VNIVER4DAD NACJONAL
AVEN'MA DE
MEXICO

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO E INVESTIGACION

HOSPITAL GENERAL DR. MANUEL GEA GONZALEZ

“PROTEINA ACIDA GLIAL FIBRILAR Y SU INMUNOEXPRESION EN ASTROCITOS ALZHEIMER TIPO I
EN CEREBELO DE CASOS DE AUTOPSIA CON DIAGNOSTICO DE ENCEFALOPATIA HEPATICA EN EL
HOSPITAL GENERAL DR. MANUEL GEA GONZALEZ DURANTE EL PERIODO 2001-2010”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE ESPECIALISTA EN ANATOMIA PATOLOGICA PRESENTA:

ESTEBAN ORTIZ JASSO

ASESORA:

DRA. MARIA DEL ROCiO ESTRADA HERNANDEZ

MEDICA ADSCRITA A LA DIVISION DE ANATOMIA PATOLOGICA
DEL HOSPITAL GENERAL DR. MANUEL GEA GONZALEZ

MEXICO D.F. JULIO DEL 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez y en la Divisién de

Anatomia Patoldgica bajo la direccién de la Dra. Maria del Rocio Estrada Hernandez.



Este trabajo de Tesis con No. PROT 01-66-2013, presentado por el alumno Esteban Ortiz
Jasso se presenta en forma con visto bueno por el Tutor principal de la Tesis Dra. Maria del

Rocio Estrada Hernandez, con fecha del 31 de julio del 2013 para su impresion final.

Tutor principal: Dra. Maria del Rocio Estrada Hernandez.



AUTORIZACIONES

Dra. Marla Elisa Vega Memije ;P"“'“ GENERAL

Subdiregelon do | MANUEL GEA GOMZALE?
Hospital Ga “0O¢F. Ma
—.‘; 53 r .. SUBDIRECCION

GONINET
\._./ mnw::iﬁuﬂf

ENSEfNAN
£ INVESTIGACION

Dra, Sara Parraguire Martinez
defa do la Divielan de Anatomia patolagica

Hespital ral *Or. Manuel nzalez"
? *f‘?--dff’f.{&w
U 7




“PROTEINA ACIDA GLIAL FIBRILAR Y SU INMUNOEXPRESION EN ASTROCITOS
ALZHEIMER TIPO Il EN CEREBELO DE CASOS DE AUTOPSIA CON DIAGNOSTICO
DE ENCEFALOPATIA HEPATICA EN EL HOSPITAL GENERAL DR. MANUEL GEA
GONZALEZ DURANTE EL PERIODO 2001-2010”



AGRADECIMIENTQOS:

> A mi mama, a mi papa, a mis hermanas, al resto de los integrantes de mi familia; por
siempre darme su incondicional carifio y apoyo ante las decisiones que he tomado en mi vida y por
todo el esfuerzo que han hecho junto conmigo; sin lugar a duda, durante este periodo en el que me

he alejado fisicamente de mi hogar, han sido el motor para continuar adelante.

> A mis maestros: Dra. Sara Parraguirre, Dr. German Recinos, Dr. Isaias Estrada, Dra.
Magdalena Reyes; porque han sido mucho mas que modelos a seguir dentro del mundo de la

Patologia, promoviéndome a continuar creciendo como profesionista y como ser humano.

> A mis compaferos de residencia, principalmente a Yuridia Cadena, Ana Lilia Morales,
Sandra Caballero, por haber creado juntos el ambiente idéneo para que mi estancia dentro del

hospital siempre fuera agradable y divertida; personas en las que encontré una gran amistad.

> A mis amigos de toda la vida: Adriana Glover, Janet Garcia, Ariana Castillo, Lizbeth
Cérdenas, Edwin Lépez, C. Alejandro Hernandez, Juan M. Olmos y Ross Ramirez; porque ni el
tiempo ni la distancia han sido impedimento para ustedes en seguir aconsejandome y apoyandome
de mil maneras, agradecido eternamente.

> A todo el personal que labora en la Division de Anatomia patoldgica de mi gran “Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzalez”, por colaborar en mi desarrollo profesional y en particular al

personal de secretarias, preocupadas siempre por mi bienestar.

