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I. INTRODUCCION.




A. INTERES DEL ESTUDIO DE LA SECRECION MUCOSA DEL ESTO-

—_— e T T e e —

MAGO.

La secrecién mucosa de las cé}ulas epiteliales
gastricas tiene, fundamentalmente, una funcidn protectora
y lubricante de la capa mucosa (1). Esta secrecidn esta
constituida por glucoproteinas (GP) que son moléculas
formadas por una cadena polipeptidica unida covalente-
mente a hidratos de carbono (2). Su estrutura tridimen-
sional confiere al moco géstrico unas caracteristicas
fisico—quimicas relacionadas estrechamente con su funcién
bioldgica. La capa de moco es un sistema dindmico y movil
que se destruye vy forma constantemente, existiendo un
equilibrio dindmico entre 1la formacién y los agentes
destructores, el pH &cido y la pepsina. Por 1o tanto,
cualquier alteracidén en la sintesis y composicién de
estas GP conducir& a un deterioro de su funcidn biolégi-
ca. Asi, se han encontrado alteraciones en la composicidn
de la secrecidn mucosa del estdmago en diferentes situa-
ciones patoldgicas, tales como ulcus duodenal, anemia
perniciosa y carcinoma.

Los glicoconjugados, en general, se han rela-
cionado, ademds de con los procesos secretores celulares
(3Y, con la diferenciacién celular (4) y con la trans-
formacién maligna (S5-7).

El estudio de las mucosustancias gdstricas, en

particular, ha sido objeto de numerosas investigaciones



(6, 8-12) habiéndose identificado mialtiples variaciones
en sus propiedades y distribucidn en las diferentes espe-
cies (13, 14). La principal atencidn se ha centrado en el
componente carbohidratado por su relacidén, directa o
indirecta, con procesos patolégicos y con la carcinogé-
nesis (1, 15-17).

Por tanto, el estudio de las alteraciones,
cuantitativas y/o cualitativas, del moco gastrico, en
patologia tumoral y pretumoral, podria ser un marcador
diagnostico precoz del carcinoma gastrico en sujetos de
alto riesgo.

La mayoria de los estudios sobre la estructura
y composicidon de la secrecidn mucosa del estdmago se han
realizado desde el punto de vista bioquimico (18-23). En
ellos se han constatado diferencias entre el moco del
estomago normal y del patolégico. Estas discrepancias
también han sido observadas en trabajos histoquimicos a
nivel de microscopia o6ptica mediante el uso de técnicas
convencionales y lectinas (10-12). EL estudio de 1la
distribucidén e identificacidén ultraestructural de las GP
mucosas gastricas ha estado muy limitado por problemas
metodoldgicos, vya que las lectinas son macromoleculas
asimétricas y por tanto su penetracidén a través de las

membranas celulares es escasa (25-26).



B. ULTRAESTRUCTURA DE LA MUCOSA GASTRICA.

1. MUCOSA NORMAL

Los primeros estudios ultraestructurales del
estomago se realizaron en animales (27-30). Lillibridge
(31) es el primer autor que realiza un trabajo descripti-
vo de la mucosa gdstrica humana correlaccionando los
hallazgos Opticos con los de microscopia electrdénica.

En la mucosa gastrica se diferencian los si-
guientes tipos celulares:

— Mucosa superficial.

— Mucosa del cuello glandular.

— Célula indiferenciada.

- Parietal (oxintica).

- Principal.

- Pilédrica.

- Argentafin.

Las células epiteliales, en general, descansan
sobre una lamina basal de 200-800 A de grosor. Las super-—
ficiales luminales estd4n tapizadas por microvillis de
estructura similar a los observados por otros autores en
el intestino (32). Los microvillis que tapizan las ceélu-
las parietales son de mayor tamaro y estan presentes en
mayor cantidad, siendo su forma y orientacidén mas irre-—
gular gque en los otros tipos celulares. Estas estructuras

contienen un core +filamentoso central. Los microvillis de



las ceélulas indiferenciadas, localizadas en el cuello, v
de las células mucosas superficiales, poseen un glicoca-
lix denso, mientras que los de las células parietales
usualmente aparecen "desnudos", por lo que son facilmente
identificables.

En 1las porciones laterales de las celulas se
advierten complejos de unién. Las "tight Jjunctions®
(zonulae occludens) e "intermediate junctions® (zonulae-
adherens) estdn siempre presentes, mientras que los
desmosomas (macula—-adherens) s6lo en ocasiones. Rubin y
Ross (33) observaron una estrecha relacion lateral entre
las celulas, advirtiendo numerosas interdigitaciones con
un espacio intercelular aproximadamente de 200 A. Algunas
veces, este espacio aparece ensanchado, sobre todo basal-
mente, observandose procesos microvellositarios en su
interior. Los espacios basales son generalmente estre-
chos, excepto en la células parietales donde estos auto-
res (32) advirtieron numerosos procesos microvellosita-

rios.

Celula Mucosa Superficial

Las células superficiales estan dispuestas,
como su nombre indica, en la superficie del estomago. A
nivel de las criptas son altas, delgadas y en su membrana
apical muestran microvellosidades cortas no muy numero-

sas. La base celular se apoya sobre una tipica membrana



basal. En las membranas laterales existen complejos de
unién apicales, desmosomas aislados e interdigitaciones a
nivel basal (34). En el citoplasma predomina la presencia
de granulos mucosos ovoides, esféricos o alargados, gue
se disponen en la regién supranuclear y central del cito-
plasma, desplazando las organelas lateral y basalmente.
Estan intimamente adosados y rodeados por una membrana de
cubierta. E1 didmetro oscila entre 0,7 y 1,3 ¥ vy su
aspecto es denso vy moteado (31). Rubin y Ross (33), vy
posteriormente Krause (35), describieron numerosos granu-—
los, pequefros y oscuros, a menudo en paquetes, en las
areas basales, que contienen posiblemente glucégeno. E1l
aparato de Golgi, localizado en la regidn supranuclear vy
a veces paranuclear, y el reticulo endoplasmico rugoso
(RER) son prominentes. Las mitocondrias muestran abundan-
tes crestas y ocasionales granulos densos en su interior.

El ndcleo se situa en posicién basal, es alar-
gado segun el eje mayor de la célula, la cromatina es

laxa y contiene un nucleolo prominente.

Célula Mucosa del cuello

Estas células son muy similares a las mucosas
superficiales, diferencidndose en el aspecto de 1los
granulos. Estos son de didmetro superior a 2 H y presen-—
tan una densidad heterogénea. Son mas prominentes en el

citoplasma apical y supranuclear, aunque también son



observados en localizacién para e infranuclear. El1 apara-
to de Golgi es, asi mismo, evidente. E1 RER generalmente
forma numerosas hileras en relaciédn con las mitocondrias.
Estructuras de aspecto lisostdmico pueden observarse pero
no son tan prominentes como en las células principales o

incluso las parietales.

Célula Indiferenciada

Johnson vy Young, en 1968 (36), estudiando 1la
mucosa gastrica humana y del perro, observaron una célula
ultraestructuralmente diferente a las células mucosas
descritas previamente. Estas células fueron interpretadas
como elementos indiferenciados con una funcién de reser-—
va. Son de tipo columnar bajo o cuboidal y se disponen en
el fondo de las foveolas y en el cuello en relacidén con
las células mucosas. Generalmente estdn en escaso namero
y en muchos casos son dificiles de encontrar. Rubin y Ros
(33), tras observar formas intermedias, sugirieron gue a
partir de estas células se desarrollaban las superficia—
les, mucosas del cuello, parietales y pilodricas.

El borde apical, en este tipo celular, es es—
trecho comparandolo con el de las células adyacentes, Yy
al igual que estas tambien posee microvellosidades. En el
citoplasma contienen pocos granulos mucosos, densos vy
pequeros. Otros autores (37) denominaron a esta celula

como "fibrilo caveolada" por 1la presencia de estos gra-



nulos. Existen numerosos ribosomas libres y polisomas y
son menos manifiestas las mitocondrias y el RER. E1l
aparato de Golgi es prominente vy se localiza a nivel
supra y, a veces, paranuclear. El nicleo suele ser gran-
de, de aspecto multilobular vy contiene un nucleolo evi-
dente.

Estas células no han de ser confundidas con las
también definidas como ‘"indiferenciadas" por Newbold en
1988 (38). Estas son observadas en los pits ( 0O crestas
interfoveclares) vy estdn relacionadas con 1la gastritis
atrofica, particularmente en presencia de metaplasia

intestinal incompleta (tipo 3).

Célula Parietal

Son las encargadas de la sintesis del acido
clorhidrico y del factor intrinseco. Se localizan a nivel
del cuerpo y cuello glandular y generalmente estan sepa-
radas del espacio luminal por las células principales,
presentando s6lo una pequefa zona apical libre en contac-
to con la luz. Su secrecidn se realiza por un sistema de
canaliculos intracelulares formados por invaginaciones de
su superficie en el interior del citoplasma, a modo de
una red de tdbulos. Estas estructuras tubulovesiculares o
canaliculos poseen microvillis y estan unidas entre si.
Se disponen en la zona periférica de la célula dejando

una porcidn central donde se sitda el niacleo. El aspecto



de los microvillis y el didmetro de 1los canaliculos
varian segun el estado funcional de 1la ceélula. Algunos
autores (39-42) piensan que cuando aparecen dilatados es
indicativo de mayor secrecién &cidaj otros (43-46) pien-
san lo contrario. Lo que si parece mds claro es que el
namero y longitud de los microvillis aumentan al hacerlo
la funcidn (40, 43).

En el citoplasma, alrededor del nicleo y en las
proximidades de las membranas basal y lateral, es rele-
vante 1la presencia de numerosas mitocondrias, activas y
grandes, asi como prominentes lisosomas densos en torno a
los canaliculos. El1 aparato de Golgi es escaso vy rudi-
mentario y dificilmente se advierte el sistema de sacos vy
cisternas. Rubin y Ross (33) observaron granulos oscuros,
interpretados como de glucégeno, y cuerpos densos mayores
de 2 X de didmetro, con figuras de mielina vy sustancias
amor+tas y granulares en su interior, de variable densidad
electronica. Estos cuerpos probablemente representen
derivados lisostmicos. Estos autores (33) también descri-
bieron cuerpos multivesiculares, ocasionales gotas de
apariencia lipidica y pequefos granulos densos rodeados
de membrana de 0,1 a O,E H,

El nidcleo, que se situa centralmente, presenta
una cromatina laxa. La membrana plasmatica, en la base
celular, se dispone formando multiples replieques parale-

los a la membrana basal.



10

Célula Principal

Estas ceélulas son las encargadas de la secre-—
cién de pepsina y pepsinédgeno. Se localizan en el cuerpo
y fondo glandular. Su ultraestructura es similar a la de
otras células secretoras de zimdgenos (47).

En la porcidén citoplasmica, basal y lateral al
nicleo, existe un marcado RER. También es evidente el
aparato de Golgi en la zona supranuclear. En el citoplas-
ma apical se advierten numerosos granulos de zimdgeno de
variable densidad de unas 2 H de didmetro. Estos granulos
son bastante homogéneos especialmente al compararlos con
los de las células mucosas. La superficie apical hace
prominencia en la luz glandular y posee algunos microvi-
llis +Finos. E1 nuacleo se localiza en la zona basal vy

tiene nucleolo prominente.

Célula Pildrica

Estas células recuerdan a las células mucosas
superficiales del fundus y cuerpo del estdmago (45). Los
granulos son mas homogéneos, similares a los observados

en las celulas principales.
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Célula Argentafin

Se 1localizan en la regidn del antro pilérico a
nivel de los fondos glandulares. Son las encargadas de la
sintesis de péptidos hormonales (gastrina, serotonina,
catecolaminas, histamina ....).

No contactan con las luces glandulares, aungue
se apoyan sobre la membrana basal. El1 nicleo es central,
redondeado, a veces con escotaduras, y la cromatina esta
condensada.

En el citoplasma es evidente la presencia de
granulos de 0,4 # de didmetro, densos y rodeados por una
fina membrana. El1 RER y 1los ribosomas son escasos. El

aparato de Golgi es prominente.

a. Ultraestructura del reticulo endoplasmico y aparato de

Golgi.

El reticulo endopléasmico y aparato de Golgi son
las organelas citoplasmicas que intervienen, fundamental-

mente, en las sintesis de glucoproteinas.

Reticulo endoplismico

El reticulo endoplasmico (RE) es un sistema de
membranas bioldgicas, con aspecto continuo o discontinuo,

que constituye mds de la mitad de la membrana total de
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una celula. Aungue la membrana es muy tortuosa se cree
que esta forma una dnica lamina que rodea a un solo saco,
0 espacio interno, denominado "lumen del RE" o ‘"espacio
de los saculos del RE" (48). La membrana del RE es conti-
nuacion de la nuclear externa, por lo que el lumen y el
interior del nucleo s¢lo estdn separados por la membrana
nuclear interna.

En relacién con el RE se encuentra el aparato
de Golgi, separado del primero por dos membranas por 1o
que la intensa circulacidn macromolecular existente entre
ambos necesita de vesiculas de transporte.

El tamafo del RE varia con el grado de diferen-
ciacion celular, siendo generalmente mas evidente al
incrementarse la actividad de la célula.

En el RE se distinguen dos zonas funcionalmente
distintas; el RE Rugoso (RER), que estd lleno de riboso-
mas en el lado citoplasmiatico de la membrana, vy el RE
Liso (REL) que carece de ribosomas. E1 RER estd organiza-
do en pilas de sacos aplanados denominados “saculos”, vy
el REL consiste en una red de finos tdbulos. En la mayo-
ria de las células, el REL no es nada mas que una pequefa
regidn del RER libre de ribosomas. Estas zonas también se
conocen como RE de transicién vy representan 1la regidn
especializada del RE a partir de la cual se forman las
vesiculas portadoras de las moléculas sintetizadas por el

RER para el transporte intracelular.
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Las proteinas son sintetizadas en los ribosomas
unidos a la membrana vy generalmente pasan, mediante un
mecanismo denominado "“descarga vectorial", a la lumen del
RE (49). El1 término "descarga vectorial" hace referencia
a4 un proceso activo, que siempre se realiza en la misma
direccidn. La mayoria de las proteinas que quedan '"se-
cuestradas” en el lumen, antes de ser segregadas o0 en-
viadas a otros lugares intracelulares, son glicosiladas.
Por tanto, segdn algunos autores (50, S1), la glicosila-
cion es una de las principales funciones de biosintesis

del RE.

Aparato de Golgi

Aunque actualmente 1la microscopia electrdénica
ha aclarado muchos conceptos acerca de esta organela, ha
sido motivo de numerosas discusiones debido a su gran
variabilidad en nimero, desarrollo, morfologia, situacion
y estructura (52). Fue descrito por Golgi en 1898 (33)
comao "aparato reticular interno" por la morfologia que
adopta en las neuronas ganglionares y células de Purkinje
del cerebelo.

Esta estructura varia segan el tipo vy situacidn
funcional de la célula, siendo muy evidente en las ceélu-
las secretoras en actividad y en las neoplasicas. Se

suele localizar en posiciédn yuxtanuclear y, en ocasiones,
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en una escotadura gue le forma el ndicleo, y entre éste y
el polo secretor celular.

Hoy se sabe que 1la organizacisén del Golgi es
compartimental (34) . Estd constituido por numerosos
grupos de cisternas, de superficie 1lisa y rodeadas de
membrana, generalmente de 2 a 15. Cada conjunto de estas
cisternas, o saculos aplanados, habitualmente en namero
de 6, forman lo que se conoce como dictiosoma. La pila
de sacos aplanados aparece incurvadaj; la cara convexa se
orienta hacia el RER vy se denomina cara de formacidn,
inmadura, o cis; la cébncava e orienta hacia el polo
secretor y se llama cara de maduracion o trans. El dia-
metro de las cisternas oscila entre 1 y S M. Griffiths,
en 1982 (535), demostrd, mediante lectinas, que existe un
compartimento intermedio entre los dos anteriores al que
denomind cara medial. Posteriormente, Chicheportiche vy
cols. (56) demostraron la tricompartimentalidad hediante
un anticuerpo monoclonal contra las proteinas del Golgi.
Biferentes autores (35, $7), han confirmado que la orga-
nizacién compartimental del complejo de Golgi presenta
una polaridad tanto topoldgica como funcional, desde la
cara cis a la trans.

En estrecha relacidn con el sistema de cister-
nas se encuentran enjambres de pequeras vesiculas, unas
denominadas secretorias y otras de transferencia o micro-
vesiculas. Las primeras, de 0,1 a 4 B de didmetro, se

originan de los bordes de los saculos por gemacidn o
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fragmentacién, y se disponen sobre la cara trans. Las
segundas, de 200 a 1000 A, se disponen entre el RE y la
cara cis, y se originan del RE de transicidn incorporan-
dose a los saculos de la cara de formacién. Es posible,
en algunos casos, que exista un cortocircuito en el
transporte de algunas sustancias pasando directamente de
las vesiculas de transferencia a las de secrecion.

De todo 1o expuesto hasta ahora se deduce que
el RER y el aparato de Golgi intervienen de manera aso-
ciada en maltiples procesos metabdlicos. Probablemente,
el aparato de Golgi sea el principal director de la cir-
culacidn macromolecular, es decir, el lugar de divergen-
ctia de las rutas de transporte intracelular desde el RE
(52, 58, 59). Ademas, la capacidad del complejo de Golgi
para la maduracitdn de las glicoproteinas vy glicolipidos
ha sido establecida por miltiples estudios autorradiogra-

ficos, enzimoldgicos y de fracciones celulares (59-64).

2. CARCINOMA GASTRICO

En 1951, Jarvi y Lauren (63) establecieron que
muchos carcinomas gastricos tenian caracteristicas morfo-
légicas que se asemejaban a la mucosa intestinal, y con-
cluyeron gue al menos un 350% de estas neoplasias se
originaban en una metaplasia intestinal del estdmago.

Cuadros histopatoldgicos de gastritis crdnica con meta-
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plasia intestinal son comianmente encontrados adyacentes
al tipo intestinal de carcinoma (32, 66—70).

Lauren, en 1965 (71), clasificd los adenocarci-
nomas gastricos, en un intento de relacionar los hallaz-
gos patolégicos con el prondstico, en dos tipos:

- Adenocarcinoma tipo intestinal.

~ Adenocarcinoma tipo difuso.

El primero fue encontrado con mayor frecuencia
en varones y en paciente con mayor edad, siendo el pro-
nostico mejor que para el segundo. Estudios posteriores
(72, 73) confirmaron estos hallazgos. Ming (73) denomind
al carcinoma difuso como "infiltrativo" y Sugano (74)
como "indiferenciado®.

En las areas de metaplasia intestinal existen
células de morfologia similar a las células intestinales,
con presencia de microvellosidades, aparentemente bien
organizadas, con numerosas vesiculas intervellositarias
(estructuras sdlo observadas en la mucosa coldnica). En
los adenocarcinomas de tipo intestinal bien diferenciados
se advierten formaciones glandulares con interdigitacio-
nes entre las membranas de células adyacentes. E1 borde
estriado estd bien conformado pero las microvellosidades
no estan tan bien organizadas como en la metaplasia
intestinal. También se observan vacuolas mucosas en las
celulas tumorales con borde estriado. Las organelas
citoplasmaticas no presentan ninguna alteracidn relevan-—-

te. Ocasionalmente, pueden observarse granulos mucosos
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"empaquetados" que recuerdan a células caliciformes (66,
75) .

Las células en "anillo de sello", observadas en
el adenocarcinoma de tipo difuso, presentan una membrana
celular 1lisa, sin microvellosidades. El nacleo aparece
rechazado a un polo de la célula por las multiples va-
cuolas mucosas, de 0,3 a 1,1 # de didmetro. Las mitocon-
drias son de un tamafno mayor al habitual vy se observan
lisosomas. Estas células son similares a las caliciformes
y otras a las de la regidn pildrica. Sasano vy cols. (76)
describieron la presencia de "canaliculus" en el interior
de alguna de estas células, pero no los relacionaron con
los descritos en las células parietales. Este hallazgo
fue confirmado posteriormente por otros autores (77, 78)
denominandolos "microguistes intracelulares". Realmente
s@ trata de luces intracelulares, no conectadas con el
exterior, pero tapizadas por microvellosidades. Kondo
(77) no encontrod estas estructuras en los carcinomas bien
diferenciados y Nevalainen (78) los observd tanto en los
de tipo intestinal como en los difusos. Este dltimo autor
describidé también granulos mucosas en el adenocarcinoma
de tipo intestinal, como estructuras relativamente peque-
fnas, redondas y homogéneas, localizadas en la zona del
Golgi y en el citoplasma apical. La pobre cohesiéon celu-
lar fue descrita en el tipo difuso coincidiendo con su
descripcidn histoldgica habitual. En alguno de sus casos

de este tipo difuso encontrdé diferenciacion tubular con
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microvellosidades bien definidas. Estos casos fueron
clasificados como "formas intermedias" entre ambos tipos
de adenocarcinomas.

