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similar en las areas de vacuolizacién, depédsitos de PrPsc y en la apoptosis

neuronal (Sasaki et al. 1993; Rezaie et al. 2001).

Dada la importancia de la neuroglia en el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas y el desarrollo de lesiones caracteristicas, este trabajo de
investigacion sugiere la participacion directa de las células gliales, astrocitos y

microglia, en la patogenia de las EET animales y humanas.
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Fig. 2 Una vision actualizada de la plasticidad funcional de la microglia implica
interacciones neuronales durante la activacion microglial aguda y crénica. El disparador
inicial para la activacién de la microglia son sefiales emitidas por las neuronas dafiadas o
el estrés. Este aumento de las actividades microgliales, se refleja en la hipertrofia celular,
representa una reaccion neuroinflamatoria aguda que esta disefiada para llevar a cabo la
recuperacion de la tensién neuronal o lesion. La muerte neuronal aguda daréa lugar a la
formacion de los macrdfagos del encéfalo: la microglia (Graeber et al. 2010)
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El microscopio confocal emplea una técnica de o6ptica de imagen que
elimina la luz procedente de las zonas fuera de foco, incrementando el contraste
al utilizar un “pinhole” espacial para eliminar la luz fuera de foco o destellos de la
lente. Por otro lado, la introduccién de la técnica confocal presenta grandes
ventajas frente a la microscopia Optica convencional especialmente, mayor
resolucion y contraste, debido a que variando el plano de enfoque el sistema es
capaz de tomar imagenes a diferente profundidad lo que permite obtener
informacion tridimensional de la muestra (Wilson 1990). Pueden obtenerse
imagenes, que pueden digitalizarse y aplicarles técnicas de analisis de imagen
para mejorar su calidad, para comparar cambios en el tiempo, medir
intensidades o tomar medidas morfométricas. Finalmente a partir de las
secciones Opticas es posible aplicar técnicas de reconstruccién 3D que permiten

observar las estructuras (Sheppard 1993).
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Ademas, se evidencié espongiosis moderada o severa de la capa molecular

(Fig.20).

H/E a b

Fig. 14 Vacuolizacion observada mediante tincion con H/E de una muestra de cerebelo de
un enfermo de ECJ (a) 100x y (b) 400x.

La distribucién observada con relacion al patrén de vacuolizacion en la
muestra estudiada permitié dividir el total de las muestras en dos grupos: el
primero, manteniendo una relacion con la capa granular preferentemente (Fig.
21-a, b). Y el segundo grupo, mostrando la vacuolizacion principalmente en la

capa molecular (Fig. 21- c, d).

| 68



RESULTADOS

Fig. 15 Patrones de distribucién de la vacuolizacion visualizada mediante tincion H/E en
muestras de cerebelo procedentes de pacientes de ECJ. Principalmente afectando a capa
granular (50x, a); 200x (b) y a capa molecular (50x, c¢); 200x (d).

Cabe mencionar que de forma adicional en algunas muestras se observo
degeneracion de la capa granular, ocasionada por una disminucién del nimero

de células granulares (Fig.22).
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Fig. 16 Hallazgos histopatoldgicos en la capa granular de muestras humanas 50x (a) y
200x (b).

Aungue no fue posible observar en la totalidad de los casos estudiados, fue

evidente un engrosamiento de las neuritas de las células de Purkinje en gran

parte de ellos (Fig. 23).
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Fig. 17 Engrosamiento de las neuritas de las células de Purkinje evidenciadas mediante
tincién con H/E (50x (a) y 400x (b).
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Solo una de las muestras mostré la presencia de agregados proteicos
caracteristicos de las EET humanas (rosetas floridas) dispersas en la capa

granular y sustancia blanca (Fig. 24).

Fig. 18 Rosetas floridas localizadas en sustancia blanca y capa granular de una muestra
de cerebelo de un enfermo de ECJ evidenciada por tincidén con H/E, 100x (a) y 630x (b).