> A la Dra. Maria del Rocio Estrada Hernandez, neuropatéloga adscrita de la Division de
Anatomia patologica, por su asesoramiento y apoyo, siempre lleno de experiencia, para la

culminacién de este gran trabajo.



> A DIOS, por dejarme hacer realidad uno de mis mas grandes suefios. GRACIAS.

INDICE

Pagina
(€10 157= T4 o PP TP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPN 8
Relacion de figuras Y tablas............oouuiiiiii e 9
LS TS U 0 T o PP PPPTT 10
ADSTIACT ..ottt e e e e s 11
IO g (0T [0t [o o BT PPPUPTRTPON 12
Y ] (=Tol =T [T g (=T TP P TP P PPPPPPPPPPPPP 12
3 JUSHIFICACION ...t e e e e e e s 15
T @ ][] 1AV 0 L S PP PPPPPPPPPPPPPPP 16
5. Material Y MEIOUOS. .....uvuiii it e e e e e e 17
5.1. Tipo de estudio
5.2. Ubicacién temporal y espacial
5.3. Criterios de seleccion de la muestra
5.4. Variables
5.5. Tamario de la muestra
5.6. Procedimiento
5.7. Andlisis estadistico
5.8. Descripcion operativa del estudio
L =TT U] = T [0 1= PR 20
AR D T I3 o o PP TP PPPPPPPPPPPPPP 23
8. CONCIUSIONES ...ttt e e e e e e e a e e e e e 23
9. PEISPECLIVAS ... 23

O =1 0] oo =1 - PSR 24



GLOSARIO

Inmunohistoquimica: Es un procedimiento en histopatologia, que se basa en la
utilizacién de un anticuerpo especifico, previamente marcado mediante un enlace quimico
con una enzima que puede transformar un sustrato en visible, sin afectar la capacidad del
anticuerpo para formar un complejo con el antigeno, aplicado a una muestra de tejido
organico, correctamente fijada e incluida en parafina.

Proteina &cida glial fibrilar (PAGF): Es una proteina fibrosa que forma parte normal de
los filamentos del citoesqueleto intracelular de astrocitos y células de Schwann.

Astrocito: Células del SNC con nucleo vesicular, redondo u ovalado, que carecen de
nucléolo prominente, citoplasma escaso y con procesos citoplasmicos que irradian del
cuerpo celular a la periferia confiriéndole el aspecto estrellado. De acuerdo a la clase de
proceso citoplasmico hay protoplasmicos o fibrosos.

Astrocitos de Alzheimer tipo Il: Forma reactiva del astrocito que aparece en estados de
hiperamonemia, usualmente relacionados con enfermedades renales o hepéticas.

Encefalopatia hepética (EH): Alteracién neuropsiquiatrica, potencialmente reversible,
gue aparece como complicacion en enfermedades agudas y crénicas del higado, y puede
clasificarse clinicamente en estadios mediante escalas adecuadas.

Lesion hepatica: Son aquellas agresiones de tipo metabdlico, toxico, microbiano,
inmunolégico o neoplasico capaces de provocar alteracion en el higado ya sea de forma
fulminante, aguda, subaguda o crénica.

Alcoholismo: Enfermedad que consiste en padecer una fuerte necesidad de ingerir
alcohol etilico de forma que existe una dependencia fisica del mismo. Para el estudio sélo
serd suficiente el antecedente en el expediente clinico.
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RESUMEN