Yamashiro y cols. (79) describieron una secuen-
cia en la maduracion de las células en anillo de sello
del carcinoma difuso, designandolas de la A a 1la C. La
celula A ( estadio inicial ) tiene un nacleo central,
abundantes organelas y granulos pequefos de alta den-
sidad. La célula B tiene un ndacleo excéntrico, escasas
organelas y grdnulos de mediano tamafro vy moderada densi-
dad, con "core" central. La célula € tiene un nuacleo
periferico, remanentes de organelas y abundantes granulos
mucosos de baja densidad. Tambien observaron, en algunos
casos, las "luces intracelulares" pero no les dieron
importancia al ser observadas también en algunos casos
del tipo intestinal. LLas células A s6lo se tiRen con el
PAS, las B con el PAS y ocasionalmente con el Azul Alcian
- PAS y las C exclusivamente con el Azul Alcian.

Johannessen, en 1980 (80), describid numerosas
aberraciones estructurales en varias organelas, particu-
larmente en las mitocondrias y RER. Entre ellas destacan
la presencia de estructuras tubulares y concéntricas e
inclusiones filamentosas, con estriaciones periddicas en
las mitocondrias. En el RER observé inclusiones para-
cristalinas. Asi mismo describid "las vesiculas inter-
microvellositarias, o ‘'cuerpos cocoides", observados

exclusivamente en el epitelio del colon y so6lo en oca-
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siones en la mucosa vyeyunal. El patrdn microvelloso fue
advertido por este autor en los dos tipos de adenccar-
cinomas. Ademas, observéd en las céelulas en anillo de
sello una superficie celular con ondulaciones complejas
respetando las uniones desmosdmicas con las células adya-
centes. Asi mismo, describid "desmosomas in-
tracitoplasmaticos" y estructuras en "tennis racket"
similares a las que existen en las células de Langherans.
Tatematsu y cols., en 1986 (81), mediante estu-
dios bioquimicos vy ultraestructurales, observaron una
alta incidencia de células de tipo intestinal en car-—
cinomas de ceélulas en anillo de sello. Esto sugirid a
estos autores que dichas células se desarrollaron inde-
pendientemente de la metaplasia intestinal en el interior
de un carcinoma de tipo difuso, probablemente aoriginado
de mucosa gastrica no metaplasica. Sugihara y cols (82)
diferencian 3 tipos de ceélulas en anillo de sello (
superponibles a las descritas por Yamashiro (79 )

foveolar, glandular y tipo intestinal. Las celulas tipo

foveolar poseen granulos de moco, Azul Alcian negativos o
débilmente positivos, similares a los observados en las
células mucosas del epitelio superficial foveolar des-
critas por Lillibridge (31) y Rubin (33). Las células

tipo glandular poseen granulos mucosos reactivos con la

Concanavalina A, similares a los existentes en las celu-
las glandulares del piloro vy en las células del cuello.

Las ceélulas tipo intestinal presentan granulos mucosos
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redondeados y repletos de un material palido homogéneo,
que se tife fuertemente con Azul Alcian. Estas células
recuerdan a las intestinales descritas por otros autores
(75, B3). En 1los tres tipos celulares observaron 1los
"microquistes intracelulares" tapizados por microvello-
sidades.

Estos tres tipos celulares de Sugihara (82)
estan en relacidn con una estructura en 3 capas, frecuen-
temente observada en este tipo de carcinoma. Este mismo
autor, en 1985 (84), demostrd que las células pequeras de
la capa intermedia proliferan produciendo las células en
anillo de la capa superior y las de la inferior. En los
canceres intramucosos de pequero tamaro las células de
tipo intestinal fueron raramente observadas, las de tipo
foveolar se situaron en la superficie vy las de tipo
glandular en profundidad. La aparicidén de células de tipo
intestinal pudieran representar un marcador del comienzo
de la infiltracidn tumoral.

Fiocca vy cols. (85) realizaron un estudio con
técnicas histopatoldgicas convencionales, histoquimica de
mucinas y microscopia electrdénica, en 148 especimenes de
carcinomas gastricos. Trataron de correlacionar las
lineas de diferenciacidn tumoral con 1los patrones his-
toldgicos de crecimiento. Encontraron 4 tipos celulares,
que fueron reconocidos en la mayoria de los casos, cO-
lumnares intestinales ma&s o menos diferenciadas, calici-

formes, foveolares y mucopépticas. Las primeras fueron
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frecuentemente observadas en laos adenocarcinomas tubula-
res ;3 las caliciformes en los carcinomas mucosos ; las
mucopépticas en los difusos invasivos de tipo des-—
moplasico y las foveolares en los difusos intramucosos de
celulas en anillo de sello. Advirtieron una marcada
tendencia a la diferenciacién foveolar con reduccidn de
la diferenciacidén mucopéptica en los carcinomas in-
tramucosos en comparacidn con los invasivaos. Los autores
concluyeron que el tipo de diferenciacidén celular, que
puede tener influencia en la historia natural del cancer
gastrico, se relaciona mejor con los subtipos tumorales
que con los patrones usualmente reconocidos de intestinal

y difuso.
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C. GLUCOPROTEINAS.

1. DEFINICION, COMPOSICION Y CLASIFICACION

En los Jdltimos afos numerosos autores (2, 15,
18-23) se han dedicado al estudio de las glucoproteinas
de las secreciones mucosas con objeto de conocer su
composicidn y funcidn. Actualmente, se conoce bastante
bien 1la estructura, sintesis vy metabolismo de estas
complejas moléculas.

Las glucoproteinas (GP) son moléculas consti-
tuidas por una cadena polipeptidica unida covalentemente
a hidratos de carbono (2). Cuando predomina el componente
glucidico se denominan proteoglicanos. Estas proteinas
conjugadas estdan representadas por muchas sustancias de
gran importancia biolégica, tales como enzimas, haormonas,
anticuerpos, colageno y membranas, ademas de formar
parte de las secreciones mucosas. Los proteoglicanos, o
glicosaminoglicanos, ademas de tener mas cantidad de
monosacaridos (generalmente mas de 50 por 8-10 de las
GP), se diferencian por su localizacién (esgueleto vy
tejidos adyacentes) y por tener una estructura disacarida
que se repite y suele ser una cadena poco ramificada. En
las GP, el componente carbohidratado puede ser desde
menos del 1% hasta mas del 80% del peso de la molécula, vy
estd constituido por un grupo de azdcares caracteristi-

cos:
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- D—galactosa (Gal).

- D-manosa (Man).

- D—glucocsa (Glu).

- L—~fucosa (Fuc).

- D-xilosa (Xil).

- N-acetil-D-glucosamina (NAc-Glc).

- N-acetil-D—-galactosamina (NAc—-Gal).

- Acidos siAlicos (derivados del acido neurami-

nical (AcS) .

Debido a que el peso molecular de las OGP varia
mucho de una a otra, el nimero de aminoacidos por unidad
de carbohidrato es el mejor indice de la extensidn de la
hidrocarbonacidn de una proteina (15).

En general,la mavyoria de las GP contienen sdlo
un tipo de unidad de carbohidrato siendo un esquema es-—
tructural muy comdn, que ademas se repite en muchas molé-

culas. Este esquema es el siguiente:

| i
|Ac. sialico (o fucosa) - galactosa - NAc—-glucosamina

L |

La NAc—Gic se vincula a un nacleo de Man y a
residucs adicionales de ella misma. Segun Spiro (15), las
secreciones mucosas no contienen Man pero pueden contener
NAc—-Gal. Al principio del estudio 'de las GP se observd
gque aungque determinada unidad de carbohidrato tenga un

esquema estructural bdsico, eéste puede presentarse en
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diferentes estadios de acabado o bien con modificaciones
menores. Este fendmeno se ha denominado "microheteroge-—
neidad" vy se ha encontrado en casi todas las GP existen-
tes (13).

Los grupos oligosacaridos de la mayor parte de
las GP estdn ligados covalentemente a restos aminoacidos
especificos de la cadena polipeptidica. Se han encontrado
3 tipos de uniones (86), aungque basicamente son solo dos,

a saber:

1.- Mediante un enlace Glucosilamina entre la N-ace-—

til-D—glucosamina (NAc—-Glc) del oligosacarido y el ni-
trdogeno amidico de un resto de asparagina. Esta es 1la
unidn existente en la ovoalbumina y en las inmunoglobu-—
linas (87). A 1las GP que presentan este enlace se las

denomina "ligadas en —-N".

2.- Mediante un puente 0-Glucosidico entre la galac-

tosa (Gal) y el grupo hidroxilo de la hidroxi-lisina.

Este enlace es el existente en el coldgeno (88).

3.- Mediante un enlace Glucosidico entre la N-ace-

til-D—galactosamina (NAc-Gal) (¢ la xilosa) del oligosa-
carido y el grupo hidroxilo de un resto de serina ¢ treo-

nina (88). También se denomina puente 0O-glucosidico y es

el existente en las GP de las secreciones mugosas. A

estas GP se las conoce como "ligadas en -0".
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La mayoria de las GP contienen sdélo un tipo de
vinculacidn carbohidrato-péptido. Los oligosacaridos
ligados en -0 son generalmente mas cortos y variados que
las estructuras de los ligados en -N, y a menudo contie-

nen solo de 1 a 3 restos de azucares.

2. SINTESIS GLUCOPROTEICA

Para estudiar la biosintesis de estas moléculas
es preciso definir la relacién temporal entre la sintesis
de sus componentes, es decir, de la parte péptica y de la
azucarada. Asi mismo debe de precisarse su localizacidn
intracelular.

Para muchos autores (87, 89, 90), la sintesis
de los oligosacdridos ligados al nitrdgeno de la aspara-
gina parece realizarse fundamentalmente a nivel del reti-
culo endoplésmico rugoso (RER), y sélo los ultimos pasos
de la maduracién de la cadena carbohidratada se llevarian
a cabo en el aparato de Golgi .

Existe mucha menos informacidn saobre la sinte-
sis de las cadenas unidas al grupo hidroxilo de la serina
o treonina, asi como de su tipologia. Parece ser que la
union de la primera molécula de NAc-Gal, desde el nucled-
tido activado (UDP - NAc-Gal), no requiere un lipido
intermedio como en el otro tipo de oligosacaridos (89,
91) . Para algunos autores, el lugar de uniéon de la NAc-

Gal son los microsomas lisos ("smooth microsomes') (89,
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92), mientras que para Strous (93) ocurre en 1los ribo-
somas sobre la cadena polipeptidica naciente, lo que
implica al RER como el inicio de este proceso.

Roth, en 1984 (90), aplicando lectinas marcadas
con oro coloidal, concretamente Helix pomatia (HPA),
encuentra un patrén de tincidn que sugiere fuertemente
que el aparato de Golgi es el 1lugar donde se anade el
monosacarido NAc-Gal a la cadena proteica. Este estudio
lo realiza en celulas caliciformes intestinales, obte-
niendo una tincidn uniforme sobre las primeras cisternas
del Golgi (cara cis) y sobre la ultima, en el duodeno, vy
las dos dltimas (cara trans) en el colon. También encuen-—
tra NAc-Gal en las gotas mucosas maduras vy no obtiene
tincidn sobre las cisternas de la regidn media del Golgi,
ni en el RER. Este autor concluye que la terminacidn de
las cadenas de O-oligosacaridos ocurre en las cisternas
trans. Otras investigaciones apoyan esta hipdtesis (94,
35) .

No se conoce como llegan los azucares al inte-
rior de la luz del Golgi para incorporarse a las GP, pero
si se sabe que se unen a la cadena a traveés de un secuen-
cia especifica, ya que el producto de la glicosilacién de
cada paso es recaonocido como el sustrato para el enzima
(transferasa) siguiente.

Con métodos autorradiogréafices, Leblond vy Be-
nnett (96) demostraron que tras incubar Man tritiada ésta

aparece incorporada en la célula exclusivamente a nivel
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del RER. La NAc-Glc aparece tanto en el RER como en el
Golgi. LLa Gal vy AcS sdlo se encuentran incorporados al
Golgi. En estas mismas investigaciones demostraron que el
tiempo de transito que necesita una proteina recién sin-
tetizada para pasar del RE al Golgi es de 10 minutos vy
para "viajar" desde el Golgi hasta su destino final es de
30 a 60 minutos.

Las GP sintetizadas se concentran y almacenan
en las vesiculas secretoras (97). En la mayoria de las
células las vesiculas son continuacién de 1los bordes
dilatados de la cisterna "mas trans". En primer lugar se
forman las vesiculas de condensacidn que son vesiculas
inmaduras. Cuando el contenido de éstas se concentra es
cuando a estas vesiculas se las denomina secretoras. Las
GP son secretadas por exocitosis, es decir, mediante
fusidn de las vesiculas secretoras con 1la membrana plas-
matica liberando el contenido al exterior. Esta fusion

sdlo se 1leva a cabo en el polo apical (97).
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D. METODOS DE ESTUDIO DE LAS SECRECIONES GLUCOPROTEICAS.

1. METODOS HISTOQUIMICOS CLASICOS

El estudio histogquimico de las secreciones mu-—
cosas se centra en la porcidén carbohidratada, ya que 1la
porcidn proteica es de dificil acceso. Clasicamente, se
han empleado maltiples métodos para su identificacion a

nivel dptico, entre éstos cabe resaltar los siguientes:

1.- Reaccidn de acido pervyédico de Schiff (PAS)

(98): pone de manifiesto grupos hidroxilos vecinos, es
decir, grupos aldehidos obtenidos por la oxidacidn con el
peryodato.

2.- Método del Azul Alciano (AA)Y (99) : tire las GP

Adcidas. Utilizando un rango de pH desde 2,6 a 0,5 es
posible diferenciar las sialaomucinas de las sulfomucinas
(100) .

3.- Método de azul alciano — PAS (AA-PAS) (101) :

para identificar a la vez mucosustancias neutras y 4aci-
das.

4.- Técnicas de Diamina de alto contenido en hierro

(HID) (102) : utilizado para identi{icar la presencia de
sulfomucinas, pudiéndose realizar conjuntamente con el
azul alcian — PAS a pH 2,7.

S.~ Lectinas (103-106) : son sustancias con afinidad

para determinados azucares por lo que nos permiten el
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estudio cualitativo de las cadenas carbohidratadas de las

secreciones mucosas.

Los métodos empleados para el estudio de GP a
nivel ultraestructural son en general una adaptacidén de
los clasicamente utilizados en microscopia optica (9,
13) . Entre estos métodos existe un amplio grupo en el que

se incluyen 1los de hierro dializado, ferritina cationi-

zada, hierro coloidal, etc... que identifican radicales

anidnicos (GP &cidas). El descrito por Thiery (107) pone
de manifiesto grupos glicoles vecinos. También existen

métodos que emplean técnicas autorradiograficas (108).

El empleo de lectinas a nivel ultraestructural
sera motivo del siguiente apartado, vya que son las sus-

tancias utilizadas en este trabajo.

2. LECTINAS

a. Antecedentes Histdricos

Boyd, en 1963 (109) introdujo el término "lec—
tina" (del latin "legere"= escoger, seleccionar) para
definir a un tipo de sustancias gue tienen la capacidad
de aglutinar eritrocitos y otros tipos cetulares. Estas
sustancias se encuentran, fundamentalmente, en las plan-—
tas leguminosas y por ello se las denomina también "Fito-—

hemaglutininas" o "“Fitoaglutininas”. También se han ais-—
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lado en animales por lo que estas denominaciones son
incorrectas.

El1 "Comité Internacional de Nomenclatura de la
Unidn de Bioquimica" acordé aceptar la definicidn de
Goldstein (110) segdn la cual son : “proteinas de origen
no inmune, que se unen a carbohidratos y que producen
aglutinacidn de células vy/o precipitacién de glicoconju-—
gados" . Esta capacidad reside en su afinidad por determi-
nados azducares, a través de al menos dos lugares de
reconocimiento (106). En el caso de GP y glucclipidos se
establece el enlace con los restos terminales no reduci-
dos de las cadenas carbohidratadas mediante interacciones
polares, no covalentes, sin alterar la estructura bio-
quimica de ninguno de ellos (103, 104).

E1l estudio de 1las lectinas fue iniciado por
Stillmark en 1888 (111) al describir el proceso de hema-
glutinacidn producido en algunos animales tras la ingesta
de determinadas plantas, como la planta Ricinus comunis
(109) . Posteriormente, se aisld otra sustancia hemagluti-
nante a partir de Abrus precatorius conocida como regaliz
(103) .

En 1908, Landsteiner y Raubitschek (103) intro-
dujeron el concepto de “especificidad" al aobservar que el
efecto aglutinante de estos extraétos de plantas era
diferente segun el animal afectado. Postularon que esto
dependeria de los anticuerpos circulantes de cada animal.

Sin embargo, no fue hasta 1940 cuando Renkonen y Boyd



31

(103) describieron gque estas sustancias contenian agluti-
ninas especificas para los grupos sanguineos humanos.

La primera hemaglutinina estudiada fue la obte-
nida de la lima, o Phaseolus limensis, que aglutinaba los
hematies del grupo A y B. De 1la misma manera, se observa-
ron efectos semejantes con WVicia cracoa. Watkins y Mor-
gan, en 1952 (103), demostraron gue la aglutinacidn oca-
sionada por estas dos lectinas se inhibia con N-acetil-D-
galactosamina. Asi mismo, con «—-L-fucosa se inhibia 1la
aglutinacién de 1los hematies del grupo H mediante 1la
lectina Lotus tetragonolobus. Con estos hallazgos se
confirmd que los determinantes antigénicos de los grupos
A y H eran los azucares citados previamente. Todos estos
estudios se realizaron con extractos crudos de plantas.
La primera lectina aislada en forma cristalina a partir
de Canavalina ensiformis fue denominada Concanavalina A
(103). E1 hecho de que cada una de las lectinas rea-
ccionara especificamente con un grupao sanguineo deter-
minado, no sélo permitid el estudio de los componentes de
sus determinantes antigénicos, sino también el conoci-
miento de la mayoria de los azdcares a los que eran afi-
nes. Sharon y Lis (103) recopilaron todos estos datos vy
describieron de forma conjunta las lectinas conocidas.
Desde entonces, su empleo en la histoquimica de GP ha
sido muy extenso para conocer los componentes glucidicos

tisulares (6, 12, 25, 26, 112-116).
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b. Bioquimica y propiedades

Las lectinas son GP, a excepcidn de 1la Concana-
valina A, de naturaleza no inmune, que tienen 1la capaci-
dad de aglutinar células y macromoléculas ricas en compo-—
nentes glucidicos (117). GSus propiedades quimicas vy
fisicas varian de una lectina a otra, pero entre sus
caracteristicas comunes se han descrito (118):

- El1 contenido en glicidos oscila desde el S50%4 de la
lectina extraida de la patata, hasta la Concanavalina A
que No posee sacaridos en su composicién. En la mayoria
de estas sustancias existe Man, Glc y Gal, vy en menor
cantidad arabinosa y xilosa.

-~ Los aminodcidos encontrados en estas sustancias son el
adcido aspéartico, la serina vy treonina. Los aminodcidos
sulfurados presentan gran variabilidad, siendo muy abun-
dante la cisteina en la lectina del germen del trigo,
mientras que en la derivada del Lotus tetragonolobus no
existe.

- Algunas lectinas poseen receptores para iones metalicos
como el calcio y manganeso (103). Parece ser gue su fun-
cidn es estabilizar los enlaces polares que se establecen

entre éstas y sus receptores glucidicos.
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Entre las propiedades biolégicas de las lecti-
nas cabe destacar las siguientes:
—~ Especificidad para grupos sanguineos humanos. Asi se
pueden distinguir dos grandes grupos:

A.— Lectinas Inespecificas.—- aglutinan eritrocitos
de todos 1los grupos sanguineos. También se denominan
Panaglutininas. Segun Sharon y Lis (103), esta especifi-
cidad viene dada, o porque 1los glucidos por los que
tienen afinidad no forman parte de de los determinantes
antigénicos de los hematies, o bien porgue estan presen-—
tes en todos los grupos. Dentro de este grupo se incluyen
Ricinus comunis, Glycine max y Canavalina ensiformis.

B.- Lectinas Especificas.- aglutinan un determinado
grupo sanguineo Yy son las empleadas fundamentalmente en

histoquimica.

- Toxicidad en animales.

- Capacidad mitdgena.- algunas lectinas (Canavalina ensi-
formis, Lens culinaris ...) inducen la transformacidn de
linfocitos maduros en linfoblastos (103). Por ello se
emplean en genética para estimular las mitosis en las
cultivos celulares.