Mientras, en un gran nimero de casos se observo una serie de agregados
degenerados y/o en formacién tanto en la capa de las células de Purkinje (Fig.

25 a, b), como en la capa molecular (Fig.25 c, d).
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Fig. 19 Agregados degenerados y/o en formacién en una muestra de cerebelo procedente
de un enfermo de ECJ visualizado mediante tincién con H/E, localizada en la capa de
células de Purkinje (200x (a), 400x (b) y en la capa molecular (200x (c), 400x (d).

.6.7. Deteccion de GFAP

Las observaciones realizadas en relacion con los elementos GFAP
positivos en las muestras procedentes de los controles negativos demostraron
una intensa reactividad principalmente en sustancia blanca, donde se observé
una morfologia predominantemente estrellada (Fig. 26). Sin embargo, en la capa
granular se observd una escasa reactividad frente a GFAP. La reactividad
aumentd de nuevo en la zona proxima a las células de Purkinje y en la capa

molecular en concreto, correspondiendo con la glia de Bergmann (Fig.27).
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Fig. 20 Inmunohistoquimica frente a GFAP en
control negativo (a) 100x y (b) 400x.

Fig. 21 Inmunohistoquimica frente a GFAP en una muestra de cerebelo procedente de un
control negativo (a) 50x y (b) 400x.

Los resultados obtenidos en la valoracion de las muestras procedentes de
pacientes de ECJ con respecto a la reactividad de la GFAP, permitieron clasificar

las muestras estudiadas en dos grupos.

Un primer grupo evidencié un aumento de formas GFAP inmunorreactivas
en la sustancia blanca y capa granular, asi como en la capa molecular con

morfologia fibrilar correspondiente con la glia de Bergmann (Fig. 28).
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Fig. 22 Inmunohistoquimica frente a GFAP en una muestra de cerebelo procedente de un
paciente de ECJ (a) 50x y (b) 200x.

El otro grupo observado mostro cierta similitud con los controles negativos
expresando una menor inmunorreactividad frente a la GFAP. Los depdsitos en la

sustancia blanca, presentaban principalmente morfologia estrellada (Fig. 29).

Fig. 23 Inmunohistoquimica frente a GFAP en una muestra de cerebelo procedente de un
paciente de ECJ (a) 50x y (b) 200x.

Una observacion que cabe destacar en el segundo grupo observado fue
gue la inmunorreactividad en la capa molecular, coincidente con la glia de

Bergmann se observo claramente disminuida, sin embargo en la zona cercana a
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las células de Purkinje se evidencio inmunoreactividad en la periferia y cercana a

éstas (Fig. 30).

Fig. 24 Inmunohistoquimica frente a GFAP en una muestra de cerebelo procedente de un
paciente de ECJ (a) 50x y (b) 200x.

En la Unica muestra donde se observo la presencia de rosetas floridas se
detect6 positividad frente a GFAP alrededor de ellas (Fig. 31).
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Fig. 25 Imagen de rosetas floridas GFAP positivas en sustancia blanca (a) 50x y (b) 200x y
en la capa granular asi como en la zona préxima a las células de Purkinje (c) 200x y (d)
400x.

1.6.8. Microgliosis

La valoracion de las muestras utilizadas como controles negativos en relacion
con la microglia reactiva evidencido una presencia y distribucion abundante y
dispersa en la capa molecular, granular y sustancia blanca presentando una
morfologia predominantemente ramificada. Sin embargo, una de las muestras
presentd una distribucion diferente, evidenciando una morfologia globular con

caracteristicas fagociticas (Fig. 32).
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MHC Il + CD68

MHC Il + CD68

MHC Il + CD68

Fig. 28 Estudio de co-localizacién de la microglia reactiva (a, c, e) y astroglia (b, d, f) en
muestras procedentes de pacientes de ECJ 10x (NA-03) y 20x (NA-05) Crop 2.
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