La encefalopatia hepatica es una alteracion neuropsiquiatrica, potencialmente reversible,
que aparece como complicacion en enfermedades agudas y crénicas del higado, se
clasifica clinicamente en estadios. La lesibn anatomopatoldgica fundamental afecta en
particular a los astrocitos, células del sistema nervioso central que presentan alteraciones
morfolégicas y funcionales, caracterizadas por presentar nucleos grandes, vesiculosos,
con escasa cromatina localizada en la periferia y con nucléolo prominente. Cuando el
astrocito sufre este cambio, se le denomina astrocito de Alzheimer tipo Il. Por medio de
inmunohistoquimica, se ha documentado que cuando clinicamente hay concentraciones
altas de amonio (como en la encefalopatia hepética), el astrocito de Alzheimer tipo Il no
reacciona ante la proteina acida glial fibrilar, a diferencia de los astrocitos normales, esto
en la sustancia gris del cerebro, mas no es asi en cerebelo, en particular en la glia de
Bergmann, en donde la expresion de la PAGF en los astrocitos puede estar modulada por
factores locales. OBJETIVO GENERAL: Evaluar la intensidad de la inmunoexpresion de la
proteina acida glial fibrilar en los Astrocitos Alzheimer tipo Il del cerebelo en casos de
autopsia con diagnostico de encefalopatia hepéatica. CONCLUSIONES: Del periodo de
diez afios estudiado, se encontraron dieciséis casos que cumplieron con los criterios de
inclusion como contar con el protocolo de autopsia completo y haber tenido encefalopatia
hepatica. De esos 16 casos, el 62.5% (diez casos) se trat6 de hombres mientras que el
37.5% fueron mujeres (seis casos). Se encontré que el rango de edad de edad fue de 33
afios para el caso con menor, mientras que el de mayor de edad fue a los 78 afios; en
ambos casos se trataron de mujeres. En el caso de los hombres el rango de edad oscilé
de los 38 afios como minima a los 62 afios como méaxima. De los 16 casos, dos fueron
eliminados y cuatro mas resultados negativos ante la inmunoexpresion de la proteina
acida glial fibrilar; de los diez casos sobrantes se encontr6 que nueve casos (56.25%)
expresaron la PAGF de manera leve (+) mientras que solo un caso (6.25%) la expreso de
manera moderada (++). De acuerdo con lo descrito en la literatura, acerca de la ausencia
de la expresion de la proteina acida glial fibrilar en los astrocitos de Alzheimer tipo Il del
cerebelo, existe correlacion con los hallazgos arrogados en esta investigacion, ya que
nueve casos expresaron de manera leve y solo un caso lo hizo de manera moderada, y
ninguno de manera intensa.

10



ABSTRACT

Hepatic encephalopathy is a neuropsychiatric disorder, potentially reversible, which
appears as a complication in acute and chronic liver, is classified clinically as stages. The
basic pathological lesion particularly affects astrocytes, central nervous system cells with
altered morphological and functional, characterized by having large nuclei, vesicular, with
little chromatin located at the periphery and nucleolus. When the astrocyte undergoes this
change, it is called Alzheimer type Il astrocyte. By immunohistochemistry, it has been
documented that when there are high concentrations of clinically ammonium (such as
hepatic encephalopathy), the Alzheimer type Il astrocyte reacts no glial fibrillary acidic
protein, unlike normal astrocytes, this substance in brain gray, but not so in cerebellum,
especially in Bergmann glia where PAGF expression in astrocytes can be modulated by
local factors. GENERAL PURPOSE: To evaluate the intensity of immunoexpression glial
fibrillary acidic protein in astrocytes Alzheimer type Il cerebellar autopsy cases diagnosed
with hepatic encephalopathy. CONCLUSIONS: A ten-year period studied, sixteen cases
were found that met the inclusion criteria and have the full autopsy to have had hepatic
encephalopathy. Of those 16 cases, 62.5% (ten cases) was treated by men while 37.5%
(six cases). We found that old age range was 33 years to the lower case, while the adult
was 78 years in both cases women were treated. For men, the age range was from 38
years as minimum to 62 years maximum. Of the 16 cases, two were eliminated and four
negative results before the immunoexpression of glial fibrillary acidic protein; remaining ten
cases it was found that nine cases (56.25%) expressed the PAGF so mild (+) while only
case (6.25%) was expressed moderately (+ +). According to what is described in the
literature about the absence of the expression of glial fibrillary acidic protein in astrocytes
of Alzheimer type Il cerebellar correlation with the findings in the research spewed as nine
cases expressed a mild way and only one case did a moderate, and none so intense.
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1.- INTRODUCCION

En este trabajo se busca estudiar las alteraciones en la inmunoexpresion de la proteina
acida glial fibrilar en los Astrocitos de Alzheimer tipo Il del cerebelo de pacientes que
fallecieron con datos clinicos de encefalopatia hepatica. La lesion anatomopatologica
fundamental se presenta de manera particular a los astrocitos, con cambios
caracterizados por presentar ndcleos grandes, vesiculosos, con escasa cromatina
localizada en la periferia y con nucléolo prominente, a los que se le conoce como edema
astrocitico, cambio denominado de Alzheimer tipo Il. Por medio de inmunohistoquimica
con PAGF, conoceremos los cambios en el astrocito de Alzheimer tipo Il, ya que se tiene
documentado que no reacciona ante la proteina &cida glial fibrilar, a diferencia de los
astrocitos de la sustancia gris del cerebro, mas no en particular en la glia de Bergmann,
en donde la expresion de la PAGF en los astrocitos puede estar modulada por factores
locales.