~ Aglutinacidn de células malignas en cultivos celulares.
Esto sugiere que en la superficie de las células tumora-
les se deben producir algunos cambios estructurales que

no ocurren en las células normales (119).
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- Precipitacidén de polisacaridos y GP, asi como afinidad
por los azdcares. Las propiedades de aglutinacidn pueden
ser inhibidas en la mayvoria de los casos por azacares,
por lo que se concluyd que estas sustancias se unen espe-
cificamente a los carbohidratos de la superficie celular
(104) . Cada lectina puede interaccionar con mas de un
glucido (120) pero 1la mayor ‘“especificidad" es hacia
aquel azdcar que inhiba la reaccidn de aglutinacidn a
menor concentracidén.

La interaccidn entre las 1lectinas y los gluci-
dos estd influenciada por diferentes factores tales como
temperatura, pH, efeétos de carga (carga de superficie),
interacciones id6nicas, afinidad de la lectina, capacidad
de unidén, modificaciones en el punto isceléctrico de 1la
lectina, caracteristicas anoméricas del azdacar y la posi-
cién dentro de la cadena de carbohidratos (121). Ademas,
interviene la presencia de otros azucares vecinaos al
receptor denominados "secuencias sinergisticas", altamen-—
te reactivas, que refuerzan la unidn de la lectina con el

azdacar especifico (122).

c. Clasificacidn

La primera clasificacidan de las lectinas fue
realizada por Makela en 1957 (103). Este autor las clasi-
ficd segiun la configuracidén del carbono 3 y 4 de los

azucares reaccionantes. Mas tarde, se clasificaron segun
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la capacidad para aglutinar eritrocitos de los diferentes
grupos sanguineos, pero este enfoque no fue muy acertado
debido a la existencia de lectinas inespecificas.
Goldstein y Hayes, en 1978 (110), propusieron
un sistema de nomenclatura estableciendo primero el
origen de la lectina y después la especificidad de unidn
con el azdicar, y si es relevante, la preferencia anoméri-
ca. Esta clasificacidén fue ampliada, en 1984, por Galla-
gher (122) al valorar la influencia, sobre la reactividad
de la lectina, de la posicidn del azdicar dentro de la
cadena y los efectos de sinergia de los azdcares vecinos.
De este modo, dividid a las lectinas en 2 grupos. En el
primero la reactividad de la lectina va dirigida hacia un
monosacarido constituyente de un oligosacarido complejo.
Estas lectinas son frecuentemente inhibidas por con-
centraciones bajas de los azucares libres reaccionantes.
En el segundo grupo incluye a las lectinas que reaccionan
con secuencias carbohidratadas especificas y los azdacares
individuales de la cadena no juegan un papel predominante
en el proceso de uniédn. Existe un tercer grupo, propuesto
por A. Moreno en su tesis doctoral (123), y no incluido
en la clasificacidn referida previamente (122), que in-
cluye a las lectinas gque interaccionan con el acido sia-
lico y la N~-acetil-glucosamina (Limulus poliphemus, Limax

flavus y Griffonia simplicifolia).
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Las lectinas incluidas en el grupo I de Galla-

gher se denominan Exolectinas, ya que se unen a azucares

terminales. Estas pueden subdividirse en :

1.- Exolectinas Obligadas.— stdlo reconocen monosa-

caridos terminales. Entre ellas se incluyen:
— Dolichos biflorus (DBA)

- Ulex europaeus I (UEA-I)

Arachis hypogaea (PNA)

Helix pomatia(HPA)

2.—- Exolectinas Facultativas.- reaccionan con azdca-
res terminales e internos de 1la cadena. Entre ellas se
encuentran:

~ Concanavalina ensiformis (Con A)

- Ricinus comunis (RCA)

Las lectinas incluidas en el grupo II de Galla-

gher se denominan Endolectinas ya que reconocen uno o mas

azucares internos. A su vez se subdividen en :

1.- Endolectinas Homgtipicas.- reconocen oligosaca-

ridos constituidos por secuencias del mismo azucar. Aqui

se incluye la lectina del Triticum wvulgaris (WGA).

2.- Endolectinas Heterotipicas.— reaccionan con

oligosacaridos constituidos por distintos monosacaridos.
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Aqui se incluyen la lectina del Phaseolus vulgaris vy

Sophora japdnica.

Para Damjanov (106), la clasificacidén de las
lectinas se basa en la uniédn a carbohidratos especificos,
independientemente de su origen heterogéneo. Propone una
clasificacidn en S5 grupos segun su preferencia en la
unidn a azucares: grupo de la glucosa/manosa, grupo de la
N-acetil-glucosamina, grupo de la galactosa/N-acetil-ga-
lactosamina, grupo de 1la «-L-fucosa vy grupo del acido

sidlico.

A continuacién se describen las principales
caracteristicas de las S 1lectinas wutilizadas en este
trabajo:

Dolichos biflorus (DBA) .- Es una glucoproteina de un

peso molecular de 140.000, formada por cuatro subunidades
de dos tipos diferentes (A y B). Posee la capacidad de
aglutinar los hematies del grupo A (124,125) y los anti-
genos Tn (126). Se acopla especificamente a la N-acetil-

a—D-qalactosamina, localizada en el extremo no reductor

de la cadena, reaccidn que es inhibida por el mismo mono-
sacarido. Esta unidén es favorecida por la siguiente se-

cuencia sinergistica:
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a—D-NAcGal. (NAcGaL (1-3) GaL # (1-4) NAcGlc)
2
I
1

a—-L—-Fucosa

Segun describieron Etzler y cols. 127y, el
centro activado para unirse con el azdacar se localiza en

las subunidades del tipo A.

Glycine max (SBA).- Esta sustancia se aisla de la
soja y muestra un peso molecular de 110.000. Estd formada
de un 3% de carbohidratos (D-NAc-Glc y D-Man) y por
cuatro subunidades idénticas de un peso molecular de
30.000 cada una (128). Precipita con el grupo sanguineo A
y con los antigenos Le, y ademas muestra una gran afini-

dad por los terminales de N-acetil-a«—D—-galactosamina, N-—

acetil-f-D-galactosamina vy @3- alactosa, en este mismo

orden de preferencia (129). Los azdcares que inhiben
estas interacciones complementarias son la N-acetil-o-D-

galactosamina y la f-D-galactosa.

Arachis hipogea (PNA) .- Proteina extraida del caca-

huete, con un peso molecular de 100.000, formada por
cuatro protdmeros idénticos de 27.000 de peso molecular
aproximado cada uno (130). Presenta gran especificidad

hacia el disacarido 8-D-Galactosa (1-3) N-acetil—-galacto-
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samina, y mas débilmente por los restos f-D-galactdsidos,
localizados en el extremo no reducido de la cadena (131).
Es muy habitual que estos receptores estén enmascarados
por el Aacido sidlico existente en la cadena carbohidrata-
da, y que sea necesario, por tanto, realizar un trata-
miento enzimdtico previo antes de demostrarleos (12, 24,

132).

Ulex europaeus (UEA) .- Es una lectina extraida de
una planta leguminosa, la aulaga, con una especificidad
por el grupo sangu;heo 0 (133). Hay dos variedades de UEA
con caracierfsticas y afinidades diferentes. E1 primer
tipo (UEA-I) es la que vamos a utilizar en el presente
trabajd. Se trata de una glucoproteina de peso molecular
170.000, con un 5,2% de carbohidratos en su composicidn
global (NAc-Glc y Man) vy afinidad especifica hacia re-

ceptores «—L—-fucdsidos, localizados junto a oligosacari-

dos, tanto del tipo D-Gal- @ (1-4) D-NAc-Glc como D-Gal-

g (1-3) NAc—-Glec (134, 135).

Triticum vulgaris (WGA) .- Se aobtiene del germen del

trigo. No posee afinidad por ningdn determinante an-
tigénico de grupos sanguineos. Reacciona con cadenas
lineales o remificadas formadas por NAc-Glc y AcS (136,
137). Los residuos de NAc-Glc constituyen componentes
tipicos del acido hialurénico, por lo que esta lectina

muestra intensa reaccidn con el tejido conectivo (106).
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Otra de sus caracteristicas es gque la succinilacidn redu-

ce su afinidad por el AcS sin alterar su unién a residuos

de NAc-Glc.

d. Aplicaciones en histoquimica

Desde que 1las lectinas se introdujeron en his-
toquimica en las aros 60, han sido ampliamente utilizadas
para identificar residuos glucidicos especificos en se-
cciones histolégiéas (6, 12, 25, 26, 112-116). Ademds,
han contribQido extensamente al conocimiento de la biolo-
gia celular, y en el campo de la patologia han permitido
estudiar los cambios estructurales que se desarrollan en
la transformacién maligna (17, 110, 119, 138-141). En
este sentido, se han utilizado como marcadores de al-
teraciones de las GP de la superficie celular en células
con transformacidn neoplasica, asi como en los productos
de su secrecidon. Las alteraciones citoquimicas en 1la
superticie celular pueden dividirse en cuatro grupos
fundamentales, segdan Damjanov (106): 1) pérdida de com-
ponentes normales, 2) aumento en la cantidad de los com-
ponentes normales, 3) distribucién alterada de éstos y 4)
aparicidn de componentes no presentes en células norma-
les.

Si bien, no existen auan marcadores reconocidos
de malignidad (infiltracidén o tendencia a metastatizar)

en algunos dérganos se han consequido avances en el estu-—
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dio de la patolagia tumoral. Asi, permiten predecir el
potencial maligno del carcinoma de vejiga (142), en pato-
logia mamaria los receptores de PNA en células tumorales
guardan correlaccidn con los de estrégenos (143) y esta
misma lectina es un marcador fiable de histiocitos vy
células de Reed-Stenberg (144). Por otro lado, UEA-I es
marcador de células endoteliales (145) y de tumores de
origen vascular (146).

En el estudio del tracto gastrointestinal se
han aplicado tanto en enfermedades inflamatorias como
necplasicas. La secrecidn de glucoproteinas anormales por
las células proliferantes en el carcinoma gdastrico, asi
como en la mucosa adyacente y metaplasica, ha sido puesta
de manifiesto por diversos autores (8, 10-12, 21, 24,

147) .
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e. Metodos de tincidn

Aunque se han empleado en histoguimica una gran

variedad de métodos para demostrar los lugares de unién

de las lectinas, éstos se agrupan en:

1.- Método directo: usando lectinas conjugadas con

un marcador (peroxidasa, fosfatasa alcalina, fluorescei-
na, ferritina, oro coloidal...). Es un meétodo muy simple
y rapido, aplicable a secciones congeladas, cultivos
celulares, extendidos citoldgicos y secciones ultrafinas

para estudio ultraestructural.
* Marcador
Q) Lectina

_______ +-———__ azucar terminal

2. Métodos indirectos:

- Método con anticuerpos: mediante anticuerpos antilec-—

tina conjugados con peroxidasa y amplificando la reaccidn

con el complejo PAP (peroxidasa-antiperoxisadasa).

* PAP
I Anticuerpo marcado antilectina
Q Lectina

_______ 4+ ____ azucar terminal
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-~ Metodo con avidina-biotina: usando lectinas biotinila-

das y un complejo de avidina conjugada con un marcador

(ferritina, oro coloidal ...).

* Marcador
iF Avidina (estreptavidina)
! Lectina biotinilada

_______ +oeee azicar terminal

- Meéetodo con carbohidrato: mediante lectinas conjugadas

con un azdacar marcado.

* Marcador
+ Azdcar
Q Lectina

_______ +-————_ azuacar terminal

METODO AVIDINA - BIOTINA

El complejo avidina - biotina (ABC) no fue
originalmente concebidoc para inmunohistogquimica, ya que
era empleado por bioquimicos en técnicas de cromatagrafia
debido a la alta afinidad de estas dos proteinas (148).

La aplicacién de estas moléculas en citoquimica
fue propuesta por Heggeness vy Ash en 1977 (149) para
estudios con microscopia de fluorescencia. En 1979, Gues-

don y cols. (150) describen las técnicas directas e indi-
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rectas usando enzimas como marcadores. Warnke vy Levi, en
1980 (151), emplearon el sistema ABC en inmunocitoquimica
con anticuerpos monoclonales. Morris y Saelinger, en 1984
(152) , utilizaron estreptavidina marcada con particulas
de oro coloidal, para identificar una toxina intracelular
biotinilada. Del mismo modo, Newman y Hobot (153) estu-
diaron los receptores ultraestructurales de lectinas.

La mayor popularidad de este complejo llegd con
la publicacién de Hsu y cols., en 1981 (1534), en la que
comparaban este método con el del PAP (peroxidasa - an-
tiperoxidasa).

Todas las técnicas que emplean el meétodo ABC se
basan en cuatro caracteristicas principales:

1) La extraordinaria afinidad entre ambas moléculas for-
mando complejos practicamente permanentes.

2) La posibilidad de acoplar la biotina a grandes moleéecu-
las, tales como enzimas, anticuerpos, lectinas, etc.

3) La posibilidad de unir la avidina con una amplia va-
riedad de marcadores (enzimas, metales pesados y fluoro-
cromos) . |

4) La posibilidad de usar la avidina como un puente entre
dos moléculas biotiniladas diferentes.

La avidina es una GP basica, extraida de 1la
clara del huevo, que consta de 4 subunidades. En 1la
superficie de la molécula existen 4 -"pockets"” hidrofébi-
cos (uno por cada subunidad) que son los lugares de union

para 4 residuos de biotina.
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Hoffman vy cols., en 1980 (153), observaron que
la presencia en la avidina de residuos oligosacaridos,
asi como el alto punto isoeléctrico de ésta, podian ser
inconvenientes menores al emplear esta molecula. Los
primeros por poder reducir la especificidad de la rea-
ccién, aumentando el fondo al unirse a proteinas endoge-
nas similares a lectinas. Lo segundo porque al trabajar
generalmente con un pH neutro la avidina podria reaccio-
nar con membranas celulares o con el ndacleo.

Para obviar estas limitaciones, la avidina fue
reemplazada por la estreptavidina, que es una molécula,
aislada de cultivos de "Streptomyces avidinii", con un
punto isceléctrico neutro y una estructura similar a la
avidina pero sin residuos azucarados.

La biotina es una vitamina hidrosocluble (vita-
mina H) presente en la yema del huevo y en una amplia
variedad de tejidos, animales y vegetales (156). Su
estructura es muy simple. El grupo carboxilo es el res-
ponsable de la unidn a los residuos de NH, de las dife—
rentes proteinas.

La reacciédn entre la estreptavidina y biotina
es por un enlace no covalente que se produce extremada-
mente rapido. S4lo pueden ser gseparadas en condiciones
muy adversas, tal como un pH muy baio (1,5).

La biotinilizacidén es el procedimiento quimico
mediante el cual la biotina es conjugada con otra molécu-

la (enzimas, lectinas, acidos nucleicos, etc.) (157). La
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avidina, o estreptavidina, puede ser ligada con un mar-
cador tal como fluorocromo, enzima, Fferritina o particu-
las de oro coloidal (152, 153, 158). Estas particulas, de
diferentes tamarmos (5-40 nm), se adhieren a la avidina

por fuerzas electrostaticas no covalentes (138).

Ventajas del método ABC

Las ventajas mas importante de las técnicas que
emplean el método biotina-estreptavidina son su sensi-
bilidad y versatilidad (139). La sensibilidad viene dada
por el mecanismo quimico de biotinilizacién, vya que al
ser la biotina una molécula de pequerno tamaro ofrece la
posibilidad de “cubrir" a otra con un gran namero de
residuos de la primera. La otra ventaja es la versatili-
dad, ya gque puede emplearse no s6lo en microscopia Optica
sino también en estudios ultraestructurales y en hibrida-
cidén in situ.

Algunos autores han confirmado la mayor sensi-
bilidad de este método a nivel ultraestructural en compa-

racién con el método del PAP (160, 161).

Inconvenientes del método ABC

Como mencionamos previamente, el problema de la

tincidn inespecifica de componentes tisulares fue paliada
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con la introduccién de 1la estreptavidina. Pero, no obs-
tante, existen dos problemas menores (159):

1) La posibilidad de tincidn entre la avidina y biotina
enddgena. Esta se encuentra en varios tejidos y drganos
como higado, mama, tejido adiposo vy rifnén (162) . Wood
(162) propuso bloquear los lugares de unidn con la avi-
dina con un tratamiento previo con avidina libre. Sin
embargo, Coggi y cols. (159) no observaron este problema
en sus experiencias con el complejo ABC.

2) La tincidn inespecifica de los mastocitos (163). Puede
obviarse usando estreptavidina o aumentando el pH de 1la

reaccion a 9,4.
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3. HISTOQUIMICA ULTRAESTRUCTURAL CON LECTINAS.

El estudio histoquimico wultraestructural con
lectinas requiere un procesamiento muy delicado de las
muestras para no danar los receptores glucidicos intrace-
lulares. Estas necesidades técnicas se hacen extensivas,
no sélo a la fijacidn y deshidratacidon de los fragmentos
tisulares, sino también al medio de inclusidn vy a las

tecnicas de incubacidn con las lectinas.

a. Métodos de Fijacidén y Deshidratacidn

Desde 1los primeros trabajos de microscopia
electrdnica con técnicas inmunohistoquimicas se planted
el problema de preservar la ultraestructura, en las
mejores condiciones posibles, sin alterar 1la antigeni-
cidad del tejido. Con este propdsito se han desarrollado
multiples métodos de fijacidn, con o0 sin osmificacidn,
diferentes procedimientos de deshidratacidn y se han
desarrollado nuevos medios de inclusidn. Para Newman vy
cols. (153) estos factores estdn tan estrechamente in-
terrelacionados que deberian ser consideradaos como uno
solo. En este sentida, Bendayan y cols. (164) trataron de
comparar 1los resultados obtenidos aplicando diferentes
técnicas citoquimicas ultraestructurales, todas ellas con
oro coloidal, en tejidos procesados con diferentes proce-

dimientos. Observaron gque todos los pasos gue intervienen
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en el desarrollo de estas técnicas pueden modificar 1los
componentes celulares objeto de estudio. Asi, el lavado
antes de la fijacidn, la naturaleza de la solucidn fija-—
dora, 1la composicidn quimica de la resina y las con-
diciones fisicas de 1la inclusidn, se constituyen en
factores susceptibles de alterar 1la actividad bioldgica
de dichos componentes., Concluyeron, ademas, que las
condiciones para obtener la mejor tincidn dependen del
tipo de molécula que se pretenda estudiar y por tanto no
se puede recomendar una sola metodologia en citoquimica
ultraestructural.

En 1983, Newman y cols. (163) compararon los
resultados obtenidos en tejidos incluidos en resina LR
White y fijados con diferentes fijadores. La preservacidn
ultraestructural, y de la antigenicidad, obtenida con una
solucidn tamponada de glutaraldehido y 4cido picrico
(BGPA) fue mejor que utilizando sélo glutaraldehido al
2,5%. Ademas, el tejido fijado con BGPA conservd mejor la
antigenicidad si era deshidratado directamente con etanol
al 70%.

Un afo mas tarde, este mismo autor vy cols.
(166), recomiendan utilizar glutaraldehido al 1-2%4 duran-
te 3-4 horas. Cuando el tejido no vaya a ser osmificado
aconsejan aradir A&acido picrico para conservar mejor las
membranas celulares. Aconsejan, ademds, que los fragmen-—
tos del tejido antes de ser sumergidos en el fijador no

excedah 1-2 mm®. En relacidn con la deshidratacién,
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Newman (167) refiere que debe realizarse, cuando el
tejido vaya a ser incluido en resina LR White, con etanol
al 70%, o bien empezar con S0% y llegar al 70%.

Ellinger y Pavelka (116) estudiaron las gluco-
proteinas de la mucosa del intestino delgado y trdaquea,
con lectinas unidas a oro coloidal vy utilizando diferen-
tes medios fijadores, obteniendo los mejores resultados
con una mezcla de formaldehido al 4% y glutaraldehido al
0,5%. La deshidratacién, a pesar de incluir en resina LR
White, fue realizada hasta llegar al alcohol absoluto.

Bendayan y Zollinger, en 1983 (168), demostra-
ron, en pancreas de rata incluido en resina epon, que la
osmificacidn, como se habia considerado hasta entonces,
no deteriora la antigenicidad y que el uso posterior de
agentes oxidantes (metaperyodato séddico) restablece la
posibilidad de estudiar diferentes antigenos.

