con HSCR,

entre los que se encuentran, ademas de CCHS y WS4 previamente descritos, la enfermedad de Goldberg-

Shprintzen, el sindrome de Mowat-Wilson o sindrome de Bardet-Bield. Los principales sindromes asocia-

dos a HSCR se encuentran recogidos en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4: Sindromes asociados a HSCR (Amiel y cols, 2008).

Sindromes OMIM Rasgos clave
Neurocristopatias
WS4 (Shah-Waardenburg) 277580 Anomalfas en la pigmentaciéon
Yemenite deaf-blind hypopigmentation 601706 Pérdida de audicién, anomalias oculares (microcornea, colo-
boma, nistagmo), anomalias en la pigmentacién
BADS 227010 Pérdida de audicién, hipopigmentacién de la piel y retina
Piebaldismo 172800 Hipopigmentacién irregular de la piel
Haddad o enfermedad de Ondine 209880 Hipoventilacién central congénita
MEN2A 171400 Carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma, hiperparati-
roidismo
Riley-Day 223900 Anomalfas del SNA
HSCR mandatorio
Goldberg-Shprintzen 235730 Retraso mental, polimicrogiria, coloboma, facies dismorfica
HSCR con anomalias limbicas 235740 Polidactilia, agenesia renal, hipertelorismo, sordera
235750 Polidactilia postaxial, defecto en el septo ventricular
235760 Hipoplasia de las falanges distales y ufias, rasgos dismorficos
604211 Polidactilia preaxial, defecto cardiaco, anomalias laringeas
306980 Braquidactilia tipo D
BRESHEK Anomalfas cerebales, retraso, displasia ectodérmica, malforma-
ciones esqueléticas, HSCR, anomalias oculares y auditivas,
displasia renal
Mowat-Wilson 235730 Retraso mental, microcefalia, epilpesia, hipospadias, anomalias
renales, agenesia del cuerpo calloso, cadiopatia congénita
HSCR ocasionalmente asociado
Sindrome de Bardet-Biedl 209900 Retinopatia pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo, retraso
mental, polidactilia postaxial
Kauffman-Mckusick 236700 Hidrometrocolpos, polidactilia postaxial, cardiopatia congénita
Smith-Lemli-Opitz 270400 Retraso de crecimiento, microcefalia, retraso mental, hipospa-
dias, sindactilia
Hipoplasia cartilago-pelo 250250 Enanismo, displasia metafisaria, inmunodeficiencia,
HSAS/MASA 307000 Hidrocefalia, retraso mental, estenosis acueductual, espastici-
dad, pulgares aductos, agenesia del cuerpo calloso
HSCR raramente asociado
Distrofia congénita de Fukuyama 253800 Distrofia muscular, polimicrogitia, hidrocefalia, convulsiones
Clayton-Smith 258840 Rasgos dismérficos, dedos y ufias hipoplasicas, ictiosis
Kaplan 304100 Agenesia del cuerpo calloso, pulgares cortos, ptosis, debilidad
muscular
Okamoto 308840 Hidrocefalia, fisura palatina, agenesia del cuerpo calloso
Displasia mesomélica de Werner 188770
Pitt-Hopkins 610954 Encefalopatia epiléptica, dismorfia facial, disautonomia, episo-
dios de hiperventilacién
Distrofia toracica asfixiante de Jeune 208500
Asociaciones miscelaneas
Pallister-Hall (CAVE) 140510
Fryns 229850
Aarskog 100050
Displasia frontonasal 136760
Osteopetrosis
Goldenhar 164210
Lesch-Nyhan 308000
Rubinstein-Taybi 180849
Toriello-Carey 217980
SEMDJL 271640
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1.2.6. Bases moleculares de HSCR

El principal gen asociado a HSCR es el proto-oncogén RET, que codifica para un receptor de
membrana con actividad tirosin-kinasa. Actualmente se acepta que HSCR sigue, en la mayoria de los ca-
sos, un modelo de herencia complejo en el que deben confluir diversos eventos genéticos para que se
produzca el fenotipo. De esta forma, sélo el 50% de casos familiares y el 10-35% de los esporadicos se
relacionan con mutaciones germinales en la secuencia codificante de RET (Amiel y cols, 2008; Tomuschat
y Puri, 2015). Alrededor del 7% de los casos son debidos a mutaciones en otros genes que participan en
rutas de sefializacion implicadas en la migracion, proliferacion y diferenciacion neural durante la formacion
del SNE (Figura 1.5 y Tabla 1.5) (Borrego y cols, 2013a, Butler y Trainor, 2013). El andlisis molecular de
pacientes HSCR ha permitido identificar otros genes//oci relacionados. Hasta el momento, se han detecta-
do mutaciones en la regiéon codificante de mas de 20 genes, con una penetrancia y expresividad variable
(Borrego y cols, 2013a y b). Sin embargo, las mutaciones de todos estos genes suman el 50% de los pa-
cientes afectos (Gershon y Ratcliffe, 2004), es decir, en una gran parte de enfermos no se han identificado
mutaciones responsables. Los casos sindromicos suelen tener una causa genética conocida, con herencia
autosémica dominante o recesiva, mientras que los aislados, suelen ser multifactoriales, poligénicos e in-
tervienen mutaciones de baja penetrancia.

Una revisién permanentemente actualizada de las bases genéticas de la enfermedad de Hirschsprung

esta disponible en Genereviews (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1439/).
1.2.6.1. Mutaciones en RET'y sus ligandos

El proto-oncogén RET es el gen de mayor susceptibilidad para HSCR. Sus mutaciones (codifican-
tes y no codificantes) representan el 80% de todas las descritas (Kashuk y cols, 2005). El rastreo molecular
de RET en distintas series de pacientes HSCR ha permitido identificar mas de 100 mutaciones codifican-
tes distribuidas a lo largo de todo el gen. Incluyen grandes deleciones, microdeleciones, inserciones y mu-
taciones puntuales de sentido equivocado (wissense mutations), sin sentido (nonsense mutations) o que afectan al
proceso de corte y empalme de mRNA (splicing mutations) (Amiel y cols, 2008). El analisis 7z vitro de algu-
nas de ellas ha mostrado que aunque los efectos son variables, en la mayor parte de los casos provocan
pérdida de funcién (haploinsuficiencia).

Las mutaciones de RET asociadas a HSCR se pueden clasificar en cuatro grupos distintos (Kashuk
y cols, 2005): mutaciones que afectan al dominio extracelular de RET y tienen como resultado un fallo en
el plegamiento y transporte de la proteina hasta la membrana plasmatica (tipo 1); mutaciones en el domi-
nio rico en cisteinas responsables de la dimerizacién de RET, que reducen su localizacién en la membrana
plasmatica (tipo 2); mutaciones en el dominio tirosin-kinasa de RET que causan la pérdida de la actividad
catalitica del receptor (tipo 3) y mutaciones localizadas en la regién C-terminal que alteran sitios de union
de proteinas adaptadoras y, por tanto, afectan a la sefializaciéon mediada por RET (tipo 4).

Por otro lado, se han descrito mutaciones germinales en RET que ocasionan en el humano otras
patologfas, como los sindromes MEN 2A y MEN 2B y el FMTC, de herencia autosémica dominante
(Lallier y cols, 1998; Skinner, 2003).
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La incidencia de MEN2A y FMTC en los pacientes HSCR se estima entre el 2,5 y el 5% (Olivares
Muifioz y cols, 2012; Virtanen y cols, 2013), mientras que se ha reportado una prevalencia de HSCR en
pacientes con MEN 2A/FMTC entre el 29% y el 42% (Bitter y cols, 2007). Esta asociacién es rara y
genéticamente tiene su base en las conocidas como mutaciones “Janus”, que producen un efecto dual en la
funcién de la protefina RET en el mismo paciente. En la mayoria de los casos se localizan en el exén 10 de
RET (codones C609, C611, C618 y C620) y originan la sustitucién de una cisteina por otro Aa en el do-
minio extracelular de la proteina (Figura 1.11) (Moore y Zaahl, 2008a; Olivares Mufioz y cols, 2012). Por
una parte, a nivel embrionario esas mutaciones originan una pérdida de funcién del receptor al verse afec-
tada su localizacién en la membrana plasmatica, dando lugar al fenotipo HSCR. Por otra, ya en la etapa
adulta, originan una ganancia de funcién causada por una activacién constitutiva, dando lugar a una anor-
mal proliferacién celular y a los procesos neoplasicos (Bitter y cols, 2007; Moore y Zaahl, 20082). La mu-
tacion en C620 es la més frecuente y representa el 50% de los casos descritos de MEN2A y HSCR, en su
mayoria formas de segmento largo y TCA (Biitter y cols, 2007; Coyle y cols, 2014). La asociacién
HSCR/MEN2A ha sido reportada en mds de 25 familias (Botrrego y cols, 1998; Ferndndez y cols, 2006;
Moore y Zaahl, 2008a y 2010).

En MENZ2B (carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma, fenotipo marfanoide y neuromas intesti-
nales) la mutacion se produce en el 95% de los casos en el codon 918 del exén 16 (Moore y Zaahl, 2012¢) (Fi-

gura 1.12), recomendandose la realizacién de la tiroidectomia profilactica antes de los 6 meses de vida.
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Figura 1.22: Dominios del proto-oncogén RET.
Pérdida de funcién de la proteina RET en HSCR y ganancia de funciéon en MEN2A, MEN2B y FMTC.

Por otra patte, el papel de RET en HSCR convierte a los genes que codifican pata las proteinas de

su complejo de activacion, es decir a sus ligandos (GDNF, NRTN, ARTN y PSPN) y correceptores
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(GFRAT, GFRA2, GFRA3 y GFRA4) en potenciales candidatos para el desatrollo de la enfermedad.
Algunos estudios han demostrado que el complejo GDNF-RET-GFRal es necesario para prevenir la
aganglionosis. Sin embargo, hasta la fecha se ha descrito un reducido nimero de mutaciones en GDNF
asociadas a HSCR. La mayotfa de esos pacientes presentan alteraciones genéticas adicionales como muta-
ciones en RET o trisomia 21, por lo que las mutaciones en GDNEF parecen no ser suficientes para originar
el fenotipo (Sanchez-Mejias y cols, 2010b). También se han identificado mutaciones asociadas a HSCR en
los genes NRTN y PSPN (Ruiz-Ferrer, 2007) y GFRAT (Borrego y cols, 2003).

Dado que en la mayorfa de los casos las mutaciones observadas en la secuencia codificante de RET
son insuficientes para sefialarlas como responsables Gnicas en la patogénesis de la enfermedad, la hipétesis
mas aceptada es la del modelo aditivo, en la que debe confluir mas de un evento genético para que se ma-
nifieste la enfermedad. En este sentido, ademas de las mutaciones tradicionales que dan lugar a HSCR, se
ha observado que existen polimorfismos comunes (Single Nucleotide Polymorphisn, SNPs) y haplotipos de
RET que se encuentran fuertemente asociados a las formas esporadicas de la enfermedad (Borrego y cols,
1999, 2000, 2003; Fernandez y cols, 2005; Emison y cols 2005, 2010). Asi, se ha logrado identificar un
dominio conservado con potencial funcién reguladora de la transcripcion (Enbancer-like), situado entre las
kilobases 9 y 10 del intrén 1. Dentro de este dominio, la variante ¢.73+9277T ha mostrado ser un factor
de susceptibilidad genético con una contribuciéon a la aparicion de HSCR, 20 veces mayor que las muta-
ciones codificantes, con un efecto funcional per se, capaz de reducir la capacidad de SOX10 para unirse al
dominio Enbancer-like y disminuir la transcripcién del proto-oncogén RET (Emison y cols, 2005).

Por tanto, HSCR se encuadra dentro de las llamadas “enfermedades multifactoriales”, en las que el
componente genético esta claro pero existen otros factores ambientales y/o genéticos que la modulan y pue-

den hacer que entre individuos con la misma secuencia del gen, unos padezcan la enfermedad y otros no.

1.2.6.2. Mutaciones en la ruta de las endotelinas (EDNRB y EDN3J)

La propuesta de un /Jeus de susceptibilidad para HSCR en 13q22 se debi6 a la identificacién de delecio-
nes intersticiales en esta localizacién en pacientes HSCR y a la existencia de sintenia entre la regién 1322 en
humanos y el A del modelo de ratén para aganglionosis prebald-etha (Amiel y cols, 2008). La candidatura de
EDNRB para esta regién fue confirmada con la identificacién de la mutacion W276C en un paciente HSCR
(Puffenberger y cols, 1994), aunque la penetrancia de esta mutacién no era completa y parecia estar influida por
el sexo. Posteriormente, el rastreo de EDINRB en familias consanguineas WS4, revelo la presencia de mutacio-
nes en homocigosis en una fraccién de las mismas (Attié y cols, 1995). El rastreo mutacional de EDNRB en
series de pacientes HSCR esporadicos ha demostrado que es el segundo gen de susceptibilidad mas importante,
encontrandose mutaciones en aproximadamente el 5-7% de los pacientes HSCR (Tam y Garcia-Barcelo, 2009).
El analisis funcional para determinar la relevancia patogénica de diferentes mutaciones en este gen, ha revelado
que éstas generan una pérdida de funcién del receptor (Abe y cols, 2000).

El nimero de mutaciones en EDN3 responsables del fenotipo HSCR es minoritario (<5% de los
casos) siendo mas prevalentes en los casos sindréomicos que en los aislados (Tam y Garcia-Barceld, 2009).

Cabe mencionar que en esos pacientes la penetrancia de mutaciones en heterocigosis de EDN3 y EDNRB
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es incompleta, no se identificaron mutaciones de novo, y el fenotipo predominante al que dan lugar es
HSCR de segmento corto (Sanchez-Mejias y cols, 2010b).

Las mutaciones en heterocigosis en estos dos genes dan lugar a HSCR aislado y las mutaciones en
homocigosis se han asociado con WS4 (Bondurand y cols, 2007). En concreto, WS4 se ha asociado en un
20-30% de los casos a mutaciones en homocigosis en los genes EDN3 y EDNRB (Puffenberger y cols,
1994; Edery y cols, 1996; Hofstra y cols, 1996), Sin embargo, entre un 15-35% de los casos de WS4 no
tienen una causa conocida a nivel molecular, lo que sugiere que podrian estar involucrados otros genes o
que las mutaciones en los genes conocidos se hayan omitido en screenings anteriores.

Por dltimo, también se ha podido identificar una mutacién en heterocigosis en el gen ECE7 en un
paciente HSCR con defectos craneofaciales y cardiacos (Hofstra y cols, 1999), ya que esta proteina partici-

pa en la maduracién postraduccional no solo de EDN3, sino también de EDN1 y EDN2.

1.2.6.3. Mutaciones asociadas a HSCR en genes que codifican para factores de
transcripcion

La relevancia de SOX70 en HSCR fue identificada mediante el estudio de un modelo murino, de
forma que el defecto molecular en el ratén Dom (dominant megacolon) es una mutacién en este gen (Sout-
hard-Smith y cols, 1999). El ratén Do en heterocigosis se presenta con aganglionosis distal e hipomela-
nosis localizada de piel y pelo (hechos similares a los de WS tipo 2), lo que indica que tanto los melanoci-
tos como las neuronas entéricas, ambos derivados de la CN, se afectan por la mutacién en SOX70 (Borre-
go y cols, 2013b).

Hasta la fecha se han descrito hasta 100 mutaciones en el gen SOX70 que causan fenotipos varia-
bles, como las formas familiares y esporadicas de WS4, WS tipo 2 (despigmentacion y sordera sin HSCR),
y WS4 asociado a desérdenes neurolégicos por desmielinizacién central y periférica (Inoue y cols, 2004;
Pingault y cols, 2010). Las mutaciones en heterocigosis de SOX70 suman aproximadamente el 50% de los
casos WS4 y son también responsables de la forma mds severa PCWH (Verheij y cols, 2006; Bondurand y
cols, 2007). En su mayorfa ocurren de novo (Inoue y cols, 2004) y constituyen el 5% de los casos sindrémi-

cos y no sindrémicos de HSCR (Butler y Trainor, 2013). La web http://grenada.lumc.nl/LOVD2/WS

contiene una base de datos regularmente actualizada, en la que se recopilan todas las mutaciones causantes
de WS. Recientemente se han descrito mutaciones en SOX70 en casos aislados de HSCR, lo que indican
una relacién per se de las mismas en su patogénesis (Bondurand y cols, 2007; Pingault y cols, 2010;
Sanchez-Mejias y cols, 2010c; Borrego y cols, 2013b).

El gen PHOXZ2B (Paired-like homeobox 2b), localizado en el cromosoma 4p12, codifica un factor de
transcripcién implicado en el desarrollo de varias poblaciones de neuronas noradrenérgicas en ratones. En
el modelo murino, la expresion PHOXZB se inicia tan pronto como los enteroblastos invaden el mesén-
quima del intestino anterior y se mantiene durante todo el desarrollo de las neuronas entéricas, por lo que
el silenciamiento en homocigosis del gen PHOXZ2B en ratones conduce a una ausencia de ganglios entéri-
cos (Pattyn y cols, 1999). Por esto, PHOXZB es considerado un gen candidato para HSCR proponiéndose
un mecanismo basado en haploinsuficiencia (Tam y Garcia-Barcel6, 2009). El gen PHOXZ2B es el locus
principal para CCHS o sindrome de Ondine (OMIM 209880), que esta asociado a HSCR en el 25-30% de
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los casos (sindrome de Haddad) (Amiel y cols, 2003). Asi mismo, una mutacién en la linea germinal de
PHOXZB representa el primer factor genético de predisposicion al NB (Fan y cols, 2004). Solo excepcio-
nalmente, mutaciones en este gen han sido descritas asociadas a HSCR en contextos diferentes del CCHS
y del NB (Fernandez y cols, 2013). Este gen también ha sido descrito como un factor clave en la regula-
cién transcripcional de RET (Pattyn y cols, 1999). Asi mismo, se ha reportado que la interaccion entre
SNPs del gen PHOXZ?B y de RET incrementan la susceptibilidad a HSCR (Miao y cols, 2007).

Se han encontrado mutaciones en el gen SIP7 (Smad Interacting Protein-1), también conocido como
ZFHXT1B (Zinc Finger Homeo boX 1B), en pacientes con sindrome de Mowat-Wilson, caracterizado por
retraso mental, malformaciones y otras anomalias congénitas que con frecuencia incluyen a HSCR (Mowat
y cols, 2003; Garavelli y Mainardi, 2007). SIP1 es un factor de la transcripcién implicado en el desarrollo
del SNE, que media en la sefializacion de BMP-4 y BMP-2, y participa en la expresion de EDNRB. Se
piensa que estos fenotipos son el resultado de la haploinsuficiencia de SIP7 generada por mutaciones en
uno de los alelos (Sanchez Mejias, 2010a).

También se han descrito mutaciones en homocigosis en el gen KL4.47279 en dos familias indepen-
dientes que presentan el sindrome de Goldberg-Shprintzen (Brooks y cols, 2005). Este sindrome se carac-
teriza por la aparicién de microcefalia, retraso mental, rasgos dismoérficos y HSCR. La funcién de la pro-
tefna codificada por este gen atn no se conoce, pero el analisis de los distintos motivos proteicos predice
que podria estar implicada en la regulacién del ciclo celular, control transcripcional, neurogénesis y plega-
miento de protefnas (Brooks y cols, 2005). Por otra parte, se ha visto expresién en distintas partes del
SNC. Asi, la identificaciéon de mutaciones en este gen asociadas a HSCR, hace pensar que podria jugar un
papel importante en el desarrollo del SNP y SNC.

Igualmente, se han reportado diversas mutaciones en el gen L.7CAM en pacientes con hidrocefalia
y HSCR (Okamoto y cols, 2004; Fernandez y cols, 2012). A pesar de que L7CAM se expresa durante el
desarrollo del SNE (Heanue y Pachnis, 2007), y la proteina que codifica es necesaria para la migraciéon y
diferenciacién de las células derivadas de la CN, se ha demostrado que la pérdida completa de la misma no
es suficiente para producir la aganglionosis (Anderson y cols, 20006), sugiriendo que L.7CAM podria actuar
como modificador génico.

Por otra parte, se han detectado mutaciones de 7ovo en el gen TCIF4 en pacientes con sindrome de
Pitt-Hopkins, caracterizado por retraso mental, malformaciones faciales, hiperventilaciéon intermitente y
HSCR (Amiel y cols, 2007; Zweier y cols, 2007). TCF4 codifica para un factor de transcripcion implicado
en la ruta PHOX-RET durante el desarrollo del SNE, por lo que su ausencia de funcién podtia ser la res-
ponsable de la aparicién de HSCR en estos pacientes (Zweier y cols, 2007).

La Tabla 1.5 recoge los principales genes implicados en las formas aisladas y sindrémicas de HSCR.
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1.2.7. Fisiopatologia

El aganglionismo produce una pérdida de motilidad en el segmento afecto y un espasmo o contrac-
cién secundaria del mismo (Figura 1.13). Esta contraccion se debe a la hipertrofia de las fibras colinérgicas
del sistema nervioso extrinseco que producen un espasmo del mismo, a la ausencia de neuronas inhibito-
rias ligadas al 6xido nitrico y a una probable alteracion de las CICs, que relajan el intestino. Por el mismo
motivo, el EAI no se relaja ante la distensiéon rectal, lo que se conoce como ausencia de reflejo inhibidor
del ano (RIA). Todo ello contribuye a la obstruccién funcional intestinal y al cuadro clinico, con dilatacién
e hipertrofia del intestino proximal (De Lorijn y cols, 2007; Puri y O’Donell, 2009). También se han ob-
servado alteraciones electrofisiolégicas (miogénicas) en el segmento agangliénico (Kubota y cols, 2002). La
gravedad de la obstruccién varfa entre los pacientes que tienen similar longitud de segmento aganglionico,

lo que sugiere que en la obstruccién participan otros factores, ademas de los expuestos.

/ AGANGLIONISMO \
Pérdida de peristalsis Contraccion mtestlno afecto / Ausencia relajacion EAI
Obstrucclon funcional

Retraso meconial / Enterocolms \ Obstruccion intestinal

Zona dilatada Colon normal

A

Distal - 5 g 20T 4, : ‘ 2, Y, Proximal

t

Figura 1.3: A: Fisiopatologia de HSCR. B: Pieza operatoria de S-HSCR.

Puede observarse el segmento estrecho (agangliénico), la ZT, la zona dilatada y mas proximalmente, el colon de
calibre normal.

1.2.8. Manifestaciones clinicas
1.2.8.1. Presentacion en el periodo neonatal
HSCR es la causa mas frecuente de obstruccién intestinal funcional en el recién nacido. El 80-90% de
los pacientes debutan en primeros dias de vida, en forma de retraso meconial, distensién abdominal,
vémitos, obstruccién intestinal, diarrea o perforacién intestinal. La sensibilidad y especificidad de los
sintomas al diagnéstico en el periodo neonatal se recogen en la Tabla 1.6. Suele tratarse de recién nacidos
a término y de peso adecuado para la edad gestacional. Dentro del espectro clinico, el retraso meconial

superior a 24 horas es uno de los sintomas mas tipicos, pues menos del 10% de los neonatos afectos reali-
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zan su primera deposicién meconial en el primer dfa de vida (Nufiez y cols, 20092). Mediante el tacto rec-
tal (TR) se aprecia un recto estrecho, con una ampolla vacfa y que se adhiere al dedo examinador. En al-
gunos casos, especialmente en S-HSCR, al retirar el dedo del recto se produce una deposicién explosiva
con eliminacién de heces liquidas y gases, acompafiada de una disminucién de la distensién abdominal.
HSCR también puede manifestarse a esta edad en forma enterocolitis, cuadro clinico caracterizado por

distension abdominal, fiebre, diarrea y afectacion del estado general (Nufiez y cols, 2009a).

Tabla 1.6: Validez de las manifestaciones clinicas de HSCR en el periodo neonatal. (Guo y cols, 2000).

Manifestaciones clinicas Sensibilidad % Especificidad % Valor predictivo %
Retraso meconial 83 88 0,77
Vémitos 77 38 0,30
Distension abdominal 83 33 0,26
Diartrea 86 13 0,11
Obstruccion intestinal 80 18 0,14
Ano estrecho ! 91 67 0,68

1Es la sensacion de resistencia al introducir el dedo meflique en el recto (ampolla estrecha y vacia; a veces deposi-
ci6én explosiva).

1.2.8.2. Presentacion en el lactante y otras edades
En el 10% de los pacientes la enfermedad no da sintomas en el periodo neonatal y se manifiesta
mas tarde, en lactantes, nifios de mas edad e incluso en adultos, en forma de estrefiimiento pertinaz, re-
traso del crecimiento, distensién abdominal, enterocolitis o cuadros de obstruccién intestinal (Doodnath y
Puri, 2010; Langer, 2013; Lépez Ruiz y cols, 2016). En la Tabla 1.7 se reflejan las diferencias clinicas entre

el estrefiimiento crénico de perfil funcional y HSCR.

1.2.8.3. Particularidades del aganglionismo coélico total

TCA se define como el aganglionismo que se extiende desde el ano hasta la valvula ileocecal pero
no afecta a mas de 50 cm proximal a la misma (Moore, 2015), siendo excepcionales los casos en los que la
afectacién de intestino delgado es mas extensa. Se considera una forma especial dentro del espectro HSCR
por su incidencia (2-13% de los casos), asi como por su severidad clinica, dificultades diagnésticas y trata-
miento. Es mds comun en mujeres y la incidencia cldsica a favor del sexo masculino de 4/1 tipica de S-
HSCR disminuye a 1,1/1 0 0,8/1 (Mootre, 2009a). La mayoria de los pacientes presentan un cuadro clinico
de obstruccion intestinal funcional en las primeras semanas de vida, en relacion con la extension del agan-
glionismo, sin embargo, no es infrecuente que se presente de forma mas larvada y mucho mas tarde de lo
esperado, habiéndose reportado casos de presentacion tardia, en el adolescente y adulto (Lall y cols, 1999;
Moore y Zaahl, 2009b). Otro aspecto que diferencia a ambas formas de aganglionismo es la dificultad
diagnostica del TCA. Asi, algunos autores refieren en su experiencia dificultades diagnésticas en el 50% de
los pacientes (Moore, 2012d). Esto se debe, entre otros factores, a la influencia del segmento de intestino
delgado implicado, la menor sensibilidad y especificidad de los estudios radiologicos, que con frecuencia
informan de la presencia de un colon de aspecto normal, y las particularidades de su histopatolologia
(Moore, 2015).

Por otra parte, TCA se presenta de forma familiar con mas frecuencia que S-HSCR (p < 0,001)

(Moore y cols, 1991), habiéndose descrito mutaciones en RET en el 82% de los pacientes TCA frente al
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33% de los afectos de HSCR de segmento corto (Moore, 2012d). Finalmente, a pesar de los avances en su
tratamiento quirdrgico, los resultados a largo plazo son poco satisfactorios en muchos casos (Laughlin y

cols, 2012).

1.2.8.4. Aspectos clinicos de la asociacion del sindrome de Down y HSCR

DS es la anomalfa cromosémica mas comunmente asociada a HSCR. La incidencia de esta asociacion
ha aumentado en las dltimas décadas (Menezes y Puri, 2005; Suita y cols, 2005). Los individuos con DS
muestran un tiesgo 40 veces mayor de padecer HSCR que la poblacién general, lo que sugiere que el cromo-
soma 21 estd implicado de alguna manera en la etiologia de HSCR (Arnold y cols, 2009; Moore y Zaahl,
2012b). El diagnéstico de esta asociaciéon a menudo se retrasa debido, entre otros factores, a la preocupacion
por el tratamiento de otras malformaciones como las cardiopatias, o al estrefiimiento que estos pacientes
padecen con frecuencia por su hipotonfa o hipotiroidismo. La incidencia de enterocolitis y mortalidad pre-
operatoria es mayor en pacientes en los que concurren DS y HSCR. Se ha descrito una incidencia de entero-
colitis posptoperatoria del 48% en pacientes DS y HSCR frente al 25% de los pacientes no DS (p < 0,05)
(Menezes y Puri, 2006). En pacientes DS se ha establecido una deficiencia inmunoldgica intrinseca con dis-
minucién de la funcién citotoxica de los linfocitos T' y trastornos de la inmunidad humoral, situacién que
incrementa el riesgo de hacer enterocolitis asociada a la HSCR. Es importante destacar que ciertos haplotipos
del gen ITGBZ presente en el cromosoma 21, que codifica para CD18 (B2 integrina), promotora de la activa-
cién de los linfocitos T, se asocian significativamente con enterocolitis asociada a HSCR (Moore y cols,
2008b). El aganglionismo de segmento corto es el més frecuentemente vinculado a DS, mientras que el feno-
tipo TCA es raro en este contexto (Moore, 2015). Globalmente, la tasa de mortalidad de HSCR en pacientes

DS con anomalias cardiovasculares continua siendo elevada (leiri y cols, 2009).

1.2.9. Métodos diagndsticos

La sospecha precoz de HSCR es imprescindible para prevenir complicaciones y planificar el trata-
miento quirdrgico. Sin embargo, sus métodos de estudio presentan limitaciones cuando se aplican en el per-
iodo neonatal y el diagnostico a esta edad supone un reto en la practica clinica. Los principales métodos dia-
gnésticos en el momento actual son la manometria anorrectal (MA), el enema de contraste (EC) y la BR ya

sea por succioén o de espesor total. A continuacion se describiran brevemente cada uno de ellos.

1.2.9.1. Enema de contraste

El EC fue el primer método empleado en el diagnéstico de HSCR (Swenson y cols, 1949) y
permanecié como primera opciéon durante muchos afios, siempre combinado con la BR para la
confirmacién de la enfermedad. En la actualidad ha perdido valor diagnéstico, describiéndose una sen-
sibilidad del 76% y una especificidad del 97% (De Lorijn y cols, 2005), pero continda siendo muy util
para conocer la extension del aganglionismo y planificar la intervenciéon (Frongia y cols, 2016). El EC
debe ser realizado sin preparacién previa del colon vy, en el caso de que el paciente reciba irrigaciones
rectales, suspendiéndolas 24 - 48 horas antes. En posicién de decubito lateral izquierdo y con las piernas
flexionadas, se introduce una sonda de 8-12 Fr hasta el canal anal (CA). A continuacion, y bajo control

fluoroscépico, se administra manualmente (jeringa de 60 ml) un contraste hidrosoluble a baja presion
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para detectar el inicio de la zona dilatada y no distender artificalmente el segmento agangliénico. Se
recomienda evitar los contrastes baritados, especialmente en el recién nacido. Cuando se observa la ZT
el estudio se puede dar por finalizado. En estos casos, el EC muestra una zona estrecha proximal al ano,
seguida por una zona semejante a un embudo y una zona dilatada mas proximal. Anatémicamente estos
segmentos corresponden respectivamente a la zona agangliénica, hipogangliénica y ganglionar (Figura
1.13 B). El hallazgo mas caracteristico del EC es la presencia de la ZT, en la que se observa el cambio
de calibre entre la zona agangliénica y la dilatada (Figura 1.14 A y B). Sin embargo, la ZT no se observa
en el 30% de los neonatos HSCR, existiendo una concordancia entre la ZT radiolégica e histolégica del
64,5-94,4% en los segmentos cortos y de 25-50% en los largos (Granero y cols, 2010; Frongia y cols,
2016). Otros signos de HSCR incluyen: inversién del indice rectosigmoideo (la proporcién del didmetro
del recto/sigma en HSCR es inferior a 1), el retraso en la eliminacién del contraste supetior a 24 horas
(Langer, 2013), irregularidades en la mucosa (en casos de enterocolitis asociada) y contracciones irregu-
lares de la pared intestinal (Alehossein y cols, 2015). El diagnéstico de TCA es dificil de establecer por
EC debido a la ausencia de hallazgos radiolégicos especificos, no siendo habitual identificar la ZT
(Moore y Zaahl, 2009b). En un interesante estudio se identificaron tres tipos de imagenes radiologicas
en el TCA: colon en forma de interrogante, microcolon y colon de aspecto normal (Stranzinger y cols,
2008; Figura 1.15). Sin embargo, aunque el EC sea normal, debe sospecharse TCA si el paciente perma-

nece sintomadtico y se han excluido otras causas de obstruccién intestinal.

Zona de
Transicién

Segmento
agangliénico

Figura 1.4: Hallazgos radiolégicos clasicos del EC en HSCR.

A: EC en S-HSCR. Se aprecia un segmento rectosigmoideo estrecho y muy espastico.
B: EC que muestra un indice rectosigmoideo <1.
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Figura 1.5: EC en TCA.

A: Calibre del colon disminuido, bordes rigidos e irregularidades en mucosa de colon derecho
sugestivas de enterocolitis. B: Microcolon en recién nacido con TCA con afectacién ileal amplia.

1.2.9.2. Manometria anorrectal

La MA es un método empleado para el diagnéstico de HSCR, cuyo objetivo es demostrar la ausencia
de RIA. Para su realizacién se precisa de sondas que disponen en la punta de un balén para la distension
rectal asi como orificios laterales (canales) para la toma de las presiones anorrectales, de transductores que
transforman los cambios de presion en sefial eléctrica, de un poligrafo que procesa y transforma las sefiales
eléctricas en un registro grafico y de un ordenador conectado al poligrafo que muestra los graficos en el
monitor y facilita el analisis. En pacientes sanos la distensién del balén rectal de la sonda con aire produce
una pérdida de presion en el CA por relajacion del EAL hecho fisiolégico conocido como RIA (Figura 1.16).
En este reflejo participan la inervacion intrinseca (SNE) y extrinseca (parasimpatico pélvico) (Shafik y cols,
2002). El reflejo aparece cuando hay un descenso de al menos 5 mmHg en la presién del EAIL En HSCR,
debido al fracaso en la migracion de las células de la CN para colonizar los segmentos mas distales del intes-
tino, la ausencia de inervacion parasimpatica da lugar a la ausencia de RIA (Figura 1.16).

Estudios previos han demostrado una sensibilidad y especificidad de este test del 88% y 94% res-
pectivamente (Takawira y cols, 2015). Sin embargo, estos resultados son variables segtin las series y de-
penden de la experiencia de cada centro. Asf, Wu y cols en 2013, reportaron una tasa de falsos negativos
del 0 al 24% y de fasos positivos del 0 al 62%. El megarrecto puede originar resultados falsos positivos al
subestimar el nivel al que debe ser inflado el balén para obtener el reflejo. Por el contrario, la malposicion
del catéter es una causa frecuente de falso negativo. Estudios recientes ofrecen resultados prometedores
en relacion a la anomanometria de alta resolucién, técnica en la que el catéter dispone de multiples senso-
res de presion, aunque sus resultados atn no estan estandarizados (Tang y cols, 2014).

La MA en HSCR esta dirigida a demostrar la ausencia de RIA. Tradicionalmente esta técnica ha si-
do poco utilizada en el recién nacido por considerarse que el RIA aparecia a partir de los 12 dias o mas de
39 semanas de edad gestacional corregida. Sin embargo, desde hace mas de una década, se sabe que el
reflejo estd presente incluso en prematuros y que por tanto la MA es tan eficaz en el recién nacido como

en otras edades, siendo un método til y seguro e indicado en todo neonato con retraso meconial superior
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a 24 horas (Tuduri y cols, 2008). En este contexto, nuestro grupo de trabajo ha comunicado una sensibili-
dad y especificidad de la MA convencional en el diagnéstico de HSCR en el recién nacido del 99,02% y
90,4% respectivamente (Entiquez y cols, 2010). Otras causas de ausencia de RIA en el recién nacido a
tener en consideracién son la displasia neuronal intestinal, el hipoganglionismo y el sindrome de colon
izquierdo pequefio (Enriquez y cols, 2010).
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A: Fundamento de la técnica. B: MA patolégica en recién nacido con retraso meconial. Obsérvese la ausencia de
RIA ante estimulos rectales (distensién balén rectal con 3-5 ml de aire). BR: Balén rectal, AR: Ampolla rectal,
CAP: Canal anal proximal (EAI), CAD: Canal anal distal (Esfinter anal externo, EAE).