2.- ANTECEDENTES

La encefalopatia hepatica (EH) es una alteracion neuropsiquiatrica, potencialmente
reversible, que aparece como complicacion en enfermedades agudas y cronicas del
higado, y puede clasificarse clinicamente en estadios mediante escalas adecuadas.
Adicionalmente se puede reconocer, utilizando test psicolégicos y neurofisiol6gicos, una
forma sin sintomas evidentes, llamada encefalopatia minima.

La lesiébn anatomopatolégica fundamental afecta en particular a los astrocitos, células del
sistema nervioso central (SNC) que presentan alteraciones morfoldgicas y funcionales. Se
acepta que la causa fundamental de la alteracién es el aumento de la tasa de amoniaco
en sangre, procedente de la digestion de las proteinas, insuficientemente depurado
debido a la disfuncién hepatocelular y a las conexiones portosistémicas en el caso de la
cirrosis hepatica.

La citoarquitectura del SNC estéd constituida por las neuronas y la neuroglia. Se le ha
denominado glia porque se le considera como el “pegamento” ya que provee el soporte
estructural y funcional (entre otras muchas funciones) de todos los elementos celulares
del parénquima cerebral. La neuroglia constituye aproximadamente el 90% de todas las
células del SNC y se divide en MACROGLIA: astrocitos, oligodendrocitos y células
ependimarias y en MICROGLIA (células en baston o células de Horteg).

Los astrocitos son células estrelladas con numerosos procesos ramificados delgados. Con
la tincion habitual de hematoxilina y eosina, los astrocitos tienen un nucleo vesicular
redondo u ovalado, pero a diferencia de la neurona carecen de un nucléolo prominente. El
citoplasma suele ser escaso y los procesos citoplasmicos irradian del cuerpo celular a la
periferia confiriéndole un aspecto estrellado’. De acuerdo a la clase de proceso
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citopldsmico hay dos clases de astrocito: Los protoplasmicos, tienen procesos
ramificados y se encuentran en la sustancia gris y las puntas terminan como pedicelos
(pies vasculares) que entran en contacto con los vasos sanguineos. Los fibrosos poseen
un citoplasma eucromatico que contiene unos cuantos organelos, ribosomas libres y
glucogeno. Las prolongaciones son largas y esencialmente no ramificadas. Estas
prolongaciones se vinculan estrechamente con la piamadre y los vasos sanguineos, pero
estan separados de estas estructuras por su lamina basal propia o pedicelos (pies
vasculares) que entran en contacto con los vasos sanguineos®.

Ambos tipos de astrocitos contienen abundantes filamentos intermedios citoplasmicos
alargados compuestos de proteina &cida glial fibrilar. Los astrocitos se activan en
respuesta a una gran variedad de condiciones patologicas, fenbmeno denominado
astrocitosis reactiva o gliosis y consiste en proliferacion e hipertrofia de astrocitos. Por otro
lado, los astrocitos de Alzheimer tipo Il son formas reactivas en estados de
hiperamonemia, usualmente relacionados con enfermedades renales o hepaticas®.

Se presentan en capas profundas de la corteza cerebral, ganglios basales: nucleo
caudado, putamen y globo palido (en esta localizacibn son mas prominentes), talamo,
subtidlamo e hipotalamo, nucleo dentado, cerebelo y tallo encefélico. Los astrocitos de
Alzheimer tipo Il en la corteza cerebral, cuerpo estriado, tAlamo e hipotalamo, presentan
un nacleo redondo, sin embargo en otras localizaciones como el globo palido, subtalamo,
nacleo dentado vy tallo cerebral son irregularmente lobulados”.