Herrera, en 1989 (169), publica un estudio
inmunohistoquimico ultraestructural de rifndn vy de dife-
rentes tumores utilizando LR White como medio de inclu-
sion,y una solucidén de Carson—-Milloring como fijador. La
deshidratacidn la realiza comenzando con alcohol al 6&60%

hasta llegar, en pasos sucesivos, hasta etanol al 95%.
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b. Medios de inclusidn

Las resinas utilizadas en microscopia electré-
nica, de mayor flexibilidad tecnoldgica y mejores resul-
tados, son agrupadas en dos tipos (170):

a) Tipo Epoxy

b) Acrilicas

En el primer tipo se incluyen las resinas Aral-
dita, Epon vy Spurr (171). La primera ofrece buena es-
tabilidad debido a su caracter aromdtico, pero su prin-
cipal componente (DGEBA) es una gran molécula y por tanto
tiene poca difusidn en los tejidos. Las resinas tipo Epon
tienen buena estabilidad y menor viscosidad. La resina
Spurr (172) tiene la mejor tasa de difusidn de todas las
resinas tipo epoxy, asi como la mayor consistencia. Su
mayor inconveniente es la toxicidad.

En general, las resinas de este primer grupo
son hidrofdbicas, lo que dificulta el paso de anticuerpos
y otra moléculas a su interior. Para aumentar la hidrofi-
lia de estas sustancias existen varios métodos, a los que
se les conoce con el término anglosajon de "“etching™.
Para realizarlos se trata la resina con un agente oxidan-
te (perdxido de hidrdgeno, permanganato potdsico o acido
peryoddico) o bien con metdxido & etdxido de sodio (170,
173-175) . Estos procedimientos tienen el inconveniente de
poder alterar la composicidn quimica de las sustancias

que se tratan de identificar.
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En el grupo de las resinas acrilicas fundamen-
talmente se incluyen dos, denominadas Lowicryl (176) y LR
White (165). Esta resinas pueden tener grupos hidrofili-
cos en su molécula, no precisando, por tanto, la realiza-
cién de los procedimientos de "etching". Por ello, son
las resinas mas utilizadas en las técnicas inmunocito-
quimicas y citoguimicas a nivel ultraestructural (170).

La resina Lowicryl (176) tiene el inconveniente
de que la inclusidn ha de realizarse a baja temperatura
(-202C) y con luz ultravioleta.

La resina aromatica LR White fue ideada para
combinar un alto grado de hidrofilia con una buena esta-
bilidad (165). Se polimeriza a 502C, o bien a temperatura
ambiente con la ayuda de un acelerador. Newman y cols.
(165) comunicaron mejores resultados con el primer meto-
do. Los mondmeros de LR White son hidrofobicos, pero
cuando se polimerizan se hacen hidrofilicos.

lLa polimerizacién de las resinas acrilicas se
realiza por una reacciédn en cadena que puede ser bloquea-
da por el oxigeno. Por ello, deben usarse cdpsulas de
gelatina. Estas resinas tienen la ventaja de tolerar el
agua durante la polimerizacidn por lo que no es necesario
que la deshidrataciédn del tejido sea total. Ademas, como
se comentd previamente, no precisan procedimientos de
"etching" cuando se emplean en histogquimica ultraestruc-

tural.
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c. Técnicas de incubacidn

Clasicamente, se han distinguido dos procedi-
mientos de incubacidn en histoquimica ultraestructural,
los métodos de ‘“pre—-inclusién"” (177) y 1los de '"post-
inclusidén”" (166).

Los métodos de "pre—-inclusién" tienen la ven-
taja de que la exposicién de las sustancias tisulares
(antigenos, GP, enzimas, etc.), a los reactivos utiliza-
dos para su identificacidén, se realiza antes de que se
alteren por los solventes orgdnicos empleados durante el
procesamiento del tejido. Por 1o tanto, este procedi-
miento es &til cuando la sustancia que queremos estudiar
estd en bajas concentraciones o cuando es particularmente
sensible a la inclusion. E1l mayor inconveniente es que la
penetracién de la lectina o anticuerpo es dificultosa, en
muchos casos, en la seccidn tisular previamente fijada.
Otras ventajas de esta metodologia son la posibilidad de
observar la muestra en microscopia dptica vy seleccionar
las A4reas mas interesantes antes de incluirlas para
microscopia electrdédnica, y poder utilizar osmio en los
casos donde es necesario obtener buen contraste de las
membranas. Por otra parte, tiene el inconveniente de no
poder realizar tinciones alternativas y cortes control
(177> .

Los procedimientos de ‘'“pre—-inclusidn" se han

realizado en fracciones vy suspensiones celulares (64,
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178), en incubaciones de secciones ultrafinas congeladas
y de criosecciones (25, 26, 55, 95), vy en secciones
cortadas rutinariamente (179).

Los meétodos de ‘“post-inclusion” presentan la
ventaja de preservar mejor la ultraestructura celular,
pero existen varios problemas, practicamente paliados
actualmente. El primero de ellos es no poder utilizar
osmio en la posfijacidén por su efecto adverso sobre la
antigenicidad del tejido (166). Este punto ha sido clasi-
camente aceptado, pero Bendayan y Zollinger, en 1983
(168), demostraron, como vya hemos comentado, que la
osmificacitdn no destruye la antigenicidad y que el uso
posterior de agentes oxidantes restablece la posibilidad
de estudiar diferentes antigenos con técnicas de "post-
inclusidén". E1 segundo problema hace relacidn a la escasa
penetrabilidad, vya referida, para 1los anticuerpos vy
lectinas, en las resinas tipo epoxy. Pero el desarrollo
de resinas acrilicas ha solventado este inconveniente,
sin la necesidad de realizar procedimientos de "etching"
(116, 163, 165). DOtra gran ventaja de esta metodologia es
la posibilidad de estudiar varias sustancias en la misma

célula.
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d. Marcadores ultraestructurales

La introduccidn, por Singer en 1959 (180), de
la proteina ferritina como marcador electrdn denso que
podia conjugarse a otras proteinas, tales como anticuer-
pos, lectinas, enzimas etc.., abrid nuevos campos en el
estudio de la estructura molecular de células y tejidos
a nivel de microscopia electrdénica. E1 principal inconve-
niente de estas particulas radica en la gran afinidad que
presentan con los plasticos utilizados en la inclusidn.

Nakane y Pierce, en 1966 (181}, utilizaron por
primera vez en microscopia electrdnica la reaccidn de la
peroxidasa y diaminobencidina, introducida en inmunohis-
togquimica previamente por Grahan vy Karnovsky (182), para
localizar antigenos mediante anticuerpos conjugados con
aquel enzima. El cromédgeno 3,3-diaminobencidina reacciona
con el tetroxido de osmio formando un compuesto electron-—
denso ("negro de osmic") gque, desafortunadamente, difi-
culta la observacién de la organela celular sobre la que
se deposita.

Feldherr y Marshall, en 1962 (183), empleardn
por primera wvez las particulas de oro coloidal como
marcador para microscopia electrénica, peroc hasta 9 afos
mas tarde no se utilizaron en inmunohistoquimica ultraes-

tructural por Faulk y Taylor (184).
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Ventajas del oro coloidal

El oro coloidal ofrece muchas ventajas como
marcador ultraestructural, ya que son particulas granula-
res que permiten una fina localizacidn de los lugares de
marcaje. Poseen una alta densidad electrdénica por lo que
son facilmente detectadas, a diferencia de la baja opa-
cidad de las particulas de ferritina. Debido a su natu-
raleza granular, es posible cuantificar el grado de
tincidédn mediante contaje directo del namero de particulas
en un area determinada. Esto ultimo, obviamente, no puede
ser realizado con el producto de reaccidén de las técnicas
peroxidasicas.

Ademds de en microscopia electrdnica de trans-
misidn, las particulas de oro coloidal se han wutilizado
en estudios de microscopia de barrido (185, 186) y de mi-
croscopia optica (187) .

Las soluciones de oro coloidal estdn constitui-
das por particulas metdlicas obtenidas por condensacidn
de unidades micromoleculares. Estas particulas pueden ob-
tenerse en un amplio margen de didmetros, desde 5 a 150
nm, lo que permite la identificacidn a la vez de dife-
rentes moléculas en la misma célu}a (188, 189). No obs-
tante, sdlo las particulas de S a 20 nm son aconsejables
para estos estudios, ya que al ser de menor tamarno son

menos susceptibles al deterioro.
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Su unidén a antigenos, enzimas, lectinas, es-
treptavidina, proteina A, etc., no se realiza mediante
reacciones quimicas, sino como un simple mecanismo de ad-
sorcion por fuerzas electrostdticas de van der Waals
(190) .

Otras ventajas del oro coloidal son: la baja
afinidad por las resinas, la no toxicidad y la posibili-
dad de conservar las soluciones preparadas durante, al

menos, 1 aro.

e. Aplicacidn de las lectinas en microscopia electrdnica

La capacidad de las lectinas para unirse espe-
cificamente a ciertos residuos azucarados hace que sean
sustancias muy vdlidas para tratar de identificar, en la
propia célula, los diferentes oligosacaridos que forman
parte de las secreciones mucosas asi CcoOmo en gque or-
ganelas citopldsmicas tiene lugar su sintesis.

A diferencia del empleo tan extendido de las
lectinas en microscopia 6ptica (7, 10, 12, 24), la inves-—
tigacidén de los lugares intracelulares de wunion de estas
sustancias ha planteado problemas metodoldgicos. Funda-
mentalmente, estos problemas se derivan del tamafo de
estas moléculas y paor tanto su limitacidn para penetrar
en los compartimentos celulares (25, 26).

Para los estudios ultraestructurales con lecti-

nas se han aplicado las mismas metodologias que para los
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estudios inmunocitoquimicos. Se han utilizado tanto téc-
nicas de "pre—inclusioén" (25, 26, 55, &4, 178, 179, 191,
192), como de “post-inclusidn®, en resinas tipo epoxy con
necesidad de realizar procedimientos de ‘'"etching" (173-
175), v en resinas acrilicas (116, 193, 194).

No existen muchos trabajos ultraestructurales
sobre glucoproteinas aplicando lectinas y la mayoria de
ellos se han realizado en muestras de tejidos animales,
sobre todo de intestino, pancreas y rifén de rata (90,
95, 116, 193, 195) y muy pocos en mucosa gastrica (25,
26, 196, 197).

La visualizacidn de los lugares de unidn de las
lectinas depende de la conjugacién de éstas con enzimas o
particulas electrén—-densas (método directoa) (116), o bien
mediante la aplicacidn de técnicas indirectas tal como el
sistema avidina-biotina (153). El primer trabajo en el
que se identicaron GP mediante lectinas y particulas de
oro coloidal fue realizado por Garland en 1971 (198).
Este autor identificd los lugares de reacciodn de la ConA
en las paredes del S. faecalis. El primer autor que des-
cribe 21 procedimiento de uniédn de 1la estreptavidina con
oro coloidal fue Bonnard en 1984 (158), asi como la meto-
dologia para realizar tincidn indirecta de antigenos con
anticuerpos biotiniladas. Van de Pol (19%9) describid,
desde el punto de vista tedrico, el meétodo de doble tin-
ciédn con estreptavidina y particulas de oro de diferente

tamaro. En la literatura revisada la mayoria de los tra-
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bajos de histoquimica ultraestructural con lectinas han
sido realizados con métodos directos (90, 95, 116, 195) vy

ocasionalmente con métodos indirectos (1S3).
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E. GLUCOPROTEINAS GASTRICAS.

Como vya hemos hecho referencia, las GP mucosas
presentan un enlace covalente del tipo 0O-glicosidico
entre la NAcGal y el grupo hidroxilo de la serina o treo-
nina (88). Los oligosacdridos de estas GP son mas cortos
y variados que los ligados en -N y a diferencia de éstos
son probablemente sintetizados en su totalidad en el
aparato de Golgi (90, 94, 95).

En las GP mucosas del aparato digestivo el
componente carbohidratado puede llegar a corresponder a
mas del 85%4 de la molécula (15). Clasicamente, en la

cadena azucarada se han distinguido tres regiones:

A) Regidn central o "“"core". Constituida por la NAc-Gal,
que es el primer azucar gque se une a la serina o treoni-
na, vy una cadena de azucares que puede variar en su es-
tructura. Lo mas frecuente es gque se anada un residuo de
Gal o bien el disacarido Gal—- NAc-Glc (18, 23).

B) Regidn intermedia. Estd compuesta por residuos alter-
nantes de Gal y NAc-Glc (23, 200).

C) Regidn periférica. En esta reqgidén existe gran variabi-
lidad vya gque pueden afadirse residuos de Glu, NAc-Gal,
Gal, NAc-Gle, AcS, Fuc etc... asi como mialtiples combina-

ciones entre ellos (23).



61

En los individuos que poseen el denominado "gen
secretor”" (201) (75% de la poblacidén) las GP mucosas
expresan cadenas terminales de estructura similar a la de
los antigenos de grupo sanguineo. A estos individuos se
les denomina “secretores". Algunos autores (9, 202-204)
han correlacionado las diferencias existentes en la com-
posicidn glucoproteica de las secreciones mucosas, en
general, a las variaciones en el grupo sanguineo. De este
modo, se ha observado una pérdida en la expresidn de
estos antigenos de grupo en el carcinoma gastrico (205,

206) .

1. ESTUDIOS BIOQUIMICOS DEL MOCO GASTRICOD

El estudio de la composiciédn glicosilada del
moco gastrico comenzd con la aplicacidn de métodos bio-
quimicos. Asi, Schrager, en 1969 (18), realizd el primer
estudio cuantitativo y cualitativo, mediante cromatogra-
fia liguido—-gas en aspirados gastricos. Este autor sugi-
rid que las fracciones carbohidratadas de la secrecién
gastrica contienen un ‘"core" coman basico, con menos
heterogeneidad de la que hasta entonces habia sido esti-
mada. En el core encontrd tres componentes fundamentales
en la misma proporcién: 0Galactosa, Glucosamina y Galac-
tosamina, apuntando ademds que estos tres azucares esta-
ban ligados estructuralmente. Este autor observd poca

cantidad de manosa por lo que concluyd que este azucar no
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forma parte integral de estas GP. Por otra parte, aislo
treonina, serina, prolina y alanina como los principales
aminoacidos, sugiriendo que la galactosamina es el azdcar
de unidn a la cadena proteica.

Con respecto a 1los grupos sulfatos, Aacido sia-
lico vy fucosa, Schrager (18) confirmd su localizacion
dispersa, en las cadenas glucoproteicas, como radicales
terminales. Finalmente, para este investigador, la longi-
tud de la cadena azucarada oscila entre 6 y 12 unidades.

Con esta misma metodologia, Schultze y Heremans
(207) advirtieron la presencia de GP del plasma (Ig G, Ig
M, Ig A, «—GP 4cida, etc.) en la secrecidn gdastrica. La
presencia en pequenas cantidades de estas GP plasmaticas
podrian oscurecer, por tanto, la relacidn cuantitativa
real de los componentes carbohidratados de las GP gas-
tricas. Posteriormente, Schrager vy Oates (19) estudiaron
las fracciones glucidicas de dichas GP plasmaticas, con
cromatografia liquido—gas, observando que éstas, a dife-
rencia de las mucosas, contienen una considerable can-
tidad de manosa y no presentan galactosamina.

Las relaciones cuantitativas de los componentes
carbohidratados encontradas por estos autores (19), sir-—
vieron para dividir a las GP aisladas en S grupos. E1 ha-
llazgo caracteristico en el grupo 1 fue el bajo contenido
en fucosa. El aumento de fucosa en el grupo 2 fue asocia-
do con el grupo sanguineo H. La presencia de galactosami-

na o galactosa en las GP de los grupos 3 y 4, respectiva-
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mente, relaciond a éstos con los grupos A y B. El aumento
de galactosa y glucosamina en el grupo S fue asociado,
asi mismo, con los grupos A y B. Ademds, en los grupos 1,
2 y 4 advirtieron cantidades proporcionales de galactosa-
mina vy serina mas treonina, mientras que en el grupo 3
este azdicar se encontraba en mayor cantidad.

Los autores concluyeron sugiriendo que la es-
tructura bdsica comidn de las GP gastricas, independiente-
mente de la especificidad de grupo sanguineo, estd com-
puesta de 4 unidades de disacaridos que se repiten. Cada
unidad consta de,galactosa vy una N—-acetil-hexosamina (que

en 3 es glucosamina y en la otra galactosamina).

Gal-NAcGlc—Gal-NAcGlc—Gal-NAcGlc—Gal-NAcGal

Similares hallazgos fueron publicados poste-
riormente por estos mismos autores (20).

En 1980, Hounsell y cols. (23), recopilan las
investigaciones existentes hasta entonces acerca de las
diferentes estructuras oligosacdridas de las GP gastri-
cas, aportando una nueva. Emplean cromatografia y elec-
troforesis para estudiar 1a compaosicién del moco gdstrico
de las ovejas. Para liberar el enlace O-glicosidico de la
cadena carbohidratada realizan una f-eliminacidn en solu-—

cidn acuosa alcalina en presencia de un agente reductor
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(borhidruro). Con esta metodologia consiguen aislar el
"core", que aparece constituido por dos tipos de estruc-
turas ramificadas estando presente en ambas la NAc-Gal
como puente de unidn con la serina o treonina. Esta es-
tructura habia sido previamente reportada por otros auto-
res en diferentes secreciones mucosas (22, 200).

Con esta nueva estructura descrita por Hounsell
(23) ya eran cuatro las conocidas en las proteinas gluco-
siladas: (los azdcares escritos en negrita estan siempre
presentes; los incluidos entre paréntesis no siempre

estan presentes)

@)

rupo 1: Es la estructura presente en los proteoglicanos

(208> .

R —— GlcUB1 - 3Galfl - 3Galpl - 4Xylf —-Ser/Tre

rupo 2: Incluye cadenas cortas de oligosacaridos que

I?

tienen como estructura basica Galfl - 3NAcGal (que puede
ser sustituida por acido sidlico o con los determinantes

de los grupos sanguineos H y A) (209).

(AcSx2) - 36GalRl — 3NAcGal - Ser/Tre
|8,6

(AcSx)
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(NAcGalxl) - 3Galgi - 3NAcBal — Ser/Tre
|1,E |E,6
(xFuc) (AcSa)

Grupo 3: En este grupo se incluyen las siguientes estruc-

turas (200, 210):

R--GalB1-3NAcGlcpil
3

GalR1-3NAcGlcp1-36alp

6 3
R-—GalR1-4NAcG1lcRl NacGal-AA
6
(Galf1 - 4NacGlc@el)
R -=— NAcGlcf1l
6
Galgl
3 3
R —— NAcGlcR1l NAcGal - Ser/Tre
6

(R —— Galfl - 4NAcGlcfl)
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GBrupo 4: Esta es la estructura que describieron Hounsell

y cols. (23) en las mucinas gastricas de la oveja.

R == Galfl - 4NAcGlcf1
6
NAcGal — Ser/Tre
3

R —— Galffil - 4NAcGlcR1l

Be todas ellas se extrae que la NAc—Gal es

siempre el primer azuacar. A continuacidédn pueden situarse

6 NAc-Glc & Gal & ambas.

Fischer y cols, en 1984 (11), aislaron mediante
cromatogratia, con gel de agarosa unido a diferentes
lectinas (ConA, PNA, UEA-I vy WGA), las GP del moco gas-
trico, tanto de la mucosa normal como neopldasica. Obser-
varon que la principal parte del moco no se unia a las
lectinas; las GP mucosas que se unian a éstas correspon-—
dian a moléculas de relativo bajo peso molecular. Por
cromatografia en gas, la relacidn molar entre aminohexo-
sas y galactosa fue mayor en el moco unido a lectinas
(3:1) que en la totalidad del moco de alto peso molecular
(1:1). Este hecho sugiere que las lectinas tienen una
mayor afinidad a los componentes del moco rico en hexosa-

minas. Los valores mas altos de estos azucares (10:1)
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fueron encontrados en el moco aislado de adenocarcinomas
gastricos con la lectina PNA. Ya que dicha lectina reco-
noce el disacarido @#Gal(1-3)NAc—-Gal , es altamente proba-
ble, segun estos autores (11), que la elongacion de 1la
cadena oligosacdrida esté alterada en las células tumora-
les.

Sobre la base de estos resultados y en relacidén
al dato de que sdlo una parte de 1las GP de alto pm se
unen a las lectinas, estos autores concluyeron que las
lectinas tienen mayor afinidad por las cadenas de oligo-

sacaridos incompletamente glucosiladas.

2. ESTUDIOS HISTORUIMICOS OPTICOS DEL MOCO GASTRICO

La demostracién histoldgica de GP intraepite-
liales comenzd con el +trabajo de Mc Manus en 1946 (98).
Este trabajo vy posteriores se centraron en la determina-
cién, mediante técnicas histoquimicas (Azul alcian, PAS
...}, del tipo de moco secretado y no de las componentes
del mismo. En este sentido, Glass (211) denomind fucomu-—
cinas a las mucinas neutras (PAS positivas) observadas en
las células superficiales vy foveolares de la mucosa
gastrica humana. Para este autor (211), estas mucinas
representan el mayor componente de la ‘"barrera mucosa"
protectora de la autodigestion.