1.2.9.3. Biopsia rectal

El diagnéstico definitivo de HSCR es anatomopatolégico, de ahi que la BR analizada por un pat6-
logo experto, sea siempre necesaria para confirmar el diagnéstico. Existen dos tipos de BR: por succion
(que debe incluir mucosa y submucosa) o de espesor total, y ambas demuestran la ausencia de células gan-
glionares y la hipertrofia de fibras nerviosas mediante estudios histoquimicos (acetilcolinesterasa), inmuno-
histoquimicos (calretinina) o hematoxilina-eosina. (Figura 1.17 A y B). Normalmente la BR debe tomarse
de 0,5 a 2 cm proximal a la linea pectinea, de modo que una biopsia muy distal puede resultar en un falso
positivo (dado que las células ganglionares pueden estar ausentes en este drea en condiciones normales) y
una muestra muy proximal puede no detectar correctamente aganglionismos cortos. La BR por succién es
considerada como el go/d standard Martucciello y cols, 2005) habiendo demostrado una eficacia equivalente
a la de espesor total para proporcionar muestras adecuadas de submucosa (Muise y cols, 20106). Sin embar-
go, tiene limitaciones en el periodo neonatal inmediato (falsos negativos, muestras incorrectas) y compli-

caciones potencialmente graves (perforacién, hemorragia rectal o sepsis) (Friedmacher y Puri, 2015).

1.2.10. Diagnéstico diferencial

El diagnoéstico diferencial de HSCR incluye diversas patologias de origen funcional u organico. En-
tre las primeras destacan la prematuridad (inmadurez de los ganglios entéricos), la displasia neuronal intes-
tinal, el hipoganglionismo, el sindrome de colon izquierdo pequefio, el tapdén meconial, el hipotiroidismo,
la toxicidad farmacoldgica, la acalasia del EAI y el estrefiimiento funcional (Tabla 1.7). Las principales
causas organicas que pueden simular HSCR son: fleo meconial, atresia de fleon distal y de colon, estenosis
de intestino delgado, malrotacion intestinal y malformaciones anorrectales bajas (Nufiez y cols, 2009a; Puri

y Gosemann, 2012; Burkardt y cols, 2014).
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Figura 1.7: Hallazgos anatomopatologicos en HSCR.

A: BR por succién: se aprecia incremento de la actividad de acetilcolinesterasa en fibras parasimpaticas en la limi-
na propia de la mucosa, zuscularis mucosae y en la submucosa. Ausencia de células ganglionares en la submucosa. B:
BR de espesor total: se observa gran hipertrofia de fibras nerviosas parasimpaticas en el plexo mientérico y ausen-
cia de células ganglionares (calretinina).

Tabla 1.7: Claves para el diagnoéstico diferencial entre el estrefiimiento funcional y HSCR.

Aspectos clinicos Estrefiimiento HSCR
Distensién abdominal Raro Frecuente
Crisis de obstruccion intestinal Raro Ocasional
Retraso del crecimiento Raro Ocasional
Dolor abdominal recurrente Ocasional Frecuente
Enterocolitis No Frecuente
Incontinencia fecal funcional Frecuente Raro
Retraso meconial Raro Frecuente
Rectorragia Ocasional Raro
Retencion fecal voluntaria Frecuente Raro
Tamafio de las heces Grandes Acintadas/normales
Fecalomas palpables Frecuente Raro
Heces en recto Frecuente Raro
Configuracién rectal Normal/dilatado Estrecho
Tono anal Variable Elevado

1.2.11. Tratamiento

Una vez confirmado el diagnéstico, el tratamiento definitivo es siempre quirdrgico y tiene como ob-
jetivos resecar el segmento agangliénico, anastomosar el intestino sano al ano proximalmente a la linea
pectinea y preservar la continencia fecal. Los pilares principales en los que se basa el manejo de HSCR son
los cuidados médicos preoperatorios, la realizacién de una ostomia en los casos necesarios y la interven-
cién definitiva.

Antes de la cirugia es necesario realizar irrigaciones rectales para descomprimir el colon y facilitar la
evacuacién fecal (nursing). Para ello se introduce una sonda rectal a través del ano (12-18 Fr, segun edad)
hasta el segmento dilatado y se irriga el colon con suero fisiologico (10-20 ml/Kg) hasta eliminar el conte-
nido fecal (Figura 1.18). La frecuencia del nursing dependera del grado de obstruccién aunque, en general,

una o dos veces al dia suelen ser suficientes, resultando muy efectivo en las formas S-HSCR. Los objetivos
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del nursing son: evitar la colostomia, prevenir la enterocolitis, disminuir la dilatacién del colon y garantizar
una nutriciéon adecuada. La dilatacién anal mediante el tacto rectal también puede ser util para descompri-
mir el intestino distal (Ntfiez y cols, 2009b). En los pacientes en los que el nursing no es efectivo o en ca-
sos de enterocolitis grave, perforacién intestinal o aganglionismos extensos, puede ser necesario realizar
un estoma (frecuentemente ileostomia) para facilitar el transito intestinal (Nufiez y cols, 2009b). Poste-

riormente, cuando la ileostomia ha madurado y las heces son sélidas, se efectia la intervencién definitiva.

) &

|

Figura 1.8: Tratamiento médico preoperatotrio.

A: La sonda rectal debe sobrepasar la zona aganglibnica y alcanzar el colon dilatado. B: El volumen de suero fi-
siolégico infundido debe ser extraido para evitar trastornos hidroelectroliticos.

Varias técnicas quirdrgicas para la correccion de HSCR han sido descritas a lo largo de la historia de
la enfermedad. El primer hito lo protagonizaron Swenson y Bill en 1948, al conseguir, a rafz de un traba-
jo experimental en perros, la supervivencia de los primeros casos mediante una cirugia basada en la resec-
cién del segmento agangliénico con preservacion del EAI anastomosando el colon sano al ano (Swenson y
Bill, 1948; Swenson y cols, 1949). Inicialmente se efectuaba en tres etapas (colostomia, pu/l-through y cierre
del estoma). Es una técnica dificil que implica una amplia diseccién pélvica con posible dafio de la inerva-
cioén vesical y genital.

Tras esta descripcion se han sucedido las aportaciones al manejo quirurgico de HSCR: Rhebein
(Bremen, 1953), aporté el abordaje abdominal con la reseccién infraperitoneal supralevatoria; Duhamel
(Paris, 1956), publicé el descenso retrorrectal, que respeta los plexos nerviosos perirrectales y Soave
(Génova, 1964), describi6 el pull-throngh endorrectal (Rhebein, 1953; Duhamel, 1956; Soave, 1964). En
1968, Lester Martin, propuso una modificacién de la técnica de Duhamel para el tratamiento del TCA;
en 1980, So y cols, fueron los primeros en intervenir a recién nacidos sin colostomia; Boley en 1984 y
Kimura en 1988 describieron nuevas técnicas para el TCA utilizando parches de colon derecho y en 1995
Georgeson publicé la técnica del descenso transanal (Soave) con abordaje abdominal laparoscépico (para
toma de biopsia y movilizacién del colon) (Martin, 1968; So y cols, 1980; Boley, 1984; Kimura y cols,
1988; Georgeson y cols, 1995). Posteriormente, en 1998, De la Torre y Ortega, comunicaron el pul-
through endorrectal transanal (Transanal Endorectal Pull-Throngh, TEPT, De la Torre-Mondragon y Ortega-

Salgado, 1998) exclusivo para el aganglionismo rectosigmoideo. Ambas técnicas supusieron un gran avan-
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ce para el tratamiento de estos pacientes, con menor morbilidad postoperatoria y resultados muy satisfac-
torios. Recientemente se describié la utilizacién primaria de la técnica de Swenson por via transanal
(Sookpotarom y Vejchapipat, 2009; Levitt y cols, 2013).

Sin embargo, ninguna de ellas estd exenta de complicaciones, dado que, para mantener la continen-
cia fecal, se debe preservar el EAI (que es agangliénico) y su espasticidad puede ser causa de estrefiimiento
y enterocolitis. Por otra parte, la anastomosis del intestino gangliénico con el ano se debe situar proximal a
la linea pectinea. La lesién del canal anal durante la intervencién o una anastomosis demasiado baja pue-
den ocasionar incontinencia fecal.

En la actualidad la técnica mas utilizada para tratar S-HSCR es la técnica de De la Torre (TEPT). Me-
diante este procedimiento, por via anal, se practica la colectomia del segmento agangliénico, el descenso del
colon normogangliénico y la anastomosis coloanal proximal a la linea pectinea (Fig. 1.19). Algunos autores
realizan el TEPT desde el primer mes de vida (De la Torre y Langer, 2010). En aganglionismos mds extensos
se puede realizar esta técnica con abordaje laparoscépico (Georgeson y Robertson, 2004).

En el caso del TCA, el tratamiento quirdrgico continia siendo un gran reto (Marquez y cols, 2009).
En estos casos, se recomienda el descenso ileo-anal con ileostomia protectora que se cierra cuando las
heces son de consistencia normal (Dodero y cols, 2001). En pacientes con mayor afectacién de intestino
delgado es muy util la unién del fleon sano a un segmento de colon derecho para incrementar la absorcion
y frenar la motilidad intestinal, y realizar una anastomosis del fleon sano al ano (Marquez y cols, 2009;
Nuilez y cols, 2001). En los raros casos de aganglionismo de todo el intestino la tnica alternativa viable es

el trasplante intestinal (Lépez-Santamaria y Hernandez, 2009).
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Figura 1.9: Pull-through endorrectal transanal (TEPT).

A: Mucosectomia rectal circunferencial 0,5-1 cm por encima de la linea pectinea. B: Diseccién submucosa proxi-

mal hasta sobrepasar la reflexién peritoneal. Apertura circunferencial de la pared rectal. C: Ligaduras vasculares.

Movilizacién del recto y colon sigmoide a través del ano, exteriorizando el segmento agangliénico, zona de transi-

ci6én y colon de calibre normal. Toma de biopsias de espesor total en estas zonas. D: Miotomia longitudinal de la

funda rectal en la parte anterior y posterior. E: Confirmacién de la inervacion normal del colon. Colectomia del

segmento aganglionico y dilatado. F: Anastomosis del colon normal con el ano por encima de la linea pectinea.

(Adaptado de Prem Puri, 20006).

1.2.12. Resultados postoperatorios. Enterocolitis y HSCR

Aproximadamente el 50% de los pacientes intervenidos de HSCR presentan alguna complicacion
postoperatoria precoz o tardia, especialmente los afectos de aganglionismos extensos y aquellos con
sindromes asociados. Entre las precoces se describen la dermatitis perianal, el ileo prolongado, la dehis-
cencia o estenosis de la anastomosis, la obstruccion intestinal, la enterocolitis y el absceso pélvico (De la
Torre y Langer, 2010). Entre las tardias, principales condicionantes de la calidad de vida del paciente y
resultados a largo plazo, destacan la enterocolitis recurrente (5-42% de los casos), el estrefiimiento
(4 - 33%) y la incontinencia fecal (4 - 11%) (leiti y cols, 2010). Se ha propuesto que uno de los factores
que pueden explicar el origen del estreflimiento postoperatorio es la asociacién de HSCR y displasia neu-
ronal intestinal (Kobayashi y cols, 1995). Otros autores han sugerido que la alteracién de la expresion de
FHLT (locus Xq27.2) en el musculo liso intestinal en pacientes HSCR podria estar asociado con la remode-
lacién de la pared intestinal durante la intervenciéon y ser uno de los factores de riesgo de disfuncién moto-
ra gastrointestinal (Wang y cols, 2014).

La enterocolitis asociada a HSCR (Hirschsprung's-associated enterocolitis, HAEC) es la complicaciéon mas
grave de HSCR vy sigue siendo la principal causa de la morbimortalidad de la enfermedad (Nufiez y cols,
2009¢; Burkardt y cols, 2014), con una mortalidad global que se estima entre el 1 y el 10%. Se caracteriza por
una inflamacién intestinal clinicamente manifestada por fiebre, distensiéon abdominal y diarrea, sintomas

inespecificos y que pueden conducir a diagndsticos alternativos y erréneos (enteritis infecciosas) y retrasos

diagnésticos. En un intento de unificar critetios, un grupo de 27 gastroenterélogos y citujanos pediatricos
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participaron en el desatrollo de una escala diagnostica (Pastor y cols, 2009), si bien la sospecha clinica con-
tinua siendo la principal herramienta. Entre los factores que predisponen al desarrollo de HAEC se incluyen
el fenotipo de segmento largo, la asociacién a DS, la historia familiar de HSCR vy los episodios previos de
enterocolitis (Moore y cols, 2008b). Sin embargo, su etiopatogénesis no es bien conocida y con objeto de
aclararla los esfuerzos mas recientes se dirigen al estudio de la inmunidad de mucosas, la predisposicion
genética y la microbiota intestinal (Gosain, 2016). En la literatura se describe una frecuencia variable pero
tan alta como del 60%, aunque la incidencia global mas comunmente comunicada oscila entre el 25-35%
(Frykman y Short, 2012). Puede aparecer tanto en el pre como en el postoperatorio, con una incidencia simi-
lar en ambos escenarios, siendo la forma de presentacion de la enfermedad en el 25% de los casos.

Una de las claves para su prevencion radica en el diagnéstico precoz de HSCR en los primeros dias
de vida. Esto permite el inicio del tratamiento descompresivo del intestino (zursing o estoma) y realizar la
intervencién quirdrgica en los primeros meses de vida (Pastor y cols, 2009). Para prevenir la enterocolitis
postoperatoria es importante realizar dilataciones de la anastomosis colo-anal, ya que la estenosis de la
misma es un factor frecuentemente implicado (Hackam y cols, 1998). Otras medidas como la administra-
cioén a largo plazo de metronidazol o el uso de probidticos, no disponen en la actualidad la evidencia sufi-
ciente para ser recomendadas de forma rutinaria (Gosain, 2016).

Ademas de prevenir la enterocolitis preoperatoria, las irrigaciones rectales también son eficaces para
la prevencién de la forma postoperatoria. Marty y cols, reportaron una reduccién tanto de la incidencia
(7,5% vs 35,8%) como de la gravedad de HAEC en 40 nifios que recibieron irrigaciones rectales postope-
ratotiras programadas. Nufiez y cols, en 2005, comunicaron resultados similares, iniciando las irrigaciones
una o dos semanas después de la intervenciéon y manteniéndolas dos veces al dia durante tres meses, y
posteriormente a diario en los siguientes tres meses.

Una vez ya establecida, los casos leves de HAEC suelen responder a modificaciones de la dieta y
descomprensién del intestino mediante irrigaciones rectales. En pacientes con cuadros moderados se debe
afiadir a lo anterior terapia de descontaminacién intestinal. En casos severos puede ser necesaria la antibio-
terapia intravenosa, el reposo digestivo y las irrigaciones rectales siempre que no haya riesgo de perfora-
ci6én del recto (Burkardt y cols, 2014). En pacientes con enterocolitis recurrentes la inyeccién intraesfinte-
riana de toxina botulinica se ha mostrado eficaz (Han-Geurts y cols, 2014). Asi{ mismo, en casos de DS

asociados a HSCR y HAEC de repeticion, la administracién de cromoglicato sédico puede ser de gran

utilidad (Rintala y Lindahl, 2001).

1.2.13. Perspectivas futuras de tratamiento

Los enormes avances en biologfa molecular y genética de la tltima década han aumentado significa-
tivamente nuestro conocimiento acerca del desarrollo y funcionamiento del SNE. Estas técnicas, combi-
nadas con los progresos en los campos de la farmacologia y la biologia con células madre, han permitido la
identificacion de nuevas herramientas y dianas terapéuticas dirigidas a reemplazar componentes ausentes
o defectuosos del SNE.

Varios grupos investigan el tratamiento de HSCR mediante células madre. Metzger y cols, demostra-

ron que las biopsias endoscopicas del intestino postnatal pueden proporcionar una fuente viable de células
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madre para futuras terapias de HSCR (Metzger y cols, 2009). Hotta y cols (Melburne, 2013), han trasplantado
neuroesferas generadas a partir de células derivadas de la CN del intestino fetal y postnatal en el colon de
ratones observando que migran, proliferan y generan neuronas y células gliales que forman grupos gangliona-
res dentro del colon trasplantado. Las neuronas injertadas exhiben caracteristicas neuroquimicas, electrofi-
siolégicas y morfolégicas similares a las de las neuronas entéricas; reciben entradas sinapticas, y sus neuritas
se proyectan a las capas musculares y a los ganglios entéricos de los ratones receptores. Estos resultados, y
los obtenidos recientemente por el mismo grupo de trabajo respecto al trasplante autélogo de progenitores
en ratones (Hotta y cols, 2013 y 2016), muestran que las células progenitoras neurales entéricas trasplantadas
pueden generar neuronas funcionales en el intestino postnatal y hace avanzar la nocién de que la terapia

celular es una estrategia prometedora para el tratamiento de HSCR y de otras neuropatias entéricas.

1.2.14. Escalas relacionadas con HSCR

En dltimos afios se han validado varias escalas para el estudio de HSCR. Asi, en 2006, Guo y cols,
diseflaron una escala para el diagnéstico neonatal de esta enfermedad; en el 2009, Pastor y cols, publica-
ron una escala para definir HAEC y posteriormente, Wu y cols, elaboraron otra para diferenciar HSCR de
otros desérdenes del SNE (Guo y cols, 2006; Pastor y cols, 2009; Wu y cols, 2013). Recientemente se ha
publicado un sistema de puntuaciéon que determina la probabilidad de HSCR en pacientes sospechosos a
partir de los hallazgos del EC (Alehossein y cols, 2015). Sin embargo, hasta el momento, no se ha pro-

puesto ninguna escala clinica con valor pronéstico.

1.2.15. Correlacion genotipo-fenotipo

Si bien se han reportado mas de 100 mutaciones en RET con potencial para producir HSCR, la co-
rrelacion  precisa entre el fenotipo molecular y la gravedad de los sintomas no esta esclarecida (Amiel y
cols, 2008; Moore, 2012d). De hecho, tanto el fenotipo, su incidencia, la longitud del aganglionismo, asi
como el riesgo de asociarse a otras patologias, varia entre pacientes HSCR portadores de idénticas muta-
ciones (Amiel y cols, 2008).

Se sabe que tanto variantes raras como comunes de RET tienen un papel en la patogénesis de la en-
fermedad, si bien las variantes comunes estin fuertemente asociadas con las formas mas frecuentes de
HSCR (formas esporadicas de S-HSCR en varones) y las variantes raras con mayor frecuencia se encuen-
tran en formas mas graves de la enfermedad (formas familiares de L-HSCR o TCA en mujeres) (Emison y
cols, 2010; So y cols, 2011).

Por otra parte, el analisis de las mutaciones en SOX70 y el fenotipo al que se asocian han mostrado
una correlacion entre la localizacion especifica de la mutacion en la secuencia de SOX70 y la longitud del
segmento aganglionico. La proteina SOX10 presenta diferentes dominios funcionales esenciales para su
correcta actividad. Las mutaciones descritas en SOX10 son en su mayorfa mutaciones truncantes, que
normalmente producen la pérdida del dominio de transactivaciéon y en algunas ocasiones incluso del do-
minio HMG (Pingault y cols, 2010). Aquellas mutaciones que se encuentran a lo largo del dominio HMG
dan como resultado proteinas mutantes que se distribuyen parcialmente a nivel citoplasmatico y/o subnu-
clear, y que en la mayoria de los casos pierden su capacidad de unién a dianas especificas en el tejido

(Chaoui y cols, 2011). Asi, mutaciones que afectan al dominio de unién a ADN, conducen a HSCR de
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segmento corto, mientras que mutaciones en el dominio de transactivacion llevan a una aganglionosis total
del colon o a HSCR segmento largo (Sham y cols, 2001).

La mayorfa de las mutaciones puntuales en SOX70 asociadas a HSCR se encuentran en el exén 5
(Bondurand y cols, 2007) y parecen conducir a una reduccién del nimero de precursores neuronales
(haploinsuficiencia) que colonizan el intestino.

Por dltimo, aquellas mutaciones puntuales o deleciones grandes localizadas mayoritariamente en los
dos dltimos exones del gen, son responsables del fenotipo observado en los pacientes con WS4, de su
variante neurolégica PCWH, del WS tipo 2 y del sindrome de Kallmann (Pingault y cols, 1998, Inoue y
cols, 2004, Bondurand y cols, 2007, Pingault y cols, 2013).

1.2.16. Asesoramiento genético en HSCR

El asesoramiento genético en el caso de enfermedades de herencia mendeliana, en las que el riesgo
de recurrencia para familiares de individuos afectos depende del grado de parentesco y del patrén de
herencia de la enfermedad, es una practica clinica relativamente sencilla y pragmatica. Sin embargo, la ma-
yor parte de enfermedades humanas tienen un patrén de herencia complejo y multifactorial, en los que la
expresion de la enfermedad depende de la concurrencia de pequefias diferencias alélicas en mds de un gen
que actian de manera aditiva (Carter, 1969).

HSCR es un claro ejemplo de esta situacion, en la que el asesoramiento genético resulta un reto pa-
ra el genetista clinico. Teniendo en cuenta el complicado proceso que tiene lugar para controlar la forma-
cién del SNE, podemos asumir que alteraciones en cualquiera de los genes que codifican las moléculas
seflalizadoras implicadas en el mismo podrian interferir con el proceso de migracion o diferenciacion de
los precursores neurales del SNE y suponer una causa potencial de aganglionismo. Por lo tanto, el fenoti-
po HSCR puede aparecer por una mutacién patogénica severa en uno de los genes que codifique molécu-
las cruciales para la formacion del SNE, o bien por la suma de una serie de variaciones menos graves en
uno o varios genes, o por la combinacién de ambos fenémenos. En estos casos, el riesgo de recurrencia
no es una propiedad de ningun gen en particular sino que se trata de una propiedad emergente del fondo
genético del individuo y particularmente del genotipo de vatios /¢, haciendo muy complicado el asesora-
miento genético. Esto, unido a la escasa correlaciéon genotipo-fenotipo conocida hasta el momento, hace
que el estudio molecular no se realice de forma habitual en la mayorfa de los pafses (Amiel y cols, 2008).
Sin embargo, resulta muy recomendable ofrecer a las familias de pacientes HSCR informacién sobre el
riesgo de recurrencia de la enfermedad, basados en los datos de recurrencia observados en series muy
extensas de pacientes (Amiel y cols, 2008).

De todos los genes descritos, RET es el principal gen de susceptibilidad, representando el 80% de
las mutaciones encontradas en pacientes HSCR, incluyendo variantes tanto a nivel de secuencia codifican-
te como no codificante. Ademas del interés del asesoramiento genético, el estudio molecular de RET re-
sulta necesario ya que alrededor del 2,5-5% de los pacientes HSCR tienen una mutacién en RET que pre-
dispone a MEN2A o FMTC, estando indicada en estos casos la tiroidectomia profilactica (Moore y cols,
2008b; Virtanen y cols, 2013). En la mayorfa de esos casos en los que co-segregan MEN2A y HSCR, las
mutaciones se localizan en el ex6n 10 de RET (codones Cys609, Cys611, Cys618 y Cys620) y originan la
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sustitucién de una cisteina por otro aminodacido en el dominio extracelular de la proteina. Se ha propuesto
para esas mutaciones un efecto dual sobre la proteina RET en el mismo paciente. Por una parte originar-
fan una pérdida de expresién del receptor a nivel de la membrana celular durante los estadios iniciales del
desarrollo embrionario, lo que darfa lugar al fenotipo HSCR. Por otra, en la etapa adulta, ocasionaria una
ganancia de funcién del receptor (activacién), lo que conducirfa a una anormal proliferacién celular y a los
procesos neoplasicos (Bitter y cols, 2007; Moore y Zaahl, 2008a). La asociacién HSCR/MEN2A ha sido
reportada en mas de 25 familias (Skaba y cols, 2006; Virtanen y cols, 2013). En base a esto, se recomienda
el estudio molecular de este gen en todos los pacientes HSCR, especialmente los exones 10, 11 y 13. Esto
facilita la deteccién de portadores de mutaciones con riesgo de FMTC permitiendo un manejo correcto de
estos pacientes (Skaba y cols, 2000).

Respecto a EDN3, el nimero de mutaciones descritas en su secuencia como responsables del feno-
tipo HSCR aislado es minoritario (Bidaud y cols, 1997), siendo mas prevalentes en casos sindrémicos
(WS4) (Hofstra y cols, 1996; Bolk y cols, 1996; Edery y cols, 1996; Pingault y cols, 2001; Sanchez-Mejias y
cols, 2010a). En cambio, el rastreo mutacional de EDNRKB en pacientes HSCR esporadicos revela la pre-
sencia de mutaciones en aproximadamente un 5-7% de los pacientes HSCR, dando lugar a una pérdida de
funcién del receptor de endotelinas (Amiel y cols, 2008). La penetrancia para las mutaciones encontradas
en heterocigosis tanto en EDN3 como EDNRB es incompleta y el fenotipo predominante es S-HSCR.
Generalmente, mutaciones en heterocigosis dan lugar a la aparicién de HSCR aislado mientras que aque-
llas que se encuentran en homocigosis o heterocigosis compuesta se relacionan con WS4 (Attié y cols,
1995; Edery y cols, 1996; Hofstra y cols, 1996; Verheij y cols, 2002).

En el caso del gen SOX70, se han descrito mutaciones en diferentes escenarios: WS2 (sin alteraciones
gastrointestinales), formas familiares y esporadicas de WS4 y pacientes que ademas de alteraciones propias de
WS4 presentan desérdenes neurologicos debidos a desmielinizacion central y periférica conocidas como
PCWH (Inoue y cols, 1999, Southard-Smith y cols, 1999, Touraine y cols, 2000, Sham y cols, 2001, Verheij y
cols, 2006, Shimotake y cols, 2007, Bondurand y cols, 2007). También se ha desctito una mutacién truncante
en un paciente HSCR sin ningtn sindrome adicional (Sanchez-Mejias y cols, 2010c).

De forma global, los casos esporadicos y aislados de HSCR responden a un patrén de herencia no
mendeliano con baja penetrancia, expresividad variable y modificada por el sexo (Amiel y cols, 2008; Tam
y Garcia-Barcel6, 2009). El riesgo de recurrencia entre hermanos del probando se estima en un 4% (riesgo
relativo = 200), pero varfa segin la longitud del segmento agangliénico y del sexo del paciente y de sus
hermanos (1-33%). En las formas S-HSCR el riesgo de recurrencia para hermanos e hijos del paciente esta
en torno al 1-5%. En el caso de las formas L-HSCR, el riesgo de recurrencia para hermanos esta estimado
entre el 9-33% (Amiel y cols, 2008, Tabla 1.8). Asi, el mayor riesgo de recurrencia serfa para hermanos
varones de pacientes mujeres L-HSCR (33%), mientras que el menor riesgo setfa para hermanas de pa-
cientes S-HSCR varones (1%).

En otros casos, HSCR puede comportarse como una enfermedad mendeliana. Esto ocurre tanto en

los casos familiares, en los que se han descrito patrones tanto autosémico dominante como recesivo, co-
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mo en los sindrémicos, en los que la participacién de un nimero reducido de genes ha sido demostrada,

como es el caso de WS4 o CCHS.
Tabla 1.8: Epidemiologia y riesgo de recurrencia de HSCR.

Variable L-HSCR S-HSCR
% Probandos 19 81
Ratio Sexo (hombre:mujer) 1,75 5,5
Modelo Genético Dominante Multifactorial o recesiva
Penetrancia (%) (hombre:mujer) 52:40 17:4
Riesgo de recurrencia para hermanos * (%)
Hombre afectado 17/13 5/1
Mujer afectada 33/9 5/3

Riesgo relativo=200, *Riesgo de recurrencia para hermanos del probando hombre/mujer respectivamente
(Amiel y cols, 2008).
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2.1. Hipétesis de trabajo

HSCR o megacolon agangliénico es una anomalia congénita originada por un fallo en la migracién
de las células de la CN para colonizar el tubo digestivo durante la neurogénesis, proceso que tiene lugar
entre la 7* y la 12* semana del desarrollo embrionatio. Es por tanto una neurocristopatia que se caracteriza
por la ausencia de células ganglionares en los plexos entéricos de un segmento del intestino, desde el EAI
a zonas mas proximales del mismo, describiéndose varios fenotipos segun la longitud del segmento agan-
gliénico a partir del recto.

La ausencia de células ganglionares produce una pérdida de motilidad en el segmento afectado y una
ausencia de relajacion del EAIL ocasionando una obstruccion intestinal funcional de intensidad variable, que
depende de la extensiéon del aganglionismo y del grado de espasmo del segmento agangliénico, entre otros
factores. En el 80-90% de los casos HSCR se manifiesta en el recién nacido con retraso en la evacuacién de
meconio, distensiéon abdominal, voémitos o episodios de obstruccion intestinal. Sin embargo, aproximada-
mente el 10% de los pacientes no debutan en el perfodo neonatal, manifestindose mds tarde, en el lactante,
nifilo mayor o incluso en el adulto. En estos casos se presenta en forma de estrefiimiento crénico, desnutri-
cién, enterocolitis o cuadros recurrentes de suboclusion intestinal.

HSCR representa por tanto un espectro malformativo con diferente expresividad clinica. Asi, exis-
ten formas de presentacion clinica no grave, que pueden ser manejadas con tratamiento conservador hasta
la cirugia definitiva y otras graves que precisan una derivacién intestinal en los primeros meses de vida y
una hospitalizacién prolongada. Identificar precozmente a los pacientes con mayor riesgo de padecer una
forma clinica de comportamiento grave resultarfa Gtil para prevenir complicaciones y disminuir la morbi-
mortalidad global de esta entidad.

Hasta el momento no disponemos de herramientas que nos permitan predecir el comportamiento
de HSCR. Nuestra primera hipétesis de trabajo defiende que a través de la combinacién de datos clinicos
disponibles al diagnodstico y seflalados en la literatura como responsables de la gravedad (antecedentes
familiares de HSCR, malformaciones o sindromes asociados, retraso meconial, debut en forma de entero-
colitis, hipertonfa anal manifiesta, fracaso del tratamiento médico preoperatorio, aganglionismo de seg-
mento largo y microcolon radiolégico), podemos elaborar una escala capaz de predecir el comportamiento
de la enfermedad al diagnéstico. Por otro lado, se ha comunicado una mayor incidencia de mutaciones
genéticas en los pacientes con aganglionismo extenso, pero poco se conoce sobre la correlacién clinico-
genética en esta entidad. Nuestra segunda hipoétesis de trabajo apoya la existencia de una correlacién geno-
tipo-fenotipo, es decir, que los pacientes con mayor gravedad clinica, independientemente de la extensién
del aganglionismo, tienen con mayor frecuencia, mutaciones en la regién codificante de genes con un pa-

pel clave en el desarrollo del SNE.
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2.2. Obijetivos del estudio
2.2.1. Obijetivos principales
2.2.1.1. Disefiar una escala que permita identificar precozmente a los pacientes con riesgo de pre-
sentar una enfermedad de comportamiento grave.
2.2.1.2. Estudiar si existe una relacién entre los pacientes clasificados como graves por la escala y la
presencia de mutaciones en los genes analizados.
2.2.1.3. Profundizar en el conocimiento de aspectos genéticos de HSCR que puedan justificar las di-

ferencias en la expresividad clinica.

2.2.2. Obijetivos secundarios

2.2.2.1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes de nuestra serie con diagnéstico de
HSCR aislado y HSCR sindrémico, con especial interés en WS4.

2.2.2.1. Identificar, a través del rastreo mutacional del proto-oncogén RET, mutaciones que predis-
ponen al desarrollo de MEN 2 en los pacientes de nuestra setie o sus familiares.

2.2.2.2. Aportar nuevas mutaciones causantes de HSCR no descritas hasta el momento.

2.2.2.3. Proporcionar asesoramiento genético a las familias analizadas, intentando establecer el tipo

de herencia y el riesgo de recurrencia de la enfermedad.
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3.1. Pacientes HSCR

3.1.1. Criterios de inclusion

El presente proyecto de tesis ha incluido 42 pacientes diagnosticados de HSCR en el Complejo
Hospitalario Universitario de Badajoz entre 1983 y 2013, centro de referencia para el tratamiento de esta
entidad en la Comunidad Auténoma de Extremadura.

Todos los individuos participantes han firmado un consentimiento informado (Anexo 1) siguiendo
las normas de proteccion de los sujetos humanos contenidas en la declaracién de Helsinki, as{ como lo
estipulado en la Ley de Investigacion Biomédica (Ley 14/2007, del 3 de Julio de 2007). Asi mismo, todos
los estudios han sido aprobados por el Comité de Ftica e Investigacién Clinica del Hospital Universitario
Virgen del Rocio de Sevilla y el Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz (Anexo 2).

Los pacientes fueron evaluados por un pediatra y un cirujano pediatrico completandose el protoco-
lo de estudio habitual ante la sospecha de HSCR, que incluye la realizacién de:

- Historia clinica y exploracion fisica

- Estudio radiolégico mediante EC

- Registro manométrico anorrectal

- Estudio anatomopatolégico

- Estudios de genética clinica mediante la realizacion del arbol genealdgico, valoracion de la transmision
familiar, clasificacion de los sujetos en riesgo, andlisis de la heterogeneidad clinica intra y extrafamiliar y extrac-
cién protocolizada de muestras de sangre del paciente indice y de sus familiares para el estudio.

Se disefié un estudio observacional retrospectivo, recogiéndose las siguientes variables: sexo, peso al
nacimiento, edad gestacional, edad al diagnéstico, antecedentes familiares de HSCR, sindromes o malforma-
ciones asociadas, evacuaciéon de meconio, debut clinico, exploracién rectal, extensién del aganglionismo,
efectividad del #ursing, hallazgos del EC, registro anomanométrico, resultados anatomopatolégicos, edad a la
intervencién, cirugfas realizadas y evolucién postoperatoria, para la que se investigd la funcién intestinal a la
finalizacion del estudio (considerandose normal si el paciente controlaba la defecacion y estaba libre de
sintomas, y alterada en casos de estrefiimiento, incontinencia fecal o sozing, entre otros).

Para establecer la gravedad, nuestro grupo de trabajo definié unos criterios, valorando la estancia
hospitalaria, las cirugias realizadas y la aparicién de enterocolitis asociada a HSCR (Tabla 3.1). El dia-
gnostico de esta entidad se establecié por criterios clinicos (episodios de fiebre, distensiéon abdominal,
diarrea explosiva y mal estado general) si bien un estudio radiolégico con datos de obstruccion intestinal y
edema de mucosa y una analitica sugestiva de infeccion, reforzaron la sospecha diagnostica.

De esta forma, los pacientes fueron divididos en 2 grupos (grave y no grave) segun la evolucion de

la enfermedad. Se excluyeron las cirugfas y los dias de hospitalizacién motivados por otras causas.
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Tabla 3.1: Criterios que definen en nuestro trabajo el comportamiento grave de HSCR.

Al menos 2 de los siguientes criterios:

1. Necesidad de estoma o de més de 2 cirugfas.
2. Diagnéstico de al menos un episodio de enterocolitis asociada a HSCR (HAEC) segin crite-
rios clinicos (Pastor y cols, 2009).

3. Hospitalizacién prolongada en relacién con la enfermedad (2100 difas en los primeros 2 afios

tras el diagnéstico).

3.2. Individuos control
El grupo control empleado en el presentado trabajo estuvo constituido por 200 individuos sanos no
relacionados, sin antecedentes personales o familiares de enfermedad genética, alteraciones entéricas o
neurocristopatias, y se utilizé para comprobar si una nueva variante encontrada mediante el rastreo de la

secuencia codificante de un gen era una mutacién o un polimorfismo comun.

3.3. Métodos
3.3.1. Disefio de una escala para identificar la gravedad de HSCR

Con el propésito de evaluar la gravedad de HSCR al diagnéstico, se elaboré una escala como
herramienta de clasificacién objetiva. La escala que a continuacién desarrollamos podria ser clasificada
como una escala de enfermedad y puntuacién ascendente, donde el valor 0 indicé la mejor situacién del
paciente para una determinada variable, y puntuaciones superiores fueron indicativas de situaciones mas

desfavorables hasta un maximo de 2-4 puntos segun el item considerado (metodologia Likert).