7"

Histéricamente el término de “neuroglia” es acufiado por Virchow en 1856. Dos afnos mas
tarde Rudolf Virchow introduce el concepto de “nervenkitt” “cemento nervioso”; en 1893
Mihaly (Michael von) Lenhossék describe la “célula de la astroglia” o “astrocito” y en ese
mismo afo, William Lloyd Adriezen clasifica a los astrocitos en “fibrosos” vy
“protoplasmicos”; esta diferencia morfolégica llevd a pensar que los astrocitos mostrarian
cambios patoldgicos bajo circunstancias diferentes®. En 1912 C von HoéRlin y Aloysius
(Alois) Alzheimer describen cambios patologicos en los astrocitos en la pseudoesclerosis
de Westphall-Striimpell (el tipo pseudoesclerético de la enfermedad de Wilson)®. En 1920
Walter Spielmeyer denomina como “astrocitos tipo | de Alzheimer” y “astrocitos tipo Il de
Alzheimer’” a las dos variantes patoldgicas de astrocitos descritas por HoRlin y Alzheimer.
En 1933 Hans-Joachim Scherer correlaciona los cambios astrociticos con la hepatopatia®.
El estudio clinico patolégico clasico que enfatiza la importancia de las alteraciones
astrociticas con la neuropatologia de la encefalopatia hepatica data de 1953°.

Las encefalopatias metabdlicas son trastornos reversibles que provocan, en algunos
casos, cambios estructurales en el sistema nervioso central. La encefalopatia hepatica
ocurre clinicamente en enfermedades agudas o cronicas y se manifiestan en 4 formas
distintas: en insuficiencia hepética fulminante, encefalopatia porto-sistémica,
degeneracién hepatocerebral adquirida no asociada con la enfermedad de Wilson y
degeneracion hepatolenticular familiar (enfermedad de Wilson)™. Clinicamente la
manifestacion neurolégica mas caracteristica de la encefalopatia hepatica es la asterixis,
que se acompafia de hedor hepatico y alteraciones en el estado mental que varian desde
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la falta de atencién, letargia, desorientacion en tiempo y espacio, estupor hasta el coma
profundo®. Desde el punto de vista macroscopico, cada tipo de encefalopatia tiene
caracteristicas especiales, aunque no exclusivas, pero en la encefalopatia porto-
sistémica, el cerebro es normal a simple vista''. La caracteristica microscopica es la
existencia de astrocitos tipo Il de Alzheimer. Estos astrocitos tienen nucleos grandes,
vesiculosos, con escasa cromatina localizada en la periferia y con nucléolo prominente;
pueden tener “puntos” de glucdgeno y en casos graves el nucleo se ve lobulado o en
forma de grano de café. Se ubican en la sustancia gris, sobre todo en las capas mas
profundas de la corteza cerebral, el estriado, globus pallidus, talamo, oliva inferior, nlcleo
dentado y glia de Bergmann del cerebelo. Se agrupan en pares o trios celulares, lo que
los hace mas notorios ® °. La mayoria de los casos de encefalopatia hepéatica se debe a
cirrosis hepética. Sin embargo, no todos los pacientes con cirrosis tienen encefalopatia
clinicamente. De éstos, solo algunos manifiestan los cambios microscopicos.

El “edema” astrocitico es una repuesta a diferentes tipos de dafio como la hipoxia, la
hipoglucemia, el estado epiléptico, el trauma, la encefalopatia hepética y también por las
neurotoxinas. Los astrocitos hinchados no pueden mantener sus funciones
homeostasicas, como el equilibrio de iones y de neurotrasmisores. Ademas, se libera
glutamato, aspartato y taurina, que provocan dafio y se inhibe la actividad de ATPasa de
sodio y potasio, con acumulacién de sodio y pérdida de potasio en el citoplasma® *°. El
edema astrocitico es de particular importancia en el contexto del edema citotéxico, que
también ocurre en insuficiencia hepatica aguda, en el que el glutamato contribuye al dafio
como aminoécido neurotdxico 2. Por medio de inmunohistoquimica se ha documentado
gue las prolongaciones astrociticas y el pericarion no reaccionan ante la proteina
gliofibrilar &cida, a diferencia de los astrocitos normales, mientras que se mantiene la
positividad para PS100, cuando hay concentraciones altas de amonio, clinicamente y en
cultivo de tejidos™ '* especialmente en la sustancia gris™. A este hecho se le llama
distrofia gliofibrilar, que se explica por la inestabilidad del ARN mensajero de la proteina
gliofibrilar®.