En 1968, Lambert y cols. (212), estudiaron el

moco del fundus gastrico de diferentes especies animales
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mediante las técnicas del PAS, AA a pH 2,5 (para demos-
trar mucosustancias 4cidas ricas en acido sidlico) y a pH
0,5 (para demostrar mucosustancias acidas ricas en grupas
sulfatos). También emplearon histoautorradiografia en
estdmagos de rata mediante un transportador de radiosul-
fato—-35. Con esta metodologia observaron una marcada
heterogeneidad de las tinciones entre las diferentes
especies y dentro de la misma especie. En el epitelio
superficial vy parte alta de las foveolas advirtieron
tincidn positiva con el PAS desde el nicleo a la membrana
plasmatica apical. La tincidén con AA a pH 2,5 diferia
segun las especies, siendo negativa en el hombre. Asi
mismo, 1la tincidén con AA a pH 0,5 Ffue negativa en la
mayoria de los casos. En la parte mas profunda de las
foveolas la positividad con el PAS fue evidente en todas
las especies asi como para AA a pH 2,5 v 0,5, aungque las
dos dltimas en el humano fueron mas débiles o nulas. La
incorporacidon del radiosulfato fue mas marcada en la
parte profunda de las foveolas.

Goldman vy Ming, en 1968 (213), realizaron el
primer trabajo histoquimico, con tecnicas convencionales,
de las variaciones en las mucinas gastricas secretadas
por la mucosa normal, metapldsica vy tumoral. Previamente
a este trabajo existen pocas investigaciones histoquimi-
cas que demuestren las variaciones en la composicion del
moco en el estdmago patoldgico (8, 214) aunque si de tipo

bioquimico (18, 215, 216).
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Goldman y Ming (213) observaron gque la mayoria
de las células mucosas normales contenian exclusivamente
moco neutro. No obstante, mucinas acidas no sulfatadas
(sialomucinas) a veces fueron demostradas en las células
foveolares méas profundas y mucinas sulfatadas ocasional-
mente en las células foveolares del antro.

En los casos con metaplasia intestinal observa-
ron la presencia de mucosustancias acidas, generalmente
no sulfatadas, a nivel de las células caliciformes.

En los carcinomas, los tres tipos de mucinas
fueron observados, incluso en el seno del mismo tumor. La
presencia de mucinas Acidas, ademas de otros hallazgos
morfoldogicos, hicieron sospechar la naturaleza metapla-
sica de algunas de las células tumorales. Aungque la pre-
sencia en el tumor de otras células con mucinas neutras
no podia confirmar esta sugerencia. Ademas, no advirtie-
ron una correlaccidn estrecha entre las reacciones obte-
nidas en el tumor y mucosa adyacente. Por tanto,lconclu—
veron que la metaplasia y el carcinoma son procesos inde-
pendientes aunque a menudo coexistentes en el mismo tu-
mor .

Sheahan y Jervis, en 1976 (217), realizaron un
estudio, con AA-PAS vy HID-AA, en muestras del tracto
digestivo de 11 especies animales. En general, demostra-
ron la presencia de mucosustancias neutras en el estdmago
de todas las especies, preferentemente en la superficie vy

epitelio foveolar. Menos cantidad fue observada en las
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glandulas cardiales y en las células mucosas del cuello
de las gléndulas corporales y en las glandulas antrales.
En la mucosa gastrica humana encontraron escasa cantidad
de sialomucinas en las células mucosas del cuelloy a
nivel foveolar. Sulfomucinas no fueron observadas an
ninguna region de la mucosa gastrica examinada.

En 1584, Fischer y cols (10), desarrollaron un
importante estudio dptico con lectinas (HPA, RCA-I, PNA,
ConA, WGA y UEA-I) del tracto gastrointestinal. Las célu-
las epiteliales normales, superficiales y foveolares,
mostraron tincién con RCA-I, UEA-I y WGA, vy ausencia de
la misma con PNA y ConA, aunque estas udltimas timeron la
regidn supranuclear de las células del istmo vy cuello
glandular. En la superficie luminal de las celulas pa-
rietales y principales obtuvieron tincién con PNA, HPA vy
RCA-I. Los sistemas canaliculares de las células parieta-
les fueron teridos intensamente con HPA vy en algunos
casos con PNA.

Las células columnares en los casos de metapla-
sia intestinal mostraron un patrdn de tincidn similar al
de las ceélulas absortivas intestinales normales, es
decir, positividad manifiesta con PNA y HPA que aumentaba
tras tratamiento con neuraminidasa.

En 1los adenocarcinomas pobremente diferencia-
dos, PAS negativos, generalmente no observaron tincidn,
excepto en algunos casos en los que PNA fue muy positivo

en la superficie 1luminal de las células tumorales. La
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tincidn con esta lectina fue muy manifiesta, sin embargo,
en los casos bien diferenciados de tipo intestinal en 1la
region del Golgi y en 1los granulos de secrecion de las
células de aspecto caliciforme. Con RCA-I, HPA y WGA, la
reaccién fue generalmente menos intensa en este tipo
tumoral.

Los carcinomas de tipo difuso mostraron una
menor afinidad, antes del tratamiento con neuraminidasa,
por PNA, v sin embargo la tincién fue muy positiva con
HPA, RCA-I y UEA-I.

Bur y Franklin (12) emplearon lectinas fluores-
ceinadas para estudiar 9 carcinomas gastricos, Yy mucosa
adyacente, en secciones de parafina. Con WGA y RCA-I
Dbtuvieron tincidn de las GP mucosas y no mucosas. PNA,
SBA, DBA, BSA y UEA-I fueron positivas en las vacuolas y
regiones apicales de las ceélulas epiteliales benignas.
Las areas tumorales fueron negativas aungue de modo oca-
sional se advertian focos positivos. La digestion con
neuraminidasa aumentd la tincién en algunos casos. Ante
estos resultados, sugirieron que la disminucién de la
tinciodn en las ceélulas tumorales podria ser debida a una
"sobresializacién" del moco, o bien a una pérdida de la
actividad enzimdtica en la glucosilacién. Con 1la ConA
solo obtienen resultados positivos en el epitelio meta-
plédsico y en 2 de los 9 tumores. Esto indica o0 una anor-
mal adiccidn de manosa o la produccion de GP diferentes

paor algunos tumores gdstricos.
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Existen pocos trabajos en 1los que se describa
con detalle la relacion entre el grupo sanguineo, el
estado secretor o no, y el patrén de tincidn con lectinas
de la mucosa gastrica humana. En este sentido, MaCartney,
en 1986 (204), observd que la tincidn de las células
mucosas superficiales con PNA ocurria sélo en los indivi-
duos no secretores, independientemente del grupo sangui-
neo. Esta correlacidn desaparecia en los carcinomas. Las
lectinas DBA y HPA teffiian selectivamente estas células en
los individuos secretores del grupo A, y la tincidn con
SBA era independiente del grupo sanguineo vy del estado
secretor. El enmascaramiento de la tincién con las dife-
rentes lectinas en los casos de carcinoma, atribuido por
este autor a la sobresializacidn del moco, fue mas evi-
dente con PNA.

Segura, en su tesis doctoral (218), realizd un
estudio, dptico y ultraestructural, de 1la secrecidn
mucosa gastrica normal y metaplasica. Para ellestudio
optico empled diferentes lectinas y métodos clasicos
histoquimicos. En el estudio ultraestructural sélo utili-
264 los métodos clasicos (PAS, Azul alcian, HID, etc.). En
la mucosa gastrica normal encontrd tincidn optica ex-—
clusivamente con la técnica del PAS. En la secrecidn
mucosa, del epitelio superficial foveolar y de las ceélu-
las del cuello, advirtid, mediante lectinas, la presencia
de fucosa (UEA-I), NAc-Glc (WGA), Gal (PNA) y escasa can-

tidad de NAc-Gal (DBA). En 1la zona del Golgi de estas
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celulas encontrdéd estos mismos achares, siendo negativa,
en esta localizacién la presencia de NAc-Gal (DBA). En
las celulas parietales obtuvo reaccién intensa, sobre los
canaliculos intracelulares,con LFA, PNA y UEA-I,deébil con
ConA vy WGA, vy negativa con DBA. Los resultados obtenidos
en la mucosa antral fueron similares a los de la corpo-
ral. En el estudio ultraestructural es de resaltar la
presencia de grdanulos mucosos apicales,en las células del
cuello, con un patréon de tincién trifasico con el metodo
de Thiery.

En la metaplasia intestinal, Segura (218) ob-
servd un patrén de tincidn con lectinas diferente al de
la mucosa normal. LLama la atenciédn la negatividad con
ConA vy DBA en todos los elementos epiteliales metaplasi-
cos, y la diferencia de tincidn entre las células cali-
ciformes de la metaplasia incompleta y completa. En las
celulas absortivas de la metaplasia completa la tincidn
fue positiva con WGA y UEA-I exclusivamente en las micro-
vellosidades.

Okamoto y Forte, en 1988 (219), estudiaron 1la
distribucidn de lectinas fluoresceinadas en ceélulas
oxinticas vy principales del estdmago del conejo. Los
canaliculi de las parietales fueron tefidos con WGA, HPA
y PNA, sugiriendo, por tanto, un predominio de N-acetil-
hexosaminas. Las estructuras tubulovesiculares se teRian
fuertemente con WGA, HPA y RCA-I, 1o que indica 1la pre-

sencia de glicoconjugados que contienen N-Acetil-hexosa-
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minas y galactosa. Una tincidn citoplasmatica difusa con
ConA sugirid la presencia de manosa.

Las membranas apicales de las células principa-
les fueron teridas con PNA, RCA-I, HPA y UEA-I. No ob-
tuvieron tincién, con ninguna lectina, en el citoplasma vy
membranas basolaterales. Por el contrario, observaron
tincidn con UEA-I en 1los espacios laterales inter-—

celulares.

3. ESTUDIOS HISTORQUIMICOS ULTRAESTRUCTURALES DEL MOCO

GASTRICO.

Los estudios bioquimicos comentados previamente
centraron el objeto de su investigacion en conocer la
composicion del moco gastrico, sin hacer referencia a la
localizacidn celular del proceso de sintesis y secrecidn.
Los estudios a nivel de microscopia dptica, con técnicas
histoquimicas clasicas, han detallado las caracteristicas
del moco, asi como su distribucidn en las diferentes
células del epitelio gdstrico normal y patolégico. Con
los trabajos a nivel ultraestructural, gque a continuacidn
comentaremos (autorradiografia, lectinas ...), se inicio
el conocimiento de la localizacidén celular de la sintesis
glucoproteica. Muchas de estas experiencias se basaron en
la aplicacidn de los métodos convencionales opticos. La

dificultad del empleo de lectinas a nivel ultraestruc-
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tural determina que existan pocos trabajos aplicando esta
metodologia a la patologia gastrica.

En 1969, Rambourg vy cols. (220), por primera
vez, emplean la técnica del PAS en microscopia electroni-
ca. lL.a observacién mas relevante de estos autores fue un
aumento en el gradiente de tincidn, desde la parte proxi-
mal a la distal, del aparato de Golgi de la mayoria de
las celulas epiteliales gastricas.

El primer +trabajo ultraestructural, con dife-
rentes técnicas histoquimicas convencionales, del moco
gastrico de las ratas, fue realizado por Spicer y cols
(13) . Emplearon para ello una amplia bateria de métodos
ultraestructurales: hierro dializado (221),diaminas de
alto contenido en hierro (HID) (102), método de Thiéry
(107) vy la técnica del Acido tanico—acetato de uranilo
(222) . Ademds realizaron secciones en parafina a las que
aplicaron el método del AA-PAS y el de HID.

Encontraron que en la mayoria de las células
epiteliales superficiales del estdmago existian qotas
mucosas bifdsicas, con una zona periférica de mucosustan-—
cias neutras ricas en hexosas y una zona central ("core")
mas densa, asi mismo de mucosustancias neutras. En muchas
celulas superficiales de las foveolas, los granulos mono-
fédsicos vy bifasicos aparecen entremezclados con otros
monofadsicos que muestran reactividad uniforme al peryoda-
to y HID, y variable con el hierro dializado. El epitelio

foveolar mas profundo presentaba sélo gotas monofasicas,
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la mayoria de las cuales contenian carbohidratos reac-—
tivos al peryodato. En las células del istmo observaron
granulos monofdsicos, Yy ocasionalmente bifasicos, con
mucosustancias sulfatadas ricas en hexosas. Las células
del cuello contenian una poblacidn uniforme de granulos
monofadsicos con mucosustancias neutras dispuestas a modo
de red. Con el método de Thiéry obtuvieron tincion en el
aparato de Golgi con un incremento hacia la cara madura-
tiva, similar al descrito por Rambourg y cols. (220) con
la técnica del PAS.

Kramer y cols, en 1977 (60), mediante técnicas
autorradiograficas, localizaron ultraestructuralmente la
incorporacién de galactosa vy leucina titriadas en las
células mucosas superficiales del estbmago de rata. Ob-
servaron que la Gal marcada es incorporada fundamental-
mente a nivel del Golgi, que muestra la mas alta radioac-
tividad a los 2’ de la incubacidn, con decremento gradual
en el tiempo. La radioactividad en las vacuolas :conden—
santes y granulos secretores jovenes aparece a los 107,
mientras que en los granulos maduros lo hace a los 40°.
En la capa mucosa externa aparece 20’ después.

Previamente a estas observaciones, Ovtracht y
cols (223) demostraron, en células hepaticas de ratas, la
presencia de galactosiltransferasa en la subfraccidn del
Golgi caracterizada por la existencia de vacuolas secre-
toras. Este hallazgo estd en relacidn con los obtenidos

por Kramer y cols. (60), ya que la mayor concentracion de
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Gal aparece en la cara madurativa del Gblgi. No obstante,
Bergeron (224) observd, mediante técnicas biogquimicas, la
actividad delbenzima citado en los elementos inmaduros
del Golgi.

Kramer y cols. (225), en oiro trabajo sobre la
sintesis de GP, coinciden con Schrager y QOates (18) al
sugerir que la NAcBal es el primer azucar de la cadena
glucosilada, aungue desconocen cudl es el lugar de unidn
a la serina o treonina. La Gal y NAcBGlc alternativamente,
y los grupos finales (Bal, NAcBGal y Fuc) se unirian,
segun estos autores (225), en el complejo de BGolgi.

También con técnicas autorradiograficas en
hepatocitos de rata, Bennet (226) observd como el acido
sialico se incorporaba a las GP en 1la cara trans del
Golgi.

El primer trabajo relevante en el que se utili-
260 una lectina (PNA ligada a peroxidasa) para la investi-
gacion ultraestructural de los lugares intracelulares de
la sintesis glucoproteica, en mucosa g&strica de ratas,
fue publicado por Sato vy Spicer en 1982 (26). Ademas de
realizar teécnicas histoquimicas convencionales, compara-
ron los resultados obtenidos con PNA en microscopia
Optica y electrénica.

El hallazgo dptico de mayor interés con esta
lectina fue la tincidn selectiva de la zona del Golgi en
las células superficiales y foveolares, y la no presencia

de tincidn en la secreciédn apical almacenada como se
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habia descrito previamente (227). 5in embargo, la super-—
ficie de la mayoria de las células epiteliales, asi como
el moco adherido, si presentaron tincién. Esta, ademas,
fue escasa o ausente en el citoplasma apical de las
celulas foveolares profundas y en el moco secretado en
las foveolas. La oxidacidn previa con peryodato elimind
rla tincidn con PNA.

La tincidn supranuclear observada con microsco-
pia optica se correspondia ultraestructuralmente con la

de la cara intermedia del aparato de Golgi. No observaron

reaccion ni en las caras cis y trans, ni en las vesiculas
mucosas maduras. En la superficie luminal de las células
epiteliales superficiales observaron depésitos globulares
intermitentes al igual que en el moco secretado en la luz
(coincidiendo con los resultados a nivel dptico). La tin—
cién negativa con PNA, en la cara madura (trans) del
Golgi y granulos de secrecién, es explicada por Sato vy
Spicer (26) por la adiccitdn de uno o mas residuos azu—
carados tras la galactosa. Dtra posible explicacidn, para
estos autores, seria la falta de permeabilidad para PNA a
través de las membranas citoplasmdticas que delimitan a
los granulos de secrecidén maduros Yy a las caras cis vy
trans del Golgi. Asi, las membranas de las cisternas
intermedias diferirian de las anteriores en que permiti-—
rian la difusidn de la lectina, hecho por otra parte no
confirmado. Los experimentos realizados por Stoward (227)

en colon de ratas, donde tampoco demostro positividad
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para PNA en los granulos mucosos maduros pero si tras
tratamiento con neuraminidasa, dan mayor credibilidad a
la primera hipotesis de Sato y Spicer (26). Estos autores
suglieren que la fucosa seria el azdacar candidato a ocupar
la posicidn final de la cadena carbohidratada.

i_a presencia de tincidn en la superficie lumi-
nal y moco secretado es interpretada por la existencia a
esos niveles de actividad glicosidica (por glicosidasas
bacterianas, acido clorhidrico y pepsinal)lo que permiti-
ria el desenmascaramiento de la galactosa.

Griffiths, en 1982 (55), utilizando la lectina
RCA, encuentra tincidn ultraestructural para Gal tanto en
las cisternas trans como intermedias, mientras que Roth vy
cols. (228) s6lo la observaron en la cara trans del apa-
rato de Golgi de las células mucosas del duodeno. Previa-
mente, Roth y Berger (229) demostraron con técnicas inmu-
nocitoquimicas que la actividad galactosiltransferasa se
localizaba en la cisterna trans.

Suzuki y cols, en 1982 (196), estudiaron esto-
magos de rata empleando 3 lectinas ‘(ConA, RCA vy WGA)Y vy 2
metodologias diferentes, ambas con tincidn "post-inclu-
si6n". E1 primer método es el de Nicolson y Singer (230),
modificado por Suzuki y cols. (174), que emplea lectinas
unidas a ferritina. El1 segundo fue descrito por Ackerman
y Freeman (231) vy usa como marcador de la lectina un

complejo formado por oro coloidal y peroxidasa de rabano.
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No encontraron diferencias en los resultados obtenidos
con los dos métodos.

Con la ConA observaron tincién en las células
mucosas del cuello y células piléricas, y muy poca o nin-
guna en las mucosas superficiales y foveolares. Esta pre-
sencia escasa de manosa en la mucosecrecion gastrica vya
habia sido comunicada por Schrager (18). RCA y WGA fueron
observadas en los grdanulos mucosos de las células super-—
ficiales, foveolares, del cuello y piléricas, aunque con
diferentes intensidades.

Estos autores (196) realizaron un tratamiento
oxidativo con Acido peryddico, previo a la incubacidén de
las rejillas con las lectinas. Esta oxidacién general-
mente provoca una abolicidén de la tincidn excepto con
ConA que aumenta, como describieron Katsuyama vy Spicer
(113) ("tincidn paraddjica de 1la ConA). Este hecho fue
también observado con WGA. Estos resultados sugieren gue
el efecto oxidativo estd relacionado con 1la posi;ién del
azucar, al que se une la lectina, en la cadena glucopro-
teica. La Man y NAc-Glc deben ocupar posiciones no ter-—
minales por lo que la reacciton dificilmente es inhibida.
Por otro lado, se sabe que la Gal estd usualmente prese-
nte en posicién terminal, de ahi 1la inhibicién de la
tincidén tras la oxidacidn.

Con respecto a la posicién de la fucosa en la
cadena azucarada, Roth, en 1983 (193), demostrd ultraes-

tructuralmente, en mucosa intestinal de rata , mediante
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la lectina Lotus tetragonolobus marcada con oro coloidal,
que esta ocupaba las cisternas trans del aparato de Bolgi
de las ceélulas caliciformes. Estudios a nivel 6ptico
realizados por Yonezawa y Nakamura (232) en mucosa colé-
nica normal y neopldsica con la 1lectina UEA-I, demostra-
ron que la o—-L-fucosa ocupa la posicién terminal de las
GP secretadas por la mucosa patolégica, mientras que en
las secretadas por la mucosa normal el acido sialico
competiria con ésta por dicha localizacidn.