3.3.2. Descripcion de los items puntuados en la escala de gravedad de HSCR

Aunque se conocen algunos de los factores que empeoran el pronéstico global de HSCR, como la
afectacién extensa del aganglionismo y las malformaciones asociadas (Pini Prato y cols, 2011), su gravedad
a menudo es dificil de predecir en el momento del diagnédstico. Tras analizar los factores que se discuten
en la literatura como condicionantes de mal prondstico elaboramos una escala clinica (2-20 puntos) desti-
nada a reconocer precozmente las formas mas graves de la enfermedad, optimizar su tratamiento y pre-
venir sus complicaciones. Los items puntuados en la misma se detallan a continuacién:

1) Antecedentes familiares de HSCR:

Los casos esporadicos y aislados de HSCR responden a un patrén de herencia no mendeliana con
baja penetrancia, que ademas es dependiente del sexo y presenta expresion variable. De forma global, el
riesgo de recurrencia para hermanos del probando se estima en un 4%, pero varia segun la longitud del
segmento aganglionico y el sexo del probando, asi como el sexo de los hermanos (Amiel y cols, 2008). Se
ha estimado que aproximadamente el 5% de los hemanos y el 1-3% de las hermanas de pacientes S-HSCR
tienen también la enfermedad. En el caso de L-HSCR, los porcentajes de riesgo de recuencia para herma-
nos oscilan entre el 17- 33% y entre el 9-13% para las hermanas del probando. Los antecedentes familiares
se consideran un factor de riesgo de enterocolitis (Engum y cols, 1993; Frykman y Short, 2012), por lo que
este factor aflade morbilidad a la enfermedad. Por todo ello, hemos considerado el papel de la transmision
familiar y el aumento de riesgo de recurrencia en familiares de individuos afectos puntuando en nuestra

escala clinica la presencia de antecedentes familiares de primer y de segundo grado.
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2) Sindromes/otras malformaciones asociadas:

El 30% de los pacientes con HSCR presenta algun tipo de comorbilidad, ya sea una cromosomo-
patia (12% de los casos) o bien alguna malformacion asociada (18%), tales como malformaciones gastroin-
testinales, fisura palatina, polidactilia, defectos del septo cardiaco y anomalfas craneo-faciales (Amiel y cols,
2008). Sin embargo, no todas ensombrecen por igual el prondstico global de la enfermedad. Por el aumen-
to de riesgo de enterocolitis grave y la inferioridad de sus resultados postoperatorios, hemos considerado
como mis grave el aganglionismo en contexto de DS (Menezes y Puri, 2005; Catto-Smith y cols, 20006;
Friedmacher y Puri, 2013b), seguido del que aparece asociado a una neurocristopatia u otro sindrome y
por tdltimo, el que cursa con otras malformaciones asociadas.

3) Evacuacion de meconio:

Entre el 80 y el 95% de los recién nacidos sanos a término evacian meconio en las primeras 24
horas de vida, llegando este porcentaje hasta el 99% en las primeras 48 horas (Clark, 1977; Bekkali y cols,
2008; Okoro y Enyindah, 2013). Por el contrario, menos del 10% de los pacientes HSCR expulsan meco-
nio en las primeras horas (Nufiez y cols, 2009a). Por tanto, nuestra escala no ha puntuado a la minorfa de
pacientes con antecedente de evacuacién de meconio en el primer dia de vida, recibiendo hasta un maxi-
mo de 2 puntos los que presentan ausencia de meconiorrexis espontinea a las 48 horas de vida.

4) Debut clinico:

La obstruccién intestinal neonatal es la forma de presentacién mas frecuente en el recién nacido y lac-
tante pequefio (Haricharan y Georgeson, 2008a). Hasta un 44% pueden debutar en forma de enterocolitis
grave, presentando diarrea explosiva, fiebre e importante distensién abdominal. Si no es adecuadamente
identificado y tratado, este cuadro puede evolucionar hacia megacolon téxico o perforacién intestinal. Esta
es la forma de presentacién mas grave de la enfermedad y a la que hemos atribuido una mayor puntuacion.

En el otro extremo, HSCR puede manifestarse en el nifio mayor o incluso en el adulto en forma de
estrefliimiento de evolucién térpida (Qiu y cols, 2013). Dado que el estrefiimiento es frecuente en la infan-
cia (Chogle y cols, 2016) en ocasiones puede ser dificil identificar a estos pacientes, siendo fundamental
recoger una adecuada historia clinica (evacuaciéon de meconio, edad de comienzo de la clinica) y explora-
cién fisica (desarrollo ponderoestatural, distensién abdominal, exploracién rectal), que permitan diferen-
ciarlo del estrefiimiento funcional.

5) Exploracion rectal:

La exploracién digital del CA permite valorar indirectamente la longitud del segmento agangliénico.
Hemos atribuido la mayor puntuacion a las exploraciones que revelaron la existencia de una ampolla vacia
o un esfinter muy hiperténico (Guo y cols, 20006) e intermedia a las que revelaron una ampolla adherente o
se siguieron de deposicién explosiva, reflejo de que a través de la exploracion digital se logrd superar el

espasmo correspondiente a la zona aganglionica.
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6) Efectividad del tratamiento médico preoperatotio (nursing):

La irrigacion rectal o mursing ha sido descrito como un método seguro y eficaz en el manejo preope-
ratorio de estos enfermos (Nufiez y cols, 2009b). Los objetivos fundamentales de este tratamiento son:
disminuir el riesgo de enterocolitis, reducir la distension del colon y evitar la realizacién de una ostomia
hasta el momento de la cirugia definitiva. Nuestro grupo de trabajo ha considerado predictor de enferme-
dad de curso clinico no grave el manejo satisfactorio del paciente mediante irrigaciones rectales, sin preci-
sar estoma en los primeros momentos tras el diagnéstico.

7) Extension del aganglionismo:

En la escala que presentamos se ha empleado la clasificacién mas frecuentemente utilizada de
HSCR en forma ultracorta, S-HSCR, L-HSCR y TCA. Cada paciente fue asignado a una de ellas en fun-
cién de la sospecha inicial, ya que en todos los casos la extensién definitiva se establecid a través de las
biopsias intraoperatorias. Recibe la puntuacién maxima el TCA (que se extiende desde el ano hasta al me-
nos la valvula ileocecal pero no mas de 50 cm proximal a la misma) al que se atribuye una alta morbilidad y
peor prondstico funcional a largo plazo (Moore, 2015).

8) Enema de contraste:

Los hallazgos del EC en HSCR son bien conocidos. Entre ellos destacan la identificacién de la ZT,
la presencia de un indice rectosigmoideo anormal, la contraccidn irregular del colon y el retraso en la eva-
cuacién del contraste en la radiografia abdominal de control a las 24 horas (Langer, 2013). Hemos atribui-
do la mayor puntuacién en la escala a la presencia de un microcolon, colon espastico o disminuido de
calibre, datos presentes con frecuencia en los casos de aganglionismo extenso (Stranzinger y cols, 2008).
La ZT es un marcador radiolégico clasico de S-HSCR, sin embargo, la concordancia de la ZT radiolégica
y la histoldgica es variable segin los estudios (Frongia y cols, 2016), especialmente en los aganglionismos

extensos, y pot ello ha recibido una puntuacion intermedia en nuestra escala.

3.3.3. Metodologia del estudio genético

Hasta la finalizacién de los distintos estudios incluidos en el presente trabajo, hemos conseguido
obtener muestra de ADN genémico de un total de 42 pacientes HSCR recibidos en las consultas de
Cirugfa Pediatrica, Pediatria y Genética Clinica del Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz. De
estos pacientes, 40 son esporadicos y los 2 restantes son casos familiares pertenecientes a 2 familias. De
esta manera, la tasa de casos familiares registrados en nuestra cohorte hasta el presente momento es de un
4,7%. Ademas, en 35 casos pudimos disponer del ADN germinal de los progenitores completando asi los
trios HSCR (Afecto-Padre-Madre) y en 4 casos mas, de ADN materno.

Se rastrearon los genes RET, EDNRB, EDN?3 en todos los casos y SOXT70 en pacientes selecciona-
dos con sospecha de WS4 (3 casos de los 42 casos). Las secuencias de referencia de estos genes se obtu-
vieron de la base de datos del National Center for Biotechnology Information NCBI Reference Sequence (RefSeq;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). El rastreo de mutaciones puntuales se efectué mediante la técni-
ca dHPLC sobre los productos de PCR de cada uno de los exones codificantes de los genes en estudio
(secciones 3.3.3.2 y 3.3.3.4). Para la caracterizaciéon de los cambios de secuencia detectados se aplicé la

secuenciacion Sanger (seccién 3.3.3.5). En cuanto al rastreo de grandes delecciones y/o duplicaciones de
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uno o varios exones de los genes testados, se aplicé la técnica MLPA (seccién 3.3.3.6). Finalmente, para la
genotipacién en los pacientes y sus familiares de la variante intrénica ¢.73+9277T>C de RET, fuertemente

asociada a la aparicion de la enfermedad, se aplicé la tecnologia Tagman (seccion 3.3.3.7).

3.3.3.1. Extraccion y espectrofotometria de ADN

La extraccién del ADN genémico se ha realizado a partir de una muestra de sangre periférica de los
pacientes, familiares relacionados y controles. Esta se ha efectuado de forma automatica con el equipo
MagNA Pure LC 1.0 (Roche Diagnostics) que realiza la extraccién de acidos nucleicos mediante bolas
magnéticas combinado con el conjunto de tampones especificos del MagNA Pure LC DNA Isolation Kit-
Large Volume (Roche Diagnostics). Asi, a partir de 1 ml de sangre periférica se obtienen 200 ul de ADN
puro a una concentraciéon aproximada de 100 ng/ul. Una vez obtenido el ADN y con el fin de confirmar
la concentracién del mismo y determinar su pureza usamos el sistema de espectrofotometria NanoDrop
8000 (Thermo Scientific). Este aparato nos permite medir la densidad 6ptica a 260 nm y 280 nm. La pri-
mera nos indica la concentraciéon de ADN (siendo 1 el equivalente a 50 ng/ul) y la segunda la de protei-
nas. De esta forma, el cociente entre ambas nos da una estimacion de la pureza de la muestra, debiendo

estar este valor entre 1,6 y 2.

3.3.3.2. Amplificacion de ADN genémico mediante PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) es un método rapido de ampli-
ficacion #n vitro de secuencias de ADN especificas dentro de una muestra. La reaccion se disefia para permitir
la amplificacién selectiva de una o varias secuencias especificas de ADN presentes en una mezcla compleja
de secuencias. Para llevar a cabo la amplificacion de un fragmento especifico de ADN es necesario conocer
las secuencias flanqueantes a la regién de interés, las cuales nos van a aportar la informacién necesaria para el
diseflo de los cebadores o primers. Dichos cebadores son secuencias cortas de ADN, de unas 15 a 30 bases
complementarias a cada una de las cadenas de la regién que se quiere amplificar. También son necesarios los
desoxinucleétidos, dATP, dCTP, dGTP y dTTP, que actian como precursores del ADN, as{ como una
ADN polimerasa. La PCR se desarrolla normalmente en tres pasos (Figura 3.1):

1. Desnaturalizacion: esta fase se realiza a 95°C y en ella tiene lugar la separacién de la doble ca-
dena de ADN.

2. Hibridacion: es la fase en la que los primers se unen especificamente a las cadenas sencillas me-
diante complementariedad de bases. La temperatura de hibridacién es especifica de cada fragmento y de
los primers empleados.

3. Extension: esta fase se realiza a 72°C y en ella la enzima ADN polimerasa incorpora los dNTPs
disponibles en la solucién y extiende la hebra que se esta sintetizando. Después de cada ciclo se obtiene
como resultado la duplicacion de la secuencia de ADN diana. Dado que las nuevas copias también sirven
como moldes en los siguientes ciclos, la cantidad de ADN generado se incrementa de forma exponencial.

De este modo, al final de n ciclos el numero de copias de ADN por cada molécula sera de 20
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Figura 3.1: Amplificacién de ADN genémico mediante PCR.
Las condiciones de amplificacién de cada fragmento dependen de la naturaleza del mismo (tamafio, con-
tenido en GC, etc). No obstante, las condiciones experimentales de PCR mas frecuentemente utilizadas en este

proyecto se detallan a continuacién. La quimica general utilizada en la PCR se muestra en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Condiciones generales usadas para la amplificacién de fragmentos especificos mediante PCR.

Reactivos Cantidad

ADN genémico* 10-25 ng

dNTPs (Roche Diagnostics) 200 pM/cada uno
Tampén de PCR 10x (Roche Diagnostics) 1X

ClMg (Roche Diagnostics) 3 mM

Solucién de cada primer ** 0.2 pM

Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics) 10

HzO csp 25 ul

*10ng de ADN genomico humano equivalen a 7500 copias de cualquier segmento monocopia (Innis y Gelfand, 1990).
**Los primers han sido suministrados por Sigma-Aldrich.

Las condiciones de amplificacién generales son las siguientes: (95°- 5°) — [(95°-30”) — (TaH-307)
— (72°-307)] x 35 — (72°-7’). Para llevar a cabo la amplificacién de los distintos fragmentos mediante
PCR se utilizaron los termocicladores PTC-100™ (M] Research), Biometra® TGRADIENT (Whatman Biome-
tra), 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) y DNA Engine Tetrad 2 (BioRad) (Ruiz-Ferrer y cols,
20006; Sanchez-Mejias, 2010a; Sanchez- Mejfas y cols, 2010c). Las secuencias de los primers utilizados para la
amplificacién de los exones codificantes de los genes analizados se muestran a continuacion (Tablas 3.3-3.6).

As{ mismo se indican las secuencias de referencia de los genes sobre las que se ha trabajado (RefSeq).
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Tabla 3.3: Condiciones de amplificacion de los exones de RET (RefSeq NM 020975).

Exo6n Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5-3%) Tigllf)ﬁo T:;:::Ir)l
1 CTAGCCGCAGTCCCTCCA ACAGAAAGGCGATTCTGAAC 206 64
2 CCTTATTCTCACCATCCCTC AGTGTCAGCGGCTGTGATAA 387 56
3 CCCCACAGACCTGACTTCTICT AAGACCAGCAGTAGCAGGCA 375 57
4 GCCCCTGTCTGCTTGGTGC GGACACTAAACCGACCGAG 342 64
5 ACTGACCAACGCCCTCTGC GCACCTCATTTCCTGGGGG 275 57
6 ATTGTTGTGCCCCTACCTG CCCCAGACAGGCAATAGGTA 285 57
7 TCTACCCTCAGGCCATTACA AACCATTTACTGCTGGGTCA 483 57
8 TGGTGCTGTTCCCTGTCC CCACCGGTGCCATCGCCCCT 262 57
9 AGCCTGCTGTGTGTCCTGTG CCATGCCCTGATTAAACCCT 160 59
10 GCGCCCCAGGAGGCTGAGTG GGTGGTGGTCCCGGCCGCC 186 61
11 TGCCAAGCCTCACACCAC TCCCTCCCTGGAAGGCAG 349 64
12 TTCTTCCTCCCCTGTCATCCT TCTTCAGGGTCCCATGCTG 307 59
13 GCAGGCCTCTCTGTCTGAACTT GGAGAACAGGGCTGTATGGA 296 57
14 AAGACCCAAGCTGCCTGAC GCTGGGTGCAGAGCCATAT 295 64
15 GTCTCACCAGGCCGCTAC ATGGTGCACCTGGGATCCCT 292 57
16 AGGGATAGGGCCTGGCCTTC TAACCTCCACCCCAAGAGAG 192 57
17 CACTGGTCCTTTCACTCTCT GGGAGGGAATGCACACAGAT 231 59
18 TGTGGTGGGCTGTCCTTCTG CTGGGGTGAGGCTGGAGTCT 235 63
19 AGTGACCGGCCATCTCTGT ATAGTGCAAAGGGGACAGC 229 57
20 AGTTTTGGTTCTTCAGTGC GACTTTCCATTCTCAGCAT 266 57
21 GCTTCTTGTCATTCTTCATTGC CTTGGCCTCACAAAATGC 268 61

Intron Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5-3%) Te;r;:)ﬁo ’?:EI-)I

1*

TCTGAGTCACTGCCTTGCTG

AGTTGCTTCCGGCTTCTATG

289

60

*Fragmento de intrén 1 donde se ubica la variante del dominio enhancer de RET, ¢.73+9277T>C.
TaH: Temperatura de hibridacién.

Tabla 3.4: Condiciones de amplificacion de los exones de EDNRB (RefSeq NM 000115).

Tamafio TaH

Exo6n Secuencia Forward (5’-3) Secuencia Reverse (5-3%) (pb) (°C)
1A AGCTGACCCAAGTGTCCTGT CACAAGGCAGGACACAACC 428 57
1B ATGACGCCACCCACTAAGAC TTCTCATCTCCCCGTCTCC 418 57

2 AACCCCCTAACAGAGCTTCG GCTGGCATACCTTAGTTTTATTGAA 254 57
3 TIGTATTTTAAGCTGGCATACCTT GGGGAACAGGGGAAAAATAG 320 57
4 TGTTCAGTAAGTGTGGCCTGA CAAGAAAAAGGAAATATGCTCTGG 432 57
5 TGCTATGAGTAAAATGAGCCATC AAGATCGATGGAAACACTTCTGA 254 57
6 TTTCCTTACAAAAGCACAGAAGC TTTTGAAAGCTTATATTTGAGCCATA 257 60
7 AAGGGCCCAAGAACTCCTAA TTTGTTTTGGCAAATGTTTCA 328 55
Tabla 3.5: Condiciones de amplificacion de los exones de EDN3 (RefSeq NM 207032).
Exon Secuencia Forward (5’-3) Secuencia Reverse (5’-3) Ta;r;;l)no ’?g_)l

(S N S

GGTGCGCCTGTGAGTGTG
CAGTTCCAGCCCCTCTGG
CCCCCTCCTCAGGTGTTT
TCTCGCTCCACACCCTTG

AATTTGACACCGAAAAACCA

CGGGCTTTTCTGGCTTCT
CCCTGGGTCCTTTTGTGTG
GCTGGGGTGGAGTGAGGT
TCAGCACCTCCTTTCTCTGG

CAGAGCTACAAGGGATGCAAG

395
483
403
396
396

57
61
59
59
59
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Tabla 3.6: Condiciones de amplificacion de los exones de SOX70 (RefSeq NM 006941)

Tamafo TaH

Exo6n Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5-3%) (@) (°C)
1A GTGCCCACGTCCTGTCTC CTGAGCACCTGGCTGACG 400 64
1B AAGGTCAAGAAGGAGCAGCA AGACAGTCCCGCTCTGAGGT 373 64

2 GAGTGCTCTGGCATTCACG CACCCTCAGCTCTGTCATCA 358 63
3A CACCTGCCTCTAACCTGCTT CATTGGGCGGCAGGTACT 275 61
3B TTTGATGTGGCTGAGTTGGA GCCGAGTAGAGGCCAGAG 398 61
3C TCAGCCCTCAGGACCCTATT GGTCATCAGGGCAGTGAGC 350 61

3.3.3.3. Electroforesis en gel y capilar
Tras la finalizacion de la PCR se puede realizar una electroforesis con el fin de comprobar la correc-
ta amplificacion de cada fragmento. Para ello hemos realizado electroforesis en geles de agarosa al 2% con
tincién con bromuro de etidio utilizando como referencia los marcadores V y VI de Roche Diagnostics.
Alternativamente, hemos utilizado el equipo QIAxcel® (Quiagen) que realiza una electroforesis capilar
automatizada y genera una imagen digital de los fragmentos amplificados. El procesado de las muestras se
ha realizado en el QIAxcel DNA High Resolution Cartridge (Quiagen) usando el programa OH500 si-

guiendo las recomendaciones del fabricante.

3.3.3.4. Rastreo de mutaciones mediante dHPLC

Para el rastreo de mutaciones de la secuencia codificante de los distintos genes se ha utilizado la cro-
matografia liquida de alta resolucién desnaturalizante (Denaturating High-Performance Liquid Chromatography,
dHPLC). Este método, basado en la formacion de heteroduiplices, es altamente sensible y permite la de-
teccién de sustituciones de un tnico nucledtido, asi como pequefias inserciones y deleciones (Oefner y
Underhill, 1998; Marsh y cols, 2001, Figura 3.2). Se inicia con una amplificacién del fragmento a estudiar.
El producto de PCR se somete a un proceso de desnaturalizacion a 95°C, seguido de una renaturalizacion
descendiendo la temperatura hasta 65°C durante 30 minutos. De esta forma, se favorece la formacién de
heteroduplices si existe alguna variacién de secuencia entre los dos alelos. La muestra se inyecta en la co-
lumna donde se queda retenida por la fase mévil. Dependiendo del apareamiento de los fragmentos, estos
tardaran mas o menos tiempo en salir de la columna y ser detectados por el sensor de radiacién ultraviole-
ta que se sitda al final de la misma. De esta manera, si no existe ninguna variante de secuencia en la mues-
tra, todos los fragmentos de ADN se encuentran completamente apareados y salen de la columna al mis-
mo tiempo, apareciendo un solo pico en el cromatograma. Sin embargo, si existe alguna mutacioén o va-
riante de secuencia, aparecen entre dos y cuatro picos.

El proceso se ha realizado siguiendo las instrucciones del fabricante inyectando 5 pL. de cada mues-
tra en la columna DNASep® (Transgenomic) con una tasa de flujo de fase mévil de 0,9 mL/min y bajo
condiciones de temperatura (especifica del fragmento) que permiten la desnaturalizacién parcial del ADN.
El analisis se realiza en el sistema WAVE DNA Fragment Analysis (Transgenomic) (Ruiz-Ferrer y cols,

20006; Sanchez-Mejias y cols, 2010b; Sanchez- Mejias y cols, 2010c).
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Silvestre Mutante Heteroduplex Homoduplex
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Perfil de dHPLC

Figura 3.2: Fundamento del dHPLC.
3.3.3.5. Secuenciacién automatica de los productos de PCR

Para caracterizar los cambios encontrados en los distintos genes analizados mediante dHPLC se ha
utilizado la secuenciacién automatica de ADN (Figura 3.3). Por razones costo-efectivas y de complejidad,
esta técnica se ha empleado exclusivamente con el fin de caracterizar las variantes de secuencia en aquellos
exones de aquellos pacientes en los que se habia observado perfil aberrante por dHPLC, no como técnica
de cribado general. Se ha llevado a cabo en el secuenciador 3730 DNA analyzer (Applied Biosystems)
dotado de 48 capilares. El proceso de secuenciacion comienza con la amplificacién por PCR del fragmen-
to de ADN que queremos analizar. Posteriormente, se procede a la purificacién del producto utilizando
ExoSAP-IT (USB Corporation) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este proceso consiste en la
eliminacién enzimatica, mediante una exonucleasa y una fosfatasa alcalina, de los cebadores y dANTPs no
consumidos en la reaccién de PCR.

Una vez obtenido el producto purificado se lleva a cabo la reaccién de secuenciacién que estd basa-
da en el método clasico de terminacién de la cadena o método de Sanger, utilizando dideoxinucle6tidos
matcados como terminadores. Esta se ha efectuado en los termocicladores PTC-100™ (M] Reasearch) o
Biometra® TORADIENT (Whatman Biometra). Para ello utilizamos el Kit Big DyeR Terminator Sequencing
v.3.1 (Applied Biosystems) con la siguiente quimica: 1X Big DyeR Seguencing buffer, 5uM de primer, 1,5 pl de
producto de PCR, 0,5 pl de BigDye® Terminator y agua c.s.p.10 pl. El programa general de secuenciacion
utilizado fue (96°-3”) —[(96°-10”) — (50-5”) — (60°-4)] X 35 (Ruiz-Ferrer y cols, 2006; Sanchez-Mejias y
cols, 2010b; Sanchez- Mejias y cols, 2010c; Nafiez-Torres y cols, 2011).

Posteriormente, procedemos a la purificacion de los productos de secuenciacién mediante el em-
pleo de las placas AutoSeq96 que contienen Sephadex G-50 prehidratado (EdgeBio). Las muestras una
vez purificadas se introducen en el correspondiente dispositivo del secuenciador para proceder a la inyec-

cion. La electroforesis se realiza dentro de cada uno de los capilares rellenos del polimero POP7™ (Perfor-
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mance Optimized Polymer de Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 15 kV de voltaje y 40 mi-
nutos, aunque el tiempo de la carrera puede variar en funcién del tamafio de los productos. La lectura e
interpretacién de la secuencia se ha realizado con el programa SeqScape v2.5 (Applied Biosystems) que

nos permite comparar con la secuencia de referencia obtenida de las bases de datos publicas
(RefSeq; https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq).

Fragmentos amplificados de ADN
Primers

Electroforesis
capilar

Migracion de ADN

ADN polimerasa Reaccién de
dNTPs ddNTPs secuenciacion

T

—9 |

B

___--—-G

Desnaturalizacion M MA

CCTGTTTGATGGTGGTTCCGAAATCGG

Electroferograma de la secuencia

!,lll

|

Figura 3.3: Fundamentos del método de secuenciacion de Sanger.

Ademas de los ANTPs propios de cualquier reaccién de PCR, esta reaccién utiliza también dideoxinucleétidos
como terminadores de la sintesis de la cadena complementaria. Cada uno de los dideoxinucleétidos (ddATP,
ddCTP, ddTTP y ddGTP) estd marcado con un fluorocromo distinto y su unién a la cadena en formacién detiene
la elongacién de la misma. Por tanto, como resultado de esta reaccion se obtiene una coleccién de fragmentos de
todos los tamafios posibles abarcados entre el tamafio del primer+1pb (correspondiente a la incorporacién del
terminador en el primer ciclo) y el tamafio total del amplicén. Posteriormente se realiza una electroforesis capilar
para separar los fragmentos en funcién de su tamafio. Durante esta electroforesis se realiza un registro fluorimé-
trico continuo. Finalmente, la utilizacién de un software especifico permite interpretar los datos de fluorescencia
registrados en funcién del tiempo, y por tanto inferir la secuencia del fragmento. Los resultados se muestran en
forma de electroferograma.

3.3.3.6. Rastreo de grandes deleciones/duplicaciones mediante MLPA
La metodologia MLPA (Multiple Ligation-dependent Probe Amplification) consiste en una PCR multiple
que nos permite detectar una variaciéon en el nimero de copias en una o varias regiones de ADN. Se basa
en la hibridacién de sondas por especificidad de secuencia al ADN gendémico, su ligacién y posterior am-
plificaciéon de dichas sondas ligadas (Schouten y cols, 2002). El protocolo se ha realizado siguiendo las

recomendaciones de MRC Holland que suministr6 todos los reactivos necesarios para la realizaciéon de la
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técnica, en la que se emplearon los kits SALSA MLPA P169 (que incluye sondas especificas para RET'y
EDN3) y P318 (que incluye sondas especificas para EDNRB y SOX70) (Nafiez-Torres y cols, 2009). Una
vez finalizado el proceso, se mezcla 1 uL de producto de MLPA con 0,1 pL. de GeneScan™-500LIZ™
Size Standard (Applied Biosystems) y 9 uL. de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) y se desnaturaliza
a 95° durante 5 minutos para poder realizar la electroforesis capilar en el secuenciador 3730 DNA Analy-
zer (Applied Biosystems). Las condiciones de inyeccién fueron de 1,2 kV de voltaje durante 23 segundos.
La electroforesis se llev6 a cabo en polimero POP-7™ (Applied Biosystems), bajo un voltaje de 15 kV
durante 40 minutos. Los resultados se analizan con el programa GeneMarker v1,75 (Softgenetics) compa-
rando el electroferograma del paciente con el de individuos control. Estos habian sido examinados pre-
viamente y no presentaban alteraciones génicas en las zonas a estudiar. Se normalizaron las muestras en
funcién de la altura de los picos y se considerd la dosis génica normal diploide entre 0,75 y 1,30. Los resul-
tados fuera de este rango tuvieron que ser replicados en 3 experimentos independientes para ser conside-

rados validos.

1. Desnaturalizacion e Hibridacion
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Figura 3.4: Fundamento del MLPA.

En la primera fase se lleva a cabo la hibridacién del ADN gendmico, previamente desnaturalizado, con un juego
de sondas especificas del segmento a analizar. Una vez hibridadas a su diana, se uniran mediante el uso de una li-
gasa termoestable, generando una sonda continua flanqueada por sitios de unién a cebadores universales que
seran usados para su amplificacién por PCR tradicional. Solo se amplificaran exponencialmente aquellas sondas
que hayan sido previamente ligadas. Uno de estos cebadores estd marcado con un fluorocromo para su deteccioén
tras la electroforesis capilar.
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3.3.3.7. Genotipacioén por tecnologia Taqgman

Los estudios de discriminacion alélica mediante tecnologia Tagman son ensayos que nos permiten
genotipar SNPs. La presencia de dos sondas en cada reacciéon permite la deteccién de dos posibles varian-
tes de un SNP en una secuencia especifica (Figura 3.5). Estos ensayos miden el cambio de fluorescencia de
los fluorocromos asociados a unas sondas especificas (De Kok y cols, 2002). El proceso de genotipacién
consta de una reaccién de PCR que hemos realizado en el sistema 7500 Fast Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems), y a la que se afiaden dos sondas Tagman® MGB (Applied Biosystems) complementa-
rias a la regién donde se localiza la variacién de secuencia que queremos estudiar, cada una a un alelo. El
programa general de amplificacién utilizado es: (95°-10°) — [(92°-15”) — (60° -1")] x 40. Esta PCR se
realiz6 a volumen final de 5 o 10uL, para placas de 96 pocillos, con 15ng de ADN gendémico y utilizando
el kit comercial TagMan 2x Genotyping PCR Master Mix (Applied Biosystems), segin las recomendacio-
nes del fabricante. Los cebadores y sondas fueron disefiados y suministrados por Applied Biosystems.
Esta tecnologia se ha empleado para la genotipacién de la variante ¢.73+9277T>C (1s2435357) dentro del
dominio Ewnhancer-like en el intrén 1 del gen RET (Fernandez y cols, 2009), tanto en los pacientes HSCR

como en sus familiares disponibles.

o
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Wty m & vic
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Figura 3.5: Fundamentos de la tecnologia Taqman.

Para llevar a cabo la reaccién se necesitan dos sondas que permiten diferenciar la amplificacién de los dos alelos
ya que poseen en su extremo 5’ una molécula fluorescente (“reporter”) distinta (FAM o VIC), y una molécula no
fluorescente en su extremo 3’ denominada “guencher”. Cuando la sonda esta integra, la proximidad del reporter y del
guencher provoca un fenémeno denominado FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) en el que el quencher capta
la fluorescencia emitida por el reporter y se traduce en la anulacién de la fluorescencia de la sonda. En el curso de la
PCR, cada sonda se une especificamente a su secuencia complementaria y durante la extension de la cadena, la ac-
tividad 5’ exonucleasa de la polimerasa AmpliTaq Gold DNA permite eliminar nucleétidos desde el extremo 5’ de
una cadena de 4cido nucleico y provoca la liberacion del reporter solo de la sonda que ha hibridado. Los desapa-
reamientos de base entre la sonda y la secuencia alélica reducen la eficiencia de la sonda para hibridar y la polime-
rasa desplaza la sonda completa en lugar de cortarla y liberar el reporter. La rotura de la sonda hace que se separen
reportery quencher, aumentando la fluorescencia emitida por el reporter. De esta manera, la fluorescencia generada en
la PCR indica el/los alelo/s que estan presentes en la muestra.

3.3.3.8. Analisis bioinformatico
La Bioinformatica se define como aquella disciplina interesada en todos los aspectos relacionados con
la adquisicion, almacenamiento, procesamiento, distribucién, andlisis e interpretacion de la informacién bio-
légica, mediante la aplicacién de técnicas y herramientas de las matematicas, biologfa e informatica con el
proposito de comprender el significado biolégico de una gran variedad de datos. Con la finalizacién del Pro-
yecto Genoma Humano se ha impulsado la aparicion y desarrollo de herramientas bioinformaticas integradas

para la busqueda y recuperacion de datos sobre secuencias, estructuras, mutaciones y enfermedades.
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3.3.3.8.1. Bases de datos

Los datos de secuencia de ADN y protefnas, asi como la informacién de las mutaciones y polimor-

fismos descritos, se obtuvieron a través del buscador del genoma humano UCSC

(http://genome.ucsc.edu/), del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y la base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org).

3.3.3.8.2. Nomenclatura de las variantes de secuencia

La nomenclatura empleada para la descripcion de las variantes de secuencia identificadas en el pre-
sente proyecto de tesis se encuadra dentro de las recomendaciones de la “Human Genome 1 ariation Society”

(http://www.hgvs.org/mutnomen/) (Dunnen y Antonarakis, 2000).

3.3.3.8.3. Analisis de la patogenicidad de las variantes de secuencia

- Alteracién del splicing: para analizar el efecto de una variante en la aparicién o pérdida de sitios

donadores o aceptores del sp/icing hemos utilizado las herramientas:

http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html y http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene spl.html

- Alteracién de sitios de unién de factores de transcripcion: para analizar si una variante altera el si-
tio de unién de factores de transcripcién en la secuencia promotora del gen se utilizaron las herramientas
disponibles en:

http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq tools/promoter.pl v http://www.ebi.ac.uk/asd-srv/wb.cgi.

-Prediccién de la influencia de un cambio de amiodcido en la funcién de la proteina: el programa

SIFT (http://blocks.therc.org/ sift/SIFT.html) predice si una determinada sustitucién aminoacidica en

una proteina serd tolerada o no desde el punto de vista de conservacién de su funcionalidad. Para ello se
basa en homologias de secuencias con otras especies y en las propiedades fisico-quimicas de los Aa (Ng y

Henikoff, 2003). La herramienta PolyPhen (http://coot.embl.de/ PolyPhen) es capaz de estimar el posible

impacto de una sustituciéon aminoacidica en la estructura y funcién de una proteina usando parametros
similares a los de SIFT (Ramensky y cols, 2002).

- Prediccién de la influencia de un cambio aminoacidico en la estructura secundaria de la proteina:
la herramienta GARNIER (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/garnier) predice la estructu-
ra secundaria de una proteina utilizando el método de GOR (Garnier y cols, 1996). De esta forma, pode-
mos utilizar la informacién obtenida para conocer la influencia que puede tener una variante de secuencia
en la estructura secundaria de la proteina, asi como para evaluar la patogenicidad de la variante en funcién
del papel estructural que presente el residuo.

- Prediccién de la influencia de un cambio de Aa en la estructura terciaria de la proteina: la herra-

mienta DIANNA (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DIANNA /) analiza el posible impacto de la inclusién

de nuevos residuos de cisteina en la secuencia proteica, ya que es capaz de estimar con qué probabilidad
una cisteina de cierta proteina se encuentra reducida, formando un puente disulfuro, o unida a un ligando
metalico (Ferre y Clote, 2005). Por otro lado, el programa Swiss PDB Viewer 4.0 (Guex y Peitsch, 1997)

nos permite la visualizacion de estructuras proteicas en tres dimensiones asi como interaccionar con la
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misma. De esta forma, podemos observar la posicién espacial en la que se encuentra la variante asi como

ver la influencia que podria tener sobre su potencial electrostatico.

3.3.4. Metodologia del estudio estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante el programa informatico IBM-SPSS
Statistics 19.

En primer lugar se realiz6 un analisis descriptivo de las variables estudiadas en la muestra. Para ello,
las variables cuantitativas se presentaron principalmente como la media * desviacién estandar (Szandard
Deviation, SD), indicando también mediana, rango y rango intercuartilico (InterQuartile Range, IQR) para
alguna de ellas. Desde el punto de vista grafico los datos correspondientes a este tipo de variables se repre-
sentaron en diagramas de caja o box-plots.

Por su parte, las variables categbricas se presentaron en porcentajes y tablas de contingencia. Grafi-
camente se representaron mediante diagramas de barras y diagramas de sectores.

La comparacién del comportamiento de las variables cuantitativas entre los grupos grave y no grave
se ha realiz6 mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon (M-W-W). Para estas variables,
su comparacién entre los 3 periodos temporales considerados se llevé a cabo mediante el test no paramé-
trico de Kruskal-Wallis. La eleccién de métodos estadisticos no paramétricos se debi6 a los pequefios
tamafios muestrales y/o a la naturaleza discreta de las variables consideradas. El analisis estadistico de las
variables categdricas se realizé mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson o el test exacto de Fisher si
las condiciones de validez de la primera no eran verificadas (estas son, que a lo sumo un 20% de las fre-
cuencias esperadas sea menor que 5 y ninguna inferior a 1).

La relacién entre la escala y la gravedad de HSCR se analizé mediante un modelo de regresién logis-
tica binaria. Estos modelos constituyen una herramienta que permite explicar el comportamiento de una
variable respuesta discreta (en nuestro caso binaria) a través de una o varias variables independientes expli-
cativas de naturaleza cuantitativa y/o cualitativa. El andlisis realizado incluyo la realizacién de la prueba de
bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow (test HL), el calculo del coeficiente R? de Nagelkerke y de los
Odds Ratio (OR) con sus correspondientes intervalos de confianza (IC, nivel de confianza del 95%).
Ademas, el poder discriminatorio del modelo obtenido fue valorado a través de una curva de caracteristi-
cas de receptor-operador o curva ROC (Recever Operating Characteristic) —también conocidas como curvas
de rendimiento diagndstico—, incluyendo el estudio del area bajo la curva (area under the curve, AUC). Esto
permiti6 establecer el punto de corte 6ptimo para la escala garantizando una sensibilidad y especificidad
adecuadas. Finalmente, la capacidad predictiva de cada una de las variables de la escala a la hora explicar la
gravedad se analizé6 mediante un modelo de regresion logistica multiple utilizando el método hacia adelan-
te (forward) de seleccién de variables para determinar el grupo 6ptimo de variables con mayor capacidad
explicativa. En todos los analisis realizados se consider6 un resultado estadisticamente significativo cuando

el correspondiente p-valor fue menor o igual a 0,05 (p =< 0,05) (Van Belle y cols, 2004).
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4.1. Descripcion de la serie completa incluida en el estudio
4.1.1. Epidemiologia
El presente estudio se ha llevado a cabo en el Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz, cen-
tro de referencia de la comunidad auténoma de Extremadura para el diagnéstico y tratamiento de HSCR.
Entre 1983 y 2013, se trataron en nuestro hospital 47 pacientes. Durante este perfodo se registraron

350.886 nacimientos (http://estadistica.gobex.es), lo que nos ofrece una incidencia de HSCR en esta co-

munidad de 1,34 por cada 10.000 nacidos vivos. Sin embargo, no se repartieron de forma homogénea a lo
largo de las 3 décadas incluidas en el estudio, por lo que fueron divididos para su analisis como se describe
a continuacién: en el primer perfodo (1983 - 1993), se diagnosticaron 14 casos de HSCR entre 148.529
recién nacidos (0,94 casos por cada 10.000), en el segundo (1994 - 2003), 13 casos entre 102.942 nacimien-
tos (1,26 casos por cada 10.000) y desde el final del periodo anterior hasta la fecha de finalizacion del estu-
dio (2004 - 2013), encontramos un aumento de la incidencia, registrandose 20 pacientes nuevos en una
etapa en la que el numero de nacimientos descendi6 a 99.415 (2 casos por cada 10.000). De los 47 enfer-
mos, 5 no aceptaron la participacién o no fueron localizados, de modo que la cohorte final reclutada fue
de 42 casos. Nuestra serie mostré un predominio de pacientes de sexo masculino (29 varones, 69%) con
una media (£ SD) de edad al diagnéstico de 386,6 + 1056,7 y una mediana de 52 dias (rango 2 dfas - 14,02
afios). El 88% de los pacientes nacieron fruto de una gestacién a término, siendo el porcentaje restante,
pretérminos tardios con edad gestacional superior a las 35 semanas en todos los casos. Se registré una
gestacion gemelar bicorial biamnidtica con afectacién de uno de los gemelos. Todos los embarazos excep-
to uno fueron controlados, sin existir en ningin caso sospecha ecografica prenatal. El peso medio al na-
cimiento fue de 3200 £ 520 g. La distribucién de la serie atendiendo a la longitud del segmento aganglié-

nico se expone en la Figura 4.1. No se identificé ningin caso de aganglionismo intestinal total.

0 4,7%

m S-HSCR (26)
TCA (10)
m1-HSCR (4)

[ Ultracorto (2)

Figura 4.1: Extension del aganglionismo en los pacientes de la serie.
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4.1.2. Antecedentes familiares, sindromes y malformaciones asociadas

El 95% de nuestra cohorte (40 pacientes) presentd una forma esporadica de la enfermedad. Se re-
gistraron dos HSCR familiares, correspondientes a dos familias distintas (en un caso los miembros afecta-
dos fueron un padre y su hijo y en el otro dos hermanas). Atendiendo a las malformaciones y sindromes
asociados, en el 81% de la serie, HSCR se present6 de forma aislada, mientras que 8 pacientes (19%) pre-
sentaron formas sindrémicas. Entre ellos, 5 pacientes fueron diagnosticados de DS y 3 de WS4, uno de los
cuales asociaba afectacién neurolégica cumpliendo criterios de WS, leucodistrofia central desmielinizante,
neuropatia periférica desmielinizante y HSCR (PCWH). Tres de los 5 pacientes con trisomia 21 presenta-
ron ademas afectacién cardioldgica (canal auriculoventricular comin, ductus arterioso persistente y comu-

nicacién interventricular). No se registraron otras malformaciones asociadas.

4.1.3. Evacuacion de meconio y presentacion clinica

La presentacién clinica més frecuente fue la obstrucciéon intestinal (23 casos), seguida del estrefli-
miento de evolucién térpida (12 casos) y la enterocolitis (7 casos). En el examen fisico inicial ningin pa-
ciente present6 una exploracién del CA normal. El 42,9% de los pacientes presentaron una ampolla rectal
vacia o un esfinter hiperténico, y el 57,1% restante, una ampolla adherente o un TR seguido de deposicion
explosiva (Figura 4.2). El 85,7% de la serie presentd retraso en la evacuacion de meconio superior a las 24
horas y el 50% superior a las 48. En un porcentaje menor de pacientes (14,3%) la meconiorrexis se produ-

jo en el primer dia de vida.

Figura 4.2: Exploracion del CA seguida de deposicion explosiva en un caso S-HSCR.

4.1.4. Métodos diagndsticos

El protocolo de estudio habitual en nuestro centro ante sospecha de HSCR incluye la realizacion de
registro anomanométrico, EC y BR (por succién o de espesor total). La MA se realizé en el 90% de los
casos (38 pacientes), obteniéndose un resultado patolégico (ausencia de RIA) en 36 de ellos (94,7%) y no
concluyente en 2 (5,3%). Diecinueve de las 38 manometrias se realizaron en los primeros dias de vida
(rango 2 - 28 dias), todas ellas sugestivas de HSCR (Figura 4.3), estableciéndose un diagnéstico de sospe-

cha en edad neonatal en el 45,2% del total de los casos.
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El diagnéstico definitivo vino dado en todos los pacientes por la ausencia de células ganglionares en
los plexos mientérico y submucoso en la BR. Asi, la confirmacién diagnéstica se obtuvo en el perfodo
neonatal en el 26,2% y en un 83,3% en el primer afio de vida.

En todos los casos se realizé estudio radiolégico antes de la intervencién quirdrgica. En 8 pacientes
el primer EC fue informado como normal o presento alteraciones poco relevantes. La ZT caracteristica se
identific6 en 23 pacientes. En los 11 restantes la imagen mostrd otras alteraciones, entre las que destacan

el hallazgo de un colon disminuido de calibre o la presencia de microcolon (Figura 4.4).

n ~y o/ i B ,,. N
7 Z £ AE
b3 < = BR f_ 26
BR 1] |
i | il s 1L
CAP (EAI)
A B

Figura 4.3: Registros de manometria anorrectal.

A: RIA presente. B: Estudio sugestivo de HSCR (ausencia de RTA). BR: bal6n rectal.
CAP: canal anal proximal (EAI). CAD: canal anal distal (EAE).

Figura 4.4: EC en pacientes HSCR de la serie.

A: ZT en rectosigma. B: Microcolon en paciente con TCA y afectacion ileal. C: EC informado como normal en
un caso de L-HSCR en el que se aprecian bordes lisos del colon y rectosigma de menor calibre.

4.1.5. Tratamiento

El 88,1% de los pacientes de la serie fueron manejados mediante nursing hasta la cirugfa definitiva. En
el 65% de estos casos este tratamiento fue eficaz para evacuar con facilidad el contenido fecal, evitar la nece-
sidad de estoma, garantizar un estado nutricional adecuado y prevenir la enterocolitis. La media (+ SD) de la
edad en meses en el momento de la intervencion definitiva fue de 20,48 + 385 con una mediana de 7,98
meses (rango 3,6 meses - 14,6 afios). Las técnicas quirurgicas empleadas fueron: TEPT (13 pacientes), la

técnica de Rehbein (10 casos), la técnica de Boley-Rehbein (8 casos), el descenso endorrectal de Soave (5

71



Resultados

casos) v la técnica de Deloyers-Rehbein (2 casos). En 1 de los 4 casos intervenidos con otras técnicas, se
emple6 el abordaje abdominal laparoscépico de Georgeson (Tabla 4.1). Un paciente fue intervenido en otro
centro por lo que se perdié el seguimiento posterior. La media de cirugfas en el conjunto de la serie fue de
1,64 £ 1,10 con un tiempo medio de hospitalizaciéon en los dos primeros afios tras el diagnéstico de
81,32 + 81,16 dias. De los 13 pacientes portadores de ostomfa, 10 presentaron fenotipo TCA, 2 S-HSCR y
1 L-HSCR. Ninguna ostomia fue permanente. En todos los casos se realizaron dilataciones anales con
tallos de Hegar a partir del dia 14 postintervencién manteniéndose durante los 6 primeros meses del post-
operatorio. Igualmente, en los pacientes con TCA intervenidos con la técnica de Boley se realizaron irriga-

ciones rectales con suero salino fisiologico tras la cirugfa para prevenir la enterocolitis.

4.1.6. Complicaciones y resultados postoperatorios

Se registraron varias complicaciones precoces (26 en 22 pacientes, Figura 4.5) entre las que desta-
can: enterocolitis (tanto en el pre como postoperatorio, 14 casos), dermatitis perianal (8 casos intervenidos
mediante TEPT, resuelta en los primeros meses postintervencion) y necesidad de reintervencion quirdrgi-
ca (4 pacientes). Las causas que motivaron la reintervencién fueron: obstruccién intestinal en postoperato-
rio inmediato secundaria a invaginacion intestinal, estenosis de la anastomosis, enterocolitis crénica (extir-
pacién del parche de colon en paciente DS con fenotipo TCA tratado con la técnica de Boley) y persisten-
cia de clinica obstructiva en un caso de TCA tratado con la técnica de Lester-Martin.

Al finalizar el estudio se efectud un control clinico para valorar la funcién intestinal e identificar las
complicaciones tardias. En este momento todos los pacientes eran mayores de 4 afios, con una media de
edad de 14,59 £ 9,25 aflos y mediana de 13,1 afios (rango 5,6 - 35,2). En 22 pacientes (15 fenotipo
S-HSCR, 2 L-HSCR, 2 ultracorto y 3 TCA) la funcién intestinal fue normal. Se observaron episodios de
enterocolitis en 10 casos (4 S-HSCR y 6 TCA), estrefiimiento en 6 (4 S-HSCR y 2 L-HSCR), soiling en 2
casos de S-HSCR e incontinencia fecal 1 paciente con TCA (Tabla 4.1, Figura 4.6). En 3 de los 10 pacien-
tes que padecieron episodios recurrentes de HAEC a lo largo de la evolucién se administré toxina botuli-
nica intraesfinteriana, con buena respuesta inicial en todos los casos. No se produjo ningun fallecimiento
durante el tiempo de seguimiento. Todos los pacientes presentan autonomia digestiva. Ningtn paciente ha

sido valorado como candidato a trasplante intestinal ni ha precisado nutricién parenteral domiciliaria.

0 8,2%

o 16,5% | T T 46,3%

.

y

@ No complicacién precoz (19)

Enterocolitis (14)

0 Dermatitis perianal (8)

28,9%

[ Reintervencion quirdrgica (4)

Figura 4.5: Complicaciones precoces registradas en los pacientes de la serie.
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@ Funcién intestinal normal (22)
Enterocolitis (10)
O Estrefiimiento (6)

0 Soiling (2)

B Incontinencia (1)

24,4%

@ 53,6%

Figura 4.6: Complicaciones tardias registradas en los pacientes de la serie.

4.1.7. Particularidades del aganglionismo coélico total

Entre los 42 pacientes incluidos en el presente trabajo, encontramos 10 casos de TCA (23,8%), con
una proporciéon hombre: mujer de 1,5:1. El porcentaje de HSCR sindrémico para este subgrupo fue del
30% (2 casos de WS4 y 1 caso de DS). La mayoria de los casos fueron diagnosticados en el periodo neo-
natal, con una media de edad al diagnéstico de 36,50 £ 49,23 dias y una mediana de 17 dias (rango
2 - 150). Todos los pacientes presentaron retraso en la evacuacion de meconio (siendo en el 80% superior
a las 48 horas de vida). La forma mas frecuente de presentacién de la enfermedad fue la obstruccién intes-
tinal (7 casos), seguida de la enterocolitis (2 casos). Todos los pacientes fueron portadores de ostomia y el

80% presento algin episodio de enterocolitis grave en la evolucion de la enfermedad.
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4.2. Descripcion de los pacientes HSCR sindrémicos
4.2.1. Sindrome de Waardenburg tipo 4 (WS4)

Se identificaron 3 pacientes con diagnéstico de WS4, todos ellos varones y pertenecientes a familias
no relacionadas. A continuacién se expone la descripcion de los casos. Sus caracteristicas clinicas se en-
cuentran resumidas en la Tabla 4.2.

Caso 1 (paciente n° 23, Tabla 4.1): varén de origen espafiol, primer hijo de padres sanos no con-
sanguineos, nacido a término con un peso adecuado para la edad gestacional. A las 60 horas de vida pre-
sent6 rechazo de la ingesta, vémitos biliosos y distension abdominal. A la exploracién fisica destacaba:
regular estado general, aspecto deshidratado y tinte ictérico. Abdomen muy distendido y doloroso a la
palpacién. Resto de la exploraciéon normal. La radiologfa de abdomen mostré importante distension de
asas, identificindose la presencia de un microcolon en el EC. El 4° dia de vida se realiz6 una laparotomia
en la que se evidenci6 la existencia de un microcolon y microfleon (80 cm) con dilatacién proximal, prac-
ticindose una ileostomia de descarga con toma de biopsias intestinales que confirmaron el aganglionismo.
El paciente permanecié hospitalizado los primeros meses de vida presentando un curso complicado por
un cuadro de enterocolitis grave y por el sindrome malabsortivo secundario. A los 4 meses de vida se rea-
liz6 ileocolopastia tipo Boley con reseccién del microcolon y microileon (Figura 4.7B) y descenso ileorrec-
tal. La anatomia patolégica reveld la presencia de neuronas en colon derecho y ausencia en recto, sigma,
colon descendente y microileon (SS-HSRC). A lo largo de la evolucion se constatd un retraso psicomotor
llamativo, nistagmo horizontal rotatorio y sordera bilateral profunda, destacando en su fenotipo un cabello
rubio e iris azul brillante bilateral (Figura 4.7A). Se realizé cariotipo y estudio metabdlico, ambos con re-
sultado normal. En las pruebas de imagen cerebral presentaba una alteracion difusa de la mielizinacion. El

estudio genético contirmoé el diagndstico de WS4.

Figura 4.7: Fenotipo y pieza operatoria del paciente n°® 23.

A: Iris azul brillante bilateral. B: Pieza operatoria que muestra un microcolon y microileon. Imagen utilizada con
el consentimiento de los padres.

Caso 2 (paciente n° 28, Tabla 4.1): el caso indice es un varén de origen portugués, primer hijo de
padres no consanguineos, nacido a término y de peso adecuado para la edad gestacional. Ingresé en dos
ocasiones en el perfodo neonatal por episodios de distensién abdominal, vémitos y diarrea. Reingresé en
nuestro centro a los 2 afios para estudio y tratamiento por estrefiimiento crénico severo. En la exploracién

fisica inicial destacaba: buen estado general, heterocromia de iris (iris derecho marrén e izquierdo azul en
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sus 3/4 partes) (Figura 4.8A), cabello tubio con mechén hipopigmentado. Abdomen muy distendido,
apreciandose un gran fecaloma en fosa ilfaca izquierda. El EC revel6 un segmento estendtico rectosigmoi-
deo con dilatacién proximal. El aganglionismo se confirmé por MA y BR por succién. El paciente fue
intervenido realizandose un descenso abdominoperineal segin la técnica de Rehbein. En el postoperatorio
present un cuadro de enterocolitis que resolvié tras 2 semanas de tratamiento médico. La evolucién pos-
terior ha sido satisfactoria. El paciente asocia una hipoacusia neurosensorial profunda. Como antecedentes
familiares destacan su madre, afecta de hipoacusia unilateral, y su abuela materna, con hipopigmentacién

cutanea extensa (Figura 4.8B). El estudio genético confirmé el diagnéstico de WS4.

Figura 4.8: Fenotipo del paciente n° 28.

A: Heterocromia de iris del caso indice, mostrando el color oscuro del ojo derecho y azul en 3/4 partes del ojo
izquierdo B: Manchas hiperpigmentadas sobre piel hipopigmentada en la abuela materna. Imagen utilizada con el
consentimiento de los padres.

Caso 3 (paciente n° 33, Tabla 4.1): el caso indice es un varén, de madre venezolana y padre espafiol.
Nacié en Espafia, fruto de un embarazo gemelar normal, mediante parto eutécico vaginal a las 36 semanas
y con peso adecuado para la edad gestacional. El referido es el primer gemelo. A las 36 horas de vida in-
gres6 por cuadro de vomitos persistentes con ausencia de evacuacién de meconio. Exploracion fisica:
fenotipo normal, cabello castafio, heterocromia de iris (Figura 4.9A). No manchas ni 4reas de hipopigmen-
tacién cutanea. Auscultacién cardiopulmonar normal. Abdomen distendido y doloroso a la palpacién. Se
realizé radiografia de abdomen en la que se observaba distension de asas intestinales con ausencia de gas
distal. En el EC con gastrografin no se identific6 clara ZT. Los estudios manométricos realizados a los 7'y
21 dias de vida demostraron la ausencia de RIA. El aganglionismo se confirmé al mes de vida a través de
BR por succion. Ante la persistencia de la clinica en este momento, no manejable con nursing, se realizé
laparotomia con biopsias intraoperatorias evidenciandose la extensién del aganglionismo hasta fleon ter-
minal (Figura 4.9B), por lo que se practicé una ileostomia a 20 cm de la valvula ileocecal. La cirugfa defi-
nitiva se realiz6 a los 4 meses de vida. En el postoperatorio presenté un episodio de enterocolitis grave
resuelta favorablemente con tratamiento médico. Ha sido valorado por otorrinolaringologia sin detectarse
alteracion de la audicién hasta el momento. No presenta otros estigmas de WS. Destaca entre sus antece-
dentes, un familiar de 2° grado con diagndstico clinico de WS tipo 1, residente en Venezuela y que no ha

podido ser estudiado. El hermano gemelo de nuestro paciente es sano.
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Figura 4.9: Paciente n°® 33: fenotipo en edad escolar y aspecto operatorio al diagnéstico.

A: Heterocromia de iris. B: Campo operatorio que muestra un TCA con afectacion del fleon terminal. Imagen uti-
lizada con el consentimiento de los padres.

Tabla 4.2: Resumen de los datos clinicos de los pacientes WS4.

NP paciente (Tabla 4.1.) 23 28 33
Sexo Hombre Hombre Hombre
Sordera St St No
Anomalias de la pig- Tris azul brillante Mechén blanco Heterocromia de iris
mentacion bilateral Heterocromia de iris izquierdo bilateral
Extension TCA S-HSCR TCA
Enterocolitis St St St

4.2.2. Sindrome de Down

Identificamos 5 casos (3 varones) en los que HSCR se asocié a DS, lo que ofrece una incidencia de
DS en nuestra cohorte del 11,9%. En ningun caso se registraron antecedentes familiares de HSCR. El
fenotipo mis frecuente fue S-HSCR (4/5 casos) siendo la obstruccion intestinal la forma de presentacion
mas comun (4/5). El 80% present6 algun episodio de enterocolitis grave en la evolucién de la enferme-

dad. No se registraron otras cromosomopatias en nuestra cohorte HSCR.

4.3. Aplicacion de los criterios de gravedad de HSCR

De los resultados antetiores, se deduce que HSCR se manifiesta clinicamente como un espectro de

gravedad, donde encontramos:

- Formas no graves, que debutan en forma de obstruccién intestinal distal neonatal o estrefiimiento
cronico y pueden ser manejadas con tratamiento conservador hasta la cirugfa definitiva.

- Formas graves, que se presentan como obstruccion intestinal sin respuesta a tratamiento médico,
enterocolitis o perforacion intestinal y precisan la realizacion de un estoma en los primeros meses
de vida asi como una hospitalizacién prolongada.

Tras la revision exhaustiva de las historias clinicas, nuestra cohorte de pacientes HSCR fue dividida

en 2 grupos (grave y no grave) segun los criterios previamente descritos (Tabla 3.1).
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Quince de los 42 pacientes estudiados (35,7%) cumplieron nuestros criterios de enfermedad grave.
La media (+ SD) de cirugias en este grupo fue de 2,5 * 1,4 con un tiempo medio de hospitalizacion en los
dos primeros afios tras el diagnéstico de 160,2 £ 85,9 dias. Un 80% de estos pacientes presentaron al me-
nos un episodio de enterocolitis pre o postoperatoria. Un paciente no pudo ser clasificado por perderse el
seguimiento tras el diagnostico.

Los 26 pacientes restantes de la serie fueron clasificados como formas no graves de la enfermedad.
Este grupo precis6é una media de 1,2 £ 0,5 cirugfas correctoras, el tiempo medio de hospitalizacién en los
primeros afios de vida fue de 35,7 + 22,5 dias y en un 7,7 % se registraron episodios de enterocolitis. La

comparacién de los 2 grupos a nivel de estas variables mostré difierencias estadisticamente significativas

(en las 3 comparaciones p<0,0001). Las Figuras 4.10 y 4.11 muestran un ejemplo de cada grupo.
4

Figura 4.10: Paciente clasificado por nuestros criterios como no grave.

A: Distensién abdominal en periodo neonatal. B: EC que muestra un S-HSCR. El aganglionismo se confirmé en
la BR. El paciente fue tratado con nursing precisando una tnica cirugfa correctora (técnica de De la Torre) con
evolucién favorable. No presentd episodios de enterocolitis. El tiempo de hospitalizaciéon fue de 28 dias.

Figura 4.11: Paciente clasificado por nuestros criterios como grave.

A: Neonato de 24 horas de vida con obstruccion intestinal. E1 EC demuestra un microcolon por TCA con afecta-
cién de 80 cm de fleon. Precisé 4 intervenciones quirirgicas y fue portador de ileostomia. El tiempo de hospitali-
zacion en los dos primeros afios tras el diagndstico fue de 256 dias. B: Campo operatorio en el que se puede apre-
ciar el calibre disminuido del colon.
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4.4. Aplicacion y analisis de la escala de gravedad de HSCR

4.4.1. Estudio de la relacion entre la escala y la gravedad. Determinacion del
punto de corte éptimo

De acuerdo a la metodologfa descrita en la secciéon 3.2.1 se elaboré una escala de gravedad de
HSCR recogida en la Tabla 4.3. Una vez disefiada la escala y clasificados los pacientes como graves o no
graves, se aplicé un modelo de regresion logistica para explicar la variable gravedad en funcién de la escala,
obteniéndose una relacién directa estadisticamente significativa (p = 0,003; OR = 2,92; 95% 1C OR: 1,45-
5,90; Rz de Nagelkerke = 0,753; test HL: p = 0,833, Figura 4.12).

A continuacién, se estudié el valor 6ptimo de la escala para discriminar si el paciente se comporta
como grave o no. Para ello se realizé una curva ROC (Figura 4.13), que determiné que el punto de corte
6ptimo se situaria en el valor de 11 puntos, proporcionando una prueba con una sensibilidad y especifici-
dad estimadas de 0,87 y 0,81, respectivamente (Tabla 4.4). E1 AUC indic6 un buen valor predictivo de la
escala (AUC = 0,949; 95% IC: 0,89-1, p<0.0001). En la clasificacién habitual de los test de diagnético en
funcién de la AUC, la escala se clasificaria como muy buena, al superar la estimacién puntual del AUC el

valor de 0,9 (aunque siendo inferior a 0,97).
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Tabla 4.3: Escala de gravedad de HSCR al diagnéstico (2-20 puntos).

Antecedentes familiares de HSCR

a) Ausencia 0
b) 2°grado 1
¢) 1°grado 2
Sindromes o malformaciones asociadas

a) HSCR aislado 0
b) Malformaciones asociadas 1
¢ Sindrome no Down/Waardenburg/otras neuroctistopatias 2
d) Sindrome de Down 3
Evacuacién de meconio

a) < 24 horas 0
b) 24-48 horas 1
c) > 48 horas 2
Debut clinico

a) Estrefiimiento 1
b) Obstruccién intestinal 2
¢) Enterocolitis o perforacion intestinal 3
Exploracién rectal

a) Normal 0
b) Discreta hipertonia/deposicion explosiva 1
¢) Hipertonfa manifiesta/ampolla vacia 2
Efectividad del tratamiento médico preoperatotio (nsursing)

a) No precisado/no realizado 0
b) Efectivo 1
¢) No efectivo 2
Extensién del aganglionismo

a) Ultracorto 1
b) S-HSCR 2
¢) L-HSCR 3
d) TCA 4
Enema de contraste

a) Normal/hallazgos poco relevantes 0
b) Presencia de ZT 1
¢) Colon espastico/disminuido de calibre globalmente/microcolon 2
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Figura 4.12: La puntuacién de la escala se correlaciona con la gravedad.
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Figura 4.13: Curva ROC de la escala de gravedad de HSCR.
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Tabla 4.4: Sensibilidad y 1- especificidad de los puntos de corte de la escala de gravedad de HSCR.

Positivo si es mayor o igual que 2 Sensibilidad 1 - Especificidad
2 1,000 1,000
4 1,000 0,962

55 1,000 0,923
6,5 1,000 0,885
7,5 1,000 0,577
8,5 1,000 0,308
95 1,000 0,269
10,5 0,867 0,192
11,5 0,733 0,077
12,5 0,667 0,000
13,5 0,533 0,000
14,5 0,400 0,000
15,5 0,200 0,000
16,5 0,133 0,000
18 0,000 0,000

a: El menor valor de corte es el valor de contraste observado minimo menos 1, mientras que el mayor
valor de corte es el valor de contraste observado maximo mas 1. Todos los demas valores de corte son
la media de dos valores de contraste observados ordenados y consecutivos.

4.4.2. Estudio de las variables que constituyen la escala y su capacidad predictiva

En primer lugar, se estudié la relacién individual de cada una de las variables de la escala con la va-
riable gravedad mediante un test de M-W-W (considerando los datos ordinales). Resultado de este analisis
se obtuvo la Tabla 4.5 que muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los pacien-
tes graves y no graves para las variables “antecedentes familiares de HSCR” y “debut clinico” mientras que
el resto de las variables muestran una relacién estadisticamente significativa con la variable gravedad. Este
analisis también se realiz6 considerando las variables que constituyen la escala como cualitativas. El estu-
dio de las correspondientes tablas de contingencia proporcioné el mismo resultado que el analisis anterior
(Tabla 4.8). Posteriormente, se aplicé un modelo de regresion logistica multiple con un método de selec-
cién de variables forward para determinar qué variables de las empleadas para definir la escala son las id6-
neas para explicar la variable gravedad. Los resultados confirmaron la falta de capacidad predictiva de las
variables “antecedentes familiares de HSCR” y “debut clinico”, indicando que solo son necesarias las va-
riables “sindromes o malformaciones asociadas” (p = 0,023; OR = 4,41; 95%IC OR: 1,23-15,84), “eva-
cuacién de meconio” (p = 0,04; OR = 20,43; 95%IC OR: 1,15-361,9) y “extensién del aganglionismo”
(p = 0,007; OR = 14,84; 95%IC OR: 2,11-104,24), siendo la informaciéon aportada por las otras variables
irrelevante en presencia de estas. El modelo con estas tres variables presenta un test de HL con p-

valor = 0,984 (i.e., modelo adecuado) y un R? de Nagelkerke = 0,788.
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formaciones asociadas” se definié una escala simplificada que toma valores de 1 a 9 (Tabla 4.6). Mediante
un modelo de regresion logistica simple se probd que esta escala simplificada también se relaciona de un
modo estadisticamente significativo con la gravedad (p = 0,001; OR = 5,75; 95% IC OR: 2,01-16,48; Na-
gelkerke R2 = 0,725; test de HL: p = 0,889, Figura 4.14). El analisis posterior de la correspondiente curva
ROC mostré también un buen valor predictivo para la escala simplificada (AUC = 0,944; 95% IC: 0,88-1,

p < 0.0001). El estudio de los puntos de corte indicd que 5 serfa el punto de corte éptimo en este caso

Tabla 4.5: Relacion entre las variables de la escala y la variable gravedad.

Grave (n=15)

No grave (n=26)

Variables Media + SD (mediana; IQR) Media + SD (mediana; IQR) P
Antecedentes familiares de HSCR | 0,27 £ 0,59 (0;0) 0,08 £ 0,39 (0;0) 0,109
Sindfomes/ otras malformaciones 1,07 + 139 (03) 0,19 + 0,69 (00) 0,012
asociadas

Evacuacion de meconio 1,87 £ 0,35 (2;0) 1,04 £ 0,72 (1;1) <0,001
Debut clinico 2+ 0,54 (2;,0) 1,81 £ 0,75 (2;1) 0,33
Exploracion rectal 1,8 £ 0,41 (2;0) 1,23 + 0,43 (1;0) <0,001
Efectividad del nursing 1,67 £ 0,62 (2;1) 0,92 £ 0,48 (1;0) <0,001
Extension del aganglionismo 3,33 £ 0,90 (4;2) 2,08 £ 0,56 (2;0) <0,001
Enema de contraste 1,531 0,64 (2;1) 0,81 £ 0,57 (1;1) <0,001

Test de M-W-W.

A partir de las variables: “antecedentes familiares de HSCR”, “debut clinico” y “sindromes o mal-

4.5. Definicion y estudio de la escala de gravedad simplificada

(Tabla 4.7), con una sensibilidad de 0,93 y especificidad de 0,84 (Figura 4.15).
Tabla 4.6: Escala simplificada de gravedad de HSCR (1-9 puntos)
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1. Sindromes o malformaciones asociadas

a) HSCR aislado

b) Malformaciones asociadas
¢) Sindrome no Down/Waardenburg/otras neuroctistopatias

d) Sindrome de Down

2. Evacuacién de meconio

a) <24 horas
b) 24-48 horas
c) > 48horas

3. Extensién del aganglionismo

a) Ultracorto
b) S-HSCR
c) L-HSCR
d) TCA
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Figura 4.14: La puntuacion de la escala simplificada se correlaciona con la gravedad.
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Figura 4.15: Cutrva ROC de la escala de gravedad simplificada de HSCR.
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Tabla 4.7: Sensibilidad y 1- especificidad de los diferentes puntos de corte de la escala simplificada.

Positivo si es mayor o igual que ? Sensibilidad 1-Especificidad

0 1,000 1,000
1,5 1,000 0,923
2,5 1,000 0,769
35 1,000 0,385
4,5 0,933 0,154
5,5 0,733 0,077
6,5 0333 0,000
7,5 0,200 0,000
8,5 0,067 0,000
10 0,000 0,000

a: El menor valor de corte es el valor de contraste observado minimo menos 1, mientras que el mayor valor de
cotte es el valor de contraste observado maximo mas 1. Todos los demas valores de corte son la media de dos va-
lotes de contraste observados ordenados y consecutivos.

4.6. Aplicacion de ambas escalas sobre nuestra cohorte HSCR

La escala de valoraciéon de gravedad de HSCR fue aplicada de forma retrospectiva a todos los pa-
cientes de nuestra cohorte HSCR. La Tabla 4.8 muestra los resultados de los parametros valorados en la
escala en ambos grupos. El grupo grave presenté puntuaciones medias y medianas superiores (13,15 £
2,36; mediana= 14) respecto al no grave (8,15 * 2,13; mediana = 8) (Figura 4.16), indicando el test de M-
W-W diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001) entre ambos grupos. En la escala simplificada,
la puntuacién media y mediana del grupo grave fue de 6,27 + 1,33 y 6 respectivamente, frente a los valores
de 3,31 + 1,29 y 3 obtenidos en el no grave (Figura 4.14). De nuevo el test de M-W-W nos proporcion6

diferencias estadisticamente significativas entre los 2 grupos (p < 0,001).

20 10 4

T

11

[ | I |
No grave Grave No grave Grave

Escala de gravedad de HSCR

Escala de gravedad simplificada de HSCR

Figura 4.16: A: Puntuaciones de los dos grupos en la escala de gravedad.
B: Puntuaciones de los dos grupos en la escala de gravedad simplificada.
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Tabla 4.8: Comparacion de los subgrupos grave y no grave.

Variables 2:2‘172) 1::;%;;‘ ve P
Edad al diagnéstico 0,099
Media £ SD 87,5 £ 114,6 588,4 = 1333,8
Mediana; IQR 32; 148 70,5; 205
Sexo 0,038"
Hombre 7 (46,7%) 21 (80,8%)
Mujer 8 (53,3%) 5 (19,2%)
Antecedentes familiares de HSCR 0,243*
Ausencia 12 (80%) 25 (96,2%)
1° grado 2 (13,3%) 0
2° grado 1 (6,7%) 1 (3,8%)
Sindromes/otras malformaciones asociadas 0,026*
HSCR aislado 9 (60%) 24 (92,3%)
Sindrome no Down/WS4/otra neurocristopatia | 2 (13,3%) 1(3,8%)
DS 4 (26,7%) 1 (3,8%)
Evacuacion de meconio 0,001*
<24 h 0 6 (23,1%)
>24h 2 (13,3%) 13 (50%)
>48 h 13 (86,7%) 7 (26,9%)
Debut clinico 0,167*
Estrefiimiento 2 (13,3%) 10 (38,5%)
Obstruccion intestinal 11 (73,3%) 11 (42,3%)
Enterocolitis o perforacién 2 (13,3%) 5 (19,2%)
Ampolla vacia en exploracion rectal 12 (80%) 6 (23,1%) 0,001
Extension del aganglionismo <0,0001*
Ultracorto 0 2(7,7%)
S-HSCR 4 (26,7%) 21 (80,8%)
L-HSCR 2 (13,3%) 2 (7,7%)
TCA 9 (60%) 1 (3,8%)
Efectividad del nursing <0,0001*
No precisado/no realizado 1 (6,7%) 4 (15,4%)
Efectivo 3 (20%) 20 (76,9%)
No efectivo 11 (73,3%) 2 (7,7%)
Hallazgos del EC 0,001*
Normal/sin hallazgos relevantes 1 (6,7%) 7 (26,9%)
ZT presente 5 (33,3%) 17 (65,4%)
Microcolon/colon disminuido de calibre 9 (60%) 2 (7,7%)

*Test Exacto de Fisher. **Test de Chi-cuadrado de Pearson. ***Test M-W-W.

4.7. Estudio genético de la cohorte HSCR

4.7.1. Analisis molecular del proto-oncogén RET

El proto-oncogén RET es el principal gen asociado a HSCR habiéndose descrito mas de 100 muta-

ciones de distintos tipos en pacientes HSCR, y teniendo una frecuencia mutacional del 7-20% en pacientes
esporadicos y hasta un 50% en casos familiares (Amiel y cols, 2008). Por esta razon, el rastreo de RET en
pacientes HSCR resulta fundamental. En el presente trabajo hemos analizado la secuencia codificante
(Coding Sequence, CDS) de RET mediante dHPLC (seguida de secuenciacion cuando era pertinente) y
MLPA en 42 pacientes, de los cuales 40 eran casos esporadicos y 2 casos familiares pertenecientes a 2
familias. El rastreo de mutaciones puntuales por dHPLC/secuenciacién revelé la presencia de diversas
variantes de secuencia que habfan sido previamente descritas como polimorfismos, eran sustituciones

sinénimas o se localizaban en regiones no codificantes de los genes. No encontramos evidencias de que
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ninguna de las variantes sinénimas o localizadas en la regién no codificante, produjeran ninguna alteracion
en el proceso de transcripcién, maduraciéon o traduccién, al someterlas a distintas herramientas bioin-
formaticas. No obstante, ademas de todas esas variantes no asociadas a la enfermedad, se encontré que 9
pacientes presentaban 11 variantes de secuencia en heterocigosis (8 de ellas diferentes) presumiblemente
patogénicas segun la bibliografia y datos disponibles en el momento de los hallazgos, o bien segun las
predicciones bioinformaticas 7 silico (Tabla 4.9). Concretamente, la variante ¢.2944C>T (p.Arg982Cys)
habia sido previamente descrita como asociada a la enfermedad (Sasaki y cols, 2003) y se detect6 en 3 de
nuestros pacientes. Las 7 variantes restantes no habian sido descritas con anterioridad: 5 sustituciones
aminoacidicas y 2 alteraciones de la pauta de lectura.

En cuanto al rastreo mediante MLLPA de variaciones en el nimero de copias (Copy Number V ariation,
CNVs) de 1 o varios exones de RET, no se detecté ninguna delaccion, duplicacion o inservion en la serie
de pacientes.

Cabe destacar que la via de transmisién mas frecuente de las mutaciones puntuales codificantes halladas
en los pacientes fue la materna (4 de 11 pacientes) seguida de la paterna y la aparicién de novo (3 pacientes en
grupo). En un caso no pudo realizarse estudio a los progenitores.

Con estos datos, la frecuencia mutacional en RET de nuestra cohorte de 42 pacientes HSCR es del
17,5% en casos esporadicos (7 pacientes con mutaciones de 40 casos esporadicos) y del 100% en casos
familiares (2 familias con mutaciones de las 2 estudiadas).

La ubicacién de las variantes en los dominios funcionales de la proteina se puede observar en la

Figura 4.17.

c.1699G>A

¢.1607C>T | c.1818_1819insGGCAC ¢.3145_3146delCC
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Figura 4.17: Localizacion de las diferentes variantes identificadas en RET.

4.7.2. Evaluacion de la variante Enhancer (c.73+9277T>C) de RET en pacientes
HSCR como factor de susceptibilidad

La variante Enbancer en el intrén 1 (c.73+9277T>C, £s2435357), ha demostrado ser un factor de sus-
ceptibilidad genético con una contribucion a la aparicién de HSCR, 20 veces mayor que las mutaciones codi-
ficantes. Por este motivo, se realiz su genotipacion en los 42 casos de nuestra cohorte, identificaindose su

presencia en 30 de los pacientes (71,4%, el 50% de ellos en heterocigosis y el otro 50% en homocigosis).

88



Resultados
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Figura 4.18: Distribucién de la cohorte de pacientes HSCR segun tengan
mutaciones en secuencia codificante de RET (CDS+) y de la variante Enhancer (Enh+).

4.7.3. Exclusién de mutaciones en el proto-oncogén RET que predisponen al
desarrollo de MEN 2 en pacientes HSCR

Se estima que aproximadamente el 92% de los casos de MEN 2 presentan mutaciones germinales en
6 exones distintos de RET (exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16) (Eng, 1996; Eng, 1999). Muy recientemense te
han descrito también mutaciones en los exones 5, 7 y 8 de RET asociadas a MEN 2, aunque son muy poco
frecuentes (Genereviews MEN 2). En el caso concreto de MEN 2A, el 98% de los pacientes tienen muta-
ciones germinales agrupadas en un “sitio caliente” que se corresponde con 5 codones cisteinicos presentes en
el dominio extracelular de la proteina (codones Cys609, Cys611, Cys618, Cys620 y Cys634) (Mulligan y cols,
1994; Eng, 1996). También un 80% de los casos de FMTC se deben a mutaciones en dichos codones. Dada
la existencia de algunas familias en las que cosegregan MEN 2A/FMTC y HSCR debido a la presencia de
mutaciones que afectan a esos codones cisteinicos, parece mas que razonable el analisis de RET en los pa-
cientes HSCR. Un paciente portador de mutacién asociada a MEN2 tiene un riesgo del 100% de desarrollar
el tumor, de ah{ que la tiroidectomia profilactica sea el dnico tratamiento eficaz (Nozhat y Hedayati, 2010).
Por ello, varios autores defienden que el manejo integral de los pacientes HSCR exige el despistaje de muta-
ciones en el proto-oncogén RET asociadas a MEN 2 (Moore y cols, 2009b).

Todos los exones referidos son analizados por nuestro grupo de forma rutinaria. Ninguna de las 8
mutaciones detectadas en el proto-oncogén RET en nuestra cohorte implicé a los codones de riesgo para

desarrollar MEN 2.

4.7.4. Analisis molecular de los genes EDNRBy EDN3 en pacientes HSCR

En el presente trabajo se realiz6 también el analisis de la region codificante de EDNRB y EDN3 en
nuestra serie completa de pacientes HSCR mediante dHPLC/secuenciacién y MLPA. Mientras que andli-
sis de CNVs por MLPA resulté negativo, el rastreo de mutaciones puntuales mediante
dHPLC/secuenciacion reveld reveld una unica variante de secuencia en EDNRB no descrita previamente.
Se trata de la mutacién puntual ¢.1169delC (p.Ser390Argfs*31) localizada en el exén 6 de dicho gen. Esta

mutacién es responsable de la pérdida de la pauta de lectura en el mRNA, dando lugar a una secuencia
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proteica completamente diferente a pattir de la posicién 390. La paciente afecta presenta un HSCR aislado
y esporadico de tipo TCA. No se pudo determinar si la variante era un evento de novo o si habfa sido here-
dada de alguno de sus progenitores. Cabe destacar que en este caso también se identificé la presencia de la

variante intrénica ¢.73+9277T>C del proto-oncogén RET en heterocigosis.

4.7.5. Analisis molecular del gen SOX10 en pacientes WS4

La asociacién de mutaciones en el gen SOX70 con WS4 es bien conocida, por lo que en estos casos
el estudio genético realizado a nuestra cohorte incluy6 el rastreo molecular de este gen por secuenciaciéon y
MLPA. Sin embargo, dada su baja frecuencia, no se realizé estudio molecular del gen SOX70 en los pa-
cientes con HSCR aislado.

En el presente trabajo se analiz6 la region codificante de SOXT70 en los 3 pacientes previamente
descritos en el apartado 4.2, que presentaban criterios clinicos compatibles con WS4. Se identificé muta-
ci6én causal en 2 de los casos (Figura 4.19).

En el caso 1 (paciente n° 23, Tabla 4.1) se identific6 una mutacién de novo ¢.915delG
(p-His306Thrfs*5) en el exén 5 de SOXT0, previamente descrita (Vifiuela y cols, 2009). Se trata de la dele-
cién de una guanina en la posicion 915 que genera un desplazamiento en el marco de lectura, dando lugar
a la aparicién de un codén de parada prematuro 5 Aa después. Tanto el paciente como sus padres eran
portadores de la variante intrénica ¢.73+9277T>C de RET en heterocigosis (Fernandez y cols, 2014).

En el caso 2 (paciente n® 28, Tabla 4.1) se realizé estudio genético al caso indice, sus padres y la
abuela materna. El rastreo mutacional revel6 la presencia de una mutacion en heterocigosis, no descrita
previamente, en el ex6n 5 del gen SOX70. Se trata de una inserciéon de 19 nucledtidos, ¢.1107_1108ins
GCTGGGGCCCCCACACTAC (c.1107ins19 segun nomenclatura antigua, Fernandez y cols, 2014), que
genera una alteracion de la pauta de lectura a partir de la posicion aminoacidica 370, y un codén de parada
prematuro 38 residuos después (p.Thr370Serfs*38). Esta mutacion estaba también presente en su madre y
su abuela, que tenfan manifestaciones clinicas compatibles con WS aunque no HSCR. En ninguno de los

miembros de la familia se identifico la variante intrénica ¢.73+9277T>C de RET.

¢.915delG ¢.1107_1108ins19"
EXON 1 EXON 3 EXON 4 EXON 5
5'UTR+HH| H H . PS’UTR
EXON 2
NH2 COOH
61 101 180 223 306 400 466

His306Thrfs*5 ~ Thr370Serfs*38

Figura 4.19: Mutaciones identificadas en los 2 pacientes WS4.

Representacién esquematica del gen y la proteina SOX10, indicando las posiciones especificas afectadas por las mutaciones.
1Los 19 nucleétidos de la insercién corresponden a la secuencia GCTGGGGCCCCCACACTAC.
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Se analizé un tercer caso (paciente n° 33, Tabla 4.1) que cumple criterios clinicos de WS4: hetero-
cromia de iris, antecedentes familiares de WS y aganglionismo extenso. Sin embargo, no se identificaron
mutaciones patogénicas puntuales en la region codificante de SOXT70. El paciente era portador de la va-

riante intrénica ¢.73+9277T>C de RET en homocigosis.

4.8. Asociacion entre fenotipo grave y resultados del estudio molecular
Se identific6 mutacién relacionada con la enfermedad en 12 de los 42 pacientes analizados, la ma-
yotia de ellos catalogados como graves segin los criterios previamente descritos. Concretamente, 8 de los
15 pacientes (53,3%) del grupo grave presentaron mutaciones genéticas frente a 4 de los 26 pacientes
(15,3%) del grupo no grave (test exacto de Fisher, p=0,015).
La Tabla 4.9 sintetiza los resultados del estudio molecular, las caracteristicas mas importantes y sus

puntuaciones en la escala gravedad de HSCR y su version simplificada.
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5.1. Analisis descriptivo de la serie. Aspectos diferenciales entre los subgrupos
grave y no grave

5.1.1. Incidencia

La incidencia de HSCR se estima en 1 por cada 5000 nacidos vivos (Kenny y cols, 2010). Sin em-
bargo, varfa significativamente entre diferentes grupos étnicos y parece ser superior entre la poblacién
asiatica (2,8/10.000 nacidos vivos), seguida por la afro-americana (2,1/10.000), la caucésica (1,5/10.000) y
la hispanica (1/10.000) (Amiel y cols, 2008). En el norte de Reino Unido, Best y cols, en 2012, analizaron
la prevalencia de esta entidad situdndola en 1,63 por cada 10.000 nacidos vivos, pero con una clara ten-
dencia ascendente en los ultimos afios. Del mismo modo, el estudio europeo mas amplio publicado hasta
el momento, que recogié datos de 31 paises a lo largo de 30 afios, estim6 la prevalencia de HSCR en 1,09
por cada 10.000 nacidos vivos, demostrandose el mismo comportamiento a lo largo del tiempo (Best y
cols, 2014). Durante el periodo que abarca nuestro estudio (1983-2013), encontramos en Extremadura un
aumento significativo en el numero de casos (0,94 casos por cada 10.000 nacidos vivos en el primer petio-
do frente a 2 por cada 10.000 nacimientos en el ultimo (Figura 5.1). El complejo Hospitalario Universita-
rio de Badajoz es el centro de referencia de la Comunidad Auténoma para el diagndstico y tratamiento de
HSCR. Interpretamos este incremento en relacién a un probable descenso en el nimero de detivaciones a
otras comunidades desde el inicio del estudio, sumado a un aumento real de la prevalencia de la enferme-

dad, tal como describen otros autores.

1,6 -

1,4 - 1,26
12 - M 192 periodo (1983-1993)

0,94 22 periodo (1994-2003)

M 32 periodo (2004-2013)
0,8 -

0,4 -

Figura 5.1: Numero de casos nuevos de HSCR por 10.000 nacidos vivos
en Extremadura entre 1983-2013.

Los 15 pacientes clasificados como graves se distribuyero.n a lo largo del tiempo de la siguiente
forma: 3 fueron diagnosticados en el primer periodo (entre ellos 1 caso de TCA) y 6 tanto en el segundo
como en el tercer perfodo (6 y 3 casos de TCA respectivamente), por lo que en conjunto el porcentaje de

pacientes graves en cada intervalo oscilé entre el 30 y el 50% (Figura 5.2). El periodo que reunié mayor
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porcentaje de casos graves (50%, 2° periodo), corresponde también a aquel en el que mayor nimero de

pacientes TCA fueron diagnosticados (6 de 10 casos).

24
22
20
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

6/20

6/12

3/10

30%

o N B O o

M 12periodo (1983-1993) M 22 periodo (1994-2003) W32 periodo (2004-2013)

Figura 5.2: Distribucion de los casos clasificados como graves por la escala en los 3 periodos del estudio.

Casos graves/Casos totales de cada petiodo.

5.1.2. Distribucion por género

Se describe un claro predominio de varones afectos, siendo la ratio hombre:mujer de 4:1. Curiosa-

mente, esta proporcion es significativamente mayor para las formas S-HSCR respecto a L-HSCR (Amiel y

cols, 2008). Nuestros datos confirman el predominio de sexo masculino para esta enfermedad; de los 42

pacientes estudiados, 29 correspondieron a pacientes varones (69%) y 13 a mujeres. También comproba-

mos en nuestra serie este sesgo relacionado con el sexo, de modo que para las formas cortas (ultracorta y

S-HSCR) la proporcién hombre:mujer fue de 3,67:1 y para las extensas (L-HSCR y TCA) de 1:1. La distri-

bucién de nuestra serie segin el sexo y fenotipo de HSCR se recoge en la Figura 5.3.
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Figura 5.3: Distribucion de la serie segtin el sexo y fenotipo HSCR.



Discusiéon

5.1.3. Edad al diagnéstico

Aunque se han comunicado casos aislados, la sospecha prenatal de HSCR es infrecuente (Meyers,
2016) y se estima que el valor de la ecografia fetal para confirmar o excluir el aganglionismo es muy redu-
cido (Belin y cols, 1995; Jakobson-Setton y cols, 2015). En nuestra setie no existié sospecha prenatal de
HSCR en ningun caso, de forma similar a lo comunicado por otros autores (Best y cols, 2012).

Habitualmente HSCR se considera una patologia propia del perfodo neonatal, describiéndose que
hasta un 80-90% de los pacientes son diagnosticados en las primeras 4 semanas de vida (Guo y cols,
20006). Estudios recientes difieren de este dogma clasico y sugieren una presentacion posiblemente mas
tardia, al observar en una cohorte de mas de 10.000 pacientes, que solo el 6,5% debuté en el periodo neo-
natal y el 60% en los 12 primeros meses de vida, siendo en este grupo la mediana de edad al diagnédstico
de 1 afio (Aboagye y cols, 2014). Nuestra experiencia ofrece una posicion intermedia: un 26,2% de la serie
fue diagnosticada en el periodo neonatal y el 83,3% en el primer afio de vida, con una media de edad al
diagnostico de 386,6 £ 1056,7 y una mediana de 52 dfas (rango 2 difas-14,02 afios), medida mds representa-
tiva en nuestro caso por la elevada dispersion que mostraron los datos.

Respecto a la edad de diagnéstico y el fenotipo de HSCR, la extensién del aganglionismo a menudo
condiciona que el debut clinico sea mas precoz en el TCA. Asi, de forma similar a lo descrito por otros
autores (Ikeda y Goto, 1986; Moore, 2015), encontramos un porcentaje de diagnostico de TCA en el per-
iodo neonatal del 70%. Excepcionalmente se han comunicado diagnésticos muy tardios para este fenotipo
(Lall y cols, 1999), si bien en nuesta serie no encontramos ningin paciente con TCA diagnosticado por
encima de los 2 meses de edad. De acuerdo con esta tendencia, encontramos diferencias en la edad al
diagnéstico entre los subgrupos grave y no grave (media 87,5 5 588,4 dias; mediana 32 »s5 70,5; Tabla 4.8),
aunque no alcanzaron significacién estadistica (p = 0,099).

Esta gran variabilidad respecto al momento de presentaciéon mas frecuente de HSCR puede estar re-
lacionada, entre otros factores, con el indice de sospecha o los criterios definidos para la seleccién de los
casos. La mayoria de los grupos, y también el nuestro, consideran requisito indispensable para establecer el

diagnéstico de confirmacién la realizacién de una BR o intestinal.

5.1.4. Antecedentes familiares de HSCR

HSCR aparece habitualmente como un evento esporadico. Este fue el caso de la gran mayoria de
los pacientes estudiados, en los que no existié historia familiar previa. Identificamos 2 formas familiares
correspondientes a 2 familias distintas (4,7%), proporcion similar a la referida en la literatura (Moore y
cols, 1991). En otros 2 casos se identificaron antecedentes de HSCR en familiares de 2° grado.

Se estima que la frecuencia de casos familiares es hasta 10 veces mas frecuente entre los aganglio-
nismos muy extensos que en las formas S-HSCR (Moore y cols, 1991). Nuestra serie apoya este hecho; las
dos formas familiares correspondieron a fenotipos L-HSCR y T'CA y los dos pacientes con familiares de
2° grado afectados presentaron un TCA. No se detectaron antecedentes familiares en ningin caso de afec-
tacién rectosigmoidea o ultracorta. Tras aplicar los criterios de enfermedad grave y dividir la muestra en

los subgrupos grave y no grave, encontramos diferencias en cuanto a la presencia de antecedentes familia-
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res (20% vs 3,8%). Sin embargo, no alcanzaron significacién estadistica, probablemente por el pequefio

tamafio muestral.

5.1.5. Sindromes y malformaciones asociadas

Nuestros resultados concuerdan con lo descrito en cuanto a las malformaciones y sindromes aso-
ciados. Aproximadamente el 70% de los pacientes HSCR no tiene otras manifestaciones clinicas adiciona-
les, mientras que en el 30% restante, este fenotipo se presenta en el contexto de un sindrome, asociado a
otras malformaciones congénitas o a otros desérdenes genéticos adicionales (Amiel y cols, 2008). En con-
creto, HSCR aparece asociado a una cromosomopatia en un 12% de los casos, siendo la trisomia 21 la mas
frecuente (>90%) (Chakravarti y Lyonnet, 2001). En nuestra cohorte, HSCR se presenté como un evento
aislado en el 81% de los casos y asociado a un sindrome mas complejo en el 19% restante.

Confirmamos también la conocida asociacion entre HSCR y DS, al encontrar una frecuencia de DS
en nuestra serie HSCR del 11,9% (5 casos), similar a la de otros estudios, que la sitdan entre el 2 y el 10%
(Goldberg, 1984; Spouge y Baird, 1985; Amiel y cols, 2008). Al igual que en los casos no sindrémicos, el
fenotipo mas frecuente fue S-HSCR (4/5 casos), hallazgo que concuerda por lo comunicado en series mas
amplias (Friedmacher y Puri, 2013). La mayoria de ellos (80%) presentaron un comportamiento grave, que
explicamos por el elevado nimero de episodios de enterocolitis diagnosticados en estos pacientes.

Los sindromes reportados en asociacion con HSCR son numerosos. Con frecuencia aparece aso-
ciado a otras neurocristopatias, destacando entre ellas WS, la asociacién MEN 2A y el NB. La coexistencia
de WS y HSCR es infrecuente, sin embargo, su incidencia es llamativamente mayor a la esperable por la
coincidencia de ambos trastornos por azar, habiéndose descrito mas de un caso por cada 100 casos de
megacolon. En nuestra cohorte, identificamos un numero relevante de casos con diagnéstico de WS4
(3/42 casos), aspecto que ha sido previamente comunicado por nuestro grupo (Fernindez y cols, 2014).
Dos de estos pacientes cumplieron los criterios de enfermedad grave.

No identificamos otros sindromes ni malformaciones asociadas a HSCR, a excepcién de las cardio-
patias congénitas que presentaron 3 de los 5 pacientes con trisomia 21, ofreciendo una prevalencia acorde
a la descrita (Duess y Puri, 2015). Este aspecto que refuerza la necesidad de realizar despistaje de anomal-
fas cardiacas en los casos de HSCR sindrémico (Duess y Puri, 2015).

En nuestra serie demostramos diferencias respecto a esta variable entre el grupo grave y no grave,
de forma que la presencia de sindromes y malformaciones asociadas fue significativamente mayor en el
grupo grave (p = 0,020), siendo este uno de los items de la escala que mostré mayor capacidad predictora
de gravedad. Esto es esperable por el aumento de morbilidad que confieren las anomalfas asocidas asi
como el posible retraso diagnostico de HSCR cuando aparece en el contexto de un sindrome mas comple-
jo. Otros autores también han encontrado un aumento de complicaciones y peores resultados funcionales

en los pacientes HSCR sindrémicos (Friedmacher y Puri, 2013b).

5.1.6. Evacuacion de meconio
El retraso en la evacuacién meconial es uno de los aspectos clinicos fundamentales que caracterizan a
HSCR. En el 95% de los recién nacidos a término sanos, la meconiorrexis ocurre en las primeras 24 horas de

vida, aumentando el procentaje hasta el 99% en las primeras 48 horas (Bekkali y cols, 2008, Nufiez-Ramos y
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cols, 2011). Por otro lado, menos del 10% de los pacientes HSCR evacian meconio en las primeras 24 horas.
El escenario es diferente en el caso de los recién nacidos pretérmino, dado que solo el 66% de los menores
de 32 semanas evacuan meconio en las primeras 48 horas de vida (Weaver y Lucas, 1993). Analizamos este
aspecto también en nuestra setie, en la que todos los pacientes presentaron una edad gestacional superior a
las 35 semanas. De los 42 pacientes incluidos en el estudio, el 85,7% presentaron un retraso en la evacuacion
de meconio superior a 24 horas, siendo en el 50% de los casos superior a 48 horas.

Esta variable mostr6 diferencias significativas al ser considerada en los subgrupos grave y no grave.
Ningun paciente con criterios de enfermedad grave presentd una evacuacion de meconio en las primeras
24 horas, siendo mayoritario en este subgrupo el porcentaje de pacientes con menoniorrexis superior a las
48 horas (86,7%). La situacién fue muy distinta en los pacientes clasificados por nuestros criterios como
no graves. Entre ellos, encontramos un 23,1% con evacuacién meconial en el primer dia de vida, un 50%
con menoniorrexis entre las 24 y 48 horas de vida y un retraso superior a las 48 horas en el 26,9% restante
(p < 0,001). De nuevo, este fue un item que mostré capacidad predictora de gravedad y que consideramos
como muy adecuado para constituir la escala por la objetividad en su cumplimentacion.

El retraso meconial no es especifico de la enfermedad, pero si debe alertar sobre la posibilidad de
su existencia. Por ello, ante un retraso en la evacuacién de meconio, en un nifio sano y por lo demas asin-
tomatico, en nuestro centro se realiza MA como método de screening de HSCR, habiendo demostrado ser
un método sencillo, inocuo y de gran sensibilidad y especificidad para su diagnéstico (Entriquez y cols,
2010). Esto permitié que, aunque el porcentaje de pacientes con diagnéstico de confirmacién en el petio-
do neonatal fue inferior a un tercio del total, el diagndstico de sospecha de HSCR por registro anoma-
nométrico patolégico (ausencia de RIA, Figura 4.3) se estableciera en el perfodo neonatal en el 45,2% de
los casos. Es por esto que algunos grupos, entre los que se incluye el nuestro, consideran el retraso meco-

nial la principal indicacién de MA en el recién nacido (Tuduri y cols, 2008).

5.1.7. Presentacion clinica

HSCR suele manifestarse en forma de obstruccion intestinal, estrefiimiento de larga evolucién o en-
terocolitis (Langer, 2013). El cuadro clinico depende en gran medida de si la enfermedad se manifiesta o
no en el periodo neonatal. Tipicamente, el neonato afecto es un recién nacido a término y de peso adecua-
do que presenta rechazo de la alimentacién, vomitos y distension abdominal. Sin embargo, en algunos
casos, HSCR se manifiesta en el nifio mas mayor en forma de estrefiimiento de evolucién térpida. Tanto
para S-HSCR como para TCA, la presentacion mas frecuente es un cuadro de obstruccién intestinal fun-
cional, mas precoz en los casos de aganglionismos extensos. Sin embargo, aunque el debut en las primeras
semanas de vida es acorde al cuadro clinico esperable para el fenotipo TCA, con frecuencia se describen
presentaciones mas tardias a las esperables (Moore, 2015).

En nuestra experiencia, la obstruccién intestinal fue la forma de debut de la mayoria de los pacientes
(54,8%), especialmente en el subgrupo que cumplié nuestros criterios de enfermedad grave, siendo esta la pre-
sentacion del 73,3% de estos casos. En el subgrupo no grave el debut clinico se reparti6 de forma mas
homogénea entre la obstruccién intestinal (42,3%) y el estrefiimiento (38,5%). En ambos grupos, menos del

20% desarrollé una enterocolitis como presentacion, siendo esta la manifestacion inicial minoritaria aunque de
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mayor gravedad, también en otras series (Demehri y cols, 2013). Estas diferencias en la distribucién de la pre-
sentacion clinica en los grupos grave y no grave no alcazaron significacién estadistica, de forma que esta varia-
ble no mostré capacidad predictora de gravedad y no fue seleccionada para constituir la escala simplificada.
Consideramos que la forma de debut clinico no tuvo el peso esperado como factor prondstico proba-
blemente porque presentaciones precoces con clinica cardinal de obstruccion intestinal permiten un diagndstico

precoz y el establecimiento de un tratamiento dirigido adecuado desde fases iniciales de la enfermedad.

5.1.8. Exploracion rectal

En la exploracién rectal del recién nacido con sospecha de HSCR es tipico encontrar un ano estre-
cho que muestra resistencia a la insercién del dedo del explorador (Guo y cols, 2000), a pesar de que este
hallazgo es considerado poco fiable por algunos autores (Teitelbaun y cols, 1998). Aunque con las limita-
ciones propias de una recogida retrospectiva de los hallazgos de la exploracién fisica y de una descripcion
explorador-dependiente, esta variable mostré diferencias significativas al ser estudiada en los pacientes
clasificados como graves y no graves. Asi, en nuestra serie ningun paciente presentd una exploracion del
canal anal normal. La mayoria de los pacientes con evolucién grave (12/15), presentaron una ampolla
vacfa al TR, frente a 6/26 en el grupo no grave, en el que predominé la presencia de una ampolla adheren-
te o seguida de deposicién explosiva, reflejo de que a través de la exploracion digital se logra superar el

espasmo de la zona agangliénica (p = 0,001).

5.1.9. Tratamiento médico preoperatorio (nursing)

Otro aspecto valorado en nuestra serie fue el tratamiento preoperatorio y sus resultados. La mayoria
de nuestros pacientes (88,1%) recibié irrigaciones rectales o nursing tras el diagnéstico. Solo en un pequefio
porcentaje, correspondiente a casos de diagndstico tardio que cursaron con estrefiimiento pertinaz, este
tratamiento no fue considerado. Entre los 37 pacientes sometidos a nursing, encontramos una eficacia del
mismo del 64,8% (24 pacientes). De ellos, la gran mayoria no cumplié los criterios de gravedad definidos,
de forma que el tratamiento médico preoperatorio fue eficaz en aproximadamente 9 de cada 10 pacientes
con evoluciéon no grave pero solo en 1 de cada 4 pacientes con evolucién grave (p < 0,001). El 35,1%
restante no respondié al manejo conservador siendo preciso realizar una ostomia de descarga, porcentaje

discretamente inferior al que comunican otros autores (Pini Prato y cols, 2008).

5.1.10. Extension del aganglionismo

De acuerdo a la extension del aganglionismo, nuestra cohorte se asemeja a lo descrito por otros au-
tores, con un predominio de formas de segmento corto (ultracorta y S-HSCR; 28 casos, 66,7%) frente a
las formas de segmento largo (L-HSCR y TCA; 14 casos, 33,3%). Comunicamos un numero superior de
TCA (10 casos, 23,8%) respecto a lo referido en la mayoria de las series, en las que el porcentaje oscila
entre el 2y el 14% (Moore y cols, 2009Db).

Aunque hoy sabemos que la extensién del aganglionismo no es el tnico factor que determina la ex-
presion clinica, tradicionalmente la gravedad de la enfermedad se ha correlacionado con la longitud de
intestino enfermo. Este factor demostro tener clara implicacion en la evolucion de los pacientes de nuestra

serie, de forma que el 90% de los TCA y el 50% de los L-HSCR cumplieron los criterios de gravedad,
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frente al 16% de los S-HSCR. Esta distribucién coincide con el prondstico y los resultados funcionales
comunicados por otros grupos, en los que se describe una morbimortalidad para el TCA que, aunque ha
descendido en los dltimos afios, continia siendo alta, con un porcentaje de enterocolitis postoperatoria
superior al 50% (Menezes y cols, 2008).

De nuevo, este item mostr6 capacidad predictora de gravedad y desde una perspectiva clinica resul-
ta fundamental valorarlo como un factor condicionante del comportamiento de la enfermedad. Como
limitacion, se ha de considerar un posible retraso en el reconocimiento de este aspecto, dado que la con-
firmaciéon de la extension del aganglionismo se obtiene de forma definitiva mediante las biopsias intraope-
ratorias. Sin embargo, es habitual disponer de una prueba de imagen desde los primeros momentos de la
sospecha diagnéstica de la enfermedad que proporcione informacién suficiente para poder clasificatla en
uno de los 4 fenotipos propuestos. Por ello, en nuestra opinién resulta muy adecuado que esta variable

forme parte de la version simplificada de la escala de gravedad.

5.1.11. Resultados del EC

Ademis de la manometria y de la BR o intestinal como pruebas complementarias para el diagnostico
de HSCR, es habitual la realizacién de un EC para conocer la extension del aganglionismo antes de la correc-
cién quirargica definitiva. Asi, se realizd prueba de imagen en todos los pacientes de nuestra serie, siendo
evaluados en el presente trabajo los resultados obtenidos en el primer estudio realizado. Los hallazgos ra-
diolégicos sugestivos de HSCR son multiples. Ademas de la clasica ZT, se describen las irregularidades en la
pared del colon, la inversioén del indice rectosigmoideo o el retraso en la evacuacion del contraste, entre otros
(Alehossein y cols, 2015). Con el objetivo de estratificar los resultados, estos hallazgos se simplificaron en 3
categorias: normal o alteraciones poco relevantes, ZT presente y EC muy alterado, revelando la presencia de
un colon por desuso o muy espastico, probablemente reflejo del aumento de actividad parasimpatica.

En 8 casos de nuestra cohorte, el primer EC fue informado como normal o con alteraciones poco
relevantes que inicialmente no fueron interpretadas como sugestivas de HSCR. Siete de estos pacientes
fueron clasificados como formas no graves de la enfermedad. Llama la atencién el caso restante, que pre-
sent6 un fenotipo TCA con comportamiento grave en la evolucién posterior. Este es un hecho conocido
y descrito por otros autores: la concordancia entre la ZT radiolégica e histolégica es del 64,5% en los
segmentos cortos pero mucho menot, en torno al 25%, en las formas largas (Granero y cols, 2010). Asi, a
medida que la extension de la enfermedad aumenta, la probabilidad de que se identifique la ZT, y de que
esta concuerde con la ausencia de neuronas a nivel patolégico, disminuye. Por ello, el resultado del EC en
los casos de aganglionismo de segmento largo tiene un porcentaje elevado de falsos negativos, al ser in-
formados frecuentemente como normales, como ocurrié en nuestro paciente n® 33. En este sentido,
Stranzinger y cols, en una revisiéon sobre la imagen del TCA, recuerdan que este diagnostico debe ser
siempre considerado en aquellos casos que persistan sintomaticos tras excluir otras causas de obstruccion
intestinal, a pesar de mostrar una imagen normal en el enema (Stranzinger y cols, 2008).

A esto se afiade que la ZT no se observa en un porcentaje significativo de neonatos con HSCR, que
algunos autores han estimado en el 30%. Nuestra experiencia concuerda con estos hallazgos, de forma que

el 50% de los enemas no concluyentes fueron realizados en el periodo neonatal inmediato. En nuestra
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serie se identific6 la ZT en 23 casos, la mayoria en el subgrupo que no cumpli6 los criterios de gravedad,
aspecto que interpretamos en relacion al mayor nimero de fenotipos S-HSCR entre estos casos.

En 11 casos la imagen mostrd otras alteraciones, entre las que destacan el hallazgo de un colon
globalmente disminuido de calibre, espastico o la presencia de un microcolon. Como era esperable, la
mayorfa de estos casos (81,8%) fueron clasificados como formas graves de la enfermedad.

Estas diferencias en los hallazgos del EC entre los grupos grave y no grave alcanzaron significacién es-
tadistica. Sin embargo, dado que en presencia de otras vatiables, esta no aportaba informacion relevante, no fue
seleccionada para constituir la escala simplificada. Consideramos que este resultado favorece la cumplimenta-

ci6én de la escala, dadas las limitaciones previamente descritas y las derivadas de un test observador-dependiente.

5.1.12. Tratamiento quirdargico y resultados postoperatorios

El tratamiento definitivo de HSCR consiste en la reseccion del segmento agangliénico y la anasto-
mosis del intestino sano al ano, preservando los mecanismos de la continencia fecal. Tradicionalmente se
abordaba en varios estadios, realizindose una ostomia en el momento del diagnostico, la reseccién del
segmento aganglionico y el descenso posteriormente, seguido del cierre del estoma unos meses mas tarde.

Durante el periodo de estudio en nuestro centro se han utilizado diferentes técnicas (Figura 5.4). La
técnica de Rehbein, con alguna modificacion (diseccion mas distal del segmento agangliénico y el empleo
de sutura mecdanica en algunos casos), ha sido la mas empleada en el periodo de 1983 a 2003, y contintia
siendo elegida en la actualidad para aquellos casos que requieren laparatomia (L-HSCR o TCA). Si bien
algunos autores la consideran obsoleta (Visser y cols, 2010), en nuestra experiencia, y de acuerdo a la de
otros grupos, los resultados funcionales postoperatorios son similares a los obtenidos con otras técnicas
(Zganjer y cols, 2006; Chen y cols, 2013) y presenta la ventaja de respetar el CA.

En los dltimos diez afios la técnica de De La Torre ha sido nuestra eleccion para el tratamiento de
S-HSCR (Figura 1.19). Se trata de una técnica atractiva, pues se realiza por via transanal, con menor estan-
cia hospitalaria, mayor confort postoperatorio y que minimiza la diseccién abdominal, el riesgo de infec-
cién y de bridas. Segun nuestra experiencia y la de otros autores (De La Torre y Langer, 2010; Chen y
cols, 2013; Neuvonen y cols, 2016), los resultados funcionales postoperatorios son muy satisfactorios
(Tabla 4.1).

Paralelamente a la evolucion de las técnicas quirurgicas, se ha modificado el momento de la inter-
vencion, de forma que hasta los anos 90 la cirugfa definitiva se realizada alrededor del afio de edad y en la
actualidad se programa a partir de los tres meses (Julia y cols, 2004; Chen y cols, 2013). A ello han contri-
buido las nuevas técnicas quirdrgicas y los progresos en anestesia y cuidados intensivos. En nuestra setie,
la mediana de edad en el momento de la intervencién quirtrgica correctora fue de casi ocho meses, redu-
ciéndose desde 15,9 meses en el primer periodo, hasta siete en el ultimo. Estos resultados coinciden por lo
referido por otros autores (Chen y cols, 2013).

Merecen especial mencion a este respecto los 10 casos registrados de TCA (23,8%). El tratamiento de
estos pacientes, a pesar de los progresos en alimentacién parenteral y enteral e innovaciones de las técnicas
quirdrgicas, sigue constituyendo un reto para el cirujano (Nufiez y cols, 2001; Marquez y cols, 2009;

Moore, 2012a). Estos enfermos suelen precisar un estoma y lo aconsejable es mantenerlo un intervalo varia-
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ble entre 12 y 24 meses para que el intestino madure y las heces sean espesas. Cuando esto sucede se puede
realizar el descenso del estoma sin riesgo de graves complicaciones (Dodero y cols, 2001). Sin embargo, en
casos con afectacion ileal extensa, como sucedi6é en 8 pacientes de nuestra serie, es necesario utilizar otras
técnicas. Entre ellas destaca la descrita por Boley (Boley, 1984), en la que se practica una anastomosis entre el
fleon normal y un segmento de colon derecho agangliénico en posicion aperistaltica para frenar la motilidad
intestinal e incrementar la absorcién intestinal de agua y electrolitos (Marquez y cols, 2009). Se finaliza la
intervencién con el pull-throngh del lleon gangliénico. Esta técnica requiere unos cuidados postoperatorios
especiales dirigidos a la prevencion de la enterocolitis (irrigaciones rectales con suero fisiolégico, desconta-
minacién digestiva e inhibidores de la motilidad intestinal como loperamida) tal como ha sido publicado por
nuestro grupo previamente (Nufiez y cols, 2001 y Nufiez y cols, 2005). En nuestro caso, los resultados fun-
cionales obtenidos con esta técnica se pueden considerar muy satisfactorios (Tabla 4.1), como demuestran
los 3 pacientes entre estos casos que tienen una funcion intestinal normal.

El 53,6% de los pacientes presenté alguna complicacién precoz (enterocolitis, dermatitis perianal o
necesidad de reintervencién quirdrgica), porcentaje similar al comunicado en otras series (Chen y cols,
2013). Respecto a las complicaciones tardias, la incidencia de estrefiimiento postoperatorio y soling en
nuestra serie (14,6% y 4,9% respectivamente) también se asemeja a la referida por otros autores (Pini Pra-
to y cols, 2008). Asi mismo, registramos un caso de incontinencia fecal en una paciente con TCA que
precisé reintervenciéon y nuevo descenso, situaciéon en la que hay mds riesgo de dafio en el CA (Levitt y
cols, 2009). Por dltimo, la administracién intraesfinteriana (EAI) de toxina botulinica en casos de entero-
colitis cronica, segun nuestra corta experiencia (3 pacientes), y la referida por otros autores (Frykman y
Short, 2012), es muy util en el tratamiento de esta complicacion.

Todas las ostomias pudieron ser cerradas y en el momento actual todos los pacientes mantienen au-
tonomia digestiva. En conjunto, podemos reafirmar que los resultados clinicos postoperatorios mejoran

durante la infancia, adolescencia y vida adulta (Pini Prato y cols, 2008; Ieiti y cols, 2010).
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Figura 5.4: Cirugias correctoras realizadas durante los 3 intervalos de nuestro periodo de estudio.
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5.2. Justificacion del disefio de una escala predictora de la gravedad de HSCR

A pesar de que HSCR es una entidad susceptible de correccién mediante cirugfa, se asocia a com-
plicaciones graves que incluso pueden llegar a ser mortales (Pini Prato y cols, 2011). Entre las complica-
ciones preoperatorias se incluyen la sepsis, la enterocolitis y la perforacion colonica. Entre las postoperato-
rias, ademas de la enterocolitis, destacan la obstruccién intestinal por adherencias, las fugas anastomoéticas,
la estenosis anal, la fistula enterocutanea, el estrefiimiento y el fallo de medro. Estas complicaciones fueron
reconocidas por primera vez por Swenson y Fisher en 1959, y descritas en detalle posteriormente por Bill
y Chapman (Swenson y Fisher, 1959; Bill y Chapman, 1962). Posteriormente se consider6 HAEC como
un sindrome clinicamente diferente, definido por fiebre, diarrea, distension abdominal, dolor célico, letat-
gia y diarrea sanguinolenta. Debido a los avances en el manejo de esta entidad, la incidencia de HAEC ha
descendido en las ultimas décadas. Sin embargo, ain hoy, es la complicacién mas temida de HSCR (Pon-
tarelli y cols, 2013). Algunos autores han encontrado relacién entre el desarrollo de enterocolitis preopera-
toria y el prondstico funcional y los resultados quirargicos a largo plazo (Murthi y Raine, 2003, Menezes y
Puri, 2000), y globalmente es considerada la principal responsable de su morbimortalidad, que se estima
entre el 1-10% (Pini Prato y cols, 2011).

Ademis de tener un elevado indice de sospecha sobre esta entidad en los recién nacidos que cursen
con signos y sintomas de alarma, nuestro grupo de trabajo considera fundamental evaluar desde el momento
de la sospecha diagnéstica, la presencia de factores de riesgo que alerten de un curso complicado. A pesar de
que tradicionalmente se ha relacionado la gravedad de la enfermedad con la longitud del aganglionismo, es
conocido que influyen otros muchos factores, como demuestra el hecho de que pacientes con la misma ex-
tensién tienen, con frecuencia, un curso muy distinto. Asi, el comportamiento clinico de HSCR varfa am-
pliamente de un enfermo a otro. Identificar precozmente a los casos graves permitirfa realizar un manejo
intensivo de estos pacientes que evite la aparicion de complicaciones y mejore su prondstico.

Sin embargo, no disponemos de una herramienta eficaz a este respecto, y responder a esta cuestién
resulta un reto en la practica diaria. Para afrontar estas situaciones, a menudo se recurre a sistemas de pun-
tuacién o escalas, destinadas a analizar diferentes situaciones clinicas, definiendo de forma precisa los distin-
tos niveles de gravedad de un proceso patolégico o su prondstico vital y disminuyendo asi el componente de
informacién subjetiva. Las escalas permiten comparar el funcionamiento entre diferentes centros y aportar
estrategias de manejo. Traducen de forma numérica situaciones clinicas complejas, facilitando la creaciéon de
un campo comun para la comparacion asistencial permitiendo ademas asignar recursos, realizar ensayos
clinicos, evaluar tratamientos y favorecer la comunicacion entre la comunidad cientifica. La facies hipocratica
es probablemente la primera descripcion conocida de los criterios de gravedad de un paciente. Sin embargo,
la era de las escalas de gravedad y prediccién de mortalidad comenzé en 1953 cuando Virginia Apgar propu-
so el test de valoracion del bienestar del neonato al nacimiento que lleva su nombre.

De una forma simplista, podrian clasificarse las escalas en dos grupos:

- de salud: en ellas cuanto mayor es la puntuaciéon obtenida, mayor es el grado de salud y bienestar
del paciente. Un ejemplo de este grupo es el score de Glasgow, la escala mas utilizada para valoracion del

nivel de consciencia.
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- de enfermedad: en las que cuanto mas elevada sea la puntuacion, mayor es la gravedad del proceso
que se evalua. En este grupo encontramos numerosos ejemplos ampliamente difundidos en la practica
habitual, como son los criterios de Taussing-Westley para la laringitis aguda o el score de Boyer para la pre-
decir la etiologia bacteriana de una meningitis aguda.

Una planificacion ideal serfa aquella que mantuviese una misma filosofia para su interpretacion, va-
lorando la normalidad y la calidad de salud con puntuaciones ascendentes, y la enfermedad o mayor gra-
vedad de la misma con puntuaciones descendentes. Sin embargo, por su extraordinaria utilidad en el mo-
mento actual se han impuesto las escalas ascendentes en ambos escenarios.

La escala de gravedad de HSCR que proponemos, que podtriamos clasificar como de enfermedad y
puntuacion ascendente, esta basada en datos clinicos faciles de recabat en los primeros momentos desde el
diagnostico, tales como los antecedentes familiares, el momento de evacuacion de meconio o la forma de
presentacion de la enfermedad. Otros de los factores valorados se obtendrian en el momento de la prime-
ra exploracion fisica, como los sindromes o malformaciones asociadas y los hallazgos del tacto rectal. En
la evolucién inmediata a menudo se puede conocer si el paciente responde adecuadamente al tratamiento
médico preoperatorio, o si por el contrario precisa la realizaciéon de una derivacién digestiva, y habitual-
mente se dispone de una prueba de imagen que permita planificar adecuadamente la cirugfa correctora y
proporcione informacion sobre la extensién del aganglionismo.

Nuestro grupo decidié no incluir la edad al diagnéstico en la escala de gravedad debido a que en la
literatura se comunican resultados contradictorios respecto al impacto de esta variable: si bien algunos
autores han referido un mayor riesgo de HAEC en los pacientes diagnosticados mas alld de la primera
semana de vida respecto a los neonatos diagnosticados en los primeros dias de vida (Teitelbaum y cols,
1988; Lee y cols, 2012), otros han encontrado que la mayor edad al diagnéstico de HSCR disminuye el
riesgo de enterocolitis (Haricharan y cols, 2008b).

A través de la valoracién los aspectos previamente descritos, podremos seleccionar de forma senci-
lla los pacientes con mayor riesgo de presentar un comportamiento clinico grave. En estos casos serd ne-
cesario informar adecuadamente a la familia sobre la aparicién de posibles complicaciones y realizar un
seguimiento clinico estrecho, intensificando los cuidados médicos pero sin demorar la realizacién de os-
tomias cuando sea necesario. Teniendo en cuenta estas medidas, podremos disminuir el nimero de pa-
cientes que desarrollan una situacién de enterocolitis grave o una perforacién coldnica, principales causas

de mortalidad y secuelas a largo plazo.

5.3. Validez de la escala y la escala simplificada de gravedad de HSCR
Una escala puede definirse como la coleccién de items que pretenden revelar diferentes niveles de
una serie de caracterfsticas no observables directamente. Las escalas adquieren particular importancia
cuando la variable que se pretende medir es subjetiva, es decir, que tanto su definicién como sus compo-
nentes tienen un alto nivel de variabilidad.
En nuestro caso, para acercarnos a la correlacién fenotipo-genotipo de HSCR, fue preciso definir
las categorias de HSCR a este respecto, para lo cual establecimos una definicién en enfermedad grave y

diseflamos una escala que pudiera identificar a estos pacientes.
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Asi, en este proyecto de tesis se propone una escala que ha demostrado validez prondstica al ser
aplicada retrospectivamente a nuestra cohorte de pacientes HSCR. En ella, se evaluaron parametros rela-
cionados con el curso de la enfermedad encontrando diferencias significativas entre los subgrupos de pa-
cientes que cumplieron criterios de enfermedad grave y no grave, en cuanto a la presencia de sindromes o
malformaciones asociadas, la evacuacién de meconio, el resultado del TR, la extensién del aganglionismo,
la efectividad del nursing y los hallazgos del EC. En la clasificacién habitual que categoriza los test de
diagnostico en funcion del AUC, la escala se clasificarfa como muy buena, al superar la estimaciéon puntual
del AUC el valor de 0,9. El estudio estadistico permiti6, ademas, establecer que las variables “sindromes o
malformaciones asociadas”, “evacuacién de meconio” y “extensioén del aganglionismo”, son las idoneas
para explicar la variable gravedad. De este modo, encontramos que una escala basada en estas 3 variables,
y que denominamos simplificada para distinguirla de la anterior, se relacionaba significativamente con la
gravedad (p = 0,001; OR = 4,5; 95% IC OR: 1,88-10,84). De nuevo, en la clasificacién habitual de los test
de diagnéstico en funcién del AUC, se clasificaria como muy buena, al superar la estimacién puntual del
AUC el valor de 0,9.

Esta escala simplificada podria ser considerada como una alternativa valida a la anterior y mas
facilmente aplicable en la practica clinica respecto a la original, aspectos que la convierten en la herramien-
ta adecuada para satisfacer nuestro primer objetivo.

Como posible limitacién al disefio del presente trabajo destacamos el extenso periodo de estudio,
que incluyé pacientes pertenecientes a 3 décadas distintas. Durante el mismo, las decisiones terapéuticas
fueron consensuadas entre el equipo médico y quirargico ajustandose a los significativos cambios ocu-
rridos a lo largo de estos afios pero utilizando siempre el abordaje menos invasivo posible. Comparando
las 3 décadas mediante el test de Kruskal-Wallis, obtuvimos diferencias significativas en cuanto al nime-
ro de procedimientos quirirgicos por paciente realizados, que disminuy6 a lo largo del tiempo, pero no
en lo que concierne al tiempo de hospitalizacién o los episodios de enterocolitis (Tablas 5.1. y 5.2). Por

ello, consideramos que nuestra definicién de caso grave puede ser aplicada a toda la cohorte.

Tabla 5.1: Comparacién de 2 variables que definen el comportamiento grave de HSCR en los 3 periodos.
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Periodo 1 (n = 10) Periodo 2 (n = 12) Periodo 3 (n = 19)
Variable Media = SD Media + SD Media = SD P
(mediana; IQR) (mediana; IQR) (mediana; IQR)
N° de cirugias/paciente 2,3 £ 1,57 (3;2) 1,75 £ 0,97 (2;1) 1,26 £ 0,73 (1;0) 0,025*
Hospitalizaciéon en los 2 77,5 + 64,62 107,3 * 88,87 69,9 + 839
. - . . 0,269
primeros afios de vida (dias) (73,5; 96) (65;169) (3075)

*Test de Kruskal-Wallis. Las diferencias significativas se encuentran entre los periodos 3 y 1.
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Tabla 5.2: Comparacion de la variable “episodios de enterocolitis” en los 3 periodos del estudio.

Periodo de estudio
Episodios de enterocolitis
Recuento (% dentro del periodo) 1 2 e Total
No 9 (90%) 6 (50%) 13 (65%) 28 (66,7%)
Si 1 (10%) 6 (50%) 7 (35%) 14 (33,3%)
Total 10 (100%) 12 (100%) 20 (100%) 42 (100%)

Test exacto de Fisher: p = 0,4604

Por otra parte, aunque la escala se desarroll6 a partir de datos de las 3 décadas, decidimos estudiar la
validez de la escala simplificada aplicindola exclusivamente a los datos del dltimo perfodo. Comprobamos
que la clasificacion obtenida estaba de acuerdo con la verdadera situaciéon del paciente en cuanto a grave-
dad de la enfermedad, al mostrar una sensibilidad del 100% (todos los casos que cumplieron los criterios
de enfermedad grave fueron identificados correctamente usando la escala) y una especificidad del 92,3%
(12 de los 13 casos que no cumplieron estos criterios, y por tanto, no graves, fueron correctamente clasifi-
cados, Tabla 5.3).

De nuevo, esto nos permite considerar que el valor de nuestra escala ha permanecido estable a pesar

de los significativos cambios del abordaje médico-quirdrgico sufridos a lo largo del periodo de estudio.

Tabla 5.3: Aplicacion de la escala de gravedad simplificada a los pacientes de la ultima década.

Variables Casos clasificados como graves x(llssgorz‘crflzzstsiﬁcados como Total

Puntuacion en la escala > 5 6 1 7
Puntuacion en la escala <5 0 12 12
Total 6 13 19

5.4. Estudio genético de la cohorte HSCR

5.4.1. Analisis de mutaciones en la secuencia codificante del proto-oncogén RET
en pacientes HSCR

El proto-oncogén RET codifica para un receptor tirosin-kinasa que se expresa en una amplia vatie-
dad de neuronas del SNP (neuronas entéricas, sensoriales y simpaticas), el SNC y el sistema excretor du-
rante el desarrollo embrionario (Asai y cols, 2000). Por ello, no sorprende que mutaciones en este gen sean
responsables de diferentes enfermedades, como MEN2A, MEN2B, FMTC y HSCR (Tam y Garcfa-
Barcelo, 2009). Sin embargo, mientras que la aparicién de MEN2A, MEN2B y FMTC se atribuye a muta-
ciones germinales especificas en RET que lo activan llevando a una dimerizacién y a una activacion consti-
tutiva del receptor, la hipotesis mas aceptada para las mutaciones asociadas a HSCR es la haploinsuficien-
cia o pérdida de funcién (Amiel y cols, 2008). De esta forma, estas mutaciones asociadas a HSCR pueden

ser clasificadas segiin su mecanismo funcional en cinco clases:
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- Clase 1: las mutaciones localizadas en los dominios Cadberin-like han sido asociadas a una interrupcioén
de la maduracion de RET y su traslocacion a la membrana plasmatica (Arighi y cols, 2005, Kashuk y cols,
2005, Asai y cols, 2000, Plaza-Menacho y cols, 2000). Las cadherinas comprenden una larga y divergente
superfamilia caracterizada por la arquitectura de sus dominios, la estructura genética y las relaciones filo-
genéticas. La regién extracelular de las cadherinas esta formada por un nimero variable de médulos de
unos 110 residuos aproximadamente, compartiendo todos ellos una secuencia consenso y frecuentemente
la presencia de un sitio de unién a calcio entre los dominios. En el caso del receptor RET, en la region
extracelular presenta 4 dominios Cadherin-like con un punto de unién a calcio entre los dominios 2 y 3
(Anders y cols, 2001). Kashuk y cols demostraron mediante estudios 7 sé/ico que la secuencia del dominio
extracelular estd poco conservada en la evoluciéon mostrando una identidad de secuencia interespecies del
13-20% (Kashuk y cols, 2005). Esta aparente falta de conservacién podria sugerir una tolerancia a las susti-
tuciones aminoacidicas en el dominio extracelular. Sin embargo, este tipo de eventos en los dominios Cad-
herin-like conducen a una ubiquitilacién y a la eliminacién de la proteina RET por la via de degradacién
asociada al reticulo endoplasmatico (Kjaer e Ibafiez, 2003, Hirsch y cols, 2009). Esta eliminacién puede ser
parcial o total como se ha demostrado con distintas mutaciones asociadas a HSCR (Kjaer y cols, 2010). La
consecuente reduccién a nivel de superficie celular de RET previene a las neuronas que lo expresan de
responder a factores migratorios de la parte distal del intestino en desatrollo, siendo su déficit el principal
factor responsable del desarrollo de HSCR (Heanue y Pachnis, 2007). En el presente trabajo se ha identifi-
cado 2 mutaciones en los dominios Cadberin-like, (p. Thr315Pro y p.Gly423Arg). Estas mutaciones no
habfan sido previamente descritas en la literatura en el momento de la realizacién del estudio y las herra-
mientas 7 silico aplicadas predecian efecto patogénico para ambas (Figura 5.5). Hoy dia la mutacién
p-Thr315Pro solo ha sido descrita por nuestro grupo (Nufiez-Ramos y cols, 2017), mientras que a la muta-
cion p.Gly423Arg le ha sido adjudicado un rs, con una frecuencia poblacional de 0,0008%
ref.cgi?type=rs&1rs=767601598).

- Clase 2: las mutaciones localizadas en el dominio rico en cisteinas son mutaciones asociadas a
MEN2A/FMTC y que en algunas ocasiones dan lugar también al fenotipo HSCR. Consisten en la sustitu-
cién de una de las cisteinas clave de este este dominio (Cys609, Cys611, Cys618 y Cys620) por otro Aa dife-
rente. Se ha descrito que el reemplazo de uno de esos residuos de cisteina provoca la pérdida de un puente
disulfuro intramolecular y por tanto se facilita la formacién de puentes disulfuro intermoleculares entre dos
receptores RET mutados, produciendo de esta forma una activacion constitutiva del receptor (Plaza-
Menacho y cols, 2006). Sin embargo, estudios funcionales 7 vifro han demostrado que estas mutaciones tam-
bién conducen a una reduccién del nimero de receptores RET maduros en la supetficie celular (Chappuis-
Flament y cols, 1998, Takahashi y cols, 1999). De esta forma, una tnica mutacién en una de esas cisteinas
tendria efectos “opuestos” dependiendo de la célula en la que se exprese: por una parte, por la reduccion de
receptores maduros en la membrana, todas las rutas dependientes de la activacién de RET durante la em-
briogénesis estarfan disminuidas, lo que dificultaria la proliferacién y la migracion de las neuronas entéricas al
intestino en desarrollo. Por otra parte, la dimerizacién y consiguiente activacién constitutiva de RET, indu-

citfan la proliferacion de las células C tiroideas después del nacimiento (Asai y cols, 2006). Estos hechos ex-
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plican la razén de la alta incidencia (20-50%) de ambos fenotipos, HSCR y MEN2, en individuos con una
mutacion en p.Cys620 (Mulligan y cols 1994, Biitter y cols, 2007, Moore y Zhaal, 2010).

En nuestra cohorte de pacientes HSCR hemos identificado 3 variantes en la region rica en cisteinas
(p-Asp567Asn, p.Gly607Glyfs*32 y p.Ser536Phe). Ninguna de ellas implica a las cisteinas principales y no
habfan sido previamente descritas en el momento de realizaciéon del estudio, prediciéndose bioinformati-
camente un efecto deletéreo para todas ellas (Figura 5.5). Actualmente la mutacién p.Asp567Asn tiene
adjudicado un rs, se ha reclasificado como posiblemente benigna y se ha descrito para ella una frecuencia

poblacional de 0,02% (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?type=rs&rs=147219360). Las otras

dos mutaciones solo se han descrito en la publicacién del presente trabajo (Nufiez-Ramos y cols, 2017).
- Clase 3: las mutaciones localizadas en el dominio tirosin-kinasa resultan en una reduccién de la actividad
catalitica del receptor. El dominio tirosin-kinasa de RET es homodlogo a otras tirosinas kinasas y se piensa
que su activacion depende de una reaccion de transfosforilacion entre dos moléculas de RET adyacentes
(Runeberg-Roos y Saarma, 2007). La afectacién de este dominio conducitfa a una disminucién en la efi-
ciencia de todas las rutas dependientes de RET. En nuestro caso hemos encontrado 2 mutaciones en este
dominio: p.Arg982Cys y p.Ser829Gly (Figura 5.5).

La mutacién p.Arg982Cys fue identificada en 3 pacientes de nuestra cohorte. Esta variante habia si-
do encontrada en diversos casos HSCR y también en algunos individuos controles (Svensson y cols, 1998,
Sancandi y cols, 2000). Ademads, aunque los estudios 7 si/ico predicen un efecto patogénico, Pasini y cols,
demostraron mediante estudios funcionales que no altera la actividad tirosin-kinasa de la proteina. Estos
hechos parecen indicar que esta variante mas que una mutacion patogénica es un polimorfismo raro pre-
sente en la poblacién, que en todo caso podtia tener un efecto sutil en la aparicién del fenotipo. Por tanto
hoy dia no se tiene total certeza de la patogenicidad de esta variante, pues hasta un 3% de la poblacién

1Ptype=rs&rs=17158558).

espafola la porta (https:
En cuanto a p.Ser829Gly, no habia sido descrita en el momento del estudio, aunque actualmente
tiene asignado un rs, con una frecuencia poblacional del 0,003% y se ha catalogado como se significado

clinico incierto (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?type=rs&rs=113005278).

- Clase 4: mutaciones en el extremo carboxi-terminal producen la interrupcién de la via de sefializacién
asociada a la tirosina ubicada en la posicién 1062 (Tyr1062) (Asai y cols, 20006). Esta tirosina representa un
sitio de unién para las numerosas proteinas adaptadoras y efectoras que son importantes para la activacion
de vias de sefializacién intracelulares como las vias RAS/ERK, PI3K/AKT y Jun (Asai y cols, 1996,
Arighi y cols, 1997, Geneste y cols, 1999, Jijiwa y cols, 2004). Asi, se ha observado que al cambiar la tirosi-
na 1062 por fenilalanina hay un descenso marcado de la unién de la molécula She y una reduccion drastica
de la actividad biolégica de RET (Asai y cols, 1996). Del mismo modo, se ha visto que mutaciones en los
Aa adyacentes también impiden la unién de Shc y producen una pérdida parcial de la funcién de RET
(Geneste y cols, 1999). En el presente estudio no se han identificado mutaciones que afecten al residuo
pTyr1072. Solo se ha identificado una mutacion frameshift en esta regioén, descrita por primera vez en nues-

tro grupo (p.Pro1049Serfs*8) (Figura 5.5) (Nufiez-Ramos y cols, 2017).
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Figura 5.5: Variantes de RET identificadas en este estudio y el efecto funcional segin
su localizacion en los distintos dominios de la proteina.

- Clase 5: mutaciones localizadas en regiones reguladoras que disminuyen la transcripcion de RET. Este
tipo de mutaciones pueden estar localizadas en regiones promotoras (5’UTR), intrénicas o en regiones
reguladoras finales (3’'UTR). Un claro ejemplo de este tipo de mutacién es la llamada variante Enbancer
(c.73+9277T>C) del intrén 1, identificada en 30 pacientes de nuestra cohorte, y que sera discutida mds
adelante en esta seccion.

De esta forma, la frecuencia mutacional del gen RET entre nuestros casos esporadicos (7 pacientes con
mutaciones de 40 casos esporadicos estudiados, 17,5%) coincide con la previamente comunicada, entre el 7 y el
20% (Amiel y cols, 2008). Entre los casos familiares identificamos una frecuencia del 100% (2 familias con
mutaciones de las 2 estudiadas), supetior a la descrita, que atribuimos al pequefio tamafio muestral.

La Tabla 5.4 recoge las mutaciones encontradas en la secuencia codificante de RET'y su clasificacion.
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5.4.2. Evaluacion de la variante Enhancer (c.73+9277T>C) de RET en pacientes
HSCR como factor de susceptibilidad

A pesar de que el proto-oncogén RET es el principal gen asociado a HSCR, el porcentaje de casos
producidos por mutaciones en su secuencia codificante es limitado. Por eso, se han invertido notables
esfuerzos en identificar otros eventos mutacionales implicados en la enfermedad, como la buisqueda de
genes alternativos o de mutaciones en secuencia no codificante.

Borrego y cols, en 1999, lograron identificar los primeros factores de susceptibilidad genéticos, no
relacionados con mutaciones codificantes en RET, descritos para HSCR, y localizados en los exones
2 (c.135G>A, p.Ala45Ala, rs1800858) y 13 (c.2307T>G, p.Leu769Leu, rs1800861) de RET. Posterior-
mente, el trazado de haplotipos basados en SNPs y el analisis de los resultados mediante Transmission Dise-
guilibrinm Test y Linkage Disequilibrinm mapping permitié la caracterizacién de un haplotipo genético clara-
mente ligado a la aparicién de HSCR (Botrego y cols, 2003; Fernandez y cols, 2005). Dichos resultados
permitieron desarrollar el concepto de “alelos de baja penetrancia” en el origen de HSCR. En base a estos
hallazgos, un estudio para refinar el intervalo de la secuencia de RET asociado a la enfermedad, logré
identificar un dominio conservado con potencial funcién reguladora de la transcripcion (Enbancer-like),
situado entre las kilobases 9 y 10 del intrén 1 (Emison y cols, 2005). Dentro de este dominio, la variante
c.73+9277T (£32435357) ha mostrado ser un factor de susceptibilidad genético con una contribucién a la
apariciéon de HSCR, 20 veces mayor que las mutaciones codificantes (Emison y cols, 2005). El Consorcio
Internacional para la enfermedad de HSCR (ICHSCR) demostr6é que esta variante tiene un efecto funcio-
nal per se, capaz de reducir la habilidad del factor de transcripcion SOX10 para unirse al dominio Enbancer-
like, y disminuir la transcripcién del proto-oncogén RET (Emison y cols, 2010). La asociacién de esta
variante a la enfermedad ha sido comprobada en todas las poblaciones estudiadas (estadounidense, china y
europea) (Emison y cols, 2010).

Entre los 42 pacientes de la serie, la variante fue detectada en 30 de ellos, siendo mds frecuente en
el subgrupo clasificado como no grave por la escala (76,9% vs 66,7%, p = 0,713). Interpretamos que este
resultado puede estar relacionado con el mayor nimero de casos esporadicos en este grupo, de forma que
si excluimos los casos familiares, que mayoritariamente se asocian a mutaciones en la secuencia codifican-
te, encontramos el mismo porcentaje de pacientes portadores de la variante Enbancer en los grupo grave

(20 de 26 pacientes) y no grave (10 de 13 pacientes).

5.4.3. Exclusion de mutaciones en el proto-oncogén RET asociadas a MEN 2

La incidencia de MEN 2A/FMTC en los pacientes HSCR estima entre el 2,5 y el 5% (Moote y cols,
2008a; Olivares Mufioz y cols, 2012; Virtanen y cols, 2013). En todos los casos, las mutaciones se localizan
en el ex6n 10 de RET (codones Cys609, Cys611, Cys618 y Cys620) y originan la sustitucion de una cisteina
por otro Aa en el dominio extracelular de la protefna (Moore y cols, 2008a; Olivares Mufioz y cols, 2012).
Por una parte, a nivel embrionario esas mutaciones originan un pérdida de funcién del receptor al verse afec-
tada su localizacion en la membrana plasmatica, dando lugar al fenotipo HSCR. Por otra, ya en la etapa adul-
ta, originan una ganancia de funcién causada por una activacién constitutiva, dando lugar a una anormal

proliferacion celular y a los procesos neoplasicos (Biitter y cols, 2007; Moote y cols, 2008a).
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Dado que la penetrancia de estas mutaciones para el carcinoma medular de tiroides es completa (un
paciente portador de mutacion tiene un riesgo del 100% de desarrollar el tumor), la tiroidectomia profilac-
tica es el unico tratamiento eficaz (Nozhat y Hedayati, 2016). Por ello, nuestro grupo, de acuerdo con
otros autores, defiende el analisis molecular del proto-oncogén RET como parte del protocolo de manejo
de los pacientes HSCR, especialmente los exones en los que se ubican mutaciones asociadas a MEN 2
(Moote y Zaahl, 2009b).

En nuestra cohorte identificamos 8 variantes en el proto-oncogén RET. De ellas, s6lo una se situa-
ba en un exén de los considerados de riesgo (paciente 18, exén 10). Dado que no implicaba el cambio de

una cisteina por otro aminoacido, no fue preciso tomas medidas profilacticas a este respecto.

5.4.4. Analisis molecular de EDNRBy EDN3 en pacientes HSCR

El rastreo mutacional de EDINRB en nuestra serie de pacientes HSCR revel6 una unica mutacién
en heterocigosis en un caso aislado y esporadico de TCA (c.1169delC) que origina un codén de parada
prematuro. Esto representa una frecuencia mutacional para EDNRB del 2,4%, algo inferior a la descrita
en la literatura (Amiel y cols, 2008). No se identific6 ninguna variante de secuencia patogénica en la se-
cuencia de EDN3. Esto concuerda con lo que se conoce sobre la contribucién de este gen como respon-

sable del fenotipo HSCR aislado, para el que se ha comunicado un baja frecuencia mutacional en otras

series HSCR (Zhou y cols, 2000).

5.4.5. Anailisis molecular del gen SOX10 en pacientes WS4

El gen SOXT70 codifica para un factor de transcripcién que participa en el desarrollo del SNE, in-
terviniendo en la diferenciacién de las células pluripotenciales de la CN hacia glfa, neuronas del SNP, neu-
ronas entéricas y melanocitos de la piel y del oido, entre otros tipos celulares.

En el presente trabajo se realizé estudio del gen SOX70 en los 3 pacientes que cumplieron criterios
clinicos de sindrome de W84 identificindose mutacién causal en 2 de los casos (Tabla 4.9).

Estas mutaciones generaron la apariciéon de un codén de parada prematuro en SOX10
(p-Thr370Serts*38 y p.His306Thrfs*5). Este tipo de mutaciones nonsense, presentes en los exones del ex-
tremo 3°, representan la causa molecular responsable del fenotipo en la mayorfa de los casos. Asi mismo,
la severidad del fenotipo, en cuanto a presencia o ausencia de manifestaciones neurolégicas, viene condi-
cionada por la localizacién especifica del codon que se vea afectado (Inoue y cols, 2004; Bondurand y
Sham, 2013). En este sentido, segin diferentes estudios 7 vitro, las consecuencias funcionales de distintas
mutaciones a lo largo de la secuencia de SOX70 pueden ser muy diferentes.

La mayor parte de mutaciones sin sentido (wonsense) que afectan a los primeros exones del gen dan
lugar a pequeios ARNm aberrantes que son eliminados antes de ser traducidos mediante el mecanismo
celular Nonsense-Mediated mRINA Decay NMD-mRNA), generando haploinsuficiencia responsable del feno-
tipo WS4 (Hilleren y Parker, 1999; Inoue y cols, 2004; Verheij y cols, 20006). Sin embargo, la presencia de
mutaciones en el exén 5 o final del exén 4, que afectan al dominio de transactivacion de SOX10, podrian
dar lugar a ARNm aberrantes capaces de escapar de este mecanismo de protecciéon celular, mostrando un
efecto negativo al competir por la unién del promotor con aquellas proteinas normales, y dando como

resultado fenotipos mas agresivos como el observado en PCWH (Inoue y cols, 2004). El hipotético limite
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que se ha establecido para que se produzca este evento es a partir de posiciones proximas al codén 234,
donde se ha descrito que la mutacién p.Gln234X da como resultado una proteina truncada muy proba-
blemente responsable del fenotipo PCWH (Pingault y cols, 2002).

El cambio de novo ¢.915delG (p.His306Thrfs*5) identificado en el paciente n® 23 (Tabla 4.1) se ajus-
tarfa a esta hipotesis. Ademas, esta delecion ya habia sido asociada anteriormente (Vifiuela y cols, 2009) al
fenotipo PCWH, apoyando la correlacién genotipo-fenotipo para esta mutacién en concreto. También
cabe mencionar que la presencia de deleciones completas en SOXT70, descritas en pacientes que presenta-
ban el sindrome PCWH, indica que pueden existir mecanismos adicionales al de NMD-mRNA que
podrian explicar esta variabilidad fenotipica (Bondurand y cols, 2007).

Un escenario completamente diferente se observa en el caso de la mutacién identificada en el pa-
ciente n° 28 (Tabla 4.1), ¢.1107_1108insGCTGGGGCCCCCACACTAC. En este caso no se trata de una
variante de novo, sino que es una mutacion heredada que resulta en 3 fenotipos distintos a lo largo de 3
generaciones diferentes: hipopigmentacién extensa en la abuela materna (Figura 4.8), sordera en la madre y
WS4 en el caso indice. Hasta la fecha se han descrito pocos casos familiares de WS4 (Pingault y cols, 1998;
Southard-Smith y cols, 1999) mostrando una gran variabilidad en el fenotipo. En estas familias, la pene-
trancia de cada rasgo es incompleta, dando lugar en algin caso a fenotipos que carecen de los signos car-
dinales de WS (Pingault y cols, 2010). La ausencia de grandes familias afectadas impide el estudio de la
correlaciéon genotipo-fenotipo, por lo que no es facil explicar la relacion que pueda existir entre las muta-
ciones encontradas y el fenotipo observado. Podriamos hipotetizar que el mosaicismo explica el hecho de
que padres sanos porten las mismas mutaciones que sus hijos afectos y por tanto, sea el responsable de la
penetrancia incompleta de alguna de sus manifestaciones (Pingault y cols, 2010). Sin embargo, en el caso
familiar que describimos en el presente proyecto de tesis, esta hipdtesis queda descartada ya que la muta-
cién esta presente en la linea germinal de tres generaciones consecutivas. La explicacién mas plausible para
justificar las diferencias en el fenotipo encontradas en los 3 miembros de esta familia, portadores de la
misma mutacién ¢.1107ins19, serfa la existencia de otros eventos moleculares en genes o regiones regula-
doras no identificadas hasta el momento, que actuarian ejerciendo un efecto modificador del fenotipo.

Basandonos en esta hipétesis se decidié estudiar la presencia de la variante Ewhancer de RET
(c.73+9277T>C), para evaluar su posible participacién en la manifestacién del fenotipo a nivel entérico.
Dicha variante se encuentra en un dominio que se ha demostrado como uno de los principales reguladores
de la expresion de RET, potenciandola especificamente en el SNE (Grice y cols, 2005). Sin embargo, nin-
guno de ellos portaba dicho cambio, lo cual esta en concordancia con hallazgos previamente descritos que
reportan que la frecuencia del alelo ¢.73+9277T no es significativamente diferente en pacientes con WS4
(De Pontual y cols, 2007). También se analiz6 la secuencia codificante de los genes EDN3 y EDNRB, ya
que WS4 se ha visto también asociado alteraciones en estos genes, pero en ninguno de los casos se identi-
ficaron mutaciones. Esto evidencia la necesidad de buscar nuevos genes y eventos reguladores que puedan

estar relacionados con la enfermedad.
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5.5. Asociacion entre fenotipo grave y resultados del estudio molecular

Una vez constatado que HSCR se manifiesta con gravedad variable, y diseflada la escala que permite
identificar precozmente los pacientes con riesgo de presentar un comportamiento mas grave, nos dirigi-
mos a los resultados del estudio molecular en nuestra serie para intentar establecer si existe correlacion
entre el genotipo y la presentacion clinica. Asi, de forma global encontramos que mas de la mitad de los
pacientes que cumplieron criterios de gravedad presentaron variaciones en la secuencia codificante de los
genes estudiados (8 de los 15 pacientes, 53,3%) frente a 4 de 26 (15,3%) del no grave (Test exacto de Fis-
her, p = 0,015). Estos 12 pacientes se encuentran recogidos en la Tabla 5.5.

La mutacion p.Arg982Cys en el proto-oncogén RET fue identificada en 3 pacientes de nuestra co-
horte. Esta variante ha sido encontrada en diversos casos HSCR y también en algunos individuos contro-
les (Svensson y cols, 1998, Sancandi y cols, 2000), hallazgo acorde con estudios funcionales que previa-
mente han demostrado que no altera la actividad tirosin-kinasa de la proteina. Curiosamente, los 3 casos
en los que se identifico esta variante (n® 10, 35 y 36) presentaban distintos fenotipos (L-HSCR, TCA y S-
HSCR respectivamente), lo que cuestiona la posibilidad de establecer una relacion entre esta mutacion y la
extensién de la enfermedad. Sin embargo, los 3 pacientes cumplieron nuestros criterios de gravedad, lo
que refuerza el cardcter poligénico y multifactorial de la misma, de modo que, en presencia de otros facto-
res genéticos y ambientales, la variante identificada puede condicionar la aparicién de una enfermedad de
curso grave, independientemente de la extension del aganglionismo.

Otros grupos de trabajo han intentado acercarse a la correlacién genotipo-fenotipo investigando la
relacion entre multiples mutaciones en RET' y el comportamiento clinico de HSCR. Asi, en un estudio en
el que se identificaron polimorfismos y mutaciones patogénicas en la regiéon codificante de RET
(p-Asp489Asn, p.Leu769Leu y p.Val778Asp), los autores sugieren que la combinaciéon de varios de ellos
puede asociarse a la gravedad de la enfermedad, como demuestran al describir un caso de HSCR con feno-
tipo TCA con triple variacién en RET evolucioné a éxztus (Ishii y cols, 2013). Entre nuestros casos destaca
un paciente con fenotipo TCA que cumpli6 los criterios de gravedad, en el que coincidian 2 mutaciones
(paciente n°35, Tabla 5.4). Una de las mutaciones encontradas (c.1699G>A; p.Asp567Asn), recientemente
clasificada como benigna, fue también identificada, pero como evento molecular unico, en otro paciente
de la serie clasificado como no grave y con fenotipo S-HSCR (caso n® 12, Tabla 5.4). Este hallazgo podria
reforzar el argumento previamente expuesto, de forma que la coincidencia de mas de una variante en la se-
cuencia codificante de RET, podtia estar relacionada con una mayor gravedad en el curso de la enfermedad.

Otro aspecto a destacar es que la mayoria de las mutaciones frameshift se agruparon en el subgrupo
de gravedad (4 de los 5 casos; 2 identificadas en el proto-oncogén RET, 1 en EDNRB y otra en SOX70).
Esto no sorprende si consideramos las implicaciones de este tipo de cambio en la secuencia de ADN. Las
mutaciones frameshiff, también llamadas de desfase o cambio del marco de lectura, son inserciones o dele-
ciones de uno o mas pares de bases en nimero no multiplo de 3, que, ain sin afectar en gran medida a la
secuencia de bases, cambian la forma en que se leen los tripletes, por lo que producen una alteracién im-
portante de la proteina. Para todos nuestros casos estas inserciones o deleciones tuvieron como efecto la

aparicion de un codén de terminacion prematuro. Este tipo de mutaciones suelen producir un considera-
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ble acortamiento de la proteina y habitualmente se ve afectada dramaticamente su estructura tridimensio-
nal, su estabilidad y su funcién, por lo que es esperable el impacto en el fenotipo encontrado en nuestros
pacientes (1 caso de L-HSCR y 3 casos de TCA).

En concreto, en el estudio molecular del gen SOX70 en los casos WS4, las dos mutaciones identifica-
das generaron la aparicion de un codén de parada prematuro en la proteina (p.Thr370Serfs*38 vy
p-His306Thtfs*5), siendo responsables de dos fenotipos diferentes: WS4 y PCWH. De acuerdo con el mode-
lo de actividad dominante negativo de la proteina truncada descrito previamente, el cambio de n#ovo ¢.915delG
(p-His306Thrfs*5) identificado en el paciente n® 23 se ajustarfa a esta hipotesis y explicaria la aparicion de un
fenotipo mas agresivo, con alteracion difusa de la mielinizacién y un marcado retraso psicomotor.

Sin embargo, en el paciente n° 28, a diferencia del resto de mutaciones localizadas dentro de la re-
gién 3 del gen, no se identificé clinica neuroldgica. En este caso, la insercién de 19 nucledtidos,
¢.1107_1108insGCTGGGGCCCCCACACTAC, generaba una alteracién de la pauta de lectura a partir de
la posicién aminoacidica 370, y un codén de parada prematuro 38 residuos después. En casos similares en
los que se afiaden largas colas de Aa, como es el caso de la mutacion ¢.780delG (p.Arg261Alafs*25) o
c.1077_1078delGA (p.Glu359Aspfs*42), pero que no dan lugar a la apariciéon de manifestaciones neurolé-
gicas, se ha propuesto que la presencia de estas colas podtia afectar el correcto plegamiento de la proteina
teniendo consecuencias sobre su procesamiento proteolitico. La importancia que la secuencia de Aa tiene
en el plegamiento de proteinas reside en el equilibrio fisioldgico existente entre la forma desplegada y nati-
va de una proteina y los cambios que se produzcan sobre la misma pueden generar pequefios cambios en
la energfa libre de los estados intermediarios dentro del proceso de plegamiento de la proteina. Por tanto,
un plegamiento incorrecto produciria que la maquinaria proteolitica degradara dichas proteinas erréneas
evitando el efecto negativo dominante (Vifiuela y cols, 2009). En el caso de la mutacién p. Thr370Serfs*38,
podria estar teniendo lugar este evento, y por tanto no resultarfa en un fenotipo PCWH, aunque estudios

funcionales adicionales serfan necesarios para comprobar esta hipdtesis de forma definitiva.
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Tabla 5.5: Caracteristicas y grupo de gravedad de los pacientes con mutaciones en RET, EDNRB y SOX10.

° G Extensio Naturaleza;
N rupo Presentacion Xtensio Gen Exoén Mutacion atura e'za,
gravedad n Herencia
Aislad .2944C>T;
10 Grave s 2,1 ,O I-HSCR RET 18 ¢ ’ Missense; Paterna
Familiar p-Arg982Cys
F hift,
Aislado c.1818_1819insGGCAG; rameshy
18 Grave i IL-HSCR RET 10 Glv607Glvfs*32 nonsense,
radi :
esporadico p-Gly yfs De sovo
Aislad .1607C>T;
24 Grave s 2} ,O TCA RET 8 ¢ ’ Missense; De novo
esporadico p-Ser536Phe
F bift,
al o Aislado . RET " c3145_3146delCC; et
rave S nonsense,
v Familiar p.Pro1049Serfs*8 e
Materna
c.2944C>T;
Aislado 18 p-Arg982Cys Missense, Materna
35 G TCA RET
rave esporadico 9 c.1699G>A; Missense; De novo
p-Asp567Asn
.2944C>'T; Mi. 2
36 | Grave DS SHSCR | RET 18 N : LG
p.Arg982Cys No disponible
. Frameshift,
Aislad .1169delC;
6 | Grave o dio TCA | EDNRB | 6 SC “o0 Ae o nonsense;
espor Ser rofs
poradico P & No disponible
23| G WS4 TCA | SOX10 5 €.915delG; e
" .
ave p.His306 Thrfs*5 HOMICIE
De novo
1699G>A;
12 | No grave DS S-HSCR RET 9 ¢ ? ’ Missense; Paterna
p-Asp567Asn
Aislad 943A>C;
15 | No grave s ? ? S-HSCR RET 5 ¢ ’ Missense; Materna
esporadico p-Thr315Pro
c.1267G>A;
Aislado 7 p-Gly423Arg Missense; Paterna
21 | N S-HSCR RET
o grave esporadico 14 c.2485A>G; Missense; Materna
p-Set829Gly
. Frameshift,
c.1107_1108ins191; ’
28 | No grave WS4 S-HSCR SOXT10 5 p Thr370Serfs*38 nonsense,
Materna

Los 19 nucleétidos de la insercién corresponden a la secuencia: GCTGGGGCCCCCACACTAC.

5.6. Asesoramiento genético proporcionado a las familias participantes

El asesoramiento genético se practica siempre con cautela, teniendo en cuenta la dificultad para es-

tablecer una correlacién genotipo-fenotipo, y con los datos de patogenicidad disponibles y publicados en

el momento del asesoramiento, haciendo uso de las herramientas mas actuales pero compartiendo con las

familias las limitaciones existentes. Por todo ello, desafortunadamente, estamos aun lejos de proporcionar

un consejo genético practico. Todos los pacientes incluidos en el presente proyecto de tesis han sido valo-

rados en la consulta de Genética Clinica del Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz, recibiendo el

asesoramiento genético correspondiente derivado de los resultados obtenidos en el estudio molecular. De

los 42 pacientes reclutados, 9 presentaron variantes de secuencia en heterocigosis presumiblemente pa-
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togénicas localizadas en el proto-oncogén RET, en 2 de ellos se identificaron mutaciones en el gen

SOXT70, y en un unico caso se detecté una mutacion en EDNRB (Tabla 4.9).

5.6.1. Mutaciones en el proto-oncogén RET

De todos los genes descritos, RET es el principal gen de susceptibilidad y el primero en ser identifi-
cado tras el analisis de familias multigeneracionales en las que HSCR presentaba una forma de herencia
autosémica dominante con penetrancia parcial (Angrist y cols, 1993; Lyonnet y cols, 1993). El rastreo
molecular de RET en distintas series de pacientes HSCR ha permitido identificar mas de 100 mutaciones
asociadas a este fenotipo. Hstas mutaciones estan distribuidas por todo el gen e incluyen grandes delecio-
nes, microdeleciones, inserciones y mutaciones puntuales de cambio de sentido (wissense mutations), sin
sentido (nonsense mutations) o que afectan al proceso de corte y empalme de mRNA (splicing mutations). Sin
embargo, la penetrancia de las mutaciones asociadas a HSCR en el proto-oncogén RET no es completa,
por lo que su presencia per se en otros miembros no implica necesariamente la aparicién de la enfermedad.
Las formas esporadicas, especialmente las de segmento corto, suelen presentar un patréon de herencia
complejo aditivo en el que se requiere la confluencia de diversos eventos genéticos para la manifestacion
de la enfermedad; las formas familiares, en cambio, siguen un modelo de herencia mendeliano. Con el
objetivo de ofrecer el asesoramiento genético adecuado, los pacientes fueron clasificados en los siguientes

grupos (Figura 5.6):

/ / /

Figura 5.6: Representacion esquematica de diferentes tipos de herencia.

A. Casos aislados y esporadicos de nove. B. Casos aislados y esporadicos heredados. C. Casos aislados y familiares.
1) Casos aislados y esporadicos con mutaciones de novo: esta categoria redne a los pacientes HSCR
que no presentan sindromes o malformaciones asociadas (aislados), hijos de padres no afectos y no porta-
dores de la mutacién (no heredada o de novo). La naturaleza de novo de estas mutaciones es indicativa de su
implicacién en la enfermedad. En estos casos, el riesgo de recurrencia para hermanos del paciente es muy
bajo (<1%), aunque no puede descartarse un mosaicismo germinal en alguno de los progenitores (presen-
cia de dos o mas poblaciones celulares con diferente composicién genética) que no descartaria completa-
mente que dicha mutacién pueda transmitirse a los hijos. Por otro lado, existe un 50% de posibilidades de
que el paciente transmita la mutacién a su descendencia. No obstante, la penetrancia de las mutaciones en
RET asociadas a HSCR no es completa, si no que oscila en el 40-52%, por lo que la trasmision de esta muta-
ci6n a la descendencia no implicara necesariamente la aparicioén de la enfermedad. En nuestra serie se identi-

ficaron 3 mutaciones de novo no descritas previamente, con fenotipo L-HSCR (caso n°® 18, tipo nonsense) y

118



Discusiéon

TCA (casos n° 24 y 35, de tipo missense). En este ultimo se identificaron dos mutaciones en RET, una de
novo y otra heredada por via materna.

2) Casos aislados y esporadicos con mutaciones heredadas: esta categoria retne a los pacientes
HSCR que no presentan sindromes o malformaciones asociadas (aislados), hijos de padres no afectos pero
portadores de la mutacién (heredada). Este modelo de herencia se explica por la baja penetrancia de las mu-
taciones, por lo que su presencia per se en otros familiares no supone necesariamente la manifestacion del
fenotipo. Ademas hay que tener en cuenta que el desarrollo de nuevas metodologias y ensayos funcionales
que permiten evaluar de forma mas fidedigna la pategenicidad de las variantes de secuencia, hace que cons-
tantemente se recataloguen las mismas. No es infrecuente que mutaciones tradicionalmente catalogadas co-
mo patogénicas y asociadas a la enfermedad, sean reevaluaas como mutaciones de significado incierto o in-
cluso benigno. Un claro ejemplo lo tenemos en este estudio con las variantes ¢.2944C>T y c.1699G>A,
identificada en el paciente n° 35.

Se identificaron 4 mutaciones heredadas (3 por via materna y una paterna) en 3 casos aislados y espora-
dicos (pacientes n° 15 y 21, con fenotipo S-HSCR y paciente n°® 35 anteriormente citado, todas ellas de tipo
missense). Estos pacientes presentan un 50% de posibilidades de transmitir la mutacién a su descendencia. Por
su penetrancia incompleta (40-52%), la estimacién del riesgo de recurrencia para hermanos del paciente es
complicada, y se basa en los datos poblacionales se series de pacientes muy grandes y bien caracterizadas. En
estas series se ha observado que el riesgo de recuencia en hermanos de pacientes afectos es altamente depen-
diente del sexo y de la longitud del segmento agangliénico. En las formas S-HSCR el riesgo de recurrencia
para hermanos del paciente estd en torno al 1-5%. En el caso de las formas L-HSCR, el riesgo de recurrencia
entre hermanos estd estimado entre el 9-33% (Amiel y cols, 2008). Los datos evidencian que el riesgo mas
alto es para un hermano varén de un probando mujer con L-HSCR.

3) Casos aislados y familiares: esta categorfa reune a los pacientes HSCR que no presentan sindromes o
malformaciones asociadas (aislados), con historia familiar y con mutacién que segrega con la enfermedad. En
nuestra serie identificamos 2 casos familiares, compatibles con modo de herencia autosémico dominante
(transmision vertical de la enfermedad). En el paciente n° 10, se identificé una mutacion missense que segrega
con la enfermedad en la familia, puesto que se hereda del padre que también padece la enfermedad. Al tratar-
se de un modelo de herencia autosémico dominante, este es el supuesto en el que el asesoramiento genético
resulta mas sencillo, independientemente de la ya discutida implicacion real de la variante hallada en la en-
fermedad en este caso. Esto significa que tanto el riesgo de recurrencia para hermanos, como de transmisién
de la mutacién a la descendencia, se estima en un 50% (Figura 5.7). En el caso n® 31, la paciente presenta una
hermana afecta, heredando ambas la misma mutacion nonsense de su madre, sana. Al tratarse de una forma de
TCA, se estima un riesgo de recurrencia para hermanos e hijos de la paciente del 33%.

4) Casos sindromicos: esta categoria reune a los pacientes HSCR que presentan el aganglionismo en
contexto de un sindrome o malformaciones asociadas. En nuestra serie se identificaron 5 pacientes con DS
en los que se ofreci6 el asesoramiento genético correspondiente. A este respecto cabe destacar que las ano-
malfas cromosémicas mas frecuentes son esporadicas (no heredadas de ninguno de los progenitores) y, por

lo tanto, el riesgo de recurrencia es bajo (£1%). Tal es el caso de las trisomias regulares entre las que se inclu-
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yen el DS y de las anomalias estructurales (deleciones o duplicaciones). Este tiesgo puede verse modificado
por factores ambientales como edad de los progenitores, como en el caso de la trisomias, cuya frecuencia
aumenta con la edad materna. En 2 de estos casos (n° 12 y 306) se identificaron mutaciones en RET; en uno
de ellos, el estudio revelé una mutacion en RET heredada por via paterna de un progenitor no afecto, a la
que se aplican las consideraciones previamente descritas para las mutaciones esporadicas heredadas. En el
otro caso no pudo realizarse estudio genético a los padres por lo que no puede estimarse el riesgo de recu-
rrencia para hermanos. En cualquier caso, el asesoramiento genético sobre la anomalia cromosémica es in-
dependiente al correspondiente asesoramiento genético sobre HSCR (que a todos los efectos serfa igual que
el de los casos aislados y esporadicos).

Por dltimo, considerando que la expresion de la enfermedad dependa de la contribucién de diferen-
tes eventos moleculares adicionales, genes o regiones reguladoras que actien de una forma aditiva o mul-
tiplicativa modulando la penetrancia de mutaciones o la expresion de la enfermedad en individuos afectos,
se estudié la presencia de la variante Enbancer (c.73+9277C>T, 1s2435357), localizada en el intrén 1 de
RET, para evaluar su posible participacion. Dicha variante se encuentra en un dominio que se ha demos-
trado como uno de los principales reguladores de la expresién de RET, potenciandola especificamente en
el SNE. Esta es la variante descrita hasta la fecha con un mayor efecto sobre el riesgo de padecer HSCR, y
fue identificada en 30 pacientes de la serie. No obstante su penetrancia es baja, por lo que su transmisioén a

la descendencia no implica la aparicién de la enfermedad.

5.6.2. Mutaciones en SOX10

En el presente trabajo se han identificado dos mutaciones que generan la aparicién de un codén de
parada prematuro en SOX70 (p.Thr370Serfs*38 y p.His306Thrfs*5), siendo responsables del fenotipo
WS4 y PCWH en los pacientes n° 28 y 23 respectivamente. Este tipo de mutaciones deletéreas que origi-
nan codones de parada prematuros presentes en los exones finales del gen, representan la causa molecular
responsable del fenotipo en la mayoria de los casos. Respecto al asesoramiento genético ofrecido, pode-
mos distinguir dos escenarios:

1) Caso WS4 familiar con mutacién heredada: en el caso del paciente n® 28, el estudio molecular
revel6 la mutacién ¢.1107_1108insGCTGGGGCCCCCACACTAC (p. Thr370Serfs*38), heredada por via
materna e identificada a lo largo de tres generaciones con fenotipos diferentes. En el caso de la abuela
materna del paciente, se manifestaba en forma de hipopigmentacién, y en el caso de la madre del paciente,
con pérdida de audicién. Se trata de uno de los pocos casos descritos de WS4 familiar, con variabilidad
fenotipica entre individuos que portan la misma mutacién. En este caso, el riesgo de recurrencia entre
hermanos asf como el de transmision de la mutacién a la descendencia se estima en un 50%, a pesar de
que la penetrancia es incompleta, como queda demostrado por el hecho de que esta mutacién esta presen-
te en miembros de la misma familia con formas incompletas del sindrome.

2) Caso WS4 esporadico con mutacion de novo: corresponde al paciente n° 23, en el que se identificd
la mutacién de novo en heterocigosis ¢.915delG (p.His306Thrfs*5), localizada en el exén 5 del gen SOX70.
Este paciente presentaba la vatriante neurolégica de WS4 llamada neuropatia desmielinizante periférica, leu-

codistrofia desmielinizante central, sindrome de Waardenburg y enfermedad de Hirschsprung (PCWH). La
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naturaleza de novo en este paciente esporadico (hijo de padres no afectos y no portadores de la mutacion), es
indicativa de su implicacién en la enfermedad. El riesgo de recurrencia para hermanos del paciente es muy

bajo (<1%), aunque no puede descartarse un mosaicismo germinal (Figura 5.7).

/

SOX10 (c.915delG, p.His306Thrfs*5)

SOX10 (c.1107_1108ins19, p.Thr370Serfs*38)

SOX10 (c.1107_1108ins19, p.Thr370Serfs*38)

/
/

/4

SOX10 (c.1107_1108ins19, p.Thr370Serfs*38)

Figura 5.7: Segregacion familiar de las variantes halladas en los casos n° 23 (A) y 28 (B).

Los 19 nucledtidos de la insercion corresponden a la secuencia: GCTGGGGCCCCCACACTAC.

5.6.3. Mutaciones en EDNRB

La penetrancia para las mutaciones encontradas en heterocigosis tanto en EDN3 como EDNRB
es incompleta y el fenotipo predominante es S-HSCR. Generalmente, mutaciones en heterocigosis dan
lugar a la aparicién de HSCR aislado mientras que aquellas que se encuentran en homocigosis o hetero-
cigosis compuesta se relacionan con WS4 (Attié y cols, 1995; Edery y cols, 1996; Hofstra y cols, 1996;
Verheij y cols, 2002).

En nuestra serie, se identificé una mutacion en EDNRKB en heterocigosis (c.1169delC, que origina
un codén de parada prematuro) con herencia no conocida en un caso aislado y esporadico de TCA (pa-
ciente ndmero n°® 6). La no disponibilidad de muestra de ADN de los progenitores de este paciente no nos
permiti6é determinar si la mutacién era de novo o heredada, por lo que no se pudo estimar el riesgo de recu-
rrencia para hermanos. Por otra parte, el riesgo de transmisién de la mutacion a la descendencia es de un
50%. La penetrancia de las mutaciones en EDNRB asociadas a HSCR tampoco es completa; si bien por la
naturaleza propia de esta mutacién, que altera la secuencia proteica en alto grado, podemos asumir que la

penetrancia deber se bastante alta.
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Conclusiones

6.1. Los resultados de nuestro trabajo confirman la existencia de un espectro de gravedad clinica en la
presentacion de HSCR y demuestran que la aplicacion al diagnéstico de una escala clinica construida a
partir de variables objetivas puede contribuir a identificar precozmente las formas graves de la enferme-
dad. Una puntuacién =11 en la escala propuesta, mostré una adecuada sensibilidad (0,87) y especificidad

(0,81) para este proposito.

6.2. El analisis profundo de la escala inicialmente propuesta revelé que una escala simplificada de 3 items,
es util para seleccionar los casos graves de HSCR, presentando una sensibilidad y especificidad superiores
(0,93 y 0,84 respectivamente). En este caso, el punto de corte 6ptimo se situ6é en 5 puntos. Los autores
consideran que la escala simplificada puede presentar mayor interés en la practica clinica por la sencillez de

su aplicacion.

6.3. En el 53,3% de los pacientes HSCR clasificados como graves se identificaron mutaciones genéticas os
el 15,3 % de los no graves (p = 0,015), lo que sugiere una correlacién entre la gravedad de la enfermedad y

el hallazgo de resultados positivos en el estudio genético planteado.

6.4. El estudio molecular de RET, EDNRB y EDN3 realizado en todos los pacientes HSCR, asi como de
SOXT0 en los casos de WS4, reveld la presencia de 8 variantes de secuencia diferentes en RET, 1 en
EDNRB y 2 en SOXT70. De ellas, 9 han sido comunicadas como asociadas a HSCR por primera vez por
nuestro grupo. Estos resultados ofrecen una la frecuencia mutacional de nuestra cohorte HSCR en RET
del 17,5% y 100% en los casos esporadicos y familiares respectivamente, asi como del 2,4% en EDNRB.

Para el subgrupo de WS4 comunicamos una frecuencia mutacional en SOX70 del 66,7%.

6.5. La variante Enhancer en el intrén 1 del del proto-oncogén RET (c.73+9277T>C, rs2435357) fue genoti-
pada en los 42 casos de nuestra cohorte, identificindose en 30 pacientes. La mayoria de ellos correspondie-
ron a fenotipos no graves (76,9% s 66,7%, p = 0,713) donde predominaron los casos esporadicos. Esta

distribucién coincide con lo previamente descrito en la literatura para este factor de susceptibilidad genético.

6.6. Nuestro grupo defiende el analisis molecular del proto-oncogén RET como parte del protocolo de
estudio de los pacientes HSCR. Una de las 8 variantes de secuencia identificada en este gen se localiz6 en
un exo6n de riesgo para MEN2A/FMTC. Dado que no afectaba a ninguno de los 4 residuos cisteinicos

clave asociados a MEN2, no fue preciso tomas medidas profilacticas a este respecto.

6.7. Los resultados obtenidos apoyan la importancia de realizar estudio genético en caso de sospecha de
WS4, al proporcionar informacion sobre la extensién del aganglionismo y las posibles manifestaciones

neuroldgicas a las que puede asociarse.

6.8. Teniendo en cuenta las dificultades para la realizacién de un asesoramiento genético practico en esta enti-
dad, los resultados del estudio genético realizado contribuyeron a efectuar una estimacién del riesgo de recu-
rrencia de la enfermedad.

6.9. Se considera necesaria la validacién prospectiva de las herramientas propuestas asi como la identifica-

cién de nuevos genes y mecanismos que expliquen la variabilidad fenotipica de esta entidad.
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Shah-Waardenburg syndrome or Waardenburg syndrome
type 4 (WS4) is a neurocristopathy characterized by the
association of deafness, depigmentation and Hirschsprung
disease. Three disease-causing genes have been identified so
far for WS4: EDNRB, EDN3, and SOX10. SOX10 mutations,
found in 45-55% of WS4 patients, are inherited in autosomal
dominant way. In addition, mutations in SOX10 are also
responsible for an extended syndrome involving peripheral
and central neurological phenotypes, referred to as PCWH
(peripheral demyelinating neuropathy, central dysmyelinat-
ing leucodystrophy, Waardenburg syndrome, Hirschsprung
disease). Such mutations are mostly private, and a high intra-
and inter-familial variability exists. In this report, we present
a patient with WS4 and a second with PCWH due to SOX10
mutations supporting again the genetic and phenotypic
heterogeneity of these syndromes. Interestingly, the WS4
family carries an insertion of 19 nucleotides in exon 5 of
S0X10, which results in distinct phenotypes along three
different generations: hypopigmentation in the maternal
grandmother, hearing loss in the mother, and WS4 in the
proband. Since mosaicism cannot explain the three different
related-WS features observed in this family, we propose as
the most plausible explanation the existence of additional
molecular events, acting in an additive or multiplicative
fashion, in genes or regulatory regions unidentified so far.
On the other hand, the PCWH case was due to a de novo
deletion in exon 5 of the gene. Efforts should be devoted to
unravel the mechanisms underlying the intrafamilial phe-
notypic variability observed in the families affected, and to
identify new genes responsible for the still unsolved WS4
cases. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION

Waardenburg syndrome (WS) is a clinically and genetically het-
erogeneous condition, resulting from the absence of melanocytes of
the skin and the stria vascularis of the cochlea [Waardenburg,
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1951]. WS is characterized by the association of pigmentation
abnormalities, including depigmented patches of the skin and
hair, vivid blue eyes or heterochromia irides, and sensorineural
hearing loss. It is by far the most frequent condition combining
pigmentary anomalies and sensorineural deafness (1/50,000 live
births and 2-5% of all congenital deafness) [Amiel et al., 2008].
However, other features such as dystopia canthorum, musculo-
skeletal abnormalities of the limbs, Hirschsprung disease, or neu-
rological defects are found in subsets of patients and used for the
clinical classification of WS into four main phenotypes [Pingault
etal.,2010]. Specifically, the combination of WS with Hirschsprung
disease or aganglionic megacolon (HSCR, OMIM 142623) defines
the WS4 type (Shah-Waardenburg syndrome, OMIM 277580).
HSCR is a neuro-developmental defect associated with the lack
of intramural ganglion cells in the myenteric and sub-mucosal
plexuses along varying segments of the gastrointestinal tract [Amiel
et al,, 2008]. Currently, the accepted etiopathogenetic hypothesis
for HSCR is based on a defect of craniocaudal migration of neuro-
blasts originating from the neural crest that, under normal circum-
stances, reach the small intestine in the 7th week of gestation and the
rectum in the 12th week [Okamoto and Ueda, 1967]. Based in the
length of the aganglionic region, the disorder is classified into short
segment (S-HSCR: aganglionosis up to the upper sigmoid colon),
long-segment (L-HSCR: aganglionosis up to the splenic flexure and
beyond) and total colonic aganglionosis (TCA) forms. While HSCR
occurs as an isolated trait in 70% of cases, the remaining 30%
corresponds to syndromic forms in which the disease is associated
to other associated congenital anomalies, as the case of WS4 [Amiel
etal.,2008]. It was previously calculated that, because the frequency
of congenital deafness is estimated to be 1/1,000 and the frequency
of HSCR is approximately 1/5,000, then the anticipated incidence of
both together would be around 1 in 5 million by chance alone
[Currie et al., 1986]. Since according to the known number of WS4
cases reported, the probability of the two conditions existing
together is tenfold higher than that expected by chance, it is evident
that the association of both clinical phenotypes does not appear
accidentally and by independent molecular events, as it has been
widely demonstrated [Amiel et al., 2008; Pingault et al., 2010].
Although the length of the involved intestinal segment varies in this
syndrome, most patients present TCA with or without small bowel
involvement. Nevertheless rectosigmoid affectation has been also
reported [Jan et al., 2008].

Three disease-causing genes have been identified so far for WS4:
EDNRB (13q22.3) encoding the endothelin-B receptor, EDN3
(20q13.32) encoding an endothelin receptor ligand and SOX10
(22q13.1) encoding the SOX10 transcription factor. Mutations in
the EDNRBand EDN3 genes are inherited in an autosomal recessive
manner, with individuals carrying homozygous mutations mani-
festing WS4 and those with heterozygous mutations in either gene
presenting with isolated HSCR, other isolated phenotypes or often
being asymptomatic [Puffenberger et al., 1994; Atti¢ et al., 1995;
Edery et al., 1996; Hofstra et al.,, 1996; Pingault et al., 2010].
Conversely, SOX10 mutations, found in 45-55% of WS4 patients,
are inherited in autosomal dominant manner [Pingault et al., 1998,
Pingault et al, 2010; Bondurand et al., 2007, 2012]. Specific
mutations (most frequently truncating mutations at the coding
exon 5, and exceptionally at the very end of exon 4) appear to result

in a more severe WS4 phenotype with neurologic features charac-
terized by peripheral demyelinating neuropathy, central dysmyeli-
nating leukodystrophy, WS, and Hirschsprung disease (PCWH,
OMIM 609136). However, 15-35% of WS4 remains still unex-
plained at the molecular level, suggesting that other genes could be
involved and/or that mutations within known genes may have been
missed in previous screenings.

In this report, we present the clinical and molecular findings of
two cases diagnosed of WS4.

CLINICAL REPORT

Confirmatory diagnosis of WS4 for the two patients here presented
was based in the anatomopathological analysis of rectal biopsy
showing aganglionosis, as well as in the observation of clinical
features as sensorineural hearing loss, alterations in iris pigmenta-
tion, white forelock or hypo-pigmentation areas. An informed
consent was obtained from all the patients for clinical and molecu-
lar genetic studies. The study conformed to the tenets of the
declaration of Helsinki and was approved by the Institutional
Review Boards from the University Hospital Virgen del Rocio of
Seville and from the University Hospital of Badajoz.

Patient 1

The propositus 1, a male of Portuguese origin, is the first child of
non-consanguineous healthy parents, born at term with a birth
weight of 3,190 g. During the neonatal period he attended Hospital
in two occasions with episodes of distended abdomen, vomiting,
and diarrhea. At 2 years old, he was admitted at hospital for medical
assistance of severe chronic constipation. Physical examination
denoted a notorious abdominal distension with a giant fecaloma in
the left iliac fossa. He also presented with iris heterochromia
(Fig. 1), white forelock and profound bilateral sensorineural hear-
ing loss. Barium enema examination showed a stenotic rectosig-
moid segment and dilated proximal colon. Anorectal manometry
revealed absence of inhibitory reflex of the anal sphincter suggesting
Hirschsprung disease, and aganglionosis was finally confirmed by
anatomopathological analysis of a rectal biopsy. The patient un-
derwent aganglionic bowel resection by Rehbein’s procedure, and
analysis of the resected specimens demonstrated aganglionosis
affecting exclusively the recto-sigmoid region (S-HSCR). Postop-
erative enterocolitis was solved after 2 weeks of treatment. Worth of
note is the familial history of independent and isolated WS4 clinical
features in both is mother (moderate unilateral hearing loss) and his
maternal grandmother (extensive skin hypopigmentation affecting
her arms, legs, and anterior abdominal wall, but normal hearing as
the result of an auditory brainstem response test) (Fig. 1).

Patient 2

The propositus 2, a male of Spanish origin, is the first child of non-
consanguineous healthy parents, born at term with a birth weight of
2,550 g. During the third day after birth, the patient showed aloss of
appetite and bilious vomiting. A more detailed physical examina-
tion revealed signs of dehydration and jaundice, as well as a severe
abdominal distension. X-ray images after Gastrografin® enema
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FIG. 1. Patient 1. Left: Iris heterochromia of the patient, showing brown color for the right iris and blue color for three quarters for the left

iris. Right: E:
hypopigmented skin.

administration, showed an important intestinal ansae distension
and led to identify the presence of a microcolon (Fig. 2). Subse-
quently, laparotomy confirmed the existence of both microcolon
and microileum (80 cm) with proximal dilatation, which led to
proceed with an ileostomy. Anatomopathological examination of
several intestinal biopsies collected during the mentioned inter-
vention, confirmed the presence of aganglionosis. The patient
remained in hospital during his first months of life, due to the
presentation of episodes of enterocolitis and malabsorption related
to his short bowel. Finally, at 4 months old, the patient underwent a
primary anastomosis with the creation of a reservoir (12 cm) made
up of right colon and ganglionic small intestine (Boley procedure)
and ileorectal pull-through (Rehbein procedure) using a circular
stapler. Anatomopathological analysis of the resected specimen
revealed the presence of ganglia along the right colon, and absence
along the rectum, sigma, descendent colon and microileum (“Skip
segment” HSCR). Following medical revisions detected severe
bilateral hearing loss and psychomotor delay. Magnetic resonance
imaging (MRI) performed 2 years after birth confirmed the pres-

ive skin hypopig| ion in the maternal grandmother of the p

boand

Hyperpig d spots can be observed on the

ence of a diffuse alteration of the myelination. Of note, the patient
also presents blond hair and bright blue irises, as well as horizontal-
rotary nystagmus (Fig. 2). No family history of HSCR, deafness or
any other clinical features suggestive of WS4 were present.

MUTATIONAL SCREENING

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes
from patients, and their parents and siblings when available, using
standard protocols. The mutational screening analyses for EDN3,
EDNRB, SOX10, and RET were carried by sequence analysis in an
ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster city, CA) as
previously reported [Ruiz-Ferrer et al., 2006; Sanchez-Mejias et al.,
2010a,b]. The analysis of EDN3, EDNRB, and SOX10 aimed to
identify putative mutations related to WS4 phenotype, since to date
these are the only three genes associated to this syndrome. Regard-
ing RET, we also decided to perform its mutational screening
because of its prominent role in HSCR. The alignment of our
results with the sequences provided for EDN3 (Genbank accession

FIG. 2. Patient 1. Left: Bright blue irises of the patient. Right: Resected gut showing mi lon and microil
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number: NM_000114.2), EDNRB (NM_000115.1), SOX10
(NM_006941.3), and RET (NM_020975.4) (NCBI, http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) was carried out using the software SeqScape
Ver. 2.5 (Applied Biosystems). On the other hand, analysis of the
intronic RET enhancer mutation (c.734+9277T>C, rs2435357) was
performed by Tagman technology, using previously described
conditions [Borrego et al., 2003; Fernandez et al., 2005]. This
common variant is considered the major low-penetrance genetic
susceptibility factor for HSCR, making a 20-fold greater contribu-
tion to risk than coding mutations do [Emison et al., 2005, 2010].

The mutational screening revealed the presence of two different
SOX10 mutations in the two patients (Fig. 3). Specifically, in
Patient 1, we identified the novel ¢.1107ins GCTGGGGCCCCCA-
CACTAC mutation (¢.1107ins19, p.Thr370Serfs*38) in the exon 5
of the gene. That insertion generates a frameshift after codon 370,
resulting in the addition of a tail of 37 aminoacid residues and a
premature termination of the polypeptide chain. The mutation was
also carried by his mother and his maternal grandmother. None of
the family members carry the RET intronic ¢.73+9277T>C
variant.

Regarding Patient 2, we identified the de novo mutation
¢.915delG in exon 5. This deletion was previously reported, and
generates a frameshift after codon 305, which would result in the
addition of four aminoacid residues and a premature stop codon (p.
His306Thrfs*5) [Vinuela et al., 2009]. The patient and both parents
also carry the RET enhancer variant in heterozygosis.

EXON 1 EXON 3

DISCUSSION

SOXI10 is a key transcription factor during neural-crest develop-
ment, when the pluripotent neural-crest cells migrate from the
neural tube throughout the embryo along several pathways and give
rise to different cell types, including glia and neurons of the
peripheral nervous system, enteric neurons and glia, some of the
craniofacial skeletal tissue, and melanocytes of the skin and inner
ear [Le Douarin and Kalcheim, 1999]. Since 1998, approximately
100 heterozygous point mutations or deletions of SOX10have been
reported, first in WS4 [Pingault et al., 1998], then in its neurological
variant PCWH [Inoue et al., 2004], subsequently in WS2 [Bondur-
and et al., 2007], and finally in Kallmann syndrome with deafness
[Pingault et al., 2013]. A SOXIO0 truncating mutation (c.153-
155del) has been reported as well in an isolated case of HSCR
[Sanchez-Mejias et al., 2010a] (see also the WS gene mutation
database at LOVD [Leiden Open Variation Database]. Of them,
around 40 SOXI10 mutations causing either WS4 or PCWH have
been reported to date (Database URL: http://research.nhgri.nih.
gov/pigment_cell/), comprising about two thirds of the mutations
reported for those phenotypes. In this study, we have identified the
molecular cause of either WS4 or PCWH phenotype in the two cases
analyzed, both of them corresponding to frameshift SOX10 muta-
tionsin exon 5 thatlead to premature stop codons, as in the majority
of the cases reported to date. It has been documented that the
severity of the phenotype, in terms of presence/absence of neuro-

¢.915del G ¢.1107ins 19
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FIG. 3. SOX10 mutations identified in the patients. A: Schematic representation of SOX10 gene and protein, indicating the specific positions

affected by the mutations. B: Sequence of the wildtype and the two mutant proteins.



Publicaciones

546

AMERICAN JOURNAL OF MEDICAL GENETICS PART A

logical manifestations, seems to be correlated with the specific
location of the codon where truncation occurs [Inoue et al.,
2004; Bondurand and Sham, 2013]. Different hypotheses have
been forwarded speculating that those truncating mutations in
exon 5 or at the very end of exon 4, let the mutant mRNAs to escape
the nonsense mediated mRNA decay pathway in the nucleus, to
reach the cytoplasm, and to be translated into truncated SOX10
proteins with a dominant-negative activity that is responsible for
the PCWH phenotype [Inoue etal., 2004]. In contrast, if the mutant
mRNA is degraded in the nucleus, the mechanism of disease would
be haploinsufficiency, resulting in WS4 without neurological symp-
toms. The hypothetical limit has been proposed around codon 234,
where the p.GIn234X mutation results in the shortest truncated
protein involved in PCWH. In this sense, the c.915delG mutation
(p-His306Thrfs*5), detected as a de novo event in Patient 2, would
fit with the model of dominant-negative activity resulting in
neurological affectation since this patient, currently 16 years old,
showed dysmielinization at MRI and is affected by severe psycho-
motor delay. Moreover, this deletion had been also reported to be
associated to the PCWH phenotype [Vinuela et al., 2009], suggest-
ing a genotype—phenotype correlation for this particular mutation.

A completely different scenario is observed for the mutation
identified in Patient 1, ¢.1107ins19 (p.Thr370Alafs*38). First of all,
it is not a de novo, but an inherited mutation which results in
distinct phenotypes along three different generations: hypopig-
mentation in the maternal grandmother, hearing loss in the mother
and WS4 in the proband. Only a few familial WS4 cases have been
described so far [Pingault et al., 1998; Southard-Smith et al., 1999],
showing a high phenotypic variability. In those families, the pene-
trance of each feature is incomplete, sometimes leading to pheno-
types lacking cardinal signs of typical WS [Pingault et al., 2010]. It
has been speculated that mosaicism participates in incomplete
penetrance of some features, contributing to phenotypic variability
in the context of those families. Mosaicism could also explain the
fact that, in a few instances, SOX10 mutations are observed in
healthy parents of affected children [Southard-Smith et al., 1999;
Touraine et al., 2000; Bondurand and Sham, 2013]. However,
mosaicism cannot explain the three different related-WS features
observed in three different generations of this family. The most
plausible explanation for the different phenotypic presentation in
the three members carrying the same ¢.1107ins19 mutation, would
be the existence of additional molecular events, acting in an additive
or multiplicative fashion, in genes or regulatory regions unidenti-
fied so far. In agreement with this hypothesis, a very recent report
described a third-generation family with three members affected
with isolated HSCR and one with HSCR and heterochromia
iridum. It was postulated that HSCR could be due to the joint
effect of heterozygous mutations in EDNRB and EDN3, while iris
heterochromia could be due to an independent genetic event
(maybe a de novo CNV encompassing the DACHI gene) and
would account for the additional phenotype within the family
[Cui et al., 2013].

Therefore, we sought to investigate the presence of the RET
enhancer variant in the context of the family to evaluate its possible
involvement in the manifestation of the enteric phenotype in the
proband, but analysis showed its absence in all the family members.
Thisis in fact in accordance with the findings previously reported by

de Pontual et al. in 2007, excluding such RET common hypomor-
phicallele as a genetic risk factor for HSCR phenotype in the context
of WS patients [de Pontual et al., 2007]. Moreover, no other coding
mutations were identified in any of the rest of the genes analyzed,
supporting the need of further analysis of novel genes identified. In
this sense, variations affecting some of the identified SOX10 regu-
latory sequences have been proposed to have a role in phenotypic
variability [Bondurand et al., 2012], and should be investigated
as well.

On the other hand, in contrast with the majority of mutations
located within the 3’ region of the gene, no neurological manifes-
tations have been recorded for any of the patients of this family.
Interestingly, the insertion ¢.1107ins19 results in a frameshift that
add a tail of 37 aminoacids. For other mutations that also act by
adding large tails of aminoacids, such as ¢.780delG (p.
Arg261Alafs*25), or ¢.1077_1078delGA (p.Glu359Aspfs*42), and
that do not result in neurological symptoms, it has been proposed
that the presence of those abnormal tails might lead to misfolding
and subsequent degradation by the cell proteolytic machinery,
avoiding the dominant-negative effect [Vifiuela et al., 2009].
Such hypothesis could also be applied to our p.Thr370Alafs*38
mutation, resulting in no PCWH phenotype, although further
investigation is warranted.

In conclusion, our findings support again the relevance of
performing a genetic test in case of clinical suspicion of WS4, as
auseful tool for clinical management of the patients, as well as for an
appropriate genetic and reproductive counseling for the families.
Moreover, our results seem to discard mosaicism, as at least the only
cause of phenotypic variability in the context of the families
affected. Further studies are warranted to completely elucidate
such intrafamilial phenotypic variability, as well as to identify other
genes involved in WS4/PCWH responsible for the cases remaining
unsolved.
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A Scoring System to Predict the Severity
of Hirschsprung Disease at Diagnosis and
Its Correlation With Molecular Genetics
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Abstract

Obijectives: Hirschsprung disease (HSCR) has a wide range of severity. There are nonsevere forms treated conservatively
until surgery and severe forms that require an early stoma and prolonged hospitalization. Our objective was to establish a
clinical scoring system to predict the severity of HSCR and to evaluate the possible existence of a clinical-genetic correlation.
Methods: We carried out a retrospective observational study including all HSCR cases treated in our hospital. The sample
was divided into severe and nonsevere disease according to the number of surgical procedures, hospitalization time, and
episodes of enterocolitis. The proposed score was applied at diagnosis, and the sensitivity, specificity, and optimal cut-point
were determined. YWe conducted a prospective molecular study of RET, EDNRB, and EDN3 on all patients, as well as SOX/0 in
Waardenburg Syndrome type 4 forms.

Results: Among the 42 patients treated between 1983 and 2013, |5 met the severe disease criteria. This group had a higher
mean score (13.15+2.36) than the nonsevere group (8.15+2.13; p <0.001). A score > 11 had a sensitivity of 87% and a
specificity of 81% in detecting the severe cases. Causative mutations were identified in 12 patients, 8 of them in the severe
group (p =0.015). Most of these mutations (75%) were located in the RET proto-oncogene.

Conclusion: The proposed scoring system enables the early selection of patients with severe behavior of HSCR. A value
=11 showed good sensitivity and specificity for this purpose. Causative mutations were identified in more than 50% of
patients who met the criteria for severe disease.

Keywords
clinical scoring system, clinical severity, genetic mutations, hirschsprung disease, RET proto-oncogene

and segmental and ultra-short forms.>® For reasons not well
understood, the male:female ratio is greater for S-HSCR
(5.5:1) than for L-HSCR (1.75:1).> HSCR usually appears

Introduction

Hirschsprung disease (HSCR OMIM 142623) is a develop-
mental disorder characterized by the absence of the enteric
nervous system (ENS) in the myenteric and submucosal
plexus of the distal bowel."? Its incidence is estimated to
be 1/5000 live births in Caucasians, and it is the most fre-
quent cause of functional intestinal obstruction in child-
hood.** The proximal extent of aganglionosis from the
internal anal sphincter allows for its classification into dif-
ferent phenotypes: short-segment or rectosigmoid HSCR (S-
HSCR, 75%—80%), long-segment HSCR, when the absence
of ganglion cells is proximal to the sigmoid colon (L-HSCR,
15%-20%), and total colonic aganglionosis, when the entire
colon and less than 50 cm of the terminal ileum are affected
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(TCA, 2%-13%).° Other less common forms of the disease
have been described, such as total intestinal aganglionosis
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sporadically, although there are familial cases with autoso-
mal-dominant or -recessive inheritance with partial pene-
trance and variable expressivity.” It occurs as an isolated
trait in 70% of patients and as part of a syndrome in the
other 30%. It is associated with some chromosomopathy in
12% of cases, the commonest being Down Syndrome (DS).2

The genetic basis of HSCR is still not clearly established.
The RET proto-oncogene is the major susceptibility gene for
HSCR. It encodes for a membrane receptor with tyrosine
kinase activity which plays a crucial role in the formation
of the ENS. However, only 50% of familial and 10%-35%
of sporadic cases are attributable to germline loss-of-function
mutations in this gene’s coding sequence.>”® So far, only a
minority of cases are known to be due to mutations in genes
other than RET, such as EDNRB and EDN3, that are involved
in this or other signaling pathways.>’ Thus, there is still no
complete elucidation of the molecular mechanism that causes
the disease in most HSCR patients, especially in the sporadic
cases. There is evidence that the appearance of these sporadic
forms, particularly the S-HSCR phenotype, follows a com-
plex pattern of inheritance in which various genetic events
must converge to produce the phenotype. Indeed, it is clear
that the appearance of the phenotype also depends on
common genetic variants such as those which are located in
the enhancer-like domain of intron 1 of RET. This variant,
¢.7349277T > C, shows a very strong association with spor-
adic cases and could act as a modifying factor modulating the
penetrance of mutations in other genes and possibly of the
RET proto-oncogene itself.*® Moreover, one of the syn-
dromic forms of HSCR is Waardenburg Syndrome type 4
(WS4, OMIM 277580), caused by either autosomal-recessive
mutations in genes EDNRB and EDN3 or autosomal-
dominant mutations in SOX10 (45%-55% of cases).

Clinically, HSCR manifests itself across a spectrum of
severity, where nonsevere forms managed with conservative
treatment until surgery and severe forms requiring a stoma
and prolonged hospitalization are found. Guo et al.'® and Wu
et al.* have validated scales for the neonatal diagnosis of
HSCR and for its differentiation from other ENS disorders.
However, to date, no scale has been proposed to predict the
disease’s behavior. Furthermore, because of HSCR’s poly-
genic nature and complex genetic basis, the genotype—
phenotype correlation has yet to be solidly established
even though it has been intensively investigated.'! '3

The objective of the present study was to design a clinical
scoring system that will allow for the early prediction of the
severity of HSCR and facilitate the study of the phenotype—
genotype correlation through the selection of cases with
severe behavior.

Methods

This was a retrospective observational study that included
42 patients diagnosed with HSCR between 1983 and 2013 at
the University Hospital of Badajoz, a tertiary referral center

in Extremadura, Spain. The study was approved by the ethics
committee of that hospital, and the signed informed consent
of the participants was obtained. Patients were evaluated by a
pediatrician and a pediatric surgeon, completing the routine
protocol including contrast enema, rectal or bowel biopsy,
and anorectal manometry, since the time of its implementa-
tion in our center.'* There were 5 surgeons operating during
the study period. The absence of ganglion cells in the biopsy
confirmed the diagnosis. Medical records were reviewed. We
recorded the age at diagnosis, sex, family history of HSCR,
associated syndromes or malformations, time of meconium
passage, clinical onset (defined as the earliest symptoms iden-
tified), digital rectal examination (DRE), extent of the agan-
glionosis, effectiveness of preoperative treatment, findings of
the first enema, surgical procedures, complications, and
length of hospitalization. Patients were divided into 2
groups (severe and nonsevere) according to the outcome of
the disease. Severe behavior was defined by 2 or more of the
following criteria: the need for stoma or >2 surgical proced-
ures, development of at least one episode of enterocolitis, and
prolonged hospitalization (>100 days in the first 2 years after
diagnosis). Surgery and hospital stays for other reasons were
excluded. The enterocolitis diagnosis was established by clin-
ical criteria.'> A clinical score was prepared (Table 1) taking
into account the following eight factors:

Family history

Associated syndromes or malformations

Time of meconium passage

Clinical onset

DRE

Effectiveness of preoperative medical treatment
Extent of the aganglionosis

Results of the first enema

As soon as HSCR was either suspected or definitively diag-
nosed in our center, medical treatment was commenced with
saline solution rectal irrigation and daily rectal manipulation to
allow passage of stool. These washouts were done through a
multiperforated rectal catheter, in the form of repeated irriga-
tion (from 10 to 20 ml/kg) and then aspirated or left to flush
out spontaneously until the effluent was clear. The preopera-
tive medical treatment was considered effective when it
enabled easy stool passage, avoiding the need for a stoma
and allowing an adequate nutritional status to be reached. In
effective cases, this procedure eliminated the fecal stasis and
reduced the intraluminal pressure of the dilated intestine,
avoiding enterocolitis and the need for colostomy.

Once the diagnosis had been established, each patient was
scored in accordance to the 8 criteria above (2-20 points,
Table 1).

A molecular study was carried out in all patients, their
parents and, when available, their siblings at the Department
of Genetics, Reproduction, and Fetal Medicine, University
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Table 1. Scoring System to Evaluate the Clinical Behavior of
HSCR at Diagnosis (HSCR Severity Score, 2-20 points).

|. Family history of HSCR

a) None 0
b) 2nd degree |
c) Ist degree 2

N

. Associated syndromes or malformations
a) Isolated HSCR 0

b) Associated malformations |

c) Non-down/Waardenburg syndrome/ 2
other neurocristopathy

d) Down syndrome 3
3. Time of meconium passage

a) <24h 0

b) 24-48h |

c) >48h 2
4. Clinical onset

a) Constipation |

b) Intestinal obstruction 2

c) Enterocolitis or intestinal perforation 3
5. Digital rectal examination/anal tone

a) Normal 0

b) Discretely hypertonic/explosive evacuation |

c) Manifestly hypertonic/empty rectum 2
6. Effectiveness of preoperative medical treatment

a) Not stated/not done 0

b) Effective |

c) Ineffective 2

~N

. Extent of aganglionosis
a) Ultra-short

|
b) S-HSCR 2
c) L-HSCR 3
d) TCA 4

8. Contrast enema

a) Normal/findings of no relevance 0
b) Presence of transition zone |
c) Spastic colon/decreased colon 2

diameter or microcolon

HSCR: Hirschsprung disease; L-HSCR: long-segment HSCR; S-HSCR:
short-segment or rectosigmoid HSCR; TCA: total colonic aganglionosis.

Hospital Virgen del Rocio of Seville, screening for the coding
sequence of the RET, EDNRB, and EDN3 genes in all cases,
and of SOX10 in patients with suspected WS4, following the
protocols described elsewhere.®'® For all the patients, we also
genotyped the variant ¢.73 4+ 9277T > C in intron 1 of RET,
given that the ¢.73 +9277T allele is strongly associated with
HSCR and seems to increase penetrance in patients with rare
RET coding mutations through an additive effect.®

Data analysis was performed using the IBM-SPSS
Statistics 19 software package. Quantitative variables are

mainly presented as the mean =+ standard deviation (also
indicating the median and range for some of them), with
the severe and nonsevere groups being compared using the
nonparametric Mann—Whitney—Wilcoxon test. The nonpara-
metric Kruskal-Wallis test was used to compare the number
of surgical procedures, hospitalization time, and enterocolitis
episodes throughout the three decades that are covered by
our study. Categorical variables are presented as percentages
and were analyzed through the corresponding contingency
tables using either Pearson’s chi-squared test or Fisher’s
exact test if the conditions of validity of the former were
not satisfied. The relationship between the score and the
severity of HSCR was analyzed by means of a logistic
regression model, including the Hosmer-Lemeshow (HL)
test of goodness-of-fit, Nagelkerke’s R2, and the odds ratio
(OR), together with their confidence intervals (CI). The dis-
criminating power of the model was evaluated through its
receiver operating characteristic (ROC) curve, including the
study of the area under the curve (AUC). This allowed us to
establish the optimal cut-point for the score ensuring ade-
quate sensitivity and specificity. Subsequently, a multiple
logistic regression model with stepwise forward selection
was used to determine the predictive capacity of the vari-
ables of the scale with respect to the severity of the disease.
A value of p<0.05 was considered to be statistically
significant.

Results

Between 1983 and 2013, 42 HSCR patients were treated in
our center (29 males, 69%). The median age at diagnosis was
52 days (2 days—14.02 years). Forty patients presented a
sporadic form, with no prior family history of the disease;
the other 2 were familial HSCR cases, corresponding to
2 different families. In 34 patients (81%), the disease
occurred as an isolated event, and in the other 8 patients in
a syndromic form (5 DS and 3 WS4). One of the latter met
the criteria for peripheral demyelinating neuropathy, central
dysmyelinating leukodystrophy, Waardenburg syndrome,
and Hirschsprung’s disease. Three DS patients had cardiac
involvement. No other associated malformations were noted.

The commonest form was S-HSCR (26 cases), followed
by TCA (10 cases), L-HSCR (4 cases), and ultra-short
(2 cases). No total intestinal aganglionosis were identified.
In no case was the DRE normal: most had a tight rectum or
the DRE was followed by explosive evacuation (57.1%) and
the remaining 42.9% had an empty rectum. In 50%, passage
of meconium was delayed by more than 48h; in 14.3%,
meconium passage occurred during the first 24h of life.
Intestinal obstruction was the commonest clinical presenta-
tion (23 cases), followed by protracted constipation
(12 cases). In 8 patients, the report of the first enema was
normal or with irrelevant alterations. The characteristic tran-
sition zone was identified in 23 patients whereas in the
remaining 11, the image showed other alterations (decreased
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Table 2. Parameters Evaluated Based on the HSCR Severity Score Described in Table | for the Two Groups of

Patients (Severe and Nonsevere).

Variables Severe (n=15) Nonsevere (n=26) P
Age at diagnosis (mean and median in days) 8751146 588.4+1333.8 0.099¢
32; IQR 148 70.5; IQR 205
Sex 0.038*
Male 7 (46.7%) 21 (80.8%)
Female 8 (53.3%) 5 (19.2%)
Family history of HSCR 0.243°
None 12 (80%) 25 (96.2%)
Ist degree 2 (13.3%) 0
2nd degree | (6.7%) 1 (3.8%)
Syndromes/other malformations 0.026*
Isolated HSCR 9 (60%) 24 (92.3%)
Non-down syndrome/other 2 (13.3%) 1 (3.8%)
Down syndrome 4 (26.7%) 1 (3.8%)
Time of meconium passage 0.001*
<24h 0 6 (23.1%)
24-48h 2 (13.3%) 13 (50%)
>48h 13 (86.7%) 7 (26.9%)
Clinical onset 0.167%
Constipation 2 (13.3%) 10 (38.5%)
Intestinal obstruction 11 (73.3%) Il (42.3%)
Enterocolitis or perforation 2 (13.3%) 5 (19.2%)
Empty rectum on digital rectal examination 12 (80%) 6 (23.1%) 0.001°
Extent of aganglionosis <0.0001?
Ultra-short 0 2 (7.7%)
S-HSCR 4 (26.7%) 21 (80.8%)
L-HSCR 2 (13.3%) 2 (7.7%)
TCA 9 (60%) 1 (3.8%)
Effectiveness of preoperative treatment <0.0001?
Not done 1 (6.7%) 4 (15.4%)
Effective 3 (20%) 20 (76.9%)
Ineffective 11 (73.3%) 2 (7.7%)
Contrast enema 0.001*
No relevant findings 1 (6.7%) 7 (26.9%)
Transition zone present 5 (33.3%) 17 (65.4%)
Spastic colon/reduced calibre/microcolon 9 (60%) 2 (7.7%)

HSCR: Hirschsprung disease; L-HSCR: long-segment HSCR; S-HSCR: short-segment or rectosigmoid HSCR; TCA: total colonic

aganglionosis.

“Fisher’s Exact test.

®Pearson’s Chi-squared test.
“Mann-Whitney—Wilcoxon test.

colon diameter, delayed contrast evacuation, or microcolon).
Preoperative medical treatment was effective in 24 cases
(57.1%). Thirteen nonpermanent ostomies were performed.

Using logistic regression, we created a scoring algorithm
that might be useful at the time of diagnosis to predict the
severity of the clinical course for children with HSCR. The
HSCR Severity Score is outlined in Table 1. Data in Table 2

indicate the percentage of children in the ‘‘severe’” or ‘‘non-
severe’’ groups who fit each of our HSCR Severity Score
criteria. Fifteen of the 42 patients (35.7%) met the criteria
for severe disease. The mean number of surgical procedures
in this group was 2.5+ 1.4, and hospitalization time in the
first 2 years after diagnosis was 160.2 £ 85.9 days. Twelve
patients in the severe group (80%) had at least one episode
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of pre- or postoperative enterocolitis. One patient was lost to
follow-up and therefore was not classified. The remaining
26 were classified as nonsevere. They required a mean of
1.2+0.5 surgical interventions, a hospitalization time of
35.74+22.5 days, and 7.7% had episodes of enterocolitis
(» <0.0001). There were significant differences in the
HSCR Severity Score between the two groups, with the
severe group having higher mean scores (13.15+2.36)
than the nonsevere group (8.15£2.13; p<0.001;
Figure 1(a)). A logistic regression analysis showed a statis-
tically significant direct relationship between the score and
the severity of the disease (p =0.003; OR=2.92; 95% CI
OR: 1.45-5.90; Nagelkerke’s R?=10.753; HL test: p=0.833,
Figure 2(a)). The sensitivity and specificity of our HSCR

respectively, at a cut-point score of 11. The AUC analysis
showed the score to have good accuracy (AUC = 0.949; 95%
CI: 0.89-1; p <0.0001; Figure 3(a)).

A multivariate logistic regression model with forward
selection of the variables showed that only three variables
were necessary to explain severity (i.e., in the presence of
these three, the other variables provided no relevant infor-
mation). These 3 were ‘‘associated malformations or syn-
dromes’” (p=0.023; OR =4.41; 95% CI OR: 1.23-15.84),
“‘time of meconium passage’’ (p =0.04; OR =20.43; 95%
CI OR: 1.15-361.90), and ‘‘extent of the aganglionosis’’
(»=0.007; OR=14.84; OR 95% CI: 2.11-104.24). This
allowed us to identify a simplified score (1-9 points)
which was also significantly correlated with severity

Severity Score from the ROC curve were 87% and 81%, (p=0.001; OR=5.75; 95% CI OR: 2.01-16.48;
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Figure 1. HSCR outcome correlates with severity scores. (a) Using the HSCR Severity Score described in Table I, the severe group
had higher mean scores (13.15 £ 2.36) than the nonsevere group (8.15+2.13; p <0.001). (b) Using the Simplified HSCR Severity Score
(Table 3), the mean score of the severe group was 6.27 £ |.33 as against 3.31 £ 1.29 in the nonsevere group (p <0.001).
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Figure 3. ROC curves based on the HSCR Severity Score (a) and Simplified HSCR Severity Score (b).

Table 3. Simplified Scoring System With 3 Variables (Simplified
HSCR Severity Score).

I. Associated syndromes or malformations
a) Isolated HSCR 0
b) Associated malformations |

c) Non-down/Waardenburg syndrome/ 2
other neurocristopathy

d) Down syndrome 3

I

Time of meconium passage

a) <24h 0
b) 24-48h |
c) >48h 2

. Extent of aganglionosis

w

a) Ultra-short
b) S-HSCR
c) L-HSCR
d) TCA

H W N -

HSCR: Hirschsprung disease; L-HSCR: long-segment HSCR; S-HSCR: short-
segment or rectosigmoid HSCR; TCA: total colonic aganglionosis

Nagelkerke’s R*=0.725; HL test: p =0.889, Figure 2(b)).
This simplified scoring system composed of 3 variables is
represented in Table 3. Again, the AUC showed a good
predictive value (0.944; 95% CI: 0.88-1, p <0.0001). The
cut-point analysis indicated that a score of 5 would be opti-
mal in this case, with a sensitivity of 0.93 and specificity of
0.84 (Figure 3(b)). In this simplified score, the mean score of
the severe group was 6.27 & 1.33 versus 3.31 £ 1.29 for the
nonsevere group (p <0.001; Figure 1(b)).

The causative mutation of the disease was identified in
12 patients. In 9 of them (7 sporadic and 2 familial),
the changes affected the RET proto-oncogene. All the

information regarding the location, nature, and inheritance
of the mutations is summarized in Table 4. Therefore, the
RET mutation frequency in our cohort is 17.5% in sporadic
cases (7 patients with mutations out of 40 sporadic cases)
and 100% in familial cases (2 families with mutations of the
2 studied). The commonest route of transmission found was
maternal (4 cases), with paternal transmission and de novo
cases each being found at a frequency of 3 cases each. Only
in one case could the transmission not be established due to
not having parental blood sample available. The variant
¢.734+9277T > C in intron 1 of RET was found in 30 patients
(71.4%; 15 homozygous and 15 heterozygous). Screening
revealed a single sequence mutation in EDNRB in an isolated
and sporadic case of TCA. Also, of the 3 patients with WS4
criteria, causative mutation was identified in 2.'°

Eight of the 15 patients (53.3%) in the severe group pre-
sented genetic mutations versus 4 of the 26 (15.3%) in the
nonsevere group (p=0.015). Eight (66.6%) of the patients
with mutations scored >11 points.

Discussion

HSCR varies in severity from nonsevere cases managed with
conservative treatment until surgery to more severe forms
that require a stoma and prolonged hospitalization.
Approximately 80%-90% of patients present symptoms
in the first days of life (delayed meconium passage, intes-
tinal obstruction, or enterocolitis).'®!° However, in 10% of
cases, it manifests later as chronic constipation, failure to
thrive, or abdominal distension.'®!? The extent of the agan-
glionosis has been considered to be the main factor condi-
tioning severity, but patients with the same length of
aganglionic bowel may have different clinical presentations
and different levels of severity in their clinical course.?
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Table 4. Spectrum of Mutations in the Series of Patients Analyzed.
Patient Presentation Extent of Gene  Exon Mutation Reference Nature; inheritance  HSCR  Simplified
aganglionosis Severity HSCR
Score Severity
Score
| Isolated L-HSCR RET 18 c.2944C >T; Sasaki et al.'” Missense; Paternal 12 5
Familial p-Arg982Cys
2 DS S-HSCR RET 9 c.1699G > A; Novel Missense; Paternal 10 6
p.Asp567Asn
3 Isolated S-HSCR RET 5 c.943A > C; Novel Missense; Maternal 8 4
Sporadic p-Thr315Pro
4 Isolated L-HSCR RET 10 c.1818insGGCAC;  Novel Frameshift, I 5
Sporadic p.Gly607Glyfs*32 nonsense; De novo
5 Isolated S-HSCR RET 7 c.1267G > A; Novel Missense; Paternal 7 3
Sporadic 14 p.Gly423Arg Novel Missense; Maternal
c.2485A > G;
p-Ser829Gly
6 Isolated TCA RET 18 c.2944C >T; Sasaki et al.'” Missense; Maternal 15 6
Sporadic 9 p-Arg982Cys Novel Missense; De novo
c.1699G > A;
p-Asp567Asn
7 Isolated TCA RET 8 c.1607C>T,; Novel Missense; De novo 15 6
Sporadic p.Ser536Phe
8 Isolated S-HSCR RET 19 c.3145_3146delCC; Novel Frameshift, nonsense; 16 6
Familial p.Pro1049Serfs*8 Maternal
9 Isolated TCA RET 18 c2944C>T; Sasaki et al.'” Missense; 1 7
Sporadic p-Arg982Cys Not available
10 WS4 TCA SOXI10 5 c.915delG; Fernandez Frameshift, nonsense; 17 8
p.His306Thrfs*5 etal'® De novo
I WS4 S-HSCR SOXI0 5 c.1107ins19; Fernandez Frameshift, nonsense; 10 6
p.Thr370Serfs*38  etal.'® Maternal
12 Isolated TCA ENDRB 6 c.1169delC; Novel Frameshift, nonsense; 14 6
Sporadic p:Ser390Argfs*31| Not available

HSCR: Hirschsprung disease; L-HSCR: long-segment HSCR; S-HSCR: short-segment or rectosigmoid HSCR; DS: Down Syndrome; TCA: total colonic

aganglionosis.

Predicting the behavior of HSCR at diagnosis would be of
great importance to prevent its complications, but constitutes
a challenge for clinical practice. To date, the present scoring
system is the first designed for prognostic purposes. It is
based on clinical and radiological findings, well known in
the literature to increase the risk of poor prognosis in HSCR.
We included 8 items: family history,?! associated syndromes
or malformations (notably DS because of the risk of entero-
colitis),>*** time of meconium passage (greater than 48 h
reflects greater severity),”* clinical onset (enterocolitis
increases the risk of complications),”® the results of DRE
(tight rectum or no stool when removing the examining
finger are typical of L-HSCR), effectiveness of preoperative
medical treatment (its failure complicates evolution of the
disease),” extent of the aganglionosis (TCA is the most
complex form of the disease),” and the results of the first
enema (the presence of microcolon reflects a major
extent).2

We applied it retrospectively to all our patients having
classified them as severe (n=15) or nonsevere (n=26)
depending on hospitalization time, performed surgical pro-
cedures, and the occurrence of enterocolitis.

During the whole period, decisions regarding the treat-
ment of HSCR patients were made by both the pediatric
surgeon and the pediatrician, adjusting to the significant
changes introduced over the years but always using a min-
imally invasive approach when possible. Comparing the
three decades that compose our study period, we obtained
differences in the number of surgical procedures over
time (2.3+1.57; 1.75£0.97 and 1.26 +0.73, respectively,
p=0.022), but not regarding hospitalization time or entero-
colitis episodes, suggesting that our definition could be
applied to all our HSCR cohort.

Among the variables analyzed, we found that the extent
of the aganglionic segment influenced the severity of disease
complications: 90% of the TCA, 50% of the L-HSCR, and
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16% of the S-HSCR met the severity criteria. The sex ratio
(male:female) of the patients with nonsevere outcome was
4.2:1, similar to that classically described, whereas in the
severe group, it was close to 1:1 (p=0.038), which we
relate to the greater number of children with extensive agan-
glionosis among these latter cases.

Although in most cases HSCR appeared in isolation, we
identified 3 cases of WS4 and confirmed the known associ-
ation between HSCR and DS, finding an incidence in our
cohort of 11.9%. The presence of associated syndromes was
significantly greater in the severe group (p = 0.026).

The fact that familial forms are more common among
cases with very extensive aganglionosis has already been
established. Our series supports this finding since the two
patients with familial antecedents presented this phenotype.
Intestinal obstruction was the commonest first sign, espe-
cially in the group that met the severity criteria (73.3%).
In the nonsevere group, there was a more even distribution
between intestinal obstruction (42.3%) and constipation
(38.4%). However, these apparent differences in the distri-
bution of family history and clinical presentation did not
reach statistical significance.

Most of the severe patients had an empty rectum at the
time of DRE. In the nonsevere group, patients predominately
presented with a tight rectum or the DRE being followed by
explosive evacuation, reflecting that the DRE overcame the
spasm of the aganglionic zone. No severe patient passed
meconium in the first 24 h, with the majority of them passing
meconium after 48 h (86.7%). The situation was different in
the nonsevere group: 23% had normal passage of meconium,
50% delayed to after 24 h, and the remaining 27% to after
48h (p <0.001). Preoperative medical treatment was effect-
ive only in 1 in 5 of the severe versus 77% of the nonsevere
patients (p < 0.001).

The variable ‘‘contrast enema’’ has limitations, as evi-
denced by the 8 cases in which the first enema was not
suggestive of HSCR. Seven of them belonged to the nonse-
vere group, and it is noteworthy that the remaining case
corresponded to a severe course of TCA. The concordance
between the radiological and histological transition zone was
low in the long forms®’ for which the image may give false
negatives, resulting in a lower score than would have been
expected. Interestingly, we found that only a few clinical
criteria at diagnosis were significantly correlated with the
clinical outcome. Our statistical analysis suggested that
only 3 of the 8 factors initially considered (a history of
delayed meconium passage combined with information
regarding associated malformations or syndromes and
extent of the aganglionosis) could be enough to alert a pedi-
atrician and pediatric surgeons to the possibility of severe
form of HSCR, defined in our study as the need of stoma or
>2 surgical procedures, development of at least one episode
of enterocolitis, and prolonged hospitalization (>100 days in
the first 2 years after diagnosis). These three items constitute
a simplified score in which a cut-point of 5 would be

optimal, with a sensitivity of 93% and specificity of 84%.
Moreover, when applying our simplified score with a cut-
point of 5 to a limited chart review (cases from the last
decade), it correctly classified 100% of severe cases and
92.3% of nonsevere cases, leading us to consider that its
value remained stable despite the changes in practice pat-
terns over the time.

Given its molecular basis, HSCR is a multifactorial dis-
ease in which, in addition to the genetic component, there
are other factors that modulate its expression. We identified
causative mutation in 12 patients, most located in the RET
proto-oncogene. Gain-of-function mutations affecting the
RET protein are associated with conditions of multiple endo-
crine neoplasia type 2 (MEN2): MEN2A (OMIM 171400),
familial medullary thyroid carcinoma (FMTC, OMIM
155240), and MEN2B (OMIM 162300). The co-occurrence
of MEN2A has been described in 2.5%-5% of HSCR
patients,?* > it being proposed that in these cases, the muta-
tions act via a dual effect. Several authors advocate screen-
ing HSCR patients for the RET mutations leading to MEN2.
These are most often located in exons 10 and 11, although
also in exons 13, 14, 15, and 16 (GeneReviews® for Multiple
Endocrine Neoplasia type 2, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
books/NBK1257/). Nevertheless, none of the mutations
detected in our patients involved the risk codons. The
molecular origin of 2 cases of WS4 was identified as cor-
responding to mutations in exon 5 of SOX10, as previously
reported by our group.'®

In applying the severity criteria, we found that 8 of the 15
patients classified as severe (53.3%) had identified mutations
versus 4 of the 26 (15.3%) of the nonsevere (p=0.015),
which is suggestive of a correlation between the phenotypic
expression of the disease and the identification of causative
mutations in the principal genes that have been described
to date. Furthermore, the ¢.73+9277T > C variant was
detected in the intron 1 of RET in 30 patients, more fre-
quently in the nonsevere group (76.9% vs 66.7%,
p=0.713). This difference, although not statistically signifi-
cant, could be related to the greater number of sporadic cases
in this group.

The scoring system and its simplified form proved useful
in determining the severity of HSCR at diagnosis. Both
cases, however, require prospective validation.

Conclusion

Application of a clinical scoring system when HSCR is diag-
nosed may help in the early detection of severe forms of the
disease and prevent its complications. A cut-point of 11 on
the HSCR Severity Score showed good sensitivity and spe-
cificity for this purpose. Our simplified score system also
proved useful in determining the severity of HSCR at diag-
nosis with a greater sensitivity and specificity, leading us to
consider it a good alternative since it is more readily applic-
able in clinical practice. Over 50% of the severe patients
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presented genetic mutations, most of them located in the
RET proto-oncogene, a proportion significantly higher than
in nonsevere forms. This suggests a correlation between the
phenotypic expression of the disease and the identification of
positive results in the molecular study.
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