En la IH aguda grave la encefalopatia hepatica se desarrolla dentro de las primeras 8
semanas de la aparicion de la enfermedad del higado, los cambios en la autopsia revela
edema cerebral y edema astrocitico™® *’.
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3.- JUSTIFICACION

Las encefalopatias metabdlicas son trastornos reversibles que provocan, en algunos
casos, cambios estructurales en el sistema nervioso central. Desde el punto de vista
macroscépico, cada tipo de encefalopatia tiene caracteristicas especiales, aunque no
exclusivas, pero en la encefalopatia porto-sistémica, el cerebro es normal a simple vista™
’. La caracteristica microscopica es la existencia de astrocitos tipo Il de Alzheimer que se
ubican en la sustancia gris, sobre todo en las capas mas profundas de la corteza cerebral,
el estriado, globus pallidus, talamo, oliva inferior, nicleo dentado y glia de Bergmann del
cerebelo. Se agrupan en pares o trios celulares, lo que los hace mas notorios® ® ® °. La
mayoria de los casos de encefalopatia hepatica se debe a cirrosis hepatica. Sin embargo,
no todos los pacientes con cirrosis tienen encefalopatia clinicamente. De éstos, solo
algunos manifiestan los cambios microscoépicos.

La encefalopatia hepatica ha sido estudiada diversamente, desde su aspecto
imagenoldégico, clinico y etiopatogénico, existiendo un namero infinito de publicaciones;
siendo sus estudios mas restringidos a la morfologia, localizacién y expresion en las
diferentes regiones del sistema nervioso central. Lo que se sabe hasta la fecha es por
estudios experimentales en animales, especificamente en ratas y en algunos estudios al
equipararlos al ser humano en estudios de autopsias no hay concordancia, o que hace
suponer que al menos en este tenor, hay diferencias estructurales, histolégicas y de
expresion de algunos grupos celulares de los animales y de los humanos, este hecho fue
documentado por Kril JJ y cols®. Por otro lado tampoco son muy pocos los trabajos que
comparen grado de encefalopatia hepatica, localizacién mas frecuente de astrocitos de
Alzheimer tipo |l, caracteristicas de inmunoexpresion (intensidad, localizacion,
anticuerpos frecuentemente empleados). Los pocos encontrados comparan solo 1 o 2
dejando de lado otras caracteristicas importantes.

En base a lo anterior, consideramos que es importante realizar estudios bésicos,
sencillos, descriptivos y comparativos, en material de autopsia. De esta manera se
conocerdn a detalle algunos conceptos y caracteristicas que en un futuro puedan servir de
plataforma para estudios mas completos y complejos.

15



4.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general:

Evaluar la intensidad de la inmunoexpresion de PAGF en los Astrocitos Alzheimer tipo |l
del cerebelo en casos de autopsia con diagnéstico de encefalopatia hepatica en el
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” durante el periodo 2001-2010”.
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5.- MATERIAL Y METODOS
5.1.- Tipo de estudio.

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, prolectivo y transversal.

5.2.- Ubicacion temporal y espacial.

Divisién de Anatomia patoldgica del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

5.3.- Criterios de seleccién de la muestra.
Criterios de Inclusién.

Casos en los que se cuente con protocolo de autopsia completo, y en el esté consignado
el antecedente de EH y cortes histologicos de cerebelo en HE con bloques de parafina
para los cortes requeridos para la inmunohistoquimica de cada caso.

Criterios de exclusion.

Tejido cerebeloso que presente cambios hipdxico-isquémicos (infartos) en cualquier fase
de evolucion (reciente, subagudo y antiguo), que tengan cambios de cerebro del
respirador “cerebro no perfundido” o hemorragias extensas.

Criterios de eliminacion.

Laminillas que presenten desparafinizacion inadecuada, que tengan aire, que estén rotas
y no puedan ser evaluadas. Pérdida del tejido por el proceso de la técnica en el que no
sea posible obtener nuevos cortes histoldgicos.

5.4.- Variables de la muestra

- Expresion de PAGF en Astrocitos Alzheimer tipo 1.
- Edad.

- Sexo.

- Lesién hepética.

- Alcoholismo.
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5.5.- Tamafo de la muestra

Todos los reportes de casos con diagndstico de Encefalopatia hepatica estudiados en la
division de Anatomia Patolégica del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” en el
periodo referido que cumplan con los criterios de seleccion.

5. 6. Métodos de Laboratorio

Técnica de inmunorreaccién: En portaobjetos previamente con poly-L-lisina se montan
cortes de cerebelo de 2 a 3 micras, los cuales se secan en forma horizontal,
posteriormente se desparafinan a 80°C y se hidratan con agua destilada. Se efectla
recuperacion antigénica en microondas consolucién buffer a pH 9 por 20 minutos,
después se enfria y se enjuaga con agua corriente. Se inhibe la peroxidasa endégena 5
minutos a temperatura ambiente, a continuacion se enjuaga en agua destilada y se incuba
con soluciéon buffer de fosfatos salinos 10 minutos, se procede a enjuagar en tres
ocasiones, posteriormente se incuba en cAmara humeda con anticuerpo primario a PAGF,
laboratorio (media hora a temperatura ambiente, se enjuagan las laminillas una por una y
se incuban en solucion buffer de fosfatos salinos por 10 minutos, se incuban con
anticuerpo de enlace (inmunoglobulinas biotinadas) por 15 minutos, se enjuagan las
laminillas una por una y se incuban con solucién buffer de fosfatos salinos por 10 minutos,
en seguida se incuban con streptavidina 15 minutos, nuevamente se enjuagan las
laminillas una por una y se incuban en solucion buffer de fosfatos salinos por 10 minutos,
se revelan con diaminobencidina por 5 minutos, se observan al microscopio deteniendo la
reaccién enjuagando con agua destilada; el siguiente paso consiste en contra tefiir con
hematoxilina de Harris realizando 5 bafios, enjuagar, azular con carbonato de litio y volver
a enjuagar. Finalmente las laminillas se deshidratan, aclaran y montan en estellan.

5.7.- Andlisis estadistico

Se utilizara estadistica descriptiva. Para las variables nominales y ordinales se usaran
porcentajes y se utilizaran frecuencias para las variables de intervalo, media, mediana y
porcentajes.

5.8.- Descripcion de procedimientos.

Se consultard la libreta de registro de autopsias en la unidad de anatomia patoldgica,
buscandose a aquellas autopsias con diagndstico clinico de encefalopatia hepatica de
enero del afio 2001 a diciembre del afio 2010, apuntando de manera progresiva el nimero
de autopsia de cada caso para posteriormente buscar su protocolo y evaluar el tiempo de
lesion hepatica preexistente o subyacente, pudiendo ser fulminante (aquella que causa la
muerte de forma rapida); aguda (evolucién menor a 3 meses); subaguda, (evolucion entre
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3y 6 meses); cronica, (evolucion mayor a 6 meses) y que cuenten con diagnéstico clinico
de alcoholismo. Luego se buscaran las laminillas y bloques de parafina en el archivo de
anatomia patologica que cumplan con los criterios de inclusién, y se les realizara tincion
de inmunohistoquimica (PAGF) para ser analizadas al microscopio. Se utilizardn los
criterios morfolégicos descritos por Norenberg en 1994: nacleos amplios, pélidos, con la
marginacion de la cromatina. Por otro lado la evaluacion de la inmunoexpresion de PAGF
en astrocitos de cerebelo serd: NULO (-), LEVE (+): cuerpos celulares GFAP-positivas
ocasionales y / 0 algun procesos no asociada con los vasos sanguineos o la piamadre.
MODERADO (+ +): cuerpos de las células positivas para GFAP frecuentes y / o tincién
regular de los procesos. INTENSO (+ + +): muchos cuerpos de las células positivas para
GFAP y / o tincién fuertemente positiva de los procesos.
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6.- RESULTADOS

De todas las autopsias realizadas, en el periodo comprendido de 2001 a 2010 en el
“Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez”, se encontraron 16 casos de encefalopatia
hepatica con cortes de cerebelo, que cumplieron con los criterios de inclusion.

Tabla 1. Resultados generales obtenidos en el estudio.

INMUNOEXPRESION DE PAGF

VARIABLES SECUNDARIAS VARIABLE PRINCIPAL
Caso Sexo Edad Lesic:)rT Alcoholismo Grado de expresion de los AAll
hepatica con PAGF
1 H 62 Si Si +
2 H 38 Si Si +
3 H 49 Si Si -
4 M 78 Si Si Eliminado por Mets
5 H 44 Si Si +
6 M 55 Si Si -
7 H 45 Si Si +
8 H 53 Si Si -
9 H 59 Si Si -
10 H 55 Si Si -
11 H 58 Si Si +
12 M 57 Si Si +
13 M 33 Si Si +
14 M 62 Si Si +
15 M 49 Si Si ++
16 H 52 Si Si Eliminado por infarto
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Grafico 1: Proporcion de casos de encefalopatia hepética de acuerdo al sexo.
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Gréfico 2: Rango de edad de casos con encefalopatia hepatica.
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Grafico 3: Casos de encefalopatia hepatica y variacion en el grado de expresion de PAGF

Grado de einmunoexpresion
=

Del periodo de diez afios estudiado, se encontraron dieciséis casos que cumplieron con
los criterios de inclusiébn como contar con el protocolo de autopsia completo y haber tenido
encefalopatia hepatica. De esos 16 casos, el 62.5% (diez casos) se tratd6 de hombres
mientras que el 37.5% (seis casos). Se encontré que el rango de edad de edad fue de 33
afios para el caso con menor, mientras que el de mayor de edad fue a los 78 afios; en
ambos casos se trataron de mujeres. En el caso de los hombres el rango de edad oscilo
de los 38 afios como minima a los 62 afios como maxima. De los 16 casos, dos fueron
eliminados y cuatro mas resultados negativos ante la inmunoexpresion de la proteina
acida glial fibrilar; de los diez casos sobrantes se encontré que nueve casos (56.25%)
expresaron la PAGF de manera leve (+) mientras que solo un caso (6.25%) la expreso de
manera moderada (++). De acuerdo con lo descrito en la literatura, acerca de la ausencia
de la expresion de la proteina &cida glial fibrilar en los astrocitos de Alzheimer tipo Il del
cerebelo, existe correlacion con los hallazgos arrogados en esta investigacion, ya que
nueve casos expresaron de manera leve y solo un caso lo hizo de manera moderada, y
ninguno de manera intensa.
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7.- DISCUSION

Estudiamos el grado de expresion de la Proteina acida glial fibrilar en cerebelo de casos
de autopsia con encefalopatia hepatica. Inicialmente se seleccionaron 26 casos
comprendiendo un periodo de 10 afios, del 2001 al 2010, de los cuales fueron eliminados
10 de ellos por tener otros causas entidades que causaron la encefalopatia. De los 16
casos finales, 2 méas al estudiarlos antes microscopia de luz, bajo previa técnica de
inmunohistoquimica con proteina acida glial fibrilar y fueron eliminados por presentar
zonas extensas de infarto y de metastasis.

Se encontr6 que la expresion de la proteina se dio solo nuevo de los casos, en ninguno
de ellos alcanzando el grado de intenso (+++), presentando solo un caso una expresion
moderada, tratandose de una mujer de 49 afios. El resto de los casos que expreso la
proteina acida glial fibrilar, solo lo hicieron con grado leve (+), tratandose de 5 hombres de
los 8 casos estudiados.

8.- CONCLUSION

De acuerdo con lo descrito en la literatura, acerca de la ausencia de la expresion de la
proteina acida glial fibrilar en los astrocitos de Alzheimer tipo Il del cerebelo, existe
correlacion con los hallazgos arrogados en esta investigacion, ya que nueve casos
expresaron de manera leve y solo un caso lo hizo de manera moderada, y ninguno de
manera intensa.

9.- PERSPECTIVAS

Se propone que se hagan nuevos estudios que complementen o amplien este, como
correlacionar el grado de encefalopatia hepética con el numero de células Astrocitos
Alzheimer tipo I, ya que es el primer estudio en nuestro pais, donde se analiza la
expresion de esta proteina por medio de inmunohistoquimica en casos de Encefalopatia
hepética. Se continle con esta linea de investigacion, aumentado la serie de casos a
estudiar.
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