Ito vy cols., en 1985 (197) estudiaron compara-
tivamente la mucosa gastrica normal con lectinas a nivel
optico y ultraestructural. Emplearon lectinas biotinila-
das para el estudio 6ptico y conjugadas con peroxidasa
para el ultraestrucﬁural (con una técnica de "pre-—-inclu-
sion') . |

En microscopia éptica, advirtieron tincidn con
las 7 lectinas utitizadas (ConA, RCA, DBA, UEA-I, PNA,
SBA y WGA) en la superficie luminal y regidn supranuclear
de las celulas mucosas superficiales. Ademds, todas,
excepto ConA y DBA, tifieron los gréanulos mucosos, lo que
implica la inexistencia a este nivel de Man y NAcGal. La
tincidn con DBA se 1limitd a 1la superficie luminal vy
region supranuclear. En las células parietales advir-
tieron tincidn perinuclear con las 7 lectinas. En las
células mucosas del cuello vy principales, la tincidn
citoplasmatica resultd mas o menos difusa con todas las

lectinas, excepto con DBA.
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A nivel ultraestructural, observaron positivi-
dad para DBA, RCA y ConA en las cisternas y vesiculas del
Golgi de las células superficiales. En las parietales fue
observada en 1os canaliculos intracelulares. Con DBA fue
muy llamativa, tanto en los microvilli como en las mem-
branas de los canaliculi. La RCA tiRd la membrana celu-
lar, los canaliculi y las membranas del Golgi. La ConA,
ademas, fue positiva en el RE, envuelta nuclear y aparato
de Golgi. En las células principales, el RER fue intensa-
mente tefido con esta lectina.

Los hallazgos a nivel optico son practicamente
superponibles a los obtenidos por Fischer y cols. (6, 10)
con respecto a ConA, RCA-I, UEA-I y PNA. Parece, seguan
Ito y cols. (197), gque la Man entraria a formar parte de
las GP mucosas debido a la tincidn que obtienen con ConA.

La investigacidén del moco gastrico ha estado
relativamente poco desarrollada, desde el punto de vista
ultréestructural, en comparacion con la de otros tejidos.
Tartakoff y Vasalli, en 1983 (64), investigaron los luga-
res subcelulares de la maduracién de los oligosacéridos,
mediante lectinas conjugadas con peroxidasa (ConA y WGA),
en suspensiones de células de mieloma secretor de IgM. La
tincidn con ConA fue observada en el espacio cisternal de
la envuelta nuclear, RER y cisternas de 1la cara proximal
del aparato de Golgi. La tincidn con WGA fue observada en
la cara distal del Golgi, vesiculas de maduracion y en la

superficie celular.
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Estas observaciones confirman la existencia de
2 compartimentos en el Golgi y muestran que las lectinas
pueden ser empleadas como marcadores proximales o dis-—
tales de dicha organela. Los hallazgos con WGA sugieren
que la NAcGlc es amadida durante el transporte de la
cadena carbohidratada desde la parte proximal a la distal
del aparato de Golgi.

Roth, en 1983 (193), realizd un estudio ul-
traestructural en muestras de mucosa duodenal de ratas,
incluidas en Lowicryl, con lectinas unidas a oro coloidal
(método de tincidn directa) y mediante el complejo pero-
xidasa-oro coloidal y ovomucuoide - oro coloidal (metodo
de tincidn indirecto o en dos pasos). Observd tincidn con
ConA exclusivamente en el RER, mientras que con HPA se
advirtid en diversas localizaciones del aparato de Golgi
y en el moco. La tinciodn observada sobre el espacio cis—
ternal del RER con RCA, la cual reconoce residuos de
galactosa, fue interpretada como inespecifica vya gue la
galactosiltransferasa no se encuentra en esta localiza-
cidén, sino en la cara trans del aparato de Golgi, como
habia sido demostrado previamente por este mismo autor
(228, 229).

Pavelka y Ellinger, en 1985 (93), realizaron un
estudio ultraestructural de células absortivas de intes-
tino delgado de ratas con ConA, RCA-I y HPA, usando como
marcador la enzima peroxidasa. Sus resultados mas impor-

tantes fueron la tincidn con ConA de la envuelta nuclear,
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RE, cara cis y a veces trans del Golgi vy lisosomas; la
presencia de tincidn con RCA en las cisternas intermedias
del Golgi, lisosomas y vesiculas citoplasmaticas; vy la
tincidn de la cara cis con HPA, 1o que indica que el
primer azucar de la cadena carbohidratada es la NAcBGal.
Sin embargo, no obtienen tincién con HPA en otras 1loca-
lizaciones.

Estos mismos autores (116) comunicaron los
resultados obtenidos con lectinas unidas a oro coloidal,
ferritina y peroxidasa, en mucosa de intestino delgado vy
traquea de las ratas. Para este estudio incluyeron las
muestras en resina LR White. En las células absortivas
del duodeno observaron tincién con ConA en el borde mi-
crovilloso y lisosomas; con RCA-I y WBA encontraron tin-
cidén, ademds, en las vesiculas apicales, aparato de Golgi
y membrana plasmatica basolateral. En las células calici-
formes, la ConA fue advertida en el RE, Golgi vy lisoso-
mas, y en en ninguan caso en el moco. Las lectinas HPA,
RCA-1I vy WGA tiRieron el aparato de Golgi y el moco, pero
no el RE. Con 1la ConA se marcaron, ademas, los granulos
de los leucocitos eosindfilos. Los granulos secretores de
las células de Paneth mostraron tincidn en la periferia
con RCA-I, permaneciendo sin marcarje la central. Estos
autores sugieren que los sacAridos marcados pertenecen a
mucinas acidas.

Jezernik y Pipan, en 1989 (233), publicaron sus

resultados, con lectinas conjugadas con ferritina, en 1la
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glandula parétida. Obtuvieron tincién de las superficies
apicales de las células.ductales con WGA vy RCA-I. No
observan tincidén con ConA vy muy débil con PNA. Los gra-
nulos de secrecidn se tefian con WGA, RCA-I y PHA-E (Pha-
seolus vulgaris agglutinin). El citoplasma apical de las
celulas acinares mostrd alta densidad de tincion con
todas las lectinas, asi como los grdnulos de secrecidn
(excepto con ConA).

No solo se han empleado lectinas marcadas con
particulas electrén-densas para el estudio cualitativo
del componente carbohidratado de las secreciones mucosas.
Bendayan, en 1981 (234), introdujo una metodologia basada
en la afinidad existente entre un enzima y su sustrato
para estudiar la localizaciédn ultraestructural de acidos
nucleicos. Para ello, une al enzima particulas de oro co-
loidal. Sin embargo, como en muchas técnicas cito-
quimicas, la preservacidén del sustrato durante el proce-
sado, asi como de su estructura para ser identificado por
el enzima, se constituyen en los principales problemas
metodoldgicos para obtener resultados satisfactorios.
Entre la gran variedad de moléculas que pueden ser detec-
tadas con este método, han recibido especial atencidn los
polisacaridos (235, 836).

En 1987, Bendayan y Benhamou (236) observaron,
mediante la enzima f-glucosidasa, restos glucosidicos a
nivel del RER y estructuras nucleares de células hepati-

cas vy pancreaticas. Estos resultados sugerian que el
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sustrato para la f-glucosidasa estéd asociado a las mem-
branas del‘RER, pudiendo corresponder, segun estos auto-
res (236), a los oligosacaridos ligados en N, asi como a
SUsS precursores (los oligosacéaridos ligados a lipidos).
Como ya comentamos, la sintesis de este tipo de oligosa-
taridos parece ser que comienza en el RER (87, 895, 90).
lLa tincidén nuclear observada por Bendayan vy
Benhamou (236) concuerda con previos resultados obtenidos
por otros autores (193, 237, 238) usando lectinas marca-
das con oro coloidal. La tincién nuclear fue observada
por los primeros (236) fundamentalmente sobre 1la hetero-—
cromatina o cromatina condensada, mientras gue Kan (238)
la observd en las regiones de la eucromatina. Estos resi-
duos glucosilados nucleares pueden jugar, segun Kan

(237), un importante papel en la transcripcién del ADN.
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1I. PLANTEAMIENTO DEL TEMA.
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La investigacidn de la composicidn de la secre-—
Cion mucosa gastrica ha sido objeto de numerosos estu-
dios. Estos se han enfocado desde un punto de vista
bioquimico, asi como histoguimico a nivel de microscopia
de luz. En menor proporcién se ha determinado la estruc-—
tura glicoproteica de las mucinas gdstricas bajo el
prisma de la microscopia electroénica.

En general, los glicoconjugados, moléculas am-—
pliamente distribuidas en la economia (enzimas, hormonas,
anticuerpos, secreciones mucosas...), s han relacionado
con los procesos secretores, con la diferenciacion celu-
lar y con la transformacién maligna.

En particular, las mucosustancias gastricas
tienen fundamentalmente una funcidn protectora y lubri-
cante de la capa mucosa. Los maltiples estudios, bioqui-
micos e histoquimicos, sobre su estructura, se han cen-
trado en la composicidn de la parte carbohidratada, ya
que la proteica es de dificil acceso. En estos trabajos
se ha encontrado que el moco gastrico, compuesto por GP
de alto peso molecular, presenta una gran heterogeneidad,
con variaciones individuales en relacidn con el grupo
sanguineo.

Ademds de investigar su estructura quimica, se
ha tratado de objetivar sus posibles alteraciones, inten-—
tando relacionarlas con procesos patoldgicos gastrointes-

tinales y con la carcinogénesis.



89

Las GP que entran a formar parte de las mucinas
gastricas estan constituidas, en su mayor parte, por
cuatro sacéridos : N-acetil-galactosamina, N-acetil-
glucosamina, galactosa y fucosa. Estas moléculas estan
ligadas a la cadena proteica por un enlace O-glicosidico
entre los aminodcidos serina o treonina y el grupo hidro-
xilo de la N-acetil-galactosamina. Esta hexosamina es,
por tanto, el primer azucar de la cadena carbohidratada.
No existe acuerdo, entre los diferentes autores, sobre la
localizacién intracelular donde se realiza el “"acopla-
miento" entre los dos componentes.

Se han constatado diferencias en la composicidn
de las GP del moco normal y del secretado por estdmagos
con patologia. Estas podrian estar en relacidn con una
glicosilacidn incompleta, o bien ser consecuencia de la
adicidn de otros sacaridos. Debido a la heterogeneidad de
la estructura molecular de las GP gastricas en normali-
dad, es muy dificil demostrar los cambios que ocurren en
el moco durante los estados patoldgicos.

Por tanto, el estudio de las alteraciones cuan-
titativas y/o cualitativas del moco gastrico, en patolo-
gia tumoral y no tumoral, podria ser un marcador en el
diagndstico precoz del carcinoma gastrico en sujetos de
alto riesgo.

Con estos antecedentes, hemos realizado un
trabajo histoquimico ultraestructural con lectinas, en

muestras de mucosa gastrica normal, metaplasica y neopla-
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sica, con los siguientes objetivos: en primer lugar,

investigar cudles son 1los principales sacaridos que
entran a formar parte de la secrecidn mucosa gastrica

normal; en segundg lugar, demostrar su localizacion

intracelular en el proceso de sintesis de las cadenas

azucaradas; y en tercer lugar, tratar de interpretar las

posibles diferencias existentes entre la composicidn del

moco gastrico normal y "patolégico".
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I1I. MATERIAL Y METODOS
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A. OBTENCION DEL MATERIAL.

Para 1la realizacidn de este trabajo experimen-
tal hemos utilizado 35 piezas de gastrectomia de pacien—
tes diagnosticados de carcinoma gastrico. Todo el mate-—
rial procedia del Hospital Universitario Virgen Macarena
de Sevilla y fue obtenido durante el afo 1988-1989,

Las piezas de gastrectomia fueron recogidas
directamente del quirdfano y llevadas al Departamento de
Anatomia Patoldgica envueltas en gasas empapadas en suero
fisioldbgico, en el menor tiempo posible. Una vez abierta
la pieza por curvadura mayor, se tomaron varias muestras
del tumor, zona adyacente vy alejada, sumergiéndolas en
gotas del fijador sobre una placa de cera y, bajo el
microscopio de diseccidn, fueron cbrtadas en fragmentos
de 1-2 mm®, separando y orienténdo la capa mucosa.

Cada grupo de muestras se dividieron en dos
subgrupos: uno para inclusién rutinaria en resina'Spurr Yy
otro para inclusidén en resina LR White (London Resin
Company, Basingstoke, UK).

De los 35 carcinomas gastricos estudiados, 20
correspondian a la variedad intestinal y 15 a la difusa

(71) .



93
B. FIJACION,

Las muestras que se incluyeron en Spurr (172),
fueron fijadas en una solucidn de glutaraldehido al 2,5%
en tampdn fosfato salino (PBS) durante al menos 4 horas.
Posteriormente se realizd posfijacidn en tetroxido de
osmio al 1% durante 1 hora.

Las muestras incluidas en resina LR White fue-
ron fijadas en solucidn de glutaraldehido al 1%. con
amortiguador cacodilato sodico 0,1 M a pH 7,2 durante 2
horas a 49C. Alternativamente, algunas muestras fueron
fijadas en una mezcla de formaldehido al 4% (preparado en
fresco) y glutaraldehido al 0,5%, en el mismo amortigua-

dor y en las mismas condiciones de tiempo y temperatura.
C. PROCESAMIENTO DE L AS MUESTRAS.
1. EN RESINA SPURR

Tras la fijacion, las muestras fueron lavadas
en agua destilada y deshidratadas en alcohol etilico a
concentraciones crecientes (30%, S0%, 70%, 90%, 100% x 2)
durante 15 minutos en cada paso, y a temperatura ambien-
te, vy posteriormente en dxido de propileno en 2 pasos de
153 minutos. La inclusidn y realizacién de los blogues en

capsulas de polietileno fue llevada a cabo en resina
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Spurr (172) segun la metodologia habitual de nuestro

laboratorio de microscopia electrdénica.

2. EN RESINA LR White

La inclusién en esta resina fue realizada con
una modificacidn de la técnica descrita por Ellinger vy
Pavelka (116). Tras la fijacién, las muestras fueron in-
troducidas en cloruro amdnico 0,05 M en tampén PBS para
bloquear los radicales aldehidos libres. A continuacidn
fueron deshidratadas en alcohol etilico a diluciones
crecientes (704, 80%, 95%, 100% x 2) en pasos de 15 minu-
tos a temperatura ambiente.

La inclusién se realizd directamente en resina
pura, permaneciendo en un aparato giratorio durante 4
horas, tras las cuales se efectud un cambio de resina. En
esta nueva resina las muestras se mantuvieron a 49C hasta
el dia siguiente. Para 1la polimerizacidn se utilizd una
mezcla de resina con su acelerador (1 gota por cada
10cc), que tras ser agitada durante pocos minutos, fue
depositada sobre los fragmentos introducidos en céapsulas
de gelatina, permaneciendo en estufa a 3508C durante 24
horas.

Se realizaron, en ambos tipos de 1inclusion,
cortes "semifinos" (de 1Xm de espesor y teRidos con azul
de toluidina) para seleccionar las zonas que ibanmn a ser

estudiadas con el microscopio electrédnico. Las secciones
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"ultrafinas", de 800-1000 A de espesor, fueron cortadas
con cuchillas de vidrio y montadas en rejillas de niquel
de 300 Mesh, sin colodion. Los cortes que no se utiliza-
ron para estudio histoquimico ultraestructural, fueron
tefiidos con acetato de wuranilo metandlico vy citrato de
plomo, ambos al 2%.

La observacidn ultraestructural se realizd en

un microscopio electrdénico Zeiss EM 900 Turbo.

D. TECNICA HISTOQUIMICA ULTRAESTRUCTURAL. .

1. REACTIVOS EMPLEADOS

Para este estudio hemos empleado S5 tipos de
lectinas biotiniladas (Ulex europaeus agglutinin-I,
Peanut agglutinin, Wheat germen agglutinin, Soybean
agglutinin vy Dolichus biflorus agglutinin) (Lab. Vector,
Burlingame, USA). Ademas, dispusimos de las lectina UEA-I
y PNA conjugadas con particulas de oro coloidal de 20 nm
(Lab. Jansen, Olen, Bélgica). La estreptavidina utilizada
estaba unida, comercialmente, a particulas de oro coloi-
dal de 15 nm (Lab. Janssen, Olen, Beélgica) y 30 nm (Lab.
Vector, Burlingame, USA).

Para la incubacién, en todas las lectinas, de
las secciones incluidas en resina LR White se utilizaron
diferentes concentraciones (40, 100 y 200 Hg/ml) en solu-

citdn de albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS. La
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concentracidn de las lectinas marcadas con oro coloidal
era de 40 rkg/ml. En los fragmentos incluidos en resina
Spurr la concentracidn utilizada, para el método indirec-
to, fue de 200rg/ml. La estreptavidina marcada con oro
coloidal se utilizdé, en ambas inclusiones, a una dilucion

1:20 en BSA-PBS 1%.

2. PROCEDIMIENTOS DE INCUBACION

a. Método Indirecto

El procedimiento de incubacidn utilizado fue el
descrito por Bonnard vy cols. (158) para anticuerpos
biotinilados, con alguna modificacién. Todos los pasos
fueron realizados en cdmara humeda y a temperatura am-
biente, depositando la rejilla "flotando" sobre las gotas
de los diferentes reactivos. La metodologia fue la si-

guiente:

1) Se depositan sobre una gota de BSA-PBS al 1% durante

15 minutos.

2) BSe pasan posteriormente a la gota de lectina per-—
maneciendo sobre ésta durante 1 hora, de forma que los

cortes contacten con la gota.
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3) Se realizan tres pasos de S minutos cada uno en tampdn

BSA-PBS al 1%.

4) A continuacion las rejillas son transferidas a las
gotas de estreptavidina marcada con ore coloidal de 1S

nm. durante 30 minutos.

5) Se lavan abundamente con agua bidestilada a chorro.

6) Se contratifen suavemente con acetato de uranilo al 2%

en alcohol metanilico al 70%, durante 2 minutos.

7) Se lavan de nuevo con agua bidestilada.

Los fragmentos incluidos en resina Spurr fueron
teridos con esta misma metodologia sin realizar ninguan
procedimiento de "etching" previo.

Las muestras fueron estudiadas en un microsco-

pio electrénico Zeiss EM9S00.

b. Método Directo

El procedimiento de incubacidn se realiza en un
solo paso. Fue realizado con las lectinas UEA-I y PNA en
algunos fragmentos exclusivamente para comparar los
resultados obtenidos con esta metodologia y la ténica

indirecta.
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c. Incubacidn con dos lectinas

El doble marcaje con lectinas fue realizadd
ocasionalmente, ya que la laboriosidad metodoldgica de-
sestructura notablemente el tejido, dificultando el
estudio ultraestructural.

Para 1llevar a cabo la tincidén simultanea con
dos lectinas se utilizéd el método descrito por Bendayan
(188) para identificar dos antigenos en la misma seccidn.
Este método consiste en marcar una cara de la rejilla con
una lectina y estrepatividina conjugada con oro coloidal
de un tamarfo, y la otra, a continuacién, con otra lectina
y estreptavidina marcada con oro coleoidal de diferente

tamarno.

Los controles se realizaron incubando las reji-
llas exclusivamente con estreptavidina conjugada con
particulas de oro coloidal, sin aradir previamente la
lectina. En ningiun caso observamos reaccidon inespecifica
entre la estreptavidina y biotina enddgena, u oligosaca-

ridos similares a lectinas.
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A. METODOLOGIA.

1. FIJACION

La fijacién de las muestras incluidas en resina
LR White (en solucidn de glutaraldehido al 1%, en tampon
cacodilato durante 2 horas) fue suficiente para mantener
una aceptable preservacidn de la ultraestructura celular.
Se pudieron delimitar las membranas celulares, estruc-
turas nucleares, mitocondrias vy grdnulos de moco. E1
reticulo endoplasmico y las cisternas del aparato de
Golgi fueron, en muchos casos, mas dificiles de iden-
tificar. No encontramos diferencias, ni en la conser-
vacién ni en el marcaje de restos azucarados, cuando
utilizamos como fijador una solucidn de formaldehido vy
glutaraldehido. Los fragmentos procesados para ser in—
cluidos en resina Spurr presentaron wuna ultrastructura
mejor conservada, debido al mayor tiempo de fijacidn v a
la refijacidn con tetroxido de osmio. Sin embargo, estos
resultados contrastaron con la disminucidn en el marcaje
con oro coloidal de los restos azucarados, al compararlos
con los obtenidos en las muestras incluidas en LR White,
a pesar de incrementar la concentracidn de las lectinas

al doble (Fig. 1, 15).
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2. INCUBACION

El tiempo de incubacidn que garantizd un marca-
Je intenso de las glucoproteinas mucosas, intra y extra-—
celulares, sin aparecer tinciédn de fondo, fue de 60 minu-
tos.

Las secciones ultrafinas que fueron incubadas
con el método directo ("lectinas - oro coloidal") mostra-
ron una reaccién menos intensa que las estudiadas con el
método indirecto (biotina - estreptavidina) (Fig. 2).
Esta discordancia podria ser debida a la menor concen-
tracidn con la que se comercializa las lectinas unidas a
oro coloidal, o bien a la mayor sensibilidad del método
avidina-biotina. En los estudios realizados con el método
indirecto utilizando diferentes concentraciones de lecti-
nas biotiniladas, hemos observado gque a 1igualdad de
concentraciones este método es mas sensible que el direc-—
to. La concentracidn empleada para realizar este trabajo
fue de 100 KHg/ml.

En cuanto a la incubacidn con lectinas de las
muestras incluidas en resina Spurr, ya hemos hecho refe-
rencia a la disminucién observada en la intensidad de
marcaje. No obstante, en muchos casos la reaccidn fue muy
llamativa sin tener que realizar procedimiento de "et-
ching" previo (Fig. 1).

Cuando realizamos doble marcaje con particulas

de oro coloidal de dos didmetros (15 y 30 nm) la conser-—
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vacidn de las secciones ultrafinas aparecid deteriorada
por el procesamiento tan laborioso, e incluso en muchos
casos, las secciones se desprendian de la rejilla. Este
problema fue relativamente paliado introduciendo los cor-
tes, previamente a la incubacidn, en estufa (Fig. 12, 13,

21) .
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B. ESTUDIO HISTORUIMICO.

El estudio ultraestructural con 1lectinas ha
sido realizado con los resultados obtenidos con el método
indirecto en el material incluido en resina LR White, por

los motivos expuestos previamente.
1. MUCOSA GASTRICA NORMAL

El marcaje con oro coloidal de las glucoprotei-
nas mucosas del epitelio gastrico aparentemente normal,
reveld una gran heterogeneidad en cuanto a la intensidad
de reaccidn en cada célula.

En las ceélulas epiteliales superficiales vy
foveolares, del antro y cuerpo gastrico, encontramos
intensa reaccidn positiva, en la mayoria de los casos, en
las vacuolas mucosas maduras y en la zona del aparato de
Golgi con PNA, WGA, SBA y UEA-I (Fig. 2, 3, 4, S). Con
la 1lectina DBA la reaccidn fue menos evidente y en célg=
las aisladas. Observamos grdanulos mucosos bifdsicos con
un marcaje periférico y una zona, mads o menos central,
electrén-densa, negativa para PNA (Fig. 4) vy ocasional-
mente para WGA (Fig. S). La tincidn del ribete microve-
llositario y glucocalix fue manifies;a con WGA y UEA-I.

El moco extracelular adherido a la superficie

mucosa fue marcado fundamentalmente con PNA (Fig. 3, 4) vy
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UEA-I. El1 marcaje con la lectina WGA fue nulo o muy
discreto.

Las vacuolas mucosas de las celulas del cuello
glandular se tiferon, asi mismo, con todas las lectinas,
excepto con DBA.

En las células parietales obtuvimos marcaje del
moco perinuclear con PNA (Fig. 6B), WGA y UEA-I. Tambien
observamos, con estas mismas lectinas, marcaje mas escaso
a nivel de 1los sistemas canaliculares intracelulares
(Fig. 6A).

El marcaje del aparato de Golgi fue dificil de
valorar debido a la mala preservacidn ultraestrustural de
esta organela. Cuando 1la identificacidén fue posible,
observamos como la lectina PNA marcaba fundamentalmente
las cisternas de la cara de maduracion (trans), aunque
también se advirtid reaccién sobre la cara de formacidén
(cis) (Fig. 7, 8). La lectina WGA marcd fundamentalmente
la cara intermedia vy trans. Las tres caras del complejo
de Golgi fueron marcadas, en alqunos casos, con la lec-
tina SBA (fig. 9), mientras que en otros la intermedia
fue negativa y sdlo se observd reaccion en las caras cis
vy trans (Fig. 10). En muchos de éstos la reaccidn sobre
la cara cis '"dibujaba" la convexidad de ésta con respec-—
to al nucleo (Fig. 10).

El resultado mas importante con 1la lectina SBA
fue el marcaje obtenido, en 5 casos, sobre el reticulo

endoplasmico rugoso. Esta reaccién fue focal y ocurrio
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sobre las membranas y en el interior del espacio de la
tumen del reticule (Fig. 11).

Ocasionalmente observamos marcaje de estructu-
ras nucleares con PNA, WGA, SBA y DBA. También con WGA
advertimos reaccidn en las membranas basales, asi como en
los grdnulos de 1los mastocitos, Yy con UEA-I sobre el
ribete luminal de las ceélulas endoteliales.

En los casos que realizamos incubacidn con dos
lectinas 1los resultados mas relevantes fueron obtenidos
con la combinacidn PNA-SBA y PNA-WGA. Con la primera
combinacidén, en células epiteliales foveolares y superfi-
ciales, la reaccidn con PNA se localizd fundamentalmente
sobre las vacuolas mucosas y la reaccidn con SBA sobre la
zona del Golgi, mds en 1la cara de maduracidn (trans)
(Fig. 13). En 1las vacuolas de moco también advertimos
marcaje con SBA pero fue menos intenso que con PNA (Fig.
12). Con el doble marcaje PNA-WGA apreciamos mayor con-—
centracion de restos de Gal sobre la zona del Golgi que

de NAc-Gilc.
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2. MUCOSA GASTRICA METAPLASICA

En 28 de los 35 casos con carcinoma estudiados
encontramos focos de metaplasia adyacentes a la neopla-
sia. No clasificamos la metaplasia en sus variedades vya
que no es objetivo de este trabajo el estudio histoquimi-
co convencional de esta patologia gastrica.

En las 4reas metapldsicas advertimos, en gene-
ral, una reaccién con todas las lectinas menos intensa
gue en el epitelio aparentemente normal. La diferencia en
la intensidad de marcaje fue mas evidente con WGA.

El moco de las células caliciformes se marco
con menor intensidad que el moco de las ceélulas normales
con todas las lectinas utilizadas (Fig. 14, 15). Sin
embargo en muchos casos, las células columnares mucosas
presentaron intensa reaccién con SBA y PNA (Fig. 16).

El moco extracelular en estas dreas metaplasi-
cas fue positivo con PNA (Fig. 16) vy discretamente con
UEA-I vy, al igual que en el moco adherido a las células
de la mucosa narmal, fue constantemente negativa 1la
reaccidn con WGA.

La reaccién en las células absortivas columna-
res fue observada, fundamentalmente con UEA-I, WGA, PNA vy
SBA, sobre el ribete microvellositafio y moco de la zona
apical del citoplasma (Fig. 17). Con PNA obtuvimosbmarca—
je del aparato de Golgi, que resulté ser similar al

observado en las celulas mucosas del epitelio normal, es
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decir, sobre las caras cis y trans. Similar reaccién fue

obtenida con WGA sobre estas estructuras.

3. MUCOSA GASTRICA NEOPLASICA

Al igual que en la mucosa gastrica metaplasica,

la disminucidn del marcaje con todas las lectinas fue el

hallazgo mas sobresaliente en todos los casos de carcino-

ma.

a. Carcinoma géstrico de tipo "célula intestinal

De los 20 casos de este tipo tumoral estudiados
solo en 14 obtuvimos reaccién positiva con todas 1las
lectinas.

En los casos positivos el marcaje fue zonal,
coexistiendo células positivas junto a otras con escasa o
ninguna reaccidn. En general, ésta fue menos intensa que
en la mucosa normal vy metaplasica.

El marcaje mas 1llamativo en 1los casos bien
diferenciados fue obtenido con la 1lectina PNA y WGA,
localizadndose en las vacuolas mucosas supranucleares
(Fig. 18), glucocalix y moco luminal. Fue evidente, asi
mismo, la tincidn del moco observado en las luces intra-
citoplasmaticas (Fig. 19).

Con 1la lectina SBA la reaccidn en el moco de

las vacuolas del citoplasma apical fue menos intensa que
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con PNA vy WGA (Fig. 20). Sin embargo, obtuvimos marcaje
de la z2o0na del Golgi, aunque éste fue escaso y de modo
disperso sin concentrarse sobre alguna de las caras de
esta organela (Fig. 20). Una distribucién azarosa, simi-—
lar a la descrita, fue observada al marcar conjuntamente
el aparato de Golgi con PNA y WGA (Fig. 21).

La reaccidn con UEA-I fue generalmente débil y

localizada en el ribete microvellositario.

b. Carcinoma gastrico de tipo difuso

.Estudiamos 15 casos de este tipo tumoral, ob-
servando en todos ellos la presencia de los tres tipos de
células descritos clasicamente (A, B y C) (79). Al igual
que en los carcinomas de tipo intestinal, la reaccidn con
lectinas fue heterogénea dentro de 1la poblacidn tumoral,
coexistiendo células neopléasicas positivas con otras
negativas.

Los tipos A y B (estadio inicial e intermedio
de la diferenciacidn, respectivamente) fueron positivos
para PNA, WGA, SBA y DBA. Fue muy intensa la reaccidn con
la lectina WGA a nivel de los granulos oscuros pequefos Yy
de mediano tamaro.

El marcaje de estos tipos celulares con UEA-I
fue muy débil o nulo. Sin embargo, el moco de las células

en "anillo de sello"” (células tipo C) fue positivo para
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esta lectina y con menor intensidad para el resto, a
excepcion de WGA (fig. 22).

La presencia de 1luces intracitoplasmaticas fue
observada frecuentemente en esta variedad histoldgica de
carcinoma. El marcaje del moco contenido en estos espa-
cios luminales intracelulares fue intenso con la lectina
WGA, asi como el tapizamiento microvellositario (Fig.
23) . La reaccidn con esta lectina sobre estas estructuras
no fue observada en todos los casos. LlLama la atencién
que el moco luminal intra y extracelular reaccione tan
intensamente con la lectina WGA a diferencia del moco
extracelular del epitelio normal vy metablésico, donde el

marcaje fue escaso o nulo.
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V. DISCUSION
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A. METODOLOGIA.

La deteccidn de los lugares intracelulares de
unidn de las lectinas ha estado muy limitada. Esta limi-
tacidn es consecuencia de la pobre penetracidn de estas
macromoléculas en el interior de células y tejidos (25,
26, 179). En consecuencia, la investigacidn ultraestruc-
tural de las secreciones glucoproteicas se ha visto poco
desarrollada, existiendo escasas publicaciones en rela-
cidn con las mucinas gastricas (25, 26, 196, 197).

En el presente trabajo hemos comprobado como es
posible estudiar, con lectinas, la composicidn de estas
mucinas en microscopia electrénica utilizando una resina
acrilica denominada LR White (116, 153). La preservacion
de la ultraestructura celular nos harpermitido identifi-
car los lugares de unién de las lectinas, sin necesidad
de realizar ningun procedimiento de "etching" (116, 163,
170) . Esto se debe a que este medio de inclusidn tolera
una deshidratacién parcial del tejido (133), y por tanto,
permite el paso de macromoléculas como lectinas. Sin
embargo, se ha sugerido que las particulas marcadoras
(oro coloidal, en este caso) podrian reducir la capacidad
de penetracion limitando la localizacidn de las lectinas
a las capas mas superficiales de las secciones tisulares
ultrafinas. Por ello, Ellinger (116) recomienda el empleo
de lectinas conjugadas con peroxidasa. En nuestra opi-

nion, este problema ha sido solventado utilizando una
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técnica indirecta con el método avidina - biotina (158)
con resultados satisfactorios. En las secciones que
fueron incubadas con el método directo (lectina - oro
coloidal) fue evidente la menor intensidad de marcaje en
comparacién con el método indirecto. Este hecho podria
estar relacionado con la sugerencia referida previamente,
aunque nos inclinamos por la mayor sensibilidad del
metodo ABC (159) como causa del incremento en el marcaje
con oro coloidal.

Existe un acuerdo general entre los diferentes
investigadores acerca de la necesidad de realizar trata-
mientoé para aumentar la hidrofilia cuando se utilizan
resinas de tipo epoxy. Asi, Roth, en 1983 (193), realizd
un estgdio ultraestructural de mucosa duodenal de ratas
incluida en resina Lowicryl vy epon. En las muestras
incluidas en esta Jdltima resina no advirtid tincion o fue
minima, sin realizar ‘"etching". Nuestros resultados con
la resina Spurr indican gque es posible obtener marcaje
con oro coloidal sin realizar ningdn método para aumentar
la hidrofilia, aunque cbviamente el marcaje fue de menor
intensidad compardndolo con el obtenido en las muestras
incluidas en resina acrilica.

En cuanto a las condiciones en las que se rea-
lizan los diferentes pasos del procesado de las muestras,
nuestra opinidn coincide con la expresada por Bendayan vy
cols. (164), en el sentido de que éstas dependen del tipo

de sustancia y tejido que se pretenda estudiar. Todos los
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pasos que intervienen en el desarrollo de estas técnicas
son susceptibles de modificar los componentes tisulares.

La mejor tincidn fue obtenida fijando en gluta-
raldehido durante 1 hora, deshidratando en cortos perio-
dos de tiempo desde etanol al 70%, e 1incubando con 1la
lectina durante 1 hora. Estas condiciones son similares a
las utilizadas por otros autores (116, 169). Pensamos que
la deshidratacidn exclusiva con etanol al 70%4, como reco-
mienda Newman (167), puede conducir a inconvenientes a la
hora de identificar los lugares de unidn de las lectinas.

En 1los casos incluidos en resina Spurr se rea-—
lizé posfijacidn con osmio, sin afectar, aparentemente,
al marcaje con lectinas. Clasicamente, se ha obviado el
uso de osmio en inmunohistoquimica ultraestructural por
razones de pérdida de antigenicidad. En 1la literatura
revisada no hemos encontrado ningun trabajo con lectinas
en microscopia electrénica en el que se use esta sustan-
cia tras la fijacidn. Sin embargo, Bendayan y Zollinger
(168) demostraron, en tejido pancreatico de rata incluido
en epon, que la osmificacidén no deterioraba la antigeni-
cidad si se empleaban después agentes oxidantes.

En resumen, nuestros resultados muestran la
capacidad de esta técnica post-inclusiédn para la locali-
zacidn ultraestructural de oligosacdridos con lectinas
biotiniladas, en los diferentes compartimentos y membra-
nas celulares, asi como en los productos de secrecidn y

en el moco extracelular. Los controles realizados confir-
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man que el marcaje obtenido depende de la interaccidn

especifica del receptor sacdrido con su lectina.
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B. GLUCOPROTEINAS GASTRICAS

1. MUCOSA GASTRICA NORMAL .

Las GP mucosas del estdmago estan constituidas
fundamentalmente por 4 sacdridos: NAc-Gal, NAc-Glc, Gal vy
Fuc (18, 23). Nuestros resultados confirman este dato, ya
gue con las lectinas que interaccionan con dichos azuca-
res el marcaje fue constante en el moco de las celulas
epiteliales gastricas. Generalmente, la tincidn fue mas
evidente con PNA, WGA y SBA que con UEA-I, lo gque sugiere
que las hexosaminas estdn en mayor proporcidén gue la
fucosa en la estructura ramificada de la cadena carbohi-
dratada. En este sentido, Schrager (18), mediante estu-
dios con cromatografia liquido - gas, detectd gque el
azucar que aparece en mayor proporcién en el moco gastri-
co aspirado es la glucosamina. Del mismo modo, Fischer vy
cols. (11), empleando cromatografia en gel de agarosa
unido a diferentes lectinas vy cromatografia en ggs,
obtuvieron resultados similares a los de Schrager (18).
Ademas, observaron que la relacidn entre hexosaminas y
galactosa era de 3:1. Para estos autores (11) las lecti-
nas tienen mayor afinidad por los componentes del moco
rico en hexosaminas, lo gque cuestiona si realmente estos
sacaridos son laos mas abundantes en el moco gastrico. No

obstante, nuestros resultados asi lo sugieren.
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La presencia de GP del plasma en la secrecidn
mucosa podria oscurecer la relacién cuantitativa real de
los componentes carbohidratados de las mucinas gdstricas.
Sin embargo, como han demostrado numerosos autores (10,
12, 15, 18, 207, 239), la secrecidn mucosa gastrica no
contiene manosa, 0 bien estda en poca cantidad (197),
mientras que este sacdrido estd en gran cantidad en las
GP blasméticas (207); ademds, estas GP no contienen
galactosamina (207).

Los diferentes investigadores estan de acuerdo
al seralar gque el primer azicar de la cadena de sacdridos
en las GP gastricas, y en general de 1las GP ligadas a la
cadena proteica por un enlace O-glicosidico, es la NAc-
Gal. Este dato ha sido constatado tanto en estudios
bioquimicos (18, 23) como histoquimicos (90, 95). Roth,
en 1984 (90), vy posteriormente Pavelka (95), obtuvieron
marcaje ultraestructural sobre la cara cis del aparato de
Golgi con la lectina HPA. Nuestras observaciones con la
lectina SBA coinciden con las de estos autores (90, 95) vy
vya que sdlo con esta lectina obtuvimos marcaje sobre la
cara de formacion del aparato de Golgi, es sugestivo
pensar que la NAc-Gal sea el "puente de unidn" con la
cadena de aminodcidos.

Existen controversias en la literatura revisada
respecto al lugar donde se 1llevaria a cabo la unién de
los dos componentes de las GP mucosas. Para algunos

autores (50, 51) la glicosilacidn es una de la funciones
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del RER, y asi se ha demostrado (87, 89, 90) que en esta
organela se inicia la sintesis de los oligosacaridos
ligados en -N (constituyentes de las OGP no mucosas),
ocurriendo los Gltimos pasos en el Golgi. La capacidad de
este complejo para la maduracidn de GP y glicolipidos ha
sido confirmada por numerosos estudios autorradiografi-
cos, enzimolégicos y de Ffracciones celulares (39-64).
Ademds, se sabe que el complejo de Golgi es el principal
director de la circulacidn macromolecular, es decir, el
lugar de divergencia de las rutas de transporte intrace-
lular desde el RE (52, 58, 59). 8Sin embargo, existen
menos datos en relacidn al lugar de unidn de la NAc-Gal a
la serina o treonina en las GP mucosas. Para Hanover (89)
y Kim (S2) el enlace se realizaria en los microsomas
lisos, mientras que para Strous (93) se llevaria a cabo
en los ribosomas sobre la cadena proteica. Para otros
autores (90, 94, 95) ocurriria la unidn en 1la cara de
formacidn o cis del aparato de Golgi. Estos autores (90,
335) fundamentan su hipdtesis en el marcaje histoquimico
ultraestructural de este compartimento con la lectina HPA
en células mucosas intestinales. Como comentamos previa-
mente, nuestros resultados con SBA apoyarian esta idea.
Sin embargo, hemos de mencionar e} marcaje focal que
hemos obtenido con esta lectina sobre la membrana y lumen
del RER. Aunque se trata de una abservacidn casual (sdlo
en 3 casos) vy de modo focal, este hallazgo es 1o sufi-

cientemente atractivo para pensar que si bien lo mas
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frecuente es gque el lugar de "acoplamiento" de la NAc-Gal
sea el complejo de Golgi, podria ocasionalmente situarse
en el RER sobre la cadena proteica en formacidn. Otros
autores (13, 220) con técnicas histoquimicas convenciona-
les aplicadas a microscopia electrdénica (PAS vy método de
Thiéry) observaron exclusivamente tincidn del aparato de
Golgi, con un gradiente de la misma desde la parte proxi-
mal a la distal. Los estudios histoquimicos opticos con
lectinas (10, 12, 24, 218, 239) han sugerido, sin poder
confirmar, que la sintesis de las GP se realiza en dicho
aparato por la frecuente tincidn supranuclear observada.
El marcaje obtenido con SBA, en nuestros casos, sobre la
cara trans del Golgi vy vacuolas maduras, sugiere ademas
que la NAc-Gal no sélo es el primer azucar sino que puede
ocupar posiciones intermedias y periféricas en la secuen-
cia de carbohidratos.

En general, el marcaje obtenido con las dife-
rentes lectinas del resto de las estructuras celulares
coincide con el de otros autores, con ciertas diferencias
sobre todo en relacidn con PNA. Desde el punto de vista
optico, la mayoria de los investigadores refieren resul-
tados positivos con esta lectina a nivel de regidédn supra-—
nuclear, vacuolas mucosas y zona apical del citoplasma
cetular (12, 24, 204, 218, 239). Sin embargo, Fischer vy
cols. (10) no 1la obervaron en células superficiales vy
foveolares, y si en la regidn supranuclear de las células

indiferenciadas del istmo y cuello. Para estos autores
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(10) la tinciédn de estas celulas estaria en relacidn con
una glicosilacidn imcompleta, 1o que explicaria que el
disacarido @f-Gal (1-3) NAc-Gal se situe en posicidn
terminal. Sato (26) obtiene tincidn con PNA en 1la zona
del Golgi, superficie apical y moco adherido, mientras
que no la observa en la secrecidn mucosa madura apical de
las células superficiales. En este mismo trabajo (26),
este autor confirma estos resultados de microscopia
optica con los qbtenidos a  nivel ultraestructural, argu-
mentando que la adicidn de otros sacadridos seria la causa
de la tincidn negativa de las vacuolas mucosas maduras,
mientras que la presencia de actividad glicosidasa a
nivel apical explicaria el marcaje sobre dicha zona. La
otra posibilidad que apunta Sato (26), acerca de la falta
de permeabilidad para esta lectina de la membrana de las
vacuolas mucosas, es mas cuestionable.

Nuestras observaciones con PNA sugieren que la
Gal vy el disacarido f-Gal (1-3) NAc-Gal pueden ocupar
tanto posiciones centrales, intermedias como periféricas
en la estructura carbohidratada. La adicidn del monosaca-
rido Gal se ha demostrado, por estudios autorradiografi-
cos (60), enzimolégicos (223), inmunocitoquimicos (229) e
histoquimicos con lectinas (55, 95, 228) realizadas en
diferentes tejidos, que se localiza sobre 1la cara de
maduracidn e intermedia del aparato de Golgi. Este hecho
coincide con el marcaje obtenido con PNA, en nuestros

casos, sobre estos compartimentos. Ademids, hemos observa-
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do, ocasionalmente, con esta lectina reaccidn sobre la
cara de farmacidn.

Fue 1llamativa la presencia de granulos mucosos
maduros, electrén-densos, con marcaje periférico con PNA
y con la zona central sin reaccién. Este hallazgo podr:ia
estar en relacidn con 1los granulos bifasicos, descritos
por Spicer y cols. ((13) en la mayoria de las células
mucosas superficiales, que presentan una zona periférica
de mucosustancias neutras (PAS +) y una zona central, mas
densa, también constituida por mucosustancias neutras.
Asi mismo, Ellinger y Pavelka (116) advirtieron una
tincidn periférica en los grdnulos secretores de las
ceélulas de Paneth con la lectina RCA, sin marcaje cen-—
tral. Esta presencia de gréanulos mucosos con reaccion
periférica fue advertida, de modo ocasional, con WGA.

Con respecto a 1la NAc-Glc, nuestras observacio-
nes sugieren que este azucar se anade tras la NAc-Gal en
la cara intermedia y trans del aparato de Golgi. Esta
sugerencia coincide con la estructura descrita por Houn-—
sell (23) en 1las mucinas gdstricas de las ovejas. La
presencia de marcaje en la secrecidn mucosa madura indica
que la NAc-Glc puede ocupar, ademds, otras posicicones en
la cadena de carbochidratos. Fue, no pbstante, sorprenden-
te la negatividad manifiesta con la lectina WGA en el
moco extracelular. Este hallazgo no ha sido encontrado
referido en la bibliografia consultada. Podriamos pensar

que otros sacaridos aradidos posteriormente Yenmascara-
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rian' el receptor de esta lectina, impidiendo la unidn
con agquél. Pero ya que WGA es una endolectina, segun la
clasificacién de Gallagher (122), no podemos comprender
el por qué de la ausencia de marcaje a ese nivel. En este
sentido, Suzuki (196) demostrd, en estdmagos de rata, que
tras realizar un tratamiento oxidativo con Aacido peryddi-
co previo a la incubacién con WGA, la tincidn con esta
lectina, al igual gue con Con A, aumentaba. Esta observa-
cidn sugiere que tanto la Man como la NAc—-Glc deben
ocupar posiciones no terminales, por lo que.la tincidn
dificilmente es inhibida por la oxidacidn.

E1l moco extracelular fue marcado fundamental-
mente con PNA y UEA-1, por lo que al tratarse de exolec-
tinas, la - Gal, el disacarido R-Gal (1-3) NAc-Gal v 1la
Fuc, se constituyen en nuestro estudio como los azudcares
gue mas frecuentemente ocupan posiciones periféricas. En
el trabajo referido de Suzuki (196), este autor llega a
la misma conclusidén con respecto a la Gal, ya que la
tincidn con RCA es inhibida +tras el efecto oxidativo del
Acido peryddico.

Las vacuolas mucosas de las células del cuello
glandular fueron tefridas con todas las lectinas, a excep-—
cién de DBA. En muchos trabajos histoquimicos con lecti-
nas a nivel éptico se describe la ausencia de NAc-Gal a
este nivel (3, 10, 204, 240}, aungque Bur (3) refiere

tincidn con DBA, e Ito (197) encuentra tincidn difusa con
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casi todas las lectinas excepto con DBA. Rubi (24) des-
cribid una tincidn intensa en estas células tras trata-
miento con sialidasa. No hemos encontrado en la literatu-
ra ningun trabajo ultraestructural que haga referencia a
este aspecto. De cualquier forma, nuestros resultados
indican que 1la composicidn del moco secretado por la
celulas del cuello no debe diferir mucho del de las
cé@lulas superficiales y foveolares.

Nosotros hemos relacionado la tincidn ocasional
observada con DBA con el alto peso molecular (pm) de esta
lectina, en comparacién con el resto de las utilizadas en
este estudio, a excepcién de UEA-I. Este elevado pm difi-
cultaria su penetracién en las estructuras celulares. Sin
embargo, UEA-I, gque tiene un pm adn mayor, marcod el moco
intra y extracelular en todos los casos, aungque con menor
intensidad que las otras 3 lectinas. E1 marcaje con esta
lectina, como ya se ha comentado, fue mas evidente en el
moco extracelular, vya que la a-L-Fuc ocupa posiciones
terminales (10, 12, 18, 23, 218).

Los resultados tan variables en cuanto a la
intensidad de reaccidn para cada lectina en cada caso,
sugieren la existencia de heterogeneidad en 1la composi-
cién glicoproteica, o bien la presencia de cadenas carbo-
hidratadas en diferente grado de glicosilacién. En este
punto coincidimos con Fischer y cols. (10). Para MaCart-
ney (204) esta variabilidad estd relacionada con el

"estado secretor" del individuo vy el grupo sanguineo.
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Para este autor la tincidén con PNA sblo es observada en
los "no secretores" (25% de la poblacién segan Watkins
(201)). Ya que el 75% de 1la poblaciédn correspaonde a
individuos "secretores", pensamos, a la vista de nuestros
resultados con PNA, que esta relacién no debe ser del
todo cierta.

Con respecto a las células parietales existen
resultados contradictorios. La mayoria de 1los autores
(10, 24, 197, 218, 219) obtienen tincidn con lectinas en
los sistemas canaliculares y tubulovesiculares en micros-—
copia 6ptica. Generalmente, ésta fue evidente con HPA,
PNA, LFA, UEA-1 y WGA. Con DBA Ito (197) obtuvo reacciodn,
mientras que Sequra (218) no. Rubi (24) tampoco la obser-
vdh con PNA. Nuestros resultados coinciden con Segura
(218) en relacidén a la ausencia de NAc-Gal como sacarido
terminal. Este hecho podria interpretarse, siguiendo a
Fischer (10), en base a una glicosilacién incompleta
presente en células especializadas en la secrecidn Acida
Yy no mucosa. Por tanto, podriamos pensar que existen
diferencias enzimdticas, respecto a esta actividad, entre
estos dos tipos celulares. La tincién perinuclear a nivel
6ptico, referida por algunos autores (24, 239), podria
corresponder en nuestro trabajo al marcaje observado
sobre granulos mucosos dispuestos en esa localizacidn,

Algunos autores han sefatado la presencia de
restos glicosilados en las regiones de la cromatina,

tanto heterocromatina (236) como eucromatina (238) . Segun
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Kan (237) estos residuos pueden jugar un importante papel
en la transcripcidn del ADN. En varios de nuestros casos
pudimos observar marcaje de estructuras nucleares con
WGA, DBA, PNA y SBA.

Al igual que Bussolati (163), cbservamos marca-
je, de modo ocasional con WGA, sobre los granulos de los
mastocitos. Aunque se ha referido que el uso de estrepta-
vidina obviaria esta tincién inespecifica, no es del todo
cierto esta afirmacién. Sin embargo, no hemos observado
en los controles reaccidn inespecifica entre la estrepta-

vidina y biotina enddgena.
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2. MUCOSA GASTRICA METAPLASICA.

El concepto de metaplasia intestinal (MI) es
heterocgéneo, vya que esta alteracidn del epitelio gastrico
se encuentra asociada frecuentemente al carcinoma vy
también a lesiones benignas. No obstante, se ha relacio-
nado la presencia de areas de MI incompleta con el carci-
noma gastrico de tipo intestinal (218, 241-244). En
nuestros casos hemos observado zonas metaplasicas en
relacidén con 1los dos tipos de carcinoma. En el estudio
ultraestructural realizado por Nevalainen (70) se descri-
ben células tumorales de ambos tipos histoldgicos de
carcinoma con caracteristicas similares a las células
metaplasicas. Del mismo modo, Tatematsu (81) encuentra
caracteristicas ultraestructurales de células intestina-
les en células en anillo de sello. Por 1o tanto, en 1la
actualidad se cuestiona si la MI se relaciona exclusiva-
mente con el tipo intestinal de carcinoma.

Con los métodos histoquimicos convencionales se
ha demostrado la presencia de sialomucinas en las células
caliciformes (24, 213, 218). En los estudios dpticbs
realizados con lectinas sobre esta patologia (10, 24,
218, 239) se ha observado un incremento de tincidén tras
tratamiento con neuroaminidasa, lo que confirma la siali-
zacién del moco “enmascarando" los "receptores de lecti-

nas.
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En este tipo de epitelio metaplasico, nuestros
resultados expresan una disminucidn apreciable en el
marcaje del moco con todas las lectinas utilizadas,
respecto al de la mucosa normal. Este hecho podria estar
en relacién con la sobresializacién del moco. Con la
lectina que menor intensidad obtuvimos fue con WGBA y de
modo sorprendente, no encontramos explicacién para el
marcaje ocasional tan abundante con PNA vy SBA en células
caliciformes. Podriamos cuestionarnos la presencia de AcS
en estos casos, o0 bien si éste no seria una ‘"barrera"
para la unién de estas lectinas a sus receptores. También
cabe la posibilidad, como apuntaron Bur vy Franklin (12),
de una pérdida de 1la actividad glicosiltransferasa, o
como seralaron Fischer y cols. (10) (en las células
indiferenciadas de la mucosa normal) gque se trate de
cadenas en diferente grado de glicosilacidn. Por otra
parte, cabe resaltar que el moco adherido al epitelio
metaplasico, al igual que en la mucosa normal, no se tinRd
con WGA.

La presencia de NAc-Glc vy Fuc en las ceélulas
columnares ha sido muy discutida (10, 24, 204, 218, 840,
243) . Fischer (10), sin hacer distincién entre los dife-
rentes tipos de metaplasia, no obtuvo tincidn con UEA-I vy
WGA, mientras que otros autores (240, 245) obtuvieron
positividad con UEA-I, y otros (24, 218) con ambas lecti-
nas. Nuestros resultados coinciden con estos Jdltimos.

Segura (218) sdlo observd tincidn con WGA y UEA-I a nivel
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de las vellosidades de las células columnares absortivas.
El marcaje en nuestros casos se localizd sobre el ribete
microvellositario y zona apical del citoplasma.

La NAc-Glc vy Fuc se han observado en las célu-
las absortivas de 1la mucosa duodenal (218), pero no en
las de intestino delgado y colon (218, 232). En esta
ultima localizacidn, Yonezawa vy Nakamura (232) encontra-
ron restos de x-L-Fuc en la mucosa coldnica patoldgica,
mientras que en normalidad este azdcar es sustituido por
AcS. Por otra parte, Pongchairerks (245) observo tincidn
positiva en las células columnares de la MI completa vy
negativa en las de la mucosa intestinal normal con las
lectinas UEA-I, DBA y PNA. En este sentido, en las celu-
las columnares mucosas de la MI incompleta nuestros
resultados con PNA y SBA coinciden con los de Rubi (24) vy
contrastan con los de Pongchairerks (2495).

Por todo lo anterior, es obvio pensar que posi-
blemente existan diferencias en la composicitn glicopro-
teica del moco de 1las células columnares metaplasicas vy
de las células de la mucosa intestinal normal. Asi, desde
el punto de vista bioquimico se pone en duda la relacidn,
por otra parte ya cuestionada, entre el carcinoma de tipo

intestinal y la metaplasia intestinal.
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3. MUCOSA GASTRICA NEQPLASICA.

A la vista de nuestras observaciones, cabe
destacar, como hallazgo mas relevante en ambos tipos de
carcinomas, la importante disminucidn en el marcaje del
moco con todas las lectinas utilizadas. Ademas, la coe-
xistencia de células positivas junto a otras negativas,
con la misma lectina y en el mismo campo tumoral, da idea
de la variabilidad existente en la composicidn glicopro-
teica de los elementos neoplasicos.

En general, existen evidencias considerables de
la presencia en carcinomas de una glicosilacidén aberran-
te. Este hecho ha sido bien documentado en los carcinomas
gastricos, donde la expresién de GP de grupos sanguineos
(en individuos "secretores") estd a menudo alterada (17,
204-206) . En este sentido, la correlacidn observada por
MaCartney (204) entre ia tincidn con PNA y la condiciodn
de individuo "no secretor" desaparece en los carcinomas.

La transformacidn maligna se ha asociado, por
algunos autores (204, 246), con un incremento en la
sializacidon del moco y en la ramificacién de las GP de
membrana. Estos cambios se piensa que alterarian la
adhesidn celular, favoreciendo por tanto la infiltracidn
tumoral y las metéstasig (17, 247). Smets (246) encuentra
que la transformacidn neopléasica, ademas de asociarse a

la sobresializacidén del moco, también se relaciona con la
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formacién de ramificaciones "andmalas" en las cadenas
azucaradas que contienen fucosa.

En 1los estudios con lectinas es dificil de
separar las alteraciones ocurridas en la tincidn de las
GP de membrana de los cambios acaecidos en las GP secre-—
tadas en los carcinomas gastricos.

Con la lectina PNA, utilizada en cromatografia,
Fischer y caols. (11) aobservaron que la relacidn existente
entre hexosaminas y galactosa, en el moco aislado de
carcinomas gdstricos, es de 10:1, mientras que en norma-
lidad es de 3:1. Estos autores concluyeron que la causa
radicaria en una alteracidén en la elongacidn de la cadena
carbohidratada.

No hemos encontrado ningun trabajo histoquimico
ultraestructural con lectinas en carcinomas gastricos. En
investigaciones a nivel de microscopia de luz, algunos
autores (24, 204, 239) ponen de manifiesto el enmascara-
miento de los receptores glucidicos por el acido sialico
en el carcinoma gdstrico, excepto para WGA (quizas por
tratarse de una endolectina). Fischer (10) observa este
hecho con PNA en los carcinomas difusos, y Bur (12) en
los de tipo intestinal. Para Macartney (204) el mecanismo
por el que se incrementa la sializacidn de las regiones
terminales de las cadenas carbohidratadas es desconocido.
Ya que la fucosilacidn y sializacién son pasos bioquimi-
cos alternantes, una disminucidén en el primero produciria

un aumento en el segundo. Cambios en los enzimas implica-
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dos (fucosil y sialil-transferasa) podrian explicar,
segun este autor (204) estas observaciones. Para Schauer
(248) podria existir otro mecanismo mas complejo>re1acio—
nado con una alteracidn en 1los receptores de la enzima
sialil-transferasa, ocasionando que dicha enzima catalize
la sializacién de diferentes receptores.

En nuestro estudio, dentro de la disminucion
general en el marcaje con lectinas, observamos en los
carcinomas de tipo intestinal bien diferenciados la
presencia de reaccién con PNA vy WGA sobre las vacuolas
mucosas supranucleares, glicocdlix y moco luminal, siendo
auan menos intensa con SBA. En relacién con PNA, estos
hallazgos concuerdan con los de Fischer y cols. (10, 11).
La presencia en el moco luminal de Gal, #-Gal 1-3 NAc-Gal
y sobre todo de NAc-Glc (este Gltimo no observado en el
moco luminal de la mucosa normal y metaplasica), pensamos
que podria estar relacionada con una alteracion en la
elongacidn de la cadena glicoproteica, y por tanto coin-
cidimos con Fischer (11) en este aspecto. Si la base de
estos cambios es o no de naturaleza enzimdatica precisa de
estudios mds profundos enfocados en este sentido. E1
marcaje disperso de la zona del Golgi con SBA, sin con-
centrarse sobre algunas de sus caras como en la mucosa
normal, podria encuadrarse dentro del posible disturbio
enzimatico. La debilidad del marcaje con UEA-I, junto
a la disminucidn general con el resto de lectinas, no

podemos determinar si estd relacionada con la competencia
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con el acido sidlico y con la sobresializacidén, respecti-
vamente.

En 1los carcinomas difusos fue relevante el
marcaje con WGA, tanto sobre los granulos mucosos, como
sobre el tapizamiento microvellositario y luces de los
"microquistes intracelulares" descritos por Sasano (76).
Al igual que Nevalainen (78), nosotros hemos observado
estas estructuras en ambos tipos de carcinomas. Estos
resultados con WGA coinciden con estudios opticos reali-
zados en nuestro laboratorio (24, 239). También fue
intenso el marcaje obtenido sobre los granulos mucosos de
las células en "anillo de sello" con UEA-I, mientras gue
este fue muy débil o nulo en las células tumorales en
estadio inicial e intermedio (células en estadio Ay B
segun Yamashiro (79)). Fischer y cols. (10) también
advierten una marcada positividad con esta lectina en su
serie de carcinomas difusos. Para este autor (10), la
reactividad con lectinas en los carcinomas aumenta con la
diferenciacidén tumoral. En este sentido, MaCartney (204)
no encuentra relacidn entre estos dos aspectos. Nuestras
observaciones con UEA-I en este tipo de carcinomas avalan
la teoria de Fischer (10). La presencia de fucosa en el
extremo terminal no reductor de las GP de las celulas
tumorales bien diferenciadas hace pensar que la actividad
enzimatica, presumiblemente centro de las alteraciones de
la glicosilacidén, en estos casos seria similar a la de 1la

célula epitelial de origen.
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VI. CONCLUSIONES
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1. E1 empleo de la resina acrilica LR White y de lectinas
biotiniladas, con una técnica de post-inclusidn, permite
el estudio ultraestructural de la composicidn glicopro-

teica de las mucinas gastricas.

2. Las GP mucosas del estémago estdn constituidas funda-
mentalmente por cuatro sacaridos: NAc-Gal, NAc—-Glc, Gal vy
Fuc, en proporciones variables. La heterogeneidad en el
marcaje con lectinas de estos azdacares podria estar

relacionada con el grado de glicosilacidn de las mucinas.

3. La unidn del primer azdcar (NAc-Gal) a la cadena
proteica se realiza en 1la cara cis, o de formacién, del
aparato de Golgi. No descartamos gue ocasionalmente este
enlace pudiera realizarse en el RER, continuandose 1la
maduracidn de la cadena carbohidratada en el complejo de

Golgi.

4. Desde el punto de vista ultraestructural, Gal, Fuc vy
el disacdrido f-Gal (1-3) NAc-Gal se constituyen como los
azucares que ocupan mas frecuentemente las posiciones

terminales en la estructura de las GP gastricas.
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S. En el carcinoma gastrico existe mayor variabilidad en
la composicién de las GP secretadas en comparacidn con la
metaplasia, y aun mas con la mucosa normal. La presencia
de NAc-Glc en el moco secretado pudiera constituirse en
un marcador clinico sugestivo de 1la existencia de un

carcinoma.

6. La heterogeneidad en 1la secrecién GP de las celulas
tumorales podria ser consecuencia de alteraciones, posi-
blemente de naturaleza enzimdtica, en 1la elongacién de
las cadenas azucaradas. El predominio de hexosaminas, en

estos casos, seria interpretado bajo esta hipdtesis.
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VIII. TABLAS_Y FIGURAS




TABLA.l Relaciéon de lectinas utilizadas.

LECTINA AZUCAR ESPECIFICO AZUCAR INHIBIDOR
PNA GalB1-3)NAcGalB-D-Gal B-D-Gal

WGA (B—D-NAcGIc)n_?AcS NAcGlc, AcS
SBA oy BNAcGal=xy BGal NAcGal
UEA-I X -L-Fuc X-L-Fuc

DBA X -D-NAcGal = -D-NAcGal



TABLA |l. Mucosa gastrica "normal’

MOCO MOCO
INTRACELULAR MICROVELLOS. EXTRACELULAR
PNA ++ * 4
WGA + ++ -
SBA e+ + +e
UEA-I ++ ++ .
DBA + + +

- Negativo + Positivo ocasional ++ Positivo



TABLA Ill. Mucosa gastrica "normