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1. Introducao

As disganglionoses intestinais compdem um grupo bastante heterogéneo
de malformagdes do sistema nervoso entérico. As varias neurodisplasias congénitas,
que podem levar a alteragdes e disfungdes variadas do trato gastrointestinal, incluem
a Doenca de Hirschsprung (DH) e as suas variantes. Estas variantes sao
representadas por doencas que cursam com obstrucdo intestinal, sem causas
mecanicas e que, diferentemente da Doenca de Hirschsprung, apresentam células
ganglionares na avaliagdo histopatologica.

As neuropatias entéricas podem ser congénitas ou adquiridas e estdo
relacionadas a um amplo espectro de alteragdes, que compreende desde alteragdes
na composicdo celular até a potencial auséncia completa do plexo em segmentos do
intestino (Matias, 2011). Por esse motivo, hd algumas propostas de classificagdes

das disganglionoses, como a proposta por Schérli, 1995 (Quadro 1).
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- Doenca de hirschsprung cléssica
- Aganglionose longa
Disganglionoses por agenesia - Aganglionose coldnica total

- Aganglionose intestinal total

- Aganglionose ultracurta

- Hipoganglionose

- Hipogenesia de células ganglionares
dos plexos mioentéricos e
submucosos

Disganglionoses por hipogenesia

- Displasia Neuronal Intestinal tipos A e

Disganglionoses por disgenesia B

Condicoes adquiridas - Doenga de Chagas

- Doenca de Hirschsprung + Displasia
Neuronal Intestinal do tipo B

- Hipoganglionse + Displasia Neuronal

Formas combinadas Intestinal do tipo B

- Células nervosas hipogenéticas dos
plexos  submucosos +  Displasia
Neuronal Intestinal do tipo B

Quadro 1. Classificacdo etiologica das disganglionoses intestinais. Adaptado de
Scharli, 1995.

Apesar da existéncia dessas outras entidades, na suspeita clinica de uma
disganglionose intestinal, a avaliacdo histopatologica das bidpsias retais confirma o
diagnoéstico de DH em mais de 90% dos casos (Moore, 2017). Assim, tendo em vista a maior
prevaléncia da Doenca de Hirschsprung em comparacdo as demais disganglionoses
intestinais, nossa revisao se concentrara principalmente nesta doenga.

A Doenga de Hirschsprung ou Aganglionose Intestinal Congénita ocorre
principalmente na faixa etaria pediatrica. Essa condi¢cdo ¢ a principal causa de obstrugdo
intestinal neonatal ou constipacgdo intestinal grave no lactente e escolar, podendo também se
manifestar com perfuracdo intestinal (Takawira et al., 2015; Duess et al., 2014; Masiakos &
Ein, 2006; Dasgrupta & Langer, 2004). E uma malformagio congénita do sistema nervoso
entérico, caracterizada pela auséncia de células ganglionares nos plexos submucosos e
mioentéricos do intestino distal. Isto resulta em um segmento aperistaltico, de extensao
variavel, responsavel pelo quadro clinico de obstrucdo intestinal (Duess et al., 2014;

Dasgrupta & Langer, 2004). Por ser uma doen¢a complexa e com manifestacdes clinicas
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variaveis, seu cuidado envolve o trabalho conjunto de vérias especialidades pediatricas, como
a gastropediatria, cirurgia pedidtrica e a patologia (Szylberg & Marszatek, 2014).

Aspectos relacionados a etiopatogenia, fisiopatologia e diagnostico da DH ainda sao
motivos de pesquisa e intensa discuss@o na literatura, objetivando melhorar o tratamento as

criangas portadoras desta entidade patologica.
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2. Aspectos Historicos

Ha relatos bastante antigos de descrigdes que se assemelham muito a DH.
Sushruta’s, durante a India pré-historica, descreveu uma doenga com “distensdo abdominal
por bloqueio funcional do canal anorretal” em que criancas ou adultos jovens apresentariam
distensdo gasosa de reto e colon, “pedras” (fecalitos), “cabelos” (fibras ndo digeridas) e fezes.
A distensdo abdominal seria caracteristicamente observada entre coragdo e cicatriz umbilical e
as evacuagoes seriam dificultosas e escassas em pacientes que poderiam apresentar, também,
vomitos com conteudo fecaldide (Apud Sergi, 2015).

Por um longo periodo, ndo houve novos relatos até a primeira descricdo das
caracteristicas clinicas desta doenca, datada de 1691, quando Frederick Ruysch, anatomista
holandés, observou a dilatacdo do coélon de uma crianca de 5 anos que havia falecido por
obstrucao intestinal (Apud Sergi, 2016). Em 1800, Domenico Battini, médico italiano, relatou
outro caso de uma crianga acompanhada por 10 anos com constipac¢ao severa, com 0s mesmos
sinais e sintomas, cuja autopsia apresentou as mesmas caracteristicas (Apud Sergi, 2016).
Ainda foram descritos alguns outros relatos até que em 1886, o médico pediatra dinamarqués,
Harald Hirschsprung, do Hospital Pedidtrico de Copenhagen “Queen Louise”, apresentou, na
Conferéncia de Berlim da Sociedade Alema de Pediatria, dois casos de disfun¢do intestinal
desde o nascimento. O primeiro paciente apresentava constipacdo, sem transito intestinal
espontaneo, necessitando de laxantes e enemas diariamente. O segundo paciente também se
apresentava com distensdo abdominal, oscilando entre periodos de diarreia e periodos de
constipagdo grave. Ha poucas informagdes sobre o seguimento clinico de ambos os pacientes,
que foram a 6bito. As autopsias revelaram reto estreito, com algas intestinais bastante dilatas e
hipertrofiadas, sem nenhuma obstru¢do mecanica aparente. Hirschsprung acreditou que esta
“nova doencga” seria uma alteragdo congénita, explicada pelas alteracdes macroscopicas

observadas no célon (Apud Sergi, 2016; Apud Masiakos & Ein, 2006). Seu trabalho foi
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publicado um ano mais tarde, em 1887, na literatura alema, e intitulado “Constipacdo no
recém-nascido devido a dilatacdo e hipertrofia do colon” (Hirschsprung, 1887). Entre 1825 e
1888, foram descritos, aproximadamente, 20 casos semelhantes (Apud Sergi, 2016), mas o
termo “megacolon congénito” foi introduzido somente em 1894, por Mya.

Apesar de estes trabalhos terem definido uma entidade clinica, agora conhecida e
estabelecida, a fisiopatologia da doenga ainda era desconhecida, no inicio do século XX. Isto
foi motivo de investigacdo cientifica intensa, revelada em alguns trabalhos publicados neste
periodo. A ideia de que a causa da doenga ndo estaria no colon dilatado proximal, mas no
segmento distal espastico e estreito, comecou a ser descrita nos trabalhos de Fenwick (1900),
Hawkins (1907) e Robertson & Kernohan (1938). A auséncia de células ganglionares no
c6lon distal foi primeiramente descrita por Tittel (1901), no reto de uma crianga de 15 meses,
com constipa¢cdo desde o nascimento. Até a década de 40, outros artigos foram publicados,
revelando alteragdes microscopicas na inervacdo colonica, com destaque para Dalla Valle
(1920), que descreveu a auséncia de células ganglionares no retossigmoide de dois irmaos
com sintomas tipicos da doenga e que apresentavam células ganglionares no segmento
dilatado proximal do colon. Em 1945, aproximadamente 60 anos apods a descrigdo inicial de
Hirschsprung, Theodor Ehrenpreis, elaborou profunda revisdo da literatura e concluiu que a
auséncia de células ganglionares no retossigmoide teria um significado patologico e, a partir
de estudos radiologicos contrastados (enemas opacos) de criangas normais e afetadas pela
doenga, observou que a dilatacdo do colon seria um evento secundario na evolugdo da doenca
(Ehrenpreis, 1945, 1955). Em fevereiro de 1948, Zuelzer & Wilson (1948), a partir de estudo
em 11 criancas falecidas com a doenga, concluiram que a obstrugdo intestinal era funcional, e
ocorria devido a alteragcdo congénita na inervacdo do segmento espastico. Em julho do mesmo
ano, Whitehouse & Kernohan (1948), também a partir de material de autdpsias, observaram

no reto espastico, auséncia de células ganglionares nos plexos mioentéricos acompanhada da
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presenga de troncos nervosos hipertrofiados. Um ano mais tarde, Bodian et al. (1949)
publicaram 73 casos de constipagdo intestinal em criangas, divididas em dois grupos (doenga
de Hirschsprung e constipa¢do idiopatica), e realizaram investigacdo radiologica (enema
opaco) e patologica (pecas cirargicas e autdpsias). Os pacientes com DH apresentavam padrao
radiologico peculiar, com zona espastica e dilatada, além da auséncia de células ganglionares
no segmento doente.

A consolidacdo destes conceitos sobre a fisiopatologia da doenga, no meio de
século passado, abriu novas perspectivas para o diagnostico e tratamento das criancas

acometidas. Estes aspectos serdo discutidos mais adiante.
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3. Epidemiologia

A incidéncia da DH ¢ estimada em 1: 5.000 nascidos vivos (Dasgrupta & Langer,
2004). Puri & Montedonico (2008) citam 12 estudos epidemiologicos, realizados entre 1962 e
2005, revelando variagdes desde 1:2.000 (Bodian & Carter, 1963), at¢ 1:12.000 (Althoff,
1962). A casuistica mais recente ¢ a de Suita et al. (2005), realizada no Japao, que demonstra

incidéncia de 1:5.343 nascidos vivos.

Com relagdo ao género, ¢ bem definida a prevaléncia do sexo masculino, em
proporcao de 3:1 a 4:1 (Takawira et al., 2015). Esta razdo varia na dependéncia da extensao
da doenca, apresentando taxas de 1:1 a 2:1 nas formas longas, e até mesmo, pode ser revertida
para 0,8:1 na aganglionose coldnica total. O motivo desta variagdo ndo ¢ esclarecido (Puri &

Montedonico, 2008).

Nao ha consenso sobre a prevaléncia da doenca em alguma raca. Um completo
programa de monitoramento de doencas congénitas na Califérnia, realizado entre 1983 e
1997, revelou diferencas raciais na distribuicdo da DH. As incidéncias encontradas foram de
1,5:10.000 em brancos, 2,1:10.000 em negros, 1:10.000 em hispanicos e 2,8:10.000 em
asiaticos (Torfs, 1998). Os estudos de Kleinhaus et al. (1979) e de Sherman et al. (1989)
demonstraram diferencgas na incidéncia da doenga entre brancos e negros norte-americanos,

apenas em func¢do das formas da doenga, sendo a forma longa mais frequente nos brancos.

Mais recentemente, alguns estudos tém associado a ocorréncia de dismotilidade
intestinal em prematuros a imaturidade intrinseca do sistema nervoso entérico (Duess et al.,
2014). Como raramente ¢ estabelecida relacdo entre Doenca de Hirschsprung e
prematuridade, ndo se conhece uma prevaléncia exata, j& que os dados ndo sdo bem
documentados. Diante dessa dificuldade, Duess et al. (2014) realizaram uma revisao

sistematica da literatura com 26 artigos publicados entre 1964 e 2013, relatando taxa de
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prevaléncia de 6% dos recém-nascidos prematuros com diagnodstico de DH. Observou-se,
também, que nos estudos mais recentes, entre 2000 e 2013, a prevaléncia atingiu 14%. O
mesmo estudo relacionou a ocorréncia de malformagdes congénitas associadas com maior
frequéncia entre os prematuros, correspondendo a 46% dos casos, enquanto que entre os
nascidos a termos, apenas 18% demonstravam tal associacao.

As taxas de mortalidade apresentaram acentuada queda nas ultimas décadas,

variando de 7,1% em 1978 para 3% em 2002 (Green et al., 2016).
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4. Embriologia e Etiopatogenia

O trato gastrointestinal ¢ derivado da endoderme e dividido em 3 segmentos de
acordo com o suprimento venoso. O peristaltismo, o fluxo sanguineo e as secre¢des no trato
gastrointestinal sdo controlados pelo sistema nervoso entérico, que ¢ o ramo mais complexo
do sistema nervoso periférico, atuando de forma quase que independente do sistema nervoso
central, sendo parte do sistema nervoso autonomico (Tjaden & Trainor, 2013; Laranjeira &
Pachinis, 2009). Os mais de 500 milhdes de neurdnios, numeros maiores que os da medula
espinhal, t€ém capacidade de realizar atividade reflexa na auséncia do sistema nervoso central.
Desempenham papel fundamental na absor¢do de dgua e nutrientes, secre¢do hormonal e na
motilidade intestinal (Stamp, 2017; Tam, 2016; Puri & Rolle, 2008).

O entendimento de aspectos embrioldogicos ¢ importante no estudo da
etiopatogenia da DH (Takawira et al., 2015). Durante a 3* semana de desenvolvimento
embriondrio, no processo chamado neurulagdo, ocorre a formagdo da crista neural a partir da
ectoderme (Moore & Persaud, 2000). Suas células pluripotentes dardo origem aos
melanocitos, células da medular adrenal, dentina e aos neurdnios do sistema nervoso
auténomo, incluindo os do sistema entérico (Tjaden & Trainor, 2013; Puri & Rolle, 2008). A
maioria das células do sistema nervoso entérico deriva da crista neural vagal. No entanto, ha
dois outros tipos celulares: provenientes da crista neural sacral que povoam o intestino grosso
distal, mas ndo suprem a falta dos neurdnios vagais, e os precursores das células de Schwann
que atuam no final do desenvolvimento embrionario e no desenvolvimento pos-natal. A falta
das diferentes linhagens pode causar diferentes tipos de dismotilidades intestinais (Stamp,
2017).

O desenvolvimento das células nervosas do tubo digestorio, a partir da crista
neural, ocorre através de um processo de migragdo, no sentido craniocaudal, a partir do

es6fago até o canal anal, entre a 5" € a 12° semana do desenvolvimento (Duess et al., 2014;
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Webster, 1973; Okamoto, 1967). Apds migrarem, ja entre a 12* e 16* semanas, os
neuroblastos invadem a parede intestinal, originando primeiramente os plexos mioentéricos de
Auerbach nas camadas mais externas, e posteriormente os plexos de Meissner na submucosa.
Isto também segue uma sequencia craniocaudal (Puri & Rolle, 2008). Os plexos mioentéricos
situam-se entre as camadas musculares, sendo responsaveis apenas pela motilidade, enquanto
que os plexos submucosos sdo responsaveis pela motilidade, pelo fluxo sanguineo e pela troca
de ions no epitélio intestinal (Tjaden & Trainor, 2013).

Desta forma, a auséncia de células ganglionares tem sido atribuida a falha na
migracdo das células da crista neural, durante a embriogénese (Szylberg & Marszatek, 2014;
Tjaden & Trainor, 2013). De acordo com esta teoria, a altura da zona aganglionar ¢
determinada pelo momento em que esta falha ocorreu (Duess et al., 2014). Bolande (1974)
utilizou o termo “neurocristopatia” para descrever as anomalias derivadas de falhas no
desenvolvimento da crista neural. Nesse contexto, a aganglionose ¢ classificada como uma
neurocristopatia simples, ja que envolve um unico processo patologico.

Outra teoria explica a patogenia de maneira diferente. A proposta ¢ que as células
da crista neural atingem seu destino de migragdo, povoando todo o tubo digestivo. Entretanto,
determinadas células podem ndo se proliferar, nem se diferenciar, possivelmente por
alteracdes no microambiente das regides distais do colon, dando origem aos segmentos
aganglionares da DH (Szylberg & Marszatek, 2014). Sendo assim, a aganglionose seria
relacionada a anormalidades celulares e moleculares durante o desenvolvimento do sistema
nervoso mioentérico (Duess et al., 2014). O papel da fibronectina e da laminina, como
glicoproteinas que facilitam a migra¢do e o desenvolvimento das células da crista neural, ¢
discutido por Dasgrupta & Langer (2004). Estes autores citam alteragdes das moléculas de
adesdo das células neurais (NCAM) e auséncia de fatores neurotrdéficos, como possibilidades

etiologicas para a falta de proliferagao local dos neuroblastos. Desta maneira, a alteragao pode
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ocorrer tanto na migragdo como na proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose das

células ganglionares (Tjaden & Trainor, 2013).
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5. Aspectos Genéticos

O risco 200 vezes maior para ocorréncia de DH entre irmdos de individuos
afetados, a desproporcdo na sua distribuicdo entre os sexos e a associacdo com outras
malformagdes e com sindromes cromossOmicas constituiram as evidéncias iniciais para a
pesquisa de fatores genéticos nesta entidade patoldgica, sendo descrita como esporadica ou
familiar (Schéppi et al., 2013; Tjaden & Trainor, 2013; Kenny et al., 2010). Os fatores
genéticos sdo heterogéneos e exibem interacdes complexas, ndo mendelianas, ligada ao sexo,
que influenciam na penetrancia e severidade da doenga (Takawira et al., 2015; Tjaden &
Trainor, 2013; Kapur, 2009). Devemos considerar a influéncia de genes modificadores e das
condi¢des ambientais, ja que € observado que um mesmo fenotipo esta associado a diferentes
mutagoes (Tjaden & Trainor, 2013).

As alteragdes genéticas podem ser identificadas em 50% dos pacientes acometidos
pela forma familiar e em 15-20% dos pacientes que apresentam a forma esporddica, que
corresponde a 70% dos casos (Schippi et al., 2013). Na aganglionose intestinal total, observa-
se maior ocorréncia familiar, podendo acontecer em 50% dos casos, enquanto que na forma
coldnica total pode acontecer em 15-21% dos pacientes e na forma cléssica pode acometer até
7,6% dos casos (Henderson et al., 2017). Além disso, foram descritos casos entre irmaos que
apresentaram aumento progressivo da extensdo da doenca, sugerindo que ha maior
penetrancia do gene nas sucessivas geracdes (Moore, 2015). Os diferentes fenotipos serdo
explicados mais adiante, na pagina 30, no item 7 sobre a classificagao.

Foram descritos mais de 15 diferentes genes (RET, GDNF, GFR a 1, NRTN,

EDNRB, ET3, ZFHX1B, PHOX2b, SOX10, SHH, EDN3, PTCHI1, WNT8A) que sdo
responsaveis pela ocorréncia de 50 % dos casos de DH (Bahrami et al., 2018; Sergi, 2016;
Takawira et al., 2015; Tjaden & Trainor, 2013; Kapur & Kennedy, 2012). As alteragdes

genéticas mais comuns incluem mutagdes no proto-oncogene RET, identificada em 7 a 35%
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dos casos, no gene EDNRB em 7% e no gene END3 em menos que 5% (Kenny et al., 2010).
Estudos recentes apontam também a pesquisa de microRNAs que estejam envolvidos na
patogenese da DH. Os microRNAs sdo pequenas moléculas codificadoras que atuam na
diferenciagdo, proliferacdo, migragdo e apoptose celulares (Sergi et al., 2016).

Anomalias congénitas e sindromes associadas como cardioldgicas, alteragdes
craniofaciais, malformacdes em trato gastrointestinal ou urindrio, anomalias de sistema
nervoso central e espinha bifida estdo presentes em 5 a 32% dos casos (Tjaden & Trainor,
2013; Amiel et al.,, 2008). Devem ser destacadas algumas neurocristopatias que estdo
comumente associadas, como a Sindrome da Hipoventilagdo Central Congénita, a Sindrome
de Waardenburg, Sindrome de Smith-Lemli-Optiz e a Sindrome de di Georgi (Bahrami et al.,
2018; Schippi et al., 2013; Kenny et al., 2010; Kapur, 2009). A aganglionose colonica
também esta associada a neoplasia enddcrina multipla tipo 2 em menos de 5% dos casos ¢ a
neurofibromatose (Schéppi et al., 2013; Amiel et al., 2008; Haricharan & Georgeson, 2008).
Das anomalias cromossdmicas, a mais frequentemente associada ¢ a trissomia do 21, relatada
em aproximadamente 2-15% das criangas com aganglionose congénita. Os pacientes com
Sindrome de Down tém risco 100 vezes maior de apresentar a doenga (Tjaden & Trainor,
2013; Kenny et al., 2010; Haricharan & Georgeson, 2008). Sao descritas, também,
associacdes com surdez congénita, hidrocefalia, diverticulo vesical, Diverticulo de Meckel,
agenesia renal, criptorquidia e neuroblastoma (Szylberg & Marszatek, 2014).

Estudos recentes tém investigado o papel dos comandos genéticos e moleculares
na migracdo e desenvolvimento das células do sistema nervoso entérico (Amiel et al., 2008).
O proto-oncogene RET e a proteina RET atuam na migracdo e proliferagdo dos neuroblastos.
Aproximadamente 50% dos pacientes com DH familiar apresentam mutagdes no proto-
oncogene RET, o que destaca a importancia das alteracdes deste gene na patogénese da DH

(Amiel et al., 2008). Mais de 20 diferentes mutacdes foram descritas neste proto-oncogene e
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alguns de seus polimorfismos estdo associados com fendtipos particulares, expressos pela
extensdo da zona aganglionar (Haricharan & Georgeson, 2008). Alteracdes genéticas também
tém sido observadas nas células tronco da crista neural nos pacientes com aganglionose

coldnica (Iwashita et al., 2003).
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6. Fisiopatologia

O conhecimento da patogenia da DH, fundamentado na auséncia de células
ganglionares nos plexos submucosos e mioentéricos do intestino distal, constitui a base para o
entendimento de sua fisiopatologia. A regido aganglionar ¢ sabidamente aperistaltica,
constituindo um obstaculo ao transito intestinal. Como os movimentos peristalticos nao
conseguem progredir através da area espdastica, as regides proximais ganglionares,
consequentemente, dilatam-se, apresentando progressiva hipertrofia muscular e paredes
espessadas, caracterizando o segmento conhecido como megacolon. O espessamento € a
hipertrofia tendem a aumentar com o decorrer da idade, enquanto a doenga ndo for tratada
(Calkins, 2018; Sergi, 2016).

Entre a area espastica aganglionar e o segmento dilatado ganglionar ha uma zona
de transi¢do, conica e de extensdo variavel (Figura 1). Na maioria das vezes, esta zona de
transicao ¢ identificada em nivel de retossigmodide (Maksoud, 2003). As caracteristicas mais
comuns atribuidas & zona de transi¢do sdo aganglionose circunferencial, hipoganglionose
mioentérica, troncos nervosos hipertrofiados e a displasia neuronal intestinal do tipo B (Kapur

& Kennedy, 2012).

Figura 1 — Imagem do intra-operatdrio da zona de transicido localizada em célon descendente:
A= segmento espastico aganglionar; B= zona de transicio; C= megacélon normoganglionar.
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A principal responsavel pela fisiopatologia da doenga ¢, portanto, esta regido
aperistaltica distal, caracteristicamente espastica, que leva a obstrucdo intestinal funcional,
conforme descrito por Swenson & Bill (1948). Entretanto, ainda ndo hd, na literatura recente,
explicagdo completa sobre os mecanismos que levam a esta espasticidade (Puri &
Montendonico, 2008; Dasgrupta & Langer, 2004).

Em revisdao de 2008, Puri & Montedonico citam as possiveis explicacdes
fisiopatologicas para a ocorréncia desta espasticidade. Segundo estes autores, a motilidade do
sistema gastrointestinal depende da intera¢do de elementos nervosos e musculares. Uma das
hipoteses propde que a hiperinervacdo colinérgica seria responsavel pela espasticidade da
regido distal. Para isso, haveria um aumento do ntimero de fibras nervosas colinérgicas na
zona aganglionar, representadas por troncos nervosos grossos € hipertrofiados na submucosa,
muscular da mucosa e ao nivel do plexo intermuscular. Sdo fibras nervosas pré-ganglionares
dos neurdnios extrinsecos do sistema nervoso parassimpatico que, ndo encontrando as células
ganglionares para a sinapse, sofrem hipertrofia, dicotomizam-se e espalham-se pelas varias
camadas da parede intestinal. Ha liberacdo continua de acetilcolina, neurotransmissor
excitatorio, que seria responsavel pelo estimulo de contracdo. Entretanto, modelos
experimentais demonstram a possibilidade de ocorréncia da espasticidade na auséncia de
hiperatividade colinérgica (Imamura et al., 1975). Outra hipotese advoga o papel da
inervacgdo adrenérgica. Ocorreria um aumento do numero e uma distribui¢do cadtica de fibras
adrenérgicas no segmento aganglionar. Entretanto, a sensibilidade desta regido a epinefrina
ndo estd aumentada, apesar do aumento do niimero de fibras adrenérgicas. Além disso, estas
fibras atuam no relaxamento da musculatura intestinal sendo, portanto, bastante improvavel
que sejam as responsaveis pelo aumento do tonus (Puri & Montedonico, 2008). Outro fator,
de descoberta mais recente, ¢ o papel do 6xido nitrico. Trata-se de um dos neurotransmissores

mais importantes no relaxamento da musculatura lisa da parede intestinal. H4 indicios de que
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a sintese deste neurotransmissor no segmento intestinal aganglionico esta prejudicada e tal
deficiéncia poderia impedir seu relaxamento (Rolle et al., 2002). Outros elementos também
vém sendo investigados. As células intersticiais de Cajal, as células enteroendocrinas, o
musculo liso entérico, a matriz extracelular e alteracdes no segmento proximal ganglionar
podem colaborar, de diferentes formas, para a formacdo do segmento espastico (Puri &

Montedonico, 2008).
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7. Classificacao

A DH ¢ classificada com base na extensdo da zona aganglionar. Entretanto, ha

divergéncias sobre as divisdes utilizadas.

Puri & Montedonico (2008), consideram o esfincter anal interno como o limite
inferior da zona aganglionar e, a partir dai, classificam a doenca nas formas cléssica, quando o
segmento espastico nao se estende além do sigmoide; longa, quando a regido aganglidnica vai
além do angulo esplénico e aganglionose coldnica total, quando se estende por todo o colon e
pequena extensdo do ileo terminal. H4 também referéncia a uma forma rara, denominada
aganglionose intestinal total, caracterizada pela auséncia de células ganglionares do duodeno
ao reto. A forma classica ¢ responsavel pela grande maioria dos casos, com incidéncia
variavel de 72 a 88,8%, seguida pelas formas longa, em 3,9 a 23,7% dos casos e aganglionose

coldnica total em 2 a 13% dos pacientes.

A aganglionose coldnica total, também conhecida como sindrome de Zuelzer e
Wilson, pode ser dividida em 2 subtipos: aganglionose colonica total e a aganglionose
coldnica total com acometimento de delgado. No primeiro caso, a aganglionose acomete do
anus até a valvula ileo cecal e, no segundo, pode atingir, no maximo, 50cm de delgado
(Moore, 2015; Meier-Ruge et al., 1972). Moore (2015) também considera que a aganglionose
total pode ser considerada como uma outra doencga, ja que apresenta outros mecanismos na
patogénese e que ainda podem se manter em evolu¢do apos o nascimento. No entanto, ainda

faltam informagdes que possam justificar essa hipotese.

Maksoud (2003) considera, além destas formas de aganglionose, a existéncia da
forma curta da doenga, na qual a regido aganglionica estende-se pouco além do esfincter

interno e que € responsavel por cerca de 5% dos casos.



Capitulo I — Revisdo da Literatura 31

Por outro lado, pela classificacdo proposta por Kaiser & Bettex (1982), a forma
classica corresponde ao envolvimento do reto, sigmoéide e colon descendente, até¢ a flexura
esplénica; a forma ultra-curta é caracterizada pela aganglionose restrita as por¢des mais
distais do reto e a forma ultra-longa, ¢ a que ocorre quando mais da metade do colon ¢

representanda pelo segmento aganglionico.

Holschneider & Kunst (2008) descrevem a forma ultra-curta com mais detalhes.
Trata-se de forma rara da doenca, cujos sintomas comumente iniciam-se a partir dos seis
meses de idade. O segmento aganglionico estende-se de 3 a 4 cm a partir da linha pectinea
podendo, entretanto, estar limititada ao canal anal (Meier-Ruge & Bruder, 2008). Esta forma
da doenga também ¢ cosiderada como uma acalésia do esfincter anal interno, mas ha poucos
dados sobre esta forma na literatura (Schéppi et al., 2013). O diagnostico desta forma de
aganglionose depende fundamentalmente de biopsias retais na altura da linha pectinea, que
revelam aumento da atividade da acetilcolinesterase (Holschneider & Kunst, 2008; Meier-

Ruge et al., 2004).

Em 2015, Takawira et al. consideraram 2 tipos de DH. A DH tipo 1 seria a de
segmento curto, que corresponderia ao reto e ao colon até angulo esplénico, sendo o tipo mais
comum, com frequéncia de 60 a 85% dos casos. Ja a DH tipo 2, corresponderia a forma longa,
envolvendo reto e maior extensdo do célon, sendo o tipo mais raro, com ocorréncia de 15 a

25% (Takawira et al., 2015).
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8. Quadro Clinico

A DH pode se apresentar sob diferentes formas e gravidades, na dependéncia da
extensdo e do grau de espasticidade do segmento aganglionico (Maksoud, 2003). Os sintomas
podem aparecer ja nos primeiros dias de vida com alteracdes de hébito intestinal, restrigdes
alimentares, atraso no desenvolvimento pondero-estatural, flatulénica e vomitos (Szylberg &
Marszatek, 2014). Até 90% dos casos se apresentam no periodo neonatal, caracteristicamente
como obstrugdo intestinal (Martucciello, 2008; Maksoud, 2003). Desta forma, a DH
representa 20 a 25% dos casos de obstrugdo intestinal neste periodo (Loening-Baucke &
Kimura, 1999).

O atraso na eliminacdo do meconio nas primeiras 24 a 48 horas de vida ¢ relatado
em até¢ 90% dos pacientes com a doenga (Duess et al., 2014; Puri & Montedonico, 2008).
Entretanto, outros estudos demonstram que até 40% dos pacientes podem eliminar meconio
dentro das primeiras horas de vida, revelando que este ndo ¢ um sinal obrigatorio para o
diagnostico (Singh et al., 2003). Habitualmente, trata-se de um recem-nascido a termo, com
distensdo abdominal progressiva (63 a 91% dos casos), intolerdncia as mamadas e vOmitos
biliosos (19 a 37% dos casos) (Duess et al., 2014; Haricharan & Georgeson, 2008; Puri &
Montedonico, 2008). O toque retal pode demonstrar reto estreito, com ampola vazia, seguido
ou ndo de eliminag¢do explosiva de fezes (Green et al., 2016; Maksoud, 2003). Segundo
descricdo de Duess et al. (2014), a ocorréncia de sintomas acontece de maneira semelhante
entre os recém-nascidos a termo e os prematuros, mas a observacdo dos sintomas no paciente
prematuro ¢ ainda mais complicada, devido ao grande nimero de anormalidades envolvendo
multiplos sistemas que estdo associadas a propria condi¢ao de imaturidade do paciente (Duess
et al., 2014). Nesse grupo de pacientes considera-se como atraso significativo quando nao ha
elimina¢do de meconio em 7 a 8 dias de vida (Schéppi et al., 2013).

Entretanto, algumas criangas ndo apresentam obstrucdo intestinal neonatal.
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Manifestam clinicamente constipagdo intestinal grave, em diferentes faixas etérias, que pode
evoluir com distensdo abdominal crdnica, peristaltismo visivel, déficit de crescimento e
desnutricao (Szylberg & Marszatek, 2014; Puri & Montedonico, 2008; Dasgrupta & Langer,
2004). Ha pouca resposta ao tratamento clinico, sendo comum a dependéncia de enemas
(Dasgrupta & Langer, 2004).

O diagnostico de DH deve ser suspeitado em qualquer crianga com historia de
constipacdo intestinal desde o periodo neonatal (Puri & Montedonico, 2008). A idade média
de diagnostico tem diminuido progressivamente nas ultimas décadas, evidenciando maior
conscientizacdo sobre a doenga (Puri & Montedonico, 2008; Dasgrupta & Langer, 2004). Um
levantamento de 1979, da secdo cirtirgica da Associacdo Americana de Pediatria, demonstrou
o diagndstico no periodo neonatal em apenas 8% dos casos. Até os 3 meses de idade, este
valor atingia 30% dos casos (Kleinhaus et al., 1979). Por outro lado, estudo australiano do fim
da década de 90, demonstrou taxas de até¢ 90% de diagndstico no periodo neonatal (Singh et
al., 2003). Levantamentos nacionais revelam taxas de 47,2% de diagndstico neonatal (Villar et
al., 2009) e mediana de 8,8 meses para a idade de diagnostico (Bigélli et al., 2002).

O diagnéstico de agangliose coldnica raramente ¢ considerado em adultos. Porém,
pode representar até 2% dos pacientes com constipacdo cronica refratiria nesta faixa etaria
(Chatelain et al., 2006). Recentemente, dados demonstraram que menos de 1% dos casos de
DH sao diagnosticados na vida adulta (Schippi et al., 2013). A forma adulta da DH ¢ definida
quando este diagnostico ¢ estabelecido a partir dos 10 anos de idade (Doodnath & Puri, 2010).
Em revisdo sistematica da literatura, que levantou dados dos ultimos 50 anos, Doodnath &
Puri (2010) encontraram relatos de 490 casos diagnosticados nesta faixa etaria. A idade de
diagnostico variou dos 11 aos 74 anos, sendo mais comum na terceira década de vida. A
maioria dos pacientes apresentava constipacdo intestinal desde a primeira infancia, com

pequena melhora apds uso de laxativos ou enemas, mantendo este quadro clinico ao longo da
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vida. Apenas alguns casos apresentaram inicio dos sintomas na idade adulta. A forma mais
comumente encontrada foi a doenga confinada ao reto, em 79,8% dos casos, compativel com

quadro clinico menos exuberante.
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9. Diagnostico

Apesar do conhecimento de alteragdes nas diferentes fases embriologicas e do
possivel envolvimento de diversos genes, o diagndstico intra-utero de DH ainda nio ¢
considerado como possivel (Takawira et al., 2015).

Frente a um paciente com quadro clinico suspeito para DH, evidenciado a partir
de anamnese, deve-se realizar um exame fisico completo. Nesse momento a medida da
circunferéncia abdominal apresenta-se, na maioria das vezes, aumentada, com palpacdo de
massas fecais. Ao toque retal, nota-se hipertonia de esfincter, com ampola retal vazia ou,
possivelmente, com fezes bastante endurecidas, que podem ou ndo serem eliminadas de
maneira explosiva apds o toque (Sergi, 2016). A partir dai, inicia-se a investigacdo
diagnéstica.

A radiografia simples do abdome pode revelar distensdo gasosa de alcas
colonicas, com niveis hidroaéreos. O nivel da obstru¢do pode ser inferido pela presenga de ar
no colon ou reto ndo-dilatados. Esta imagem pode ser observada na incidéncia em decubito
dorsal e facilitada pela incidéncia lateral, com o paciente em dectbito ventral e com as
nadegas elevadas. Além disso, tem importante papel na investigacao de perfuragdo intestinal,
que constitui grave complicac¢do da aganglionose colonica (Kelleher & Blake, 2008).

Swenson et al. (1949) publicaram técnica para realizagdo de enema opaco, com
bario, utilizada até os dias atuais, com sensibilidade de 76% e especificidade de 97%, que
permite a identificacdo da zona de transicdo entre o segmento espastico aganglidnico e o
colon dilatado (Figura 2). Este exame ainda ¢ considerado como método util, principalmente
na triagem diagnostica diante da suspeita de DH, permitindo também estimar a extensdo da
zona aganglionar, auxiliando no planejamento cirtirgico (Lourengdo et al., 2019; Takawira et
al., 2015; Schippi et al., 2013). Apesar de 75% dos neonatos com doenca de Hirschsprung

apresentarem o cone de transi¢do, a auséncia deste sinal ndo exclui a possibilidade de
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aganglionose (Dasgrupta & Langer, 2004). Em criangas mais velhas, a auséncia da zona de
transicdo ao enema opaco ¢ menos comum, mas pode ocorrer devido a um segmento doente
muito curto (Dasgrupta & Langer, 2004). Além disso, até 75% das criangas com aganglionose
colonica total apresentam colon de calibre normal, bem como criangas com a forma ultracurta
da doenga (Szylberg & Marszatek, 2014; Schippi et al., 2013; De Lorink et al., 2006).
Lavagens e toques retais prévios sao fatores que também aumentam a taxa de falsos negativos
no enema opaco (Takawira et al., 2015; De Lorink et al., 2006). Em neonatos, a presenca de
plugs de meconio podem levar a resultados falso-positivos (Green et al., 2016). Radiografias
de retardo, apos 24 a 48 horas do exame radioldgico inicial, podem colaborar para o
diagnostico. Permitem acesso ao bario residual e podem facilitar a identificagdo da zona de
transi¢do (Szylberg & Marszatek, 2014; Kelleher & Blake, 2008). O atraso de eliminagdo de
bario maior que 24 horas, ¢ fortemente sugestivo de DH (Moore, 2015). Deve-se considerar
que, em vigéncia de enterocolite, a realizacdo do enema opaco pode acarretar na perfuragao

intestinal durante administragdo do contraste (Szylberg & Marszatek, 2014).

Figura 2 - Enema opaco pela técnica de Neuhauser, evidenciando zona de transicio no reto-
sigmoide
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Outro dado, descrito como sugestivo da doenga, ¢ o indice retossigmoide menor
que 1,0 (Lourencdo et al., 2019; Tjaden & Trainor, 2013; Garcia et al., 2007; Siegel et al.,
1981). Este indice mede a razdo entre o maior didmetro do reto e o maior diametro do
sigmodide. Fornece uma medida objetiva que deve ser utilizada em conjunto com a
identificacdo da zona de transi¢do na investigacao radioldgica da doenga (Garcia et al., 2007).

A manometria anorretal vem sendo utilizada na investigagdo diagnoéstica da
doenga de Hirschsprung, desde a metade do século passado. As descri¢des iniciais da auséncia
do reflexo inibitdrio retoanal nos pacientes portadores de aganglionose coldonica (Callaghan &
Nixon, 1964; Hiatt, 1951) permitiram a caracterizagdo da manometria como método valido na
investigacdo diagnodstica desta entidade patologica (Lawson & Nixon, 1967). A demonstragao
do relaxamento do esfincter interno, apds a insuflagdo de baldo com ar no reto simula o
reflexo evacuatorio. Este processo fisiologico depende da presenca de células ganglionares
nos plexos nervosos do intestino distal (Takawira et al., 2015; Holschneider & Steinwegs,
2008). Desta forma, a evidéncia manométrica da existéncia deste reflexo exclui a
possibilidade de DH. Entretanto, sua auséncia ndo confirma este diagnostico. A taxa de falsos
positivos ¢ muito alta para que este método possa ser utilizado isoladamente para o
diagnostico desta entidade patologica (Martuciello, 2008). Muitas vezes, o resultado ¢
inconclusivo pela agitacdo e falta de colaboragdo do paciente para adequada realizacdo do
exame (Schippi et al., 2013).

O reflexo inibitério reto-anal pode ser fisiologicamente rudimentar devido a
imaturidade neuronal na crianga com até 14 semanas de vida (Holschneider & Steinwegs,
2008). Entretanto, estudos recentes demonstraram que a sensibilidade e a especificidade da
manometria anorretal sdo adequadas para a investigagdo diagnostica no periodo neonatal
(Zarabozo et al., 2010; Huang et al., 2009). Takawira et.al demonstraram em revisao de 2015,

que a especificidade da manometria anorretal ¢ de 93% e a sensibilidade de 87% (Takawira et
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al., 2015). Desta forma, a eletromanometria deve ser considerada como um método de triagem
inicial na investigagdo da DH (Holschneider & Steinwegs, 2008; de Lorijn et al., 2006). Caso
o resultado seja auséncia do reflexo inibitério, essa crianga deve ser submetida a bidpsia retal
para complementagao diagnoéstica. Ja a presenga do reflexo, pode excluir DH (Schippi et al.,
2013). Wu et al. descreveram que os resultados falso-negativos variam de 0 a 24% e os falso
positivos de 0 a 62% (Takawira et al., 2015).

O diagnostico definitivo da DH, entretanto, somente pode ser estabelecido pelo
exame histopatoldgico, que permite analisar os plexos nervosos do sistema nervoso entérico,
em amostras de tecido obtido por bidpsias retais (Kapur, 2009; Dasgupta & Langer, 2004). A
utilizacdo de biopsias retais para o diagnostico de DH foi originalmente proposta por
Swenson et al. (1955), como um método preciso, superior ao enema opaco. Estes autores
propuseram a realizacdo de bidpsias da parede posterior do reto, a 3 cm da linha pectinea,
envolvendo a espessura total da parede intestinal. Este procedimento deveria ser conduzido
sob anestesia geral e necessitaria de sutura da ferida operatdria. A analise histopatologica, por
sua vez, deveria compreender a busca por células ganglionares nos plexos intermusculares e a
presenga destas células excluiria o diagnostico de DH (Swenson et al., 1955).

Bodian (1960), por outro lado, concluiu que amostras de tecido menores,
envolvendo mucosa e submucosa, seriam suficientes para a pesquisa de células ganglionares
na investigacdo diagnostica de DH. As células ganglionares estariam invariavelmente
ausentes na submucosa do reto distal nos pacientes portadores de aganglionose e as
caracteristicas da submucosa corresponderiam também a auséncia de células ganglionares nos
plexos mioentéricos. Este conhecimento foi fundamental para a evolugdo das técnicas de
bidpsias retais, com o surgimento de novos métodos, minimamente invasivos, sem a
necessidade de anestesia geral e realizados em carater ambulatorial (Dobbins & Bill, 1965;

Shandling, 1961).
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Merecem destaque os trabalhos de Helen Noblett, com a descri¢do de uma pinga
de biopsia retal por sucgdo, que se tornou o instrumento mais utilizado para a investigacao
diagnoéstica da DH (Campbell & Noblett, 1969; Noblett, 1969). Em sua descri¢do original,
Noblett (1969) salientava a importancia de alguns aspectos técnicos. Suas biopsias foram
realizadas sob pressdo negativa de 20 a 25 polegadas de mercurio, sem lavagem intestinal
prévia e com afiamento periddico da lamina da pinga. As amostras eram consideradas
adequadas quando apresentavam ao menos 3,5mm de didmetro e contemplavam a submucosa.
Todos os 116 espécimes analisados pela autora, foram considerados adequados.

Atualmente, as biopsias retais de suc¢do atingem taxas de sensibilidade de até
97% e especificidade de até 99% (Green et al., 2016). Quando a bidpsia por suc¢do ndo €
suficiente para o diagndstico, pode-se optar pela realizacdo de uma bidpsia cirurgica de
parede total de reto. Schippi et al. (2013) sugerem que bidpsia retal por suc¢ao € o método de
preferéncia, desde que realizada a 2-3cm da linha pectinea e contenha fragmentos suficientes
de submucosa para analise histopatoldgica (Schippi et al., 2013). Assim, este ¢ considerado
um método simples, seguro, rapido e de baixo custo, o que favorece sua escolha como método
de preferéncia em muitos servicos (Szylberg & Marszatek, 2014).

Na literatura, a acuracia da bidpsia retal para o diagnostico de DH gira em torno
de 95% e, quando associada a andlises imunohistoquimicas, esse valor pode se elevar até
99,7% (Szylberg & Marszatek, 2014). A sensibilidade pode alcangar 100% se o fragmento for
retirado do local adequado, com representatividade suficiente e expertise adequada do médico
patologista para analisar as amostras (Szylberg & Marszatek, 2014). Takawira et al.
demonstraram, em revisdo sistematica de 2015, especificidade de 99% e sensibilidade de
93%, confirmando a superioridade das bidpsias retais para o diagnostico de DH, quando
comparada ao enema opaco e a manometria anorretal (Takawira et al., 2015).

Entretanto, este ndo pode ser considerado um método perfeito (Kobayashi et al.,
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2002). Determinadas técnicas, como as bidpsias por suc¢do ou por “punch” sio realizadas “as
cegas”, o que dificulta a determinagdo do local exato da biopsia e da espessura do fragmento
obtido. Também sdo descritas possiveis complica¢des, como sangramento massivo (Pini-
Prato et al., 2011), perfuracdes de reto, fibrose peri-retal, celulite em pelve e sepse (Lewis et
al., 2003; Hirsch et al., 2011). Schippi et al. (2013) relatam taxas de complicacdes em 1,3 a
2,9% dos procedimentos (Schéppi et al., 2013). Em revisdo de 2016, Muise & Cowles
concluem que as complicagdes sdo raras, mas muito graves, acometendo em torno de 2% dos
pacientes, independentemente da técnica de bidpsia utilizada. Os sangramentos habitualmente
ocorrem imediatamente apds o procedimento, mas ha descricdo de sangramento até 4 horas
apos a realizagdo da bidpsia.

Além disso, taxas de insucesso das bidpsias retais para obtencdo de espécimes
adequados sdo relatadas na literatura, e variam de 13% a até 28% (Alizai et al., 1998;
Kobayashi et al., 2002; Athow et al., 1990). Os fragmentos sdo considerados adequados
quando apresentam, pelo menos 3 mm de didmetro, com, no minimo, um terco da espessura
correspondendo a submucosa, mas idealmente, metade da amostra deveria ser representada
por submucosa (Muise & Cowles, 2016). Quando os fragmentos ndo envolvem a submucosa,
a exclusdo da possibilidade diagnostica de DH fica bastante prejudicada (Ali et al., 2006;
Kobayashi et al., 2002). Isto leva a necessidade da realizacdo de novas bidpsias,
habitualmente sob anestesia geral, para a obten¢do de fragmentos mais profundos da parede
do reto (Hall et al., 2009; Gil-Vernet et al., 2006). Ha desta forma, além dos riscos inerentes
deste novo procedimento, atraso no diagnostico e no tratamento, maior ansiedade aos pais e
consideravel aumento de custos (Muise & Cowles, 2016; Ali et al., 2006).

Por tudo isso, ha intensa pesquisa por novos métodos de bidpsias. A adequagdo do
espécime, contemplando a camada submucosa, constitui o ponto critico para a andlise

histopatologica adequada (Alizai et al., 1998). Resultados satisfatorios sdo descritos com o
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uso de forceps (Kobayashi et al., 2002; Alizai et al., 1998.), com a realizagdo de suc¢do por
maquina de aspiracdo (Ali et al., 2006), com pincas modificadas para suc¢do (Hall et al.,
2008) e com auxilio de visao endoscopica e bidpsia por Jumbo (Hirsch et al., 2011). A Figura
3 apresenta os principais tipos de técnicas de bidpsias retais utilizadas na investigacao
diagnoéstica da DH. Até hoje ndo ha estudos que comparem os diferentes métodos para
obtencdo dos fragmentos e nem consenso em relacdo ao melhor método para ser utilizado

(Takawira et al., 2015).

Técnica de .o .
Biépsia retal Descrigao Subtipos
- superficial
Cirargica Incisdo cirfirgica na parede do reto
- profunda
Ex: Biopsia cirtrgica profunda
- Noblett
- Rbi2
Aspiragdo da mucosa do reto com - SoloRBT
Succio pressdo negativa, seguida de bidpsia - Multipurpose
com lamina Quinton
- SBT 100
- Outros
Ex: pinga de Noblett
- Cup biopsy

Biopsia incisional da mucosa do reto

“Punch” . , . . - Nasal forceps
realizada através de diferentes pingas P

- outros
- pinga jumbo

. Sob visdo endoscopica direta com
Endoscépica . .
pingas endoscopicas
- outras

Ex: biopsia endoscopica com
pinga jumbo

Figura 3: Tipos de técnicas de biopsias de reto utilizadas na investigacdo diagnéstica da Doenca
de Hirschsprung.



Capitulo I — Revisdo da Literatura 42

As Dbidpsias retais de succdo geralmente fornecem amostras adequadas de
submucosa, quando realizadas em neonatos e criancas mais jovens (Kapur 2009), com idade
entre 6 meses € 3 anos (Alizai et al., 1998; Croffie et al., 2007). Para criangas mais velhas, ha
uma tendéncia deste método resultar em espécimes inadequados. Isto pode ser explicado pela
propria evolucdo da constipacdo intestinal, que leva ao espessamento fibroso da submucosa
devido ao megarreto, com edema de mucosa associado (Muise & Cowles, 2016; Kapur, 2009;
Croffie et al., 2007).

Nao existe consenso quanto a padroniza¢do do nimero de fragmentos necessarios
e dos locais para realizagdo das biopsias retais (Kapur, 2009). Sabe-se que 1 a 2 cm distais do
reto sdo, fisiologicamente, hipoganglionicos (Takawira et al., 2015; Schéppi et al., 2013;
Tjaden & Trainor, 2013; Aldridge & Campbell, 1968). Isto pode levar a falsos diagnosticos
de aganglionose e exigem, na pratica, andlise de multiplos cortes histologicos na busca por
células ganglionares (Kapur, 2009). Desta forma, classicamente, propde-se a realizagcdo de ao
menos duas bidpsias, que devem ser obtidas a 2 e 3 cm acima da linha pectinea (Takawira et
al., 2015; Schéppi et al., 2013; Aldridge & Campbell, 1968). Os fragmentos devem ser
retirados da parede posterior do reto (Muise & Cowles, 2016).

Durante a realizacdo da bidpsia retal, a determinagdo exata do local de bidpsia ¢é
dificil, principalmente nas técnicas realizadas “as cegas”, através da insercdo de pingas.
Assim, ndo ¢ incomum, na analise histopatologica, a observacdo de fragmentos da juncao
escamo-colunar (Kapur et al., 2009). Presumivelmente, deve ocorrer também desvio no
sentido proximal, o que pode dificultar o diagnostico das formas curtas da doenga. Por estas
razdes, alguns autores recomendam a realizagdo de bidpsias a 1, 2 e 3 cm da linha pectinea
(Kapur, 2009). Meier-Ruge & Bruder (2008) preconizam a obtengdo de quatro fragmentos: na
linha pectinea (Ocm), e a 1, 3 e 6cm acima.

O exame histopatoldégico das bidpsias retais utilizando-se a coloracdo da
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hematoxilina e eosina (H&E) constitui o método padrdo, mais comumente utilizado, e permite
excluir o diagndstico de DH ao evidenciar ao menos uma célula ganglionar na submucosa do
reto (Kapur, 2009). Os critérios para o diagnostico histopatolégico de DH pela H&E
compreendem, além da auséncia de células ganglionares, a identificagdo da hipertrofia de
troncos nervosos na submucosa (Knowles et al., 2010). Estas estruturas sao fibras nervosas do
sistema nervoso extrinseco que estdo presentes na submucosa e muscular propria do segmento
aganglionar, aumentadas em nimero e com didmetro superior a 40 pm. No entanto, a
hipertrofia das fibras nervosas pode ndo ser observada em alguns dos pacientes portadores DH
sendo, portanto, considerada um marcador com sensibilidade incompleta (Kapur et al., 2009;
Kapur, 2006). Histologicamente, a aganaglionose nos plexos nervosos do sistema nervoso
entérico ¢ patognomodnica de DH (Tjaden & Trainor, 2013).

Apesar da aparente simplicidade do quadro morfologico, a andlise histopatologica
pela H&E pode se tornar uma experiéncia bastante trabalhosa, principalmente para
patologistas ndo especialistas (Kapur, 2006). Algumas situagdes sdo criticas nesta andlise
morfoldgica, tais como a realizacdo de biopsias retais em regides muito distais, com pobreza
de células ganglionares ou a obtencdo de fragmentos de biopsia superficiais, sem envolver a
submucosa. Ha também dificuldades na identificagdo precisa das células ganglionares,
especialmente em neonatos que apresentam imaturidade do sistema nervoso entérico
(Guinard-Samuel et al., 2009Kapur et al., 2009). Em casos de aganglionose colonica total o
diagnostico histopatologico torna-se ainda mais dificil. Na andlise por congelagao, pode haver
confusdo, levando ao diagnostico equivocado de zona de transi¢do, ja que pode ocorrer a
presenga de células com anormalidades. Como a populacdo celular e a inervacdo sdo
anormais, o padrao morfoldgico tipico da DH pode nao estar presente, com troncos nervosos
completamente ausentes. Além disso, pode haver outras alteragdes, como a hipoplasia da

inervacao simpatica e da presenga de células de Cajal na parede intestinal (Moore, 2015).
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Para garantir especificidade, os fragmentos de reto devem medir cerca de 3 mm de
didmetro, possuir a0 menos um ter¢o de submucosa e serem adequadamente orientados no
processo de inclusdo em parafina, para obten¢do de cortes histologicos perpendiculares a
mucosa. Devem ser feitos cortes seriados, cuja recomendagdo de nimero varia entre os
diferentes servicos (Kapur, 2009). A habilidade e a experiéncia do examinador sao
fundamentais no diagnostico histopatologico de DH pela H&E (Kapur, 2009). Considerando
essas dificuldades, alguns centros tém como rotina a avaliagdo dos fragmentos por 2
especialistas e, em caso de divergéncias na interpretagdo, as amostras sdo enviadas para outra
avaliagdo (Takawira et al., 2015).

Ao longo de décadas, pesquisadores buscam um método simples, factivel e com
boa acurdcia para facilitar o diagnostico histopatolégico da DH por meio da andlise de
biopsias retais de sucgdo (Kapur, 2006).

A atividade da enzima acetilcolinesterase, identificada por método histoquimico,
foi demonstrada como evidéncia indireta da presenca de fibras nervosas colinérgicas no
segmento aganglionico (Meier-Ruge, 1968). Para isto, fragmentos de bidpsias retais a fresco
sdo submetidos a cortes histologicos em criostato (-20°C) e passam por reagdes quimicas para
detectar a atividade desta enzima (Feichter et al., 2009; Hanker et al., 1964; Karnovsky &
Roots, 1964). Modificacdes técnicas, objetivando diminui¢cdo do tempo para a coloragdo,
foram descritas com resultados adequados (Martuciello et al., 2001; Kobayashi et al., 1994).
O papel desta técnica histoquimica como adjuvante a analise histopatoldgica convencional foi
determinado por Meier-Ruge et al. (1972). Desta forma, a atividade da acetilcolinesterase nos
individuos normais estd praticamente ausente ou ¢ minima. Por outro lado, as biopsias de

pacientes portadores de DH demonstram aumento da atividade da enzima nas fibras nervosas
parassimpaticas da |ldmina prépria da mucosa, da muscular da mucosa e na camada circular

da muscular prépria (Meier-Ruge & Bruder, 2008).



Capitulo I — Revisdo da Literatura 45

A grande vantagem do método da acetilcolinesterase ¢ que bidpsias mais
superficiais podem ser adequadas para revelar a atividade da enzima na lamina propria e na

muscular da mucosa, confirmando o diagnoéstico de DH (Kapur, 2009). Entretanto, a
atividade da enzima na lamina prépria da mucosa é fraca em recém-nascidos e em pacientes
portadores da forma ultracurta da doenca, sendo, portanto, necessario que as bidpsias
contemplem ao menos a camada muscular da mucosa (Kapur, 2009; Meier-Ruge & Bruder,
2008). Alguns estudos revelam indices de acuradcia diagnostica de 99 a 100% para o

diagnéstico de DH, tendo como critério o aumento de atividade da acetilcolinesterase nas
fibras nervosas da lamina propria e da muscular da mucosa (Moore & Johnson, 2005). Por
outro lado, ha relatos que apresentam resultados variaveis e problemas na interpretagdo deste
método (Kapur, 2006). Resultados falsos positivos podem ser justificados pela presenga de
acetilcolinesterase na membrana celular de hemécias, em casos de espécimes com hemorragia
(Moore & Johnson, 2005). Os resultados falsos negativos, no entanto, sdo o0s mais
amplamente discutidos, atingindo taxas de até¢ 40% (Kapur et al., 2009). A intensidade da
atividade da enzima parece aumentar com a idade. Neste sentido, a auséncia de reagdo
positiva para acetilcolinesterase em recém-nascidos, com menos de 3 semanas de idade, ndo
exclui o diagnostico. Além disso, sdo descritos padrdes de distribuicdo dos troncos nervosos,
evidenciados pela distribui¢do da reacdo enzimatica nas diferentes camadas da parede retal.
Estes padrdes apresentam variacdo direta com a idade. Criangas mais novas, com até 3 meses
de idade, apresentam troncos nervosos espessos, que ndo alcancam a lamina propria da
mucosa, enquanto criangas mais velhas, acima de 1 ano de idade, comumente apresentam
troncos nervosos mais finos na lamina propria da mucosa (Takawira et al., 2015; Brito &
Maksoud, 1987; Chow et al., 1977). Padrdes incomuns podem também ser encontrados em
biopsias obtidas proximo a flexura esplénica, onde a atividade da enzima ¢ quase nula, ou em

pacientes com aganglionose colonica total ou com de Displasia Neuronal Intestinal do tipo B
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(Takawira et al., 2015; Schéppi et al., 2013; Moore & Johnson, 2005). Takawira et al. (2015),
demonstraram taxas de 81% de sensibilidade e de 98% para especificidade em revisao
sistematica da literatura.

Por tudo isso, 0 método histoquimico da acetilcolinesterase ¢ considerado util no
diagnostico da aganglionose colonica e pode superar as dificuldades relacionadas com
amostras superficiais da mucosa retal (Knowles et al., 2010; Martucciello et al., 2005; Moore
& Johnson, 2005). Por outro lado, este método exige a obtencdo de fragmentos a fresco para
os cortes em criostato e todo um aparato técnico histoquimico (Feichter et al., 2009). Além
disso, a existéncia de diferentes padrdes de atividade enzimatica exige analise quantitativa e
qualitativa, dificultando sua interpretagdo mesmo para patologistas experientes (Guinard-
Samuel et al., 2009; Kapur et al., 2009). Estas razdes acabam por limitar a disponibilidade e a
utilizagdo deste método na investigacdo diagnoéstica de DH (Kapur et al., 2009). Knowles
(2009) descreve a falta de estudos comparando a andlise histopatoldgica pela H&E com o
método histoquimico da acetilcolinestase para estabelecer uma recomendacao precisa de qual
seria o melhor método para o diagnostico de DH.

Por tudo isso, a pesquisa de novos métodos complementares para analise destas
biopsias retais teve continuidade (Kapur, 2006). O advento da imunohistoquimica, na segunda
metade do século XX, abriu nova perspectiva para a busca de marcadores que poderiam
facilitar o diagnostico histopatoldgico de DH (Leong et al., 2010; Kapur, 2006). O marcador
imunohistoquimico ideal deveria ser de facil execu¢do e interpretacdo, a partir de material de
bidpsias retais incluidas em parafina e apresentar alta sensibilidade e especificidade, evitando
a analise de multiplos cortes histologicos e a necessidade de biopsias repetidas (Kapur, 2006).

Neste contexto, varios tipos de marcadores vém sendo propostos para auxiliar a
identificagdo das células ganglionares ou delinear a natureza das fibras nervosas nas biopsias

retais para investigagdo da doenga de Hirschsprung (Holland et al., 2010). Podemos destacar o
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uso da enolase neuronio-especifica (NSE) e da periferina facilitando a identificagdo das
células ganglionares. A proteina S-100 ¢ um marcador que evidencia as fibras nervosas
extrinsecas hipertrofiadas no segmento aganglionico (Holland et al., 2010; Kapur, 2006;
Robey et al., 1998). Existem, também, estudos que investigaram a utilizacdo de MAPS5
(proteina 5 associada a microtibulos), GLUT-1 (transportadora 1 de glicose), GFAP (proteina
glial fibrilar 4cida) e do método Diff Quick, buscando facilitar a identificagdo de células
ganglionares (Szylberg & Marszatek, 2014).

Na ultima década, o método imunohistoquimico da calretinina ganhou destaque,
firmando-se como método fundamental na investigagdo diagnostica da DH (Lourengdo et al.,
2013, 2014; Holland et al., 2011; Guinard-Samuel et al., 2009; Kapur et al., 2009; Barshack et
al., 2004). Uma subclasse de corpos celulares de neurdnios, presentes nos plexos submucosos
e mioentéricos do trato gastrointestinal humano, demonstra imunopositividade para
calretinina (Wattchow et al., 1997; Walkers et al., 1993). Este marcador, por sua vez, ¢ uma
proteina de 29-kDA, que se liga ao célcio, dependente de vitamina D, e que possui importante
papel como sensor ¢ modulador dos ions calcio (Kapur et al., 2009; Barshack, 2004). Em
individuos normais, hd a expressdo da calretinina nas células ganglionares e em pequenas
fibras nervosas intrinsecas nos plexos submucosos e mioentéricos. Por outro lado, em
individuos com DH, hé perda total da expressdo da calretinina em segmentos aganglionicos.
Assim, este ¢ um método muito preciso para afastar o diagnostico de DH, quando ha
identificacdo da imunoexpressdo deste marcador. Outra vantagem ¢ o fato deste método
utilizar o mesmo material da bidpsia retal ja incluida em parafina, ndo sendo necessarios
novos fragmentos a fresco para congelagdo (Lourencdo et al., 2013, 2014). Takawira et al.
(2015) relatam grande heterogeneidade nos estudos que reconhecem a utilidade da calretinina
como importante ferramenta para auxiliar o diagnoéstico de DH, mas destacam também seu

potencial para o diagnostico das formas ultra-curta e longa e a sua viabilidade, mesmo quando
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a amostra ndo ¢ adequada para avaliacdo por outros métodos imunohistoquimicos. Schéppi et
al. (2013), por sua vez, sugerem que, em laboratorios experientes, a acuracia dos métodos
imunoistoquimicos no diagndstico histopatoloégico de pode atingir até 99%, com alta

sensibilidade e especificidade (Schéppi et al., 2013).
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10. Diagnosticos diferenciais

Recém-nascidos com sintomas obstrutivos intestinais e criangas mais velhas com
constipacdo intestinal grave, refrataria ao tratamento clinico, sdo os principais grupos de
pacientes que devem ser submetidos a investigacdo diagnostica para DH. Alguns sinais
clinicos sdo considerados como “sinais de alarme” e exigem a investigagdo diagnostica para
causas organicas de constipa¢do intestinal, incluindo as disganglionoses intestinais. Estes
sinais clinicos incluem o inicio dos sintomas obstrutivos intestinais no primeiro més de vida,
atraso na elimina¢do de meconio (>48 horas), historia familiar de DH, déficit de crescimento,
febre, vomitos biliosos, distensdo abdominal, alteragdes no exame fisico da regido anal
eliminagdo explosiva de fezes apos exame digital do reto (Tabbers et al. 2014).

Quando os sintomas classicos de distensdo abdominal, constipagdo e vOmitos nao
estdo presentes em uma historia clinica detalhada, deve-se considerar desnecesséaria a
exclusdo diagnostica de DH evitando, consequentemente, a realizagdo de bidpsias retais
desnecessarias (Muise & Cowles, 2016). Segundo Lewis et al. (2003), 36% das biopsias
retais, realizadas por sucg¢do, seriam desnecessarias.

Os principais diagnoésticos diferenciais para DH, estratificados de acordo com a faixa

etaria, sao apresentados no Quadro 2.
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Faixa etaria

Condicoes clinicas

Condigoes cirurgicas

Prematuridade - ileo funcional (raio
X com distensdo gasosa sem
nivei hidroaéreos, autolimitado);

Botulismo: muito raro, clostiridium
botulinico associado ao consumo

Doenca de Hirschsprung: atraso na
eliminagdo de meconio, distensdo
abdominal, vOmitos, auséncia de
células ganglionares na bidpsia
retal, exige abaixamento;

de mel; Ileo meconial: associado a fibrose
Neonatal cistica, enema contrastado pode
ser diagnéstico e terapéutico,
investigagdo de fibrose cistica;
Malformacgao anorretal: diagnostico
possivel pelo US antenatal,
auséncia de anus ao exame fisico,
necessaria correcdo cirugica
Pré-escolar | Constipagdo funcional: excluir | Doenca de Hirschsprung: considerar
e escolar causas organicas, 0s sintomas manometria anorretal e bidpsia
para diagnostico incluem retal para diagnostico, diagnostico
incontinénica, retencdo fecal, tardio mais comum em
dores abdominais, fecalomas, acomentimento curto;

fezes calibrosas;
Alergia a proteina do leite de vaca:

investigagdo clinica e teste
terapéutico baseado em alergia;
Doenca celiaca: exames

laboratoriais incluindo IgA e IgG
e biopsias duodenais, tratamento
com dieta restritiva em relacao ao
gluten;

Intoxicagdo por chumbo: pode
estar associada a vOmitos e dor
abdominal,;

Hipotireoidismo: congénito ou
adquirido, diagnostico realizado
por dosagem sérica hormonal,

Pseudo-obstrucao intestinal:
doengas miopaticas ou
neuropaticas intestinais,
congénitas ou adquiridas,

diagnosticadas por aumento no
tempo de transito intestinal

Muito baixo peso ao nascimento:
atraso no  desenvolvimento
neuropsicomotor;

Disturbios Neuroldgicos;

Displasia neuronal intestinal tipo B

Malformacgao anorretal: constipacao
e alteragdes funcionais podem
estar associadas e ainda sdo um
desafio;

Pseudo-obstrucio intestinal: pode-
se considerar necessidade de
estomia e necessidade de nutricdo
parenteral;

Alteracoes neurologicas: pode-se
considerar necessidade de estomia
e necessidade de nutricdo
parenteral;

Displasia Neuronal Intestinal: pode
ser necessaria alguma estomia
Acalasia de esfincter anal interno:
auséncia de reflexo inibitdrio reto-
anal na manometria e células

ganglionares presentes

Quadro 2. Principais diagndsticos diferenciais da
Hirschsprung (Adaptado de Muise & Cowles, 2016).

suspeita clinica de Doenca de
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11. Tratamento

O tratamento da DH ¢ cirurgico. Entretanto, em algumas situacdes a estabilizagdo
clinica pré-operatoria ¢ fundamental, principalmente nos casos de complicagdes tais como
enterocolite e sepse (Dasgupta & Langer, 2004). A taxa de incidéncia de enterocolite antes do
procedimento cirurgico chega a 50% (Green et al., 2016). Neste sentido, alguns pacientes
necessitam de reposi¢do hidroeletrolitica, sondagem nasogastrica e irrigagdes retais antes da
realizacdo do procedimento cirirgico (Dasgrupta & Langer, 2004; Maksoud, 2003). Apds o
estabelecimento diagndstico de DH, recomenda-se a realiza¢do de irriga¢des retais com 10 a
20ml/kg/dia de solugdo fisioldgica a 0,9% aquecido, para facilitar a passagem das fezes e
manter o reto descomprimido (Green et al., 2016).

A evolucdo das técnicas para o tratamento cirargico da DH apresentou grande
avanco nas ultimas décadas, permitindo a realizacdo de cirurgias em tempo unico, mesmo em
criangas mais novas (So et al., 1980), sem a necessidade da realizagdo de colostomia primaria.
Isto diminuiu a morbidade relacionada a colostomia nas criangas, além de demonstrar redugao
dos custos (Dasgrupta & Langer, 2004). Atualmente a realiza¢do de colostomia priméria no
tratamento destas criangas possui indicagdes restritas como enterocolite grave, perfuracao
intestinal, desnutricdo grave ou grande dilatagdo do colon proximal (Dasgrupta & Langer,
2004). Todas as técnicas cirurgicas descritas obedecem como principios centrais: a remog¢ao
do segmento aganglionar e a reconstrucdo do transito intestinal, trazendo o segmento
ganglionar até o anus, com preservagdo da fun¢do esfincteriana (Tjaden & Trainor, 2013;
Dasgrupta & Langer, 2004). Para a adequada ressec¢do cirtrgica, envolvendo todo o
segmento aganglionar e a zona de transi¢do hipoganglidnica, ¢ mandatdria a realizagdo de
bidpsias de congelacdo seriadas no intra-operatorio (Schéppi et al., 2013).

A primeira técnica cirirgica descrita para o tratamento cirurgico de DH ¢ a

proposta por Swenson & Bill (1948) e possui como particularidade a inversao e exteriorizacao
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do reto, seguida do abaixamento do colon através do reto invertido, realizando-se a ressec¢ao
do segmento aganglionar e anastomose colo-retal término-terminal. Esta técnica apresentou
bons resultados e foi utilizada em muitos servigos, por varios anos (Sherman et al., 1989).
Entretanto, dificuldades técnicas foram descritas, principalmente para a realizacdo da
disseccdo pélvica, com potenciais danos a inervacao urogenital (Maksoud, 2003).

Duhamel (1956) descreveu a técnica cirurgica que levou seu nome e logo se
tornou o procedimento mais realizado no tratamento da DH, em todo o mundo, com
excelentes resultados. A técnica consiste no abaixamento do colon através do espaco retro-
retal, sem dissec¢do das paredes anterior e laterais do reto. O reto ¢ aberto em sua parede
posterior, sendo realizado abaixamento do célon por este orificio com posterior anastomose
término-lateral (Duhamel, 1956, 1963). Algumas modificagdes técnicas, como as propostas
por lkeda e Soper, que utilizam grampeadores mecanicos para confec¢do da anastomose,
foram descritas, entretanto os principios da cirurgia foram sempre mantidos (Seo et al., 2017;
Vrsansky et al., 1998).

Outra técnica cirurgica bastante utilizada para o tratamento da DH ¢ a proposta
por Soave (1964), e modificada por Boley (1964). Este procedimento objetiva evitar lesdes a
vasos e nervos da pelve, protegendo o esfincter interno. Pela via abdominal realiza-se
mucosectomia do reto, com preservagdo de seu manguito muscular, e o abaixamento do colon
¢ realizado por via endo-retal, com anasotomose primaria do segmento ganglionar logo acima
da linha pectinea. A confeccdo de manguito com extensdo de 2-3 cm objetiva evitar
obstru¢des mecanicas como complicagdo pos-operatdria (Pakarinen, 2018).

O abaixamento primario do célon via endoretal, assistido por videolaparoscopia,
desenvolvido por Georgeson et al. (1999), constituiu importante marco na evolugdo das
técnicas cirargicas para o tratamento da doenga de Hirschsprung. Este procedimento propde a

mobilizacdo do colon com o auxilio videolaparoscopico e seu abaixamento por dissec¢ao
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endoanal e com anastomose do segmento ganglionico realizada primariamente. Esta técnica
demonstrou resultados adequados, com menor tempo de recuperagdo pds-operatoria
(Haricharan & Georgeson, 2008; Georgeson et al., 1999). Além disso, a videolaparoscopia
permite a coleta de bidpsias seromusculares seriadas para identificar o célon normal,
mobilizagdo e dissec¢do do segmento aganglionar, com menor manipulagdo e distensdo do
canal anal (Tjaden & Trainor, 2013). Desta forma, esta técnica consolidou novos principios
para o tratamento cirargico da aganglionose coldnica, como tratamento em tempo Unico para
lactentes e recém-nascidos, através de procedimento cirirgico minimamente invasivo
(Dasgrupta & Langer, 2004; Maksoud 2003).

A resseccdo do segmento aganglionar exclusivamente pela via transanal, sem
mobilizacdo intra-abdominal foi inicialmente descrita por de La Torre & Ortega-Salgado
(1998), e desde entdo, tornou-se o procedimento de eleicdo para o tratamento da doenca de
Hirschsprung. Apresenta inimeras vantagens que incluem a recuperagdo pds-operatoria mais
rapida, com menores taxas de complicagdo e, consequentemente, menor tempo de internagao
hospitalar e melhores resultados estéticos. No entanto, as complica¢cdes relacionadas a
mobilizagdo transanal do reto e alongamento do esfincter anal levam a desconfianca quanto as
repercussdes a longo prazo, como escapes fecais, incontinéncia e constipacdo (de La Torre &
Langer, 2010; Tjaden & Trainor, 2013; Seo et al., 2017). Uma proposta mais recente ¢ a da
realizacdo do abaixamento endorretal transanal baseado na técnica de Swenson, com
disseccdo da parede total do reto, desde 2 cm acima da linha pectinea, sem a manutencao de
um cuff muscular. Em estudo recente publicado por Bing et al. (2017), esta técnica apresentou
menor perda sanguinea, menor tempo cirirgico € menor taxa de complicagdo em comparagao
ao abaixamento endorretal pela técnica proposta por de La Torre & Ortega-Salgado (1998).
Ainda ndo ha estudos suficientes que permitam concluir qual a melhor técnica cirurgica a ser

empregada no tratamento da Doenca de Hirschsprung (Calkins, 2018).
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Estes avangos no tratamento cirargico da DH, atualmente realizado em tempo
unico, exigiram precisdo diagnostica ainda mais crucial. O diagndstico pré-operatorio correto
por meio da andlise das bidpsias retais, amplamente discutido, constitui a base para a
indicacdo do tratamento cirtrgico (Barshack et al., 2004). Além disso, no intra-operatdrio, a
identificacdo da presenca de células ganglionares, pela andlise histologica imediata de tecido,
tornou-se passo fundamental no tratamento cirtirgico, determinando o local seguro para o
término da ressec¢do e realizagao anastomose endoanal (De La Torre & Langer, 2010; Shayan
et al., 2004).

Segundo a revisdo de Kapur & Kennedy (2012), a zona de transi¢ao se extende,
aproximadamente, entre 3 a Scm entre a por¢do aperistaltica e a por¢do normal do célon.
Sendo assim, resscgdes que compreendam essa extensdo ou mais, apresentam maior taxa de
sucesso em relagdo a ocorréncia de sintomas obstrutivos (Kapur & Kennedy, 2012). Além
disso, a peca cirurgica deve ter sua margem proximal avaliada cuidadosamente em toda a
circunferéncia, devido a distribui¢do irregular das células ganglionares na zona de transi¢ao
(Schéppi et al., 2013).

Ha grande controvérsia ainda em relacdo a abordagem cirurgica da aganglionose
total. Alguns autores defendem a realizacdo do abaixamento de colon assim que o diagndstico
for confirmado; outros preferem a confeccdo de ileostomia com abaixamento em um segundo
momento (sem consenso sobre a idade em que deve ser realizado) e, ainda, hd os que
defendem o abaixamento de c6lon no momento do diagnostico, associado a confec¢do
ileostomia protetora, postergando a reconstru¢do para 0 momento em que a crianga ja estiver
com controle esfincteriano urindrio, tolerando os enemas retais (Calkins, 2018). Para
realizagcdo do abaixamento em caso de aganglionose total, pode-se utilizar as trés principais
técnicas citadas anteriormente ou ainda a técnica de Duhamel modificada por Martin, em que

o delgado ¢ anastomosado lateralmente ao colon aganglionico, permitindo a maior absor¢ao
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de 4gua e de eletrdlitos. No entanto, ndo ha, também, qualquer comprovacgao cientifica de que
alguma técnica seria superior em relacdo a morbidade, mortalidade e a qualidade de vida.
Assim, a técnica a ser escolhida deve ser a qual o cirurgido estiver mais familiarizado
(Calkins, 2018).

Alguns artigos descrevem como promissora a terapia com células tronco. Apesar
das dificuldades, ja que as alteragdes da DH acontecem durante a embriogénese, ha estudos
demonstrando que as células-tronco migram corretamente no intestino, mesmo apds o
nascimento, quando os sinalizadores sdo adequademente utilizados. Os testes ainda estdo
sendo realizados em modelos experimentais, mas os resultados sdo animadores para expandir

a investigacao para testes clinicos (Stamp, 2017).
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12. Enterocolite associada a Doenca de Hirschsprung

Diarréia, podendo ser explosiva e sanguinolenta, febre e distensdo abdominal na
crianca com DH devem levantar a suspeita diagndstica de enterocolite, a mais grave
complica¢do clinica relacionada a doencga, podendo evoluir com desidratacao e sepse (Schippi
et al.,, 2013; Puri & Montedonico, 2008). Por apresentar-se com sinais e sintomas
inespecificos, ha dificuldade no estabelecimento do seu diagnodstico podendo ser sub ou
superdiagnosticada (Gosain et al., 2017). No entanto, o registro da literatura ¢ de incidéncia
que varia de 12 a 58% dos pacientes, e pode ocorrer antes ou apds o tratamento cirirgico,
conforme as descri¢des clinicas iniciais de Bill & Chapman (1962). A descricdo da literatura
cita ocorréncia de 6-50% em pacientes pré-operatorios e 2-35% em pacientes pos-operatorios
(Nakamura et al., 2018).

A enterocolite ¢ a complicacdo mais grave associada a DH, podendo levar a risco
de morte. Sua recorréncia chega a até 38%, em pacientes que apresentam enterocolite no
periodo pré-operatério. Algumas teorias foram estabelecidas, sugerindo a patogénese dessa
complicacdo. Dentre elas, ¢ descrito o supercrescimento bacteriano associado a estase fecal e
a quebra de barreira de defesa e de imunidade na mucosa intestinal, associada ao aumento de
IgA. Além disso, acredita-se na associagdo com alteracdo da microbiota intestinal e a presenga
de germes anaerobios e de Clostridium difficile. Ha, também, um grande esfor¢o na tentativa
de se estabelecer a presenca de genes especificos, relacionados a ocorréncia de enterocolite
(Gosain, 2016). Essas criangas apresentam infiltrado inflamatorio no exame histopatologico
da mucosa colonica. Isto pode levar a inflamagdo transmural e eventual perfuragdo intestinal
(Teitelbaum et al., 1989).

O tratamento desta complicacdo consiste em irrigagdes retais, antibioticoterapia
de amplo espectro, que cubram germes gram negativos e anaerobios, descompressdo com

sonda nasogastrica e reposi¢cao hidroeletrolitica endovenosa (Gosain et al., 2017; Green et al.,



Capitulo I — Revisdo da Literatura 57

2016). Algumas condi¢des, coma Sindrome de Down, aganglionose de segmento longo,
enterocolite prévia ou obstrugcdo intestinal independentemente da causa, favorecem a
ocorréncia dessa grave complicagdo (Gosain et al., 2017). Essa complicacdo pode atingir
taxas de mortalidade de 1 a 10%, sendo mais frequente em recém-nascidos, antes da cirurgia
definitiva (Gosain, 2016).

Como o quadro clinico da doenca de Hirschsprung ¢ caraterizado por constipacdo
intestinal, a presenca de diarréia nos episoddios de enterocolite pode levar a erros diagnosticos
(Dasgrupta & Langer, 2004). Diante da dificuldade diagnostica da enterocolite devido a
inespecificidade de seu quadro clinico, considera-se benéfico para a crianga que seja tratada
na suspeita dessa complicagdo, evitando que o paciente apresente formas mais graves da
condi¢do (Gosain et al., 2017). Neste contexto, Gosain et al. (2017) propdem um protocolo
que classifica a enterocolite, de acordo com sua gravidade clinica e propde o respectivo

tratamento, conforme apresentado nos Quadros 3 e 4.

Grau | Descricio Quadro clinico Exame fisico Radiografia

Normal ou discretos

1 Possivel Dairréia, anorexia Distensdo abdominal leve sinais de obstrugdo
com niveis
Febre, taquicardia, distenséo e Padrdo obstrutivo,

Episodio prévio de
tensdo abdominal, liberacdo presenca de niveis
11 Definida enterocolite, diarreia
explosiva de flatus ou fezes ao hidroaéreos, dilata¢ao
explosiva, febre, letargia
toque retal de algas, cut-off no reto

Diminuigéo da perfusdo

Obstipagao,
periférica, hipotensdo, alteracdo Pneumatose,
1T Grave rebaixamento do nivel de
do nivel de consciéncia, pneumoperitoneo
consciéncia

distensdo abdominal, peritonite

Quadro 3. Classificacdo clinica da enterocolite associada a DH (Adaptado de
Gosain et al. (2017).
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Grau Internacao Dieta Antibiéticos Irrigacées Cirurgia
Nao Hidratagdo
I Metronidazol VO Considerar
necessariamente oral

Metronidazol VO ou

EV, considerar
Dieta zero
necessidade de
ou liquidos

Deve ser ampliag@o de espectro
11 claros, Indicadas
considerada com ampicilina ou
hidratag@o
gentamicina ou
endovenosa
piperacilina +
tazobactam
Metronidazol EV com
Considerar Jejum e ampicilina ou Estomia proximal,
1T necessidade de hidratag@o gentamicina ou Indicadas explora¢do em caso de
UTI endovenosa piperacilina + pneumoperitoneo

tazobactam

Quadro 4. Tratamento da enterocolite associada a DH, de acordo com sua
classificacio clinica (Adaptado de Gosain et al. (2017).

A prevencgdo da enterocolite no periodo pos-operatorio consiste na realizacdo de
irrigacdes retais de rotina, administracdo de metronidazol via oral a longo prazo, e uso de
probioticos, principalmente por 4 semanas (Gosain et al.,, 2017). Os probidticos sao
substancias que trazem beneficios ao hospedeiro quando utilizados de maneira adequada, com
efeito antimicrobiano por modificagdio da flora intestinal e secre¢do de substancias
antibacterianas. Dessa maneira hd uma competicdo com a flora local por nutrientes, com
efeito de antitoxina, além de dificultar a aderéncia desses microorganismos ao epitélio. No

entanto, em revisdo sistemdatica, Nakamura et al. (2018) demonstraram que ndo ha redugao
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estatisticamente significante na redugdo de risco para enterocolite associada ao Hirschsprung
quando se utilizou probidticos, apesar de alguns artigos relatarem individualmente que o seu

uso seria benéfico.
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13. Complicacoes

As taxas de complicagdes relacionadas aos procedimentos cirirgicos apresentam
grande variagdo e compreendem, principalmente, complicacdes relacionadas a ferida
operatdria, deiscéncia de sutura, constipacdo, incontinéncia fecal, quadros obstrutivos,
dermatites perianais e enterocolite (Pakarinen, 2018; Schéppi et al., 2013; Tjaden & Trainor,
2013). Green et al., em 2016, descreveram que 60% dos pacientes submetidos a corre¢ao
cirargica de DH apresentam complicacdes. Aderéncias ndo ocorrem habitualemente, mas tem
maior probabilidade de acontecer em pacientes submetidos a procedimentos com abordagem
abdominal. As complicacdes relacionadas a ferida operatdria sdo pouco frequentes, com taxas
de incidéncia de 3-6%. Apesar de raras, também sdo descritas na literatura complica¢des
genitourinarias com incidéncia de 1-2% apds abaixamento transanal (Pakarinen, 2018).

A deiscéncia de anastomose tem uma frequéncia entre 0 e 8% e esta
principalmente associada a demora para realizagdo de procedimento cirargico, piorando a
distensdo do célon. A confec¢do de uma ileostomia temporaria para desvio do transito ¢ uma
opcdo que ndo deixa sequelas funcionais tardias. As estenoses das anastomoses colorretais,
por sua vez, respondem, em sua maioria, a dilatagdes anais seriadas. No entanto, quando ha
sintomas obstrutivos e resisténcia as dilatagdes, deve-se considerar a necessidade de
reabordagem (Pakarinen, 2018).

Em revisdo sistematica e metanalise realizada em 2017, Seo et al. compararam os
resultados e complicacdes de abaixamentos realizados com a técnica de Duhamel e os
abaixamentos transanais endoretais. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes, mas os abaixamentos transanais demonstram maior tendéncia a enterocolite e
estenose da anastomose em relagdo a técnica de Duhamel. Por outro lado, apresentam menor
tendéncia a constipacdo, incontinéncia ou perdas fecais e deiscéncia de anastomose. Alguns

riscos foram associados a essas complicagdes. E possivel observar que o hébito intestinal
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melhora conforme a crianga cresce, independentemente da técnica de abaixamento utilizada.
A desnutri¢do, a estenose de anastomose e o atraso para o diagndstico, em criangas menores,
foram associados a maior risco de enterocolite no pds-operatorio. Ja a estenose retal estd
associada a isquemia na regido de anastomose, deiscéncia ou isquemia do manguito muscular.
Rouzrokh et al. (2010) preconizam a dilatagdo profilatica com velas de Hegar para evitar a
estenose da anastomose (Seo et al., 2017).

Em 2016, outra revisdo sistematica, com 6 estudos incluidos ¢ um total de 316
criancas submetidas a abaixamento endorretal transanal, em seguimento médio de 4,3 anos,
descreve que 14,2% dos pacientes apresentaram desordens intestinais (constipacao,
incontinéncia e enterocolite). Essas alteracdes podem melhorar com o decorrer da infincia,
conforme a crianca adquire maior consciéncia comportamental. No entanto, observa-se que a
constipagdo ¢ uma condi¢@o mais prolongada (Zimmer et al., 2016).

A dismotilidade intestinal pode persistir por altera¢do na distribuicdo e na funcdo
das células intersticiais de Cajal, muitas vezes associada a DH (Schéppi et al., 2013). Os
sintomas obstrutivos podem estar relacionados a alteragdes funcionais ou mecanicas e tém
taxas de incidéncia descritas entre 8 e 30%, sendo que a variabilidade se deve a falta de
padronizagdo no reconhecimento dos sintomas (Langer et al., 2017). As principais razdes para
a persisténcia dos sintomas obstrutivos sdo: obstru¢do mecanica, aganglionose adquirida ou
residual, desordens de motilidade, disfun¢do do esfincter anal interno e megacolon funcional
por alteragdes comportamentais (Calkins, 2018). Quando héd sintomas obstrutivos mais
brandos, alteracdes dietéticas, laxantes, enemas ou inje¢do de toxina botulinica a cada 3 a 4
meses podem levar a controle satisfatério. Para pacientes com acalasia do esfincter anal
interno, que respondem bem a toxina botulinica, mas tem alguma restri¢do a administragdes
repetidas, a miomectomia torna-se uma opcdo (Tjaden & Trainor, 2013). Em caso de

constipagdo intestinal grave, o procedimento de Malone para enemas anterégrados deve ser
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considerado, para permitir a irrigagdo desde a transi¢cdo ileo-cecal corrigindo os sintomas
obstrutivos (Green et al., 2016).

Por outro lado, quando ha aganglionose residual ou adquirida, abaixamento da
zona de transi¢cdo, estenoses, aderéncias pos-operatdrias, twist do colon abaixado ou cdlon
proximal dilatado disfuncional deve-se considerar a reabordagem com novo abaixamento de
colon, sem se esquecer das dificuldades provaveis por aderéncias do procedimento prévio
(Pakarinen, 2018; Tjaden & Trainor, 2013). Algumas especulagdes sdo feitas sobre as causas
de aganglionose adquirida. Nesses casos, as margens do coélon abaixado apresentam-se
inicialmente com células ganglionares. Deve-se considerar a possibilidade de identificacao
erronea pelo patologista, mas existem teorias que defendem uma variante da DH, enquanto
outras acreditam que ha uma morte de células ganglionares por isquemia em consequéncia do
abaixamento. Outros relatam ainda que o crescimento da crianga levaria ao aumento da tensao
no co6lon abaixado, gerando um segmento aganglionico e ainda ha os que sugerem que a
constipagdo cronica pode levar ao alongamento desse segmento (Ralls et al., 2017). O
abaixamento inadvertido da zona de transicdo aumenta o risco de complicagdes no pos-
operatorio (Kapur & Kennedy, 2012). Entretanto, a necessidade de novas reabordagens
cirargicas, com um novo abaixamento, ¢ pouco relatada na literatura. Ralls et al. (2017)
descreveram, recentemente, a necessitade de novo abaixamento em menos de 3% dos
pacientes. Os pacientes submetidos a um novo abaixamento apresentam piores marcadores
relacionados a habitos intestinais a longo prazo quando comparados a pacientes submetidos a
um unico procedimento, sem ter relacdo com o tipo de procedimento escolhido (Ralls et al.,
2017).

Em sua revisdo de 2016, Zimmer et al. descreveram que em 3,2% dos casos foi
necessaria uma segunda abordagem cirurgica, mas sem especificar as complicagdes que

levaram a isso (Zimmer et al., 2016).
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Observamos também, que alguns pacientes desenvolvem “soiling” no pods-
operatdrio. Essa condi¢do esté relacionada a perda da funcdo de continéncia do esfincter anal,
menor sensibilidade no canal anal ou pseudoincontinéncia por encoprese ou hiperperistalse
intestinal (Calkins, 2018). Os abaixamentos endoanais podem acarretar mais comumente
incontinéncia fecal por manipulagdo do esfincter e anastomose coloanal realizada
inadvertidamente na linha pectinea ou apds ela. Além disso, deve-se considerar que o
reservatorio natural (o reto) foi removido (Calkins, 2018). Quando o abaixamento ¢ realizado
no periodo neonatal, também ha maior risco de lesdo esfincteriana (Pakarinen, 2018). Alguns
autores defendem que as dilatagdes forgadas podem levar a lesdo do esfincter anal interno,
causando incontinéncia ou perdas fecais (Zimmer et al., 2016). As perdas fecais, apesar de
ndo corresponderem a complicacdes graves, geram importante impacto psicossocial por
desconforto e isolamento social. Observa-se que em mais de 50% dos pacientes, essa
condicdo melhora significativamente com o passar do tempo, durante a infancia. Os pais
devem ser orientados sobre a condigdo e necessidade de acolhimento do paciente,
compreendendo que ndo ¢ um desvio de comportamento (Green et al., 2016). Nesses casos, o
paciente se beneficia, além de orientacdes comportamentais, incluindo o treinamento para
evacuacdo (evacuagdes programadas), do uso de loperamida quando se necessita da
diminuicdo da frequéncia e da amplitude das ondas peristalticas (Calkins, 2018).

Quando ha suspeita de alguma dessas complicagdes, ¢ importante que, apds
histéria e exame fisico detalhados, o paciente seja submetido a uma radiografia contrastada
que permita a avaliacdo da anatomia do c6lon abaixado. Na sequéncia, esse paciente deve ser
avaliado, sob anestesia, para verificar integridade do canal anal, o status e posicdo da
anastomose e, quando houver, avaliar o cuff muscular. Por fim, deve-se realizar uma bidpsia
de parede total logo acima da anastomose para verificar a presenga de células ganglionares

(Calkins, 2018). Quando se identifica apenas alteragdes de motilidade, em muitas vezes, um
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adequado manejo de cdlon permite uma boa evolucdo do quadro (Calkins, 2018). Para a
conducdo e controle dessas complicacdes, ¢ fundamental a participagdo de uma equipe
multidisciplinar que envolva gastroenterologistas pedidtricos, cirurgides pediatricos,
nutricionistas e psicologos (Green et al., 2016).

A Figura 4 apresenta uma proposta de fluxograma para o acompanhamento

clinico e tratamento de pacientescom DH que apresentem complicagdes pos-operatorias.
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Figura 4: Fluxograma de tratamento de complicacdes pos-operatorias em pacientes submetidos
ao tratamento cirurgico para DH.
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Resumo:

COMES, G. T. QUAL A MELHOR TECNICA DE BIOPSIA RETAL PARA O
DIAGNOSTICO DE DISGANGLIONOSES INTESTINAIS EM CRIANCAS: Revisio
sistematica e metandlise de proporcées 2019. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

Introducdo: A constipagdo intestinal é uma condi¢do debilitante que afeta mais de 27% da
populagdo, representando um problema de sadde piblica, além de corresponder a 3% de
todas as consultas pedidtricas. Existem varias causas congénitas e adquiridas. A Doenga de
Hirschsprung (DH) ¢ a principal causa congénita de constipagdo e envolve 90% dos casos
congénitos. O diagnodstico de disganglionoses intestinais depende da andlise histopatoldgica
de biopsias retais. Nessa revisdo sistematica, levantamos todas as series de casos disponiveis
na literatura e desenvolvemos uma metandlise de propor¢cdes para definer a taxa de
resultados conclusivos e as complicagdes relacionadas aos diferentes tipos de bidpsia retal

no diagndstico de disganglionoses intestinais.

Métodos: A partir de ampla busca na literatura em miltiplas bases de dados, foi realizada
uma revisdo sistemdtica e metandlise de propor¢do das séries de casos que envolviam
bidpsias retais em pesquisa de disganglionoses intestinais em criangas. Foram incluidas
series de casos que envolvessem mais de 5 biopsias em pacientes menores de 18 anos de
idade com suspeita de disganglionose intestinal, que descrevesse ao menos um tipo de
biopsia retal. Os estudos deviam especificar a taxa de resultados conclusivos e a taxa de
complicagdes das técnicas de biopsias. A andlise de propor¢cdo de série de casos foi

realizada e os resultados apresentados em graficos do tipo forest plot.

Resultados: Foram selecionados 151 estudos pelos critérios de elegibilidade e 63 foram
submetidos a metanalise de proporgdes, totalizando 16,769 pacientes e 23,667
bidpsias retais. A propor¢do da taxa de resultados conclusivos foi de 95% (95% CI, 0.87—
0.99) em bidpsias cirtrgicas; 95% (95% CI, 0.90-0.98) em punch e 88% (95% CI, 0.85-
0.92) para suc¢do. Para a biopsia de succdo, em pacientes menores de 36 meses de idade, a
taxa de resultados conclusivos foi de 84% (95% CI, 0.77-0.90) enquanto que em maiores de
36 meses foi de 78% (95% CI, 0.69-0.85). A propor¢do para resultados conclusivos de
acordo com a andlise histopatologica foi de 89% (95% CI, 0.83-0.93) para HE; 95% (95%
CI, 0.90-0.99) para AChE; 89% (95% CI, 0.81-0.95) em HE + AChE e o grupo HE +
calretinina com ou sem AChE apresentou 94% (95% CI, 0.89-0.98). A proporcdo de taxa de
resultados conclusivos para pacientes submetidos a bidpsia cirtrgica foi de 100% (95% CI,
0.98-1.00) no grupo para andlise com AChE; 94% (95% CI, 0.88-0.98) na andlise com HE
e 97% (95% CI, 0.87-1.00) em HE + AChE. Nos pacientes submetidos a biopsia por
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succdo, a andlise da propor¢do da taxa de resultados conclusivos foi de 91% (95% CI, 0.85—
0.95) no grupo com analise por AChE; 85% (95% CI, 0.74-0.93) no grupo HE; 86% (95%
CI, 0.77-0.94) no grupo HE + AChE analysis group; ¢ 92% (95% CI, 0.87-0.96) em HE +
calretinina com ou sem AChE. A propor¢do das taxas de complicagdes foi de 1% (95% CI,
0.00019-0.03) para bidpsias cirurgicas, 0.03% (95% CI, 0.00019-0.00051) para sucg¢do e
2% (95% CI, 0.00075-0.04) em bidpsias por punch.

Conclusao: Essa ¢ a primeira revisdo sistematica com metanalise de propor¢do que compara
a taxa de resultados conclusivos dos diferentes tipos de bidpsias retais e que considera a taxa
de complicagdes de cada uma. As taxas de resultados conclusivos ndo tiveram diferenga
estatisticamente significante entre as bidpsias retais por punch, succdo e cirurgicas. No
entanto, as bidpsias por punch apresentaram taxas superiores com significAncia estatisticas
para complicacdes quando comparadas ao grupo submetido a bidpsias por succdo. As
biopsias por sucgdo apresentaram taxas de resultados conclusivos semelhantes entre os dois
grupos estabelecidos por faixa etdria, mantendo sua indicagdo mesmo para criangas maiores.
Nossos resultados reforcam a importdncia da associagdo de diferentes métodos de analises
histopatoldgicas, principalmente em bidpsias por sucgao.

Palavras chaves: constipagdo, disganglionoses intestinais, Doeng¢a de Hirschsprung, biopsias retais.
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Abstract:

COMES, G. T. BEST RECTAL BIOPSY TECHNIQUE FOR DIAGNOSING
INTESTINAL DYSGANGLIONOSIS IN CHILDREN: A systematic literature review
and proportional meta-analysis. 2019. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

Introduction: Intestinal constipation is a debilitating condition that affects up to 27% of the
population, representing an important public health problem and corresponding to 3% of all
pediatric consultations. There are many different congenital and acquired conditions, but
Hirschsprung’s disease (HD) is the main representative entity of congenital disease and is
involved in 90% of all cases. The diagnosis of intestinal dysganglionosis depends on the
histopathological analysis of rectal biopsies. Here we conducted an updated systematic
review of all case series studies available in the literature and performed a pooled analysis
of proportions to assess the rate of conclusive results and possible complications of different

rectal biopsy techniques in the diagnosis of intestinal dysganglionosis.

Methods: A broad literature search using multiple online databases. A systematic literature
review and proportional meta-analysis of the available case series studies of rectal biopsies
in the diagnosis of intestinal dysganglionosis in children were performed. We included case
series with more than 5 rectal biopsies in children under 18 years of age suspected of
intestinal dysganglionosis, that described at least one type of rectal biopsy. The studies
should have specified the rate of conclusive results and the rate of complications of the
biopsy procedures. Proportional meta-analysis of case series studies was performed and

forest plot charts were created to summarize the data.

Results: There were 151 included studies according to eligibility criteria and 63 were
included in proportional meta-analysis, ranging 16,769 patients and 23,667 rectal biopsies.
The pooled proportion of conclusive results was 95% (95% CI, 0.87-0.99) in open biopsies;
95% (95% CI, 0.90-0.98) in punch and 88% (95% CI, 0.85-0.92) in suction. The pooled
proportion of conclusive results in the group of patients undergoing suction biopsies was
84% (95% CI, 0.77-0.90) of patients younger than 36 months old and 78% (95% CI, 0.69—
0.85) of patients older than 36 months old. The pooled proportion of conclusive results was
89% (95% CI, 0.83-0.93) in the HE analysis; 95% (95% CI, 0.90-0.99) in the AChE
analysis; 89% (95% CI, 0.81-0.95) in HE with AChE analysis and in HE with calretinin
with or without AChE group, there was 94% (95% CI, 0.89-0.98). The pooled proportion of
conclusive effects in patients undergoing open biopsies regarding to the histopathological
analysis was 100% (95% CI, 0.98-1.00) in the AChE analysis group; 94% (95% CI, 0.88—
0.98) in the HE analysis group and 97% (95% CI, 0.87-1.00) in the HE + AChE analysis
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group. In the suction group, the pooled proportion of conclusive effects was 91% (95% CI,
0.85-0.95) in the AChE analysis group; 85% (95% CI, 0.74-0.93) in the HE analysis group;
86% (95% CI, 0.77-0.94) in the HE + AChE analysis group; and 92% (95% CI, 0.87-0.96)
in the HE + calretinin with or without AChE analysis group. The pooled proportion of
complication rates was 1% (95% CI, 0.00019-0.03) in open biopsies. There was a 0.03%
rate (95% CI, 0.00019-0.00051) in suction biopsies, and the pooled complication rate was
2% (95% CI, 0.00075-0.04) in punch biopsies.

Conclusion: This is the first systematic review and meta-analysis to compare the rate of
conclusive results obtained by the different types of rectal biopsies techniques, also
considering their rate of complications. The conclusive result rates of open, suction, and
punch biopsies did not differ significantly. However, punch biopsies demonstrate
significantly higher complication rates than suction biopsies. Suction rectal biopsies also
demonstrated similar conclusive rates across different mean age groups, supporting their
indication even for older children. Our results reinforce the value of the association between
different adjuvant methods in the histopathological analysis, mainly in rectal suction
biopsies.

Key words: constipation, intestinal dysganglionosis, Hirschsprung Disease, rectal biopsies.
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BEST RECTAL BIOPSY TECHNIQUE FOR DIAGNOSING
INTESTINAL DYSGANGLIONOSIS IN CHILDREN: A systematic

literature review and proportional meta-analysis

INTRODUCTION

Intestinal constipation is a debilitating condition that affects up to 27% of the population,
representing an important public health problem'? and corresponding to 3% of all pediatric
consultations® . In most cases, the cause is functional, mainly related to defecation and nutritional
habits*. However, organic causes like intestinal dysganglionosis are responsible for the most severe
cases of constipation’”. There are many different congenital and acquired conditions, but
Hirschsprung’s disease (HD) is the main entity considering the congenital diseases representing 90%
of all cases’.

The diagnosis of intestinal dysganglionosis depends on the histopathological analysis of rectal
biopsies’. However, in clinical practice, many difficulties occur during this histopathological
evaluation’. Inadequate biopsy samples involving insufficient and superficial specimens or distal
biopsies taken too close to the pectinate line are associated with inconclusive results®'’. Thus, several
modifications of rectal biopsy techniques have been proposed to obtain deeper and larger specimens

with highly variable results''

. The most commonly used biopsy techniques can be divided into four
groups: open surgical, punch, suction, and endoscopic.

In a previous systematic review, Friedmacher & Puri (2015) summarized the results from 58
cohort studies evaluating suction biopsy for the diagnosis of HD. The authors concluded that there was
evidence to support that rectal suction biopsy combined with acetylcholinesterase (AChE) staining is
an accurate diagnostic method”*. However, this review was limited as it analyzed just a single type of
rectal biopsy and one histopathological analysis method and included only patients with the diagnosis
of HD.

The aim of this study is an updated systematic review of all case series studies available in the
literature as an overview complementary to the Friedmacher & Puri (2015) study through a pooled
analysis of proportions to assess the rate of conclusive results and possible complications (bleeding,

perforation, sepsis, death) of different rectal biopsy techniques (suction, open, punch, endoscopic) in

the diagnosis of intestinal dysganglionosis.
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METHODS

Our study followed the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses statement®.

A systematic literature review and proportional meta-analysis of the available case series
studies of rectal biopsies in the diagnosis of intestinal dysganglionosis in children are performed in

this study. The method used has been previously described in detail elsewhere®*?’

. The design of this
study was based on the PICO acronym (P = population; I = Intervention; C = comparison; O =

Outcome) as shown in Table 1.

Table 1. PICO acronym description.

Population Patients under 18 years old suspected of intestinal dysganglionosis

Intervention Rectal biopsies

Conclusive results: open x suction X punch x endoscopic

Conclusive results x histopathological analysis

Comparison .
Conclusive results x mean age
Complication rates: open X suction x punch X endoscopic
Rate of conclusive results
Outcome o
Complication
Eligibility criteria

The participants were children (patients under 18 years of age) who had a suspected diagnosis
of intestinal dysganglionosis. We included all case series studies with the number of reported patients
and number of rectal biopsies greater than five and that analysed at least one of the following rectal
biopsy techniques: suction, punch, endoscopic, and/or open rectal biopsy. We also considered different
histopathological analysis methods (e.g., hematoxylin and eosin [HE] staining and any histochemical
or immunohistochemical method). The studies should have specified the rate of conclusive results and
the rate of complications of the biopsy procedures. Case series with incomplete data were excluded

from the final analysis.

Data sources and searches

There were no restrictions in year or publication status for the study selection process. Only
articles in English, Spanish, and Portuguese were included. Studies were obtained from MEDLINE,
EMBASE, and LILACS (Literatura Latino-Americana ¢ do Caribe em Ciéncias da Saude. The
electronic databases were last accessed on 20 August 2018. All duplicate publications were deleted.

To maximize sensitivity, the only Medical Subject Heading (MESH) terms used were rectal

biopsy OR intestinal dysganglionosis. The detailed search strategy is included in Appendix 1.
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We also searched the reference lists and contacted expert authors in the field or of the included

studies to ensure that we retrieved all relevant papers and clarified information when necessary.

Study selection and data extraction

All publications were independently reviewed by title, keywords, and abstract by two authors
(PL and GC). Any disagreement was resolved by the third (EO) and fourth (RED) reviewers. All
selected articles were subjected to full-text review.

The following information was extracted independently by two reviewers (PL and GC):
authors, year of publication, country, type (suction, open, endoscopic, punch) and subtype (i.e. Solo-
RBT, Noblett, Jumbo) of rectal biopsy technique, number of participants, mean patient age, number of
biopsies per study, number of biopsies per patient, type of histopathological analysis, distance from
anal verge, and interest outcomes (i.e., rates of conclusive results and complications).

If there was more than one published report on the same group of patients, the articles were
analyzed to verify whether they reported different outcomes. If two studies presented the same
outcomes, we extracted data from the most complete report or from that with the latest follow-up. The

mean age was calculated on the basis of the mean age of the included studies.

Statistical analysis

Proportional meta-analysis of case series studies was performed using StatsDirect software
version 2.8.0 (StatsDirect Ltd, Altrincham, Cheshire, UK). The outcomes of interest were treated as
dichotomous variables with their respective 95% confidence intervals (CIs). Because of clear
differences among the included studies and several uncontrollable variables, a random-effects model
(DerSimonian-Laird) was used to perform the pooled analysis of proportions.

Forest plot charts were created to summarize the data. Combined proportionality and 95% Cls
are presented. Overlap of the Cls from the interventions suggests a similar effect on the outcome. On
the other hand, non-overlapping Cls suggest different effects from the interventions studied.
Therefore, a statistically significant difference among the study groups was achieved if their combined

95% CIs did not overlap®.

Statistical heterogeneity and subgroup analysis

We performed subgroup analyses by histopathological analysis (HE vs. AChE vs. HE with
AChE vs. HE with calretinin with or without AChE) and by age group, according to the stratification
previously proposed by Croffie et al (2007) (mean age < 36 months vs. mean age > 36 months)®. We
also planned to perform subgroup analyses according to the characteristics of the rectal biopsy
subtypes (e.g. Noblett vs Solo-RBT; full thickness x superficial open biopsies); however, we were
unable to conduct this analysis because it did not meet our minimal criteria (at least three studies in

each subgroup).
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We used the I statistic to test for heterogeneity, and significance was assumed when I* was
>50%, with a value of P < 0.1. We also assessed publication bias by visually inspecting the funnel

plots for each outcome, in which we identified 10 or more eligible studies.

RESULTS
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Study selection

Figure 1 presents the process that we used to identify eligible studies, including publications in
the last systematic review published™ citations identified through searches of electronic databases,
and studies identified through contact with experts in the field. No studies compared the different

rectal biopsies techniques.

In the title and abstract screening process, we assessed 388 articles. Of them, after the full-text
screening process, we included 151 studies (Appendix 2) recruiting 16,769 participants. Two studies
evaluated endoscopic rectal biopsies (Appendix 3), 45 open biopsies (Appendix 4), 17 punch biopsies
(Appendix 5), and 120 suction biopsies (Appendix 6). However, of these 151 studies, only 63 cases
series studies reported our outcomes of interest and were included in the quantitative analysis. The full

list of references of the included studies is shown in Appendix 2.

Table 2 describes the characteristics of the patients undergoing rectal biopsies according to
technique. The number of patients ranged from 125 in the endoscopic group (Appendix 3) to 12,657 in
the suction group (Appendix 6). The mean age also ranged from 27.84 months old in the suction
biopsy group (Appendix 6) to 50.40 months old for patients in the punch biopsy group (Appendix 5).
Eighty-one studies were conducted in Europe, 44 in North America, 34 in Asia, 15 in Central and
South America, nine in Australia and New Zealand, and just one in Africa (Appendices 3—6). The
studies described that patients underwent one to six rectal biopsies and samples were taken from the
anal verge to more than alOcm distant for a total of 23,667 samples (Appendices 3, 4, 5, and 6). A
total of 19,209 biopsies were taken using the suction technique (Appendix 6), 2,661 using the open
technique (Appendix 4), 1,507 using the punch technique (Appendix 5), and 290 using the endoscopic
technique (Appendix 3). The samples were analyzed histopathologically with HE, AChE, calretinin,

and a combination thereof.

Figure 1. Flowchart of the article review process.
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Table 2. Demographic characteristics of patients undergoing rectal biopsies by method.
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Endoscopic* Open* Punch® Suction®
Total case series 2 45 17 120
Number of patients 125 2520 1,467 12,657
Mean age (month) -- 38.25 504 27.84
North -- 7 - 33
Amgrica
Central and -- 7 -- 8
South
America
World region Europe 2 19 8 52
Asian/Japan - 11 5 s
Australia and -- 1 -- 8
New
Zeland
Africa -- -- -- 1
Number of rectal biopsies 290 2,661 1,507 19,209
_1-3 2 25 7 44
N:::::i:’ of re:a- 6 — — — 3
patient 7-10 — — — —
=10 - -- -- --
2
S
Thicknsss. biopsy SoloRBT 3
Subtype of rectal biopsy - Multipurpose 8
Superficial 1 Other 10 s%%n
Others 7
0-3cm 1 18 13 41
Distance from anal 4-6cm 2 4 5 20
yerge 7-10cm 1 2 2 4
>10cm -- 1 2 1
HE -- 7 - 15
Ache 2 5 - 15
Type of HE + Ache -- 9 5 38
b = ical HE + At.:h'c + -- 2 -- 8
analysis Calrctinin
T HE + -- 1 -- 5
Calretini
Others -- 11 3 25

(Eplease refer to references in the appendices)
(-- not reported)

Effects of proportional meta-analysis
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Rate of conclusive results
Overall

The pooled proportion of conclusive results was 95% (95% CI, 0.87-0.99) in open biopsies
from 12 studies with a total of 1,689 samples (Appendix 4). Similarly, there was 95% (95% CI, 0.90—
0.98) in punch biopsies from six studies with a total of 883 samples (Appendix 5). On the other hand,
suction biopsies showed 88% (95% CI, 0.85-0.92) of conclusive rates from 48 studies with a total of
11,184 biopsies (Appendix 6). Therefore, there was no significant difference between the rate of

conclusive results of all biopsies methods since their Cls overlapped (Figure 2).

——suction | 88%(95%C10.85092) | ——
e——Open ‘ 95% (95% Cl 0.87-0.99) ‘ —_—
punch 95% (95% Cl 0.90-0.98)
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Figure 2. Pooled analysis of proportions from case series related to stratified rectal biopsy methods
regarding conclusive effects.

Significant heterogeneity was noted in all plotted results: open I* = 95.7%, punch I* = 85.0%,
and suction I = 96.7%, showing the inconsistency of the methodological aspects between the studies
included in the meta-analysis (P < 0.0001). Figure 3 represents an asymmetric funnel plot of the
outcome rates of conclusive results of the suction (Panel A) and open (Panel B) biopsies case series by
the Egger test, which indicates a relationship between the outcome effect and the study size. This

suggests the possibility of publication bias.
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Figure 3. Funnel plot of case series studies regarding rates of conclusive results by the Egger test.
Panel A: Suction biopsies. Panel B: Open biopsies.

Stratification by age

The pooled proportion of conclusive results in the group of patients undergoing suction
biopsies was 84% (95% CI, 0.77-0.90) from eight studies of patients younger than 36 months old and
78% (95% CI, 0.69-0.85) from four studies of patients older than 36 months old. There was no
significant difference among those two age groups since their Cls overlapped (Figure 4). On the other
hand, there was a lack of data in the age group stratification by in the other rectal biopsy techniques.
Therefore, it was impossible to compare the rate of conclusive results according to patient age
subgroups in the open, punch, and endoscopic groups.

There was significant heterogeneity in the results of children in the suction groups, both in the
younger than 36 months I* = 86.5% (P < 0.0001) group and the older than 36 months of age I? =
95.2% (P < 0.0001) group.
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Figure 4. The pooled analysis of proportions from case series related to suction biopsy stratified by
mean age group for the conclusive results rate (m, months).

Stratification according to histopathological analysis regardless of rectal biopsy type

The pooled proportion of conclusive results was 89% (95% CI, 0.83-0.93) in the
HE analysis of 18 studies with a total of 2,989 samples. Similarly, there was 95% (95% CI,
0.90-0.99) in the AChE analysis of seven studies with a total of 696 samples. In addition,
there was 89% (95% CI, 0.81-0.95) in HE with AChE analysis from 17 studies with a total
of 3,958 samples, and in HE with calretinin with or without AChE group, there was 94%
(95% CI, 0.89-0.98) from five studies with a total of 197 samples. According to these
results, there was no significant difference among those four studied groups since their Cls
overlapped (Figure 5).

There was significance regarding heterogeneity in following plotted results: HE, I’
= 94.4%; AChE, P = 85.8%; and HE + AChE, I’ = 97.8%, showing the inconsistency of
clinical and methodological aspects between the studies included in the meta-analysis (P <
0.0001). However, there was no significance in heterogeneity in the plotted results of HE +

calretinin with or without AChE (I2 =41.4%; P=0.1456).
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Figure 5. Pooled analysis of proportions from case series related to stratified rectal biopsy methods
regarding true positive effects according histopathological analysis regardless of rectal biopsy type.

Stratification according to histopathological analysis according to rectal biopsy technique

The pooled proportion of conclusive results in patients undergoing open biopsies regarding to
the histopathological analysis was 100% (95% CI, 0.98-1.00) in the AChE analysis group from two
studies with a total of 125 samples; 94% (95% CI, 0.88-0.98) in the HE analysis group from four
studies with a total of 436 samples; and 97% (95% CI, 0.87-1.00) in the HE + AChE analysis group
from two studies with a total of 121 samples (Figure 6). Thereafter, in the suction group, the pooled
proportion of conclusive effects was 91% (95% CI, 0.85-0.95) in the AChE analysis group from five
studies with a total of 571 samples; 85% (95% CI, 0.74-0.93) in the HE analysis group from 11
studies with a total of 1,780 samples; 86% (95% CI, 0.77-0.94) in the HE + AChE analysis group
from 13 studies with a total of 3,759 samples; and 92% (95% CI, 0.87-0.96) in the HE + calretinin
with or without AChE analysis group from four studies with a total of 169 samples (Figure 7). There
was no significant difference in the histopathological analysis, even upon comparisons of isolated

groups of rectal biopsy technique (open and suction) since their Cls overlapped.
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Figure 6. Pooled analysis of proportions from case series related to stratified conclusive effects by
open rectal biopsies regarding histopathological analysis. HE, hematoxylin and eosin; AChE,
acetylcholinesterase.
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Figure 7. Pooled analysis of proportions from case series related to stratified conclusive effects by
suction rectal biopsies regarding histopathological analysis. HE, hematoxylin and eosin; AChE,
acetylcholinesterase.

There was no significance in the heterogeneity of the plotted results for the open group (HE +
AChE, I = 80.4% [0P = 0.0237], HE I* = 75.8% [P = 0.0062]) or in the AChE open group (I*> = 0).
There was significant heterogeneity in the plotted results of the 2 suction groups: HE + AChE, I* =

98.2%; and HE, I* = 96.2% showing the inconsistency of clinical and methodological aspects
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between the studies included in the meta-analysis (P < 0.0001). On the other hand, there was no
significance in heterogeneity of the plotted results in suction AChE I? = 72.7% (P = 0.0055) or HE +
calretinin with or without AChE, 1> = 14.9% (P = 0.3177).

Rate of complications

The pooled proportion of complication rates was 1% (95% CI, 0.00019-0.03) in open biopsies
from seven studies for a total of 244 patients. There was a 0.03% rate (95% CI, 0.00019-0.00051) in
suction biopsies from 31 studies with a total of 4,890 patients, and the pooled complication rate was
2% (95% CI, 0.00075-0.04) in punch biopsies from seven studies with a total of 960 patients.
Therefore, there was no significant difference among the open, punch, and suction group since their
Cls overlapped, whereas there was a significant difference between the complication rates of the
punch and suction groups since their Cls did not overlap (Figure 8).

There was no significance in heterogeneity of the plotted results of the punch group I’ =

60.1% (P = 0.0199). However, no heterogeneity was noted in the open and suction groups, I* = 0.
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Figure 8. Pooled analysis of proportions from case series related to stratified rectal biopsy technique
regarding complications. Panel A: Open care series; Panel B: Punch case series; Panel C: Suction case
series. An effect difference was seen because of the non-overlap of the 95% confidence intervals.
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DISCUSSION

The  definitive  diagnosis of intestinal  dysganglionosis depends on the

histopathological evaluation of rectal biopsies™ ™.

However, this analysis can generate a
great diagnostic challenge’. A variety of different forceps models, technical modifications,
and new biopsy methods have been proposed to provide deeper and larger rectal specimens

11-21, 23

to improve the conclusive biopsy rates However, the risk of complications increases

directly with the size of the biopsy specimen'" >’
To the best of our knowledge, this is the first systematic review and meta-analysis
to compare the rate of conclusive results obtained by the different types of rectal biopsies

techniques, also considering their rate of complications.

Main findings

The conclusive result rates of open, suction, and punch biopsies did not differ
significantly. However, punch biopsies demonstrate significantly higher complication rates
than suction biopsies. On the other hand, the rates of complication in open biopsy group
were not significantly different compared to the suction or open group. Although suction
and punch biopsies are both performed blindly, the punch instruments provide larger
fragments'>. Therefore, the complication risks are higher.

Regarding age, there were no significant differences among conclusive results
between the age subgroups in suction biopsy group. Although some studies described that
suction biopsies are better indicated for children under 36 months of age because of the lack
of cooperation and the presence of a thickened megarectum, which is common in older
children, our review did not reveal the same conclusion'®2% 23435,

Despite the lack of significant differences among the histopathological analysis
types, the complete panel including calretinin + HE with or without AChE staining
demonstrated a higher rate of conclusive results. In addition, the absence of statistical
significance and the closer results demonstrated that the histopathological analysis may not
be considered a bias in the rates of conclusive results among the different rectal biopsy
techniques. Moreover, the association between HE + calretinin with or without AChE
increased the diagnostic capacity’®, particularly for suction biopsies, leading to an increase
in proportion of conclusive results from 88% to 94%, bringing them closer to the rates of
conclusive results of open and punch biopsies. This finding reinforces the value of the
association between different adjuvant methods in the histopathological analysis, mainly in

rectal suction biopsies.
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Strengths and limitations

This meta-analysis included a broad search with independent data abstraction. Our
study surpassed the diagnosis of HD to include several other diseases of the enteric nervous
system, usually present in the investigation set for organic causes of intestinal constipation
in children. This is the first systematic review to analyze different rectal biopsy techniques
and their complications. In addition, the subgroup analysis of age or histopathological
analysis method allowed us to identify the potential bias of the conclusive result rates.
Compared with the most recent published meta-analysis on this issue’, our study included
all rectal biopsy techniques; greater numbers of case series, patients, and samples; and a

more detailed analysis.

The primary limitation of our study is related to the invasive nature of rectal
biopsies, which makes it difficult to conduct randomized controlled studies, impairs the
quality of the evidence, and rules out a conventional meta-analysis. Considering the Grading
of Recommendations Assessment, Development and Evaluation criteria’’, it is impossible to
determine the quality of evidence and strength of recommendations. However, the quality of
evidence is considered low because the data available for this subject are represented only
for case series. In addition, this characteristic does not allow us to perform a conventional

meta-analysis.

Another limitation is that we could not perform a proportional meta-analysis of the
endoscopic biopsies on all outcomes since there were only two included studies. The meta-
analysis according to rectal biopsy technique subtype and different complications was
impossible because few studies describe the subtype. Furthermore, we cannot rule out the
possibility of bias in the analysis stratified by age since we used the mean age data provided
by the included studies to dichotomize the < 36 months and > 36 months groups. Because of

a lack of data, we could not perform the analysis in all biopsy groups.

As described by Higgins & Thompson (2002), most of the heterogeneity associated
with our data was highly significant’. However, this can be justified because the case series
presents a wide variation in the number of patients, biopsy techniques, histopathological
analysis types, instruments, number of samples, and distance from the anal verge, which
could lead to methodological and clinical bias. In addition, publication bias must be
considered since this study consisted of only case series, the great majority of which focused

only on suction techniques.
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Implications

Our findings demonstrated that suction, punch, and open techniques have
comparable rates of conclusive results. Considering that punch and suction techniques are
minimally invasive procedures that do not require anesthesia or hospitalization, these
techniques could be considered as a good choice for diagnostic intestinal dysganglionosis in
children. The rates of conclusive results of rectal suction biopsies can increase if different
methods of histopathological analysis are combined such as AChE histochemistry and
calretinin  immunohistochemistry. ~ Suction rectal biopsies also demonstrated similar
conclusive rates across different mean age groups, supporting their indication even for older
children. Moreover, punch rectal biopsy is associated with significantly higher complication
rates than suction technique. Therefore, rectal suction biopsies are useful, safe, and effective

for diagnosing intestinal dysganglionosis in children.
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Appendix 1. Detailed search strategy.

(Hirschsprung Disease OR Hirschsprung's Disease OR Hirschsprungs Disease OR Aganglionic
Megacolon OR Congenital Megacolon OR Rectosigmoid Colon Aganglionosis OR Rectosigmoid
Aganglionosis OR Congenital Intestinal Aganglionosis OR Colonic Aganglionosis OR Total Colonic
Aganglionosis OR constipation OR Dyschezia OR Colonic Inertia OR intestinal dysganglionosis OR
intestinal Pseudo Obstruction OR Intestinal Pseudo-Obstructions OR Intestinal Pseudo-Obstruction
OR Chronic Idiopathic Intestinal Pseudo-Obstruction OR Congenital Short Bowel Syndrome OR
Idiopathic Intestinal Pseudo-Obstruction OR Idiopathic Intestinal Pseudo-Obstructions OR Idiopathic
Intestinal Pseudo Obstruction OR Idiopathic Intestinal Pseudo-Obstructions OR Idiopathic Intestinal
Pseudo-Obstruction OR Idiopathic Intestinal Pseudo-Obstructions OR Pseudointestinal Obstruction
Syndrome OR Pseudoobstructive Syndrome OR Intestinal Pseudoobstruction OR Intestinal
Pseudoobstructions OR Enteric Neuropathy OR Paralytic Ileus OR Visceral Myopathy OR Visceral
Myopathies OR intestinal neuronal dysplasia OR Neuronal intestinal pseudoobstruction OR
Autosomal Recessive Familial Visceral Neuropathy OR type A Neuronal intestinal dysplasia OR
neuronal type chronic idiopathic intestinal Pseudoobstruction OR deficiency of Argyrophil myenteric
plexus OR Intestinal pseudoobstruction due to neuronal disease OR type B Neuronal Intestinal
Dysplasia OR hypoganglionosis) AND (Rectal biopsy OR Rectal biopsies OR rectal suction biopsy
OR rectal suction biopsies OR rectal punch biopsy OR rectal punch biopsies OR two-point rectal
mucosal biopsy OR two-point rectal mucosal biopsies OR Suction Biopsies of the rectum OR Suction
Biopsy of the rectum OR Suction Biopsy of rectum OR Suction Biopsies of rectum OR Punch Biopsy
of rectum OR Punch Biopsies of rectum OR Punch Biopsy of the rectum OR Punch Biopsies of the
rectum OR rectal mucosal biopsy OR rectal mucosal biopsies OR suction biopsy OR suction biopsies
OR suction rectal biopsy OR suction rectal biopsies OR Noblett OR biopsy forceps OR biopsies
forceps OR traditional biopsy forceps OR traditional biopsies forceps OR modern biopsy forceps OR
modern biopsies forceps OR rectal biopsy forceps OR rectal biopsies forceps OR deeper rectal biopsy
OR deeper rectal biopsies OR Scheye OR Jumbo biopsy forceps OR jumbo biopsies forceps OR
multipurpose biopsy tube OR multipurpose biopsy tubes OR multipurpose biopsies tube OR
multipurpose biopsies tubes OR Swenson rectal biopsy OR Swenson rectal biopsies OR open rectal
biopsy OR open rectal biopsies OR cup rectal biopsy OR cup rectal biopsies OR surgical rectal biopsy

OR surgical rectal biopsies)
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Appendix 2. References of all included studies

Reference Article Journal Author
number

1. Acetylcholinesterase and manometry in the | Arch Surg. 1986 Ikawa H, Kim
diagnosis of the constipated child SH, Hendren

WH, Donahoe PK.

2. Punch biopsy of the rectum for the | Arch Surg. 1968 Shandling B, Auldist
diagnosis of Hirschsprung's disease AW.

3. At what age is a suction rectal biopsy less | J Pediatr | Croffie IJM, Davis
likely to provide adequate tissue for | Gastroenterol Nutr. MM, Faught PR, Corkins
identification of ganglion cells? 2007 MR, Gupta

SK, Pfefferkorn
MD, Molleston
JP, Fitzgerald JF.

4. Diagnostic value of rectal mucosal | Lancet. 1979 Dale G, Bonham
acetylcholinesterase levels in JR, Lowdon P, Wagget
Hirschsprung's disease. J, Rangecroft L, Scott DJ.

5. Rectal biopsy for diagnosis of intestinal | Gut. 1999 Koletzko S, Jesch
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Appendix 3.Characteristics of endoscopic biopsies of the included studies.

Absolut number per respective Total number of included
References . .
included study studies
Total case series 52, 145 Not applied 2
Number of patients per included study 52, 145 40, 85 2
Mean Age - - -
North America -- Not applied 0
Central and South America -- Not applied 0
. Europe 52, 145 Not applied 2
World R n
° eglo Asian/Japan -- Not applied 0
Australia and New Zealand -- Not applied 0
Africa -- Not applied 0
Number of rectal biopsies per included study 52, 145 120, 170 2
1-3 52, 145 Not applied 0
Number of rectal -
biopsies per 4-6 -- Not applied 0
P . P 7-10 -- Not applied 0
patient .
>10 -- Not applied 0
Subtype of rectal Jumbo -- Not applied 0
biopsy Other 52, 145 Not applied 2
0-3cm 145 Not applied 1
Distance from anal 4-6cm 52, 145 Not applied 2
verge 7-10cm 52 Not applied 1
>10cm -- Not applied 0
HE -- Not applied 0
Ache 52, 145 Not applied 2
Type of ;
. . HE + Ache -- Not applied 0
Histophatologica . -
. HE + Ache + Calretinin -- Not applied 0
I analysis — -
HE + Calretinin -- Not applied 0
Others -- Not applied 0

-- not reported
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Appendix 4. Characteristics of open biopsies of the included studies.

Absolut number per respective Total number of included

References included study studies
Total case series 4,5,7,15, 20, 21, 33, 50, 52, 54, 56, 60, 62, 64, Not applied 45
74,98-107, 112,118, 126, 135-151
4,5,7,20,21,50,52, 54,56, 60,62, 64, 74, 68, 24, 8, 28, 29, 19, 85, 15,6, 6,17, 41
98-104, 106, 107,112, 118, 126, 135-139, 10, 76, 23, 397,41, 32, 13,72, 19,
Number of patients per included study 141-151 26, 49, 30, 78, 30, 30, 22, 11, 13,
651, 53, 10, 25, 81, 40, 16, 74, 27,
210, 8, 48
Mean Age (months) 7,56, 98, 107, 118, 126, 135, 140, 146, 149 43.2, 35, 29, 29.16, 42.12, 34.8, 40.8, 10
60, 64.8, 3.6
North America 15, 20, 21, 50, 135-137 Not Applied 7
Central and South America 56, 60, 112, 138-141 Not Applied 7
. Europe 4,5,7,52,62,64,99-107, 142-145 Not Applied 19
World Region - ;
Asian/Japan 33,74,98,118, 126, 146-151 Not Applied 11
Australia and New Zeland 54 Not Applied 1
Africa -- --
4,7,15, 21, 33,52,56, 60,62, 64,98,99, 101- 136, 8, 30, 29, 54, 85, 6, 12, 51, 20, 28, 30
Number of rectal biopsies per included study 105, 107, 126, 118, 138, 140, 142, 145-151 397,32,13,72,19, 100, 49, 78,
30, 13, 946, 30, 40, 16, 74, 27,
210, 8, 48
13 4,7,21,52,56, 60, 62, 64,99, 101-104, 107, Not Applied 25
Number of rectal 118,126, 138, 142, 145-151
biopsies per 4-6 - Not Applied 0
patient 7-10 -- Not Applied 0
>10 -- Not Applied 0
Full Thickness 4,7,15, 20, 21, 33, 50, 52, 54, 56, 60, 62, 64, Not Applied 40
Subtype of rectal 74,98, 100-107, 112, 118, 126, 135-138,
biopsy 140-144, 146-148, 150-151
Superficial 145 Not Applied 1
Distance from anal 0-3em 5,52,60, 62, 64,74,101, 105, 118, 138-140, Not Applied 18
verge 142,144, 145, 148, 149, 151, 151
4-6cm 5,62, 64,142 Not Applied 4
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7-10cm 5, 62 Not Applied 2
>10cm 5 Not Applied 1
HE 101, 105, 118, 126, 138, 149, 151, 151 Not Applied 7
Ache 4,52, 142,145, 146 Not Applied 5
Type of HE + Ache 7,15, 20, 21, 99, 103, 107, 148, 150 Not Applied 9
Histopathologic HE + Ache + Calretinin 56, 60 Not Applied 2
al analysis HE + Calretinin 98 Not Applied 1
Others 5, 33,54,62,64, 74,100, 104, 106, 135, 139, Not Applied 11
140, 147
Conclusive results 52, 64,98, 102, 103, 105, 107, 126, 140, 141, 100%, 85%, 100%, 100%, 100%, 86%, 14
144, 145, 149, 151 94%, 97%, 72.3%, 100%, 100%,
100%, 96.7%, 93.75%
Complication 5, 20, 64, 102, 105, 140, 144, 145, 151 0,0,0,0,0,0.1%, 1.23%, 0,0 9

--not reported



Capitulo IT — Article 121

Appendix 5. Characteristics of punch biopsies of the included studies.

Absolut number per respective

Total number of included

References included study studies
Total case series 1-5,7-11, 13-19 Not applied 17
Number of patients per included study 1-5,7-11, 13, 14, 16-19 124, 360, 152, 68, 24, 102, 112, 19, 16
27,40, 101, 32,17, 170, 28,91
Mean Age (months) 3,7,11,13 79.2,62.3,8.5,51.6
North America 1-3,15 Not applied
Central and South America -- Not applied --
. Europe 4,5,7-11, 13 Not applied 8
World Region Asian/Japan 14, 16-19 Not applied 5
Australia and New Zeland -- Not applied --
Africa -- Not applied --
Number of rectal biopsies per included study 1-4,8,9,11, 13, 14, 15, 18,19 217,387, 152, 136, 234, 38, 40, 101, 12
32,43,56,71

1-3 3,4,9,11, 13,14, 18 Not applied 7

Number of rectal -
biopsies per 4-6 - Not appI!ed -
patient 7-10 -- Not applied --
>10 -- Not applied -
Subtype of rectal Cup bilopsy 4,7,10,15 Not appl?ed 4
biopsy Nasal forceps -- Not appI!ed --
Other 1-3,5, 8,9, 11, 13, 16-18 Not applied 11
0-3cm 1-5,7-9, 13, 15, 16, 18, 19 Not applied 13
Distance from anal 4-6cm 4,5,7,16,18 Not applled 5
verge 7-10cm 5,16 Not applied 2
>10cm 5,16 Not applied 2
HE 2,3,8,13 Not applied 4
Type of Ache 4,16, 18, 19 Not applied 4
Histopathological HE + Ache 1,7,9,11, 15 Not applied 5
. HE + Ache + Calretinin -- Not applied -

analysis — i
HE + Calretinin -- Not applied -
Others 5,14, 17 Not applied 3
Conclusive 2,3,7-9,11, 14,17 97.42%, 95.39%, 96%, 89.32%, 79%, 8

100%, 100%, 88.9%

Complication 2,3,5,7,8,11,17 5%, 0.66%, 0, 0.98%, 3.57%, 0, 0.59% 7

-- not reported
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Absolut number per respective included

Total number

References of included
study .
studies
3-7,11,12,19-32,34-51, 53, 53, 55-61, 63, 64, 64- Not applied 120
Total case series 73,75-97,97,99, 100, 100-111, 113-117, 119-
128, 128-134
3-7,11,12,19-21, 23-32, 34-45, 47-51, 53, 53, 55- 152, 68, 60, 24, 148, 33, 69, 17, 30, 43, 32, 114
61, 63, 64, 64, 65, 67-73, 75-87, 89-97, 97, 99, 10, 168, 96, 102, 455, 31, 456, 17, 151,
100, 100-104, 106-111, 113-117, 119-126, 444,6, 70, 23, 15, 68, 71, 23, 27, 293,
128, 128-134 18, 269, 40,52, 11, 110, 29, 41, 40, 41,
41,41, 34, 297, 37, 230, 211, 52, 10, 95,
Number of patients per included study 16, 418, 766, 429, 389, 52, 8, 131, 39,
46, 20, 17, 548, 60, 9, 392, 101, 237, 24,
101, 84, 49, 168, 56, 41, 117, 62, 80, 62,
40, 253, 95, 95, 111, 7,72, 19, 15, 108,
38, 20, 34,52, 216,967, 7, 11, 37, 30,
14, 23, 214,22,7, 17, 104, 40, 45, 328,
96, 45, 26, 16, 10
3,5,7,11, 24,42, 43,53, 53, 60, 69, 71,75, 76,97, 79.2,25.2,20.8,13, 27.5, 16.8, 14.4, 40, 40, 20
Mean Age (months) 97,107, 123, 125, 126 35,42.6,48,15.6,0.7,0.5, 0.7, 29.2,
2.9,70,34.8
North America 3, 20-24, 26-32, 34-38, 40-51, 53, 53, 108 Not applied 33
Central and South America 39, 55-61 Not applied 8
Europe 4,5,7,11, 25, 63, 64, 64-73, 75-97, 97, 99, 100, Not applied 52
World Region 100-107, 134
Asian/Japan 12,19, 109-111, 113-117, 119-126 Not applied 18
Australia and New Zeland 6,127,128,128-132 Not applied 8
Africa 133 Not applied 1
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3,4,6,7,11,12,19, 20- 22, 25, 27, 28, 30-32, 34, 152,136, 72, 168, 33,69, 17,71, 43, 19, 84
35, 37,40, 43, 46-48, 51, 53, 55, 57-61, 63, 64, 458, 107,497, 496, 17, 247, 888, 18, 23,
64-66, 68-71, 75-77, 79-81, 85, 87, 88, 90, 91, 71,293, 28,47, 104, 29, 46, 42, 87, 68,
93-97,97,99-111, 113,114, 117, 119-121, 297,74,311, 211, 195, 13, 103, 75,
Number of rectal biopsies per included study 123,126-128, 128, 131, 132 1254, 2298, 1118, 1012, 131, 39, 46, 51,
1096, 180, 532, 160, 214, 147, 458, 41,
144,189, 240, 153, 85, 253, 190, 444,
21, 288, 19, 74, 15, 222, 40, 20, 68, 52,
216, 967, 76, 60, 14, 23, 65, 355, 180,
52,116, 116, 50
1-3 3,4,6,11,12,19, 21, 31, 34, 35,37, 40, 43, 48, 51, Not applied 44
58-60, 63, 68, 69, 75-77, 79-81, 90, 93, 96, 99,
Number of rectal 100, 102-104, 106, 109-111, 113, 114, 119-121
biopsies per 4.6 101, 108 Not applied 2
patient 7-10 -- Not applied --
>10 -- Not applied --
Noblett 7,11, 25, 39, 48, 55, 56, 59-61, 63, 64, 65, 79, 83, Not applied 29
87,91, 94,97, 99, 102, 105-107, 126, 128,
129,131, 132
Subtype of rectal Rbi2 97, 108 Not applied 2
biopsy SoloRBT 70,71, 95 Not applied 3
Multipurpose Quinton 20, 34, 40, 43, 53,103,117, 128 Not applied 8
SBT 100 3,45,53 Not applied 3
Others 6, 35,58, 88,93, 121, 127 Not applied 7
3-5,7,19, 20, 25, 34, 35, 39, 40, 43-45, 53, 53, 55, Not applied 41
0-3cm 59-61, 65, 68, 79, 81, 87, 90, 91, 96, 101-103,
105, 107,110, 111, 119, 121, 124, 126, 130,
Distance from anal 133
verge 4-6em 4,5,7,25,35, 39,53, 53,58, 68, 81,91, 96, 101- Not applied 20
103, 110, 126, 130, 133
7-10cm 5, 6, 68, 96 Not applied 4
>10cm 5 Not applied 1
HE 3,6, 34, 35, 40, 43, 47, 53, 53, 77, 105, 111, 113, Not applied 15
Type of
Histophatologic 128, 128 -
. Ache 4,12,19, 27,59, 61, 63, 66, 84, 109, 110, 114, 116, Not applied 15
al analysis

121, 122
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Conclusive

Complication

HE + Ache 7,11, 20, 21, 25, 26, 28, 30, 39, 48, 58, 65, 68, 72, Not applied 38
79, 80, 82, 83, 86-88, 90, 91, 93, 99-101, 103,
107, 115, 117, 119, 124-126, 129, 130, 133
HE + Ache + Calretinin 23,29, 42,55-57, 60, 89 Not applied 8
HE + Calretinin 31, 37, 38, 44, 46 Not applied 5
Others 5,22, 24,32, 36, 64, 64,69-71,73, 75,76, 78, 81, Not applied 25
85, 92, 94-96, 100, 104, 106, 123, 132
3,6,7,11,12, 20, 23, 26, 27, 31, 32, 34, 37, 39, 40, 57.24%, 87.5%, 87%, 100%, 95%, 95.72%, 57
47,53, 53,55, 56,57, 59, 64, 64-66, 69, 70, 71, 93,75%, 81%, 94.12%, 100%, 98.79%,
72,76,77, 80, 86-88, 90, 91, 95, 97, 97, 101- 96.62%, 89.3%, 97,1%, 87.33%, 83%,
103, 105, 107, 108, 113, 115,120, 121, 123, 76%, 76%, 88.1%, 88.1%, 94.25%,
124,126, 128,128, 131 94.28%, 65.1%, 92.3%, 81.02%, 80%,
85.5%, 85.3%, 85.35%, 69.3%, 77%,
91.3%, 61%, 100%, 76.25%, 84.2%,
93.9%, 63%, 100%, 93%, 80%, 98.2%,
100%, 98.62%, 65%, 72%, 95%, 96.3%,
100%, 100%, 86,96%, 80%, 100%, 79%,
63.5%, 100%, 100%
3,6,7,11, 34, 40, 41, 43, 45, 53, 53, 55,57, 59, 64, 0.66%, 0,2.7%,0,0,0,0,0,0,0, 2.5%,0, 0, 33

64, 65, 69, 71, 79, 90, 95, 97, 97, 101, 102,
105, 113, 114,127, 128, 128, 131

0.33%, 0,0, 0,0.4%, 0.5%, 0, 0, 1.61%,
0,0,0.9%,0,0,0,0,0,0,0,0

-- not reported

Appenadix 6. Characteristics of suction biopsies of the included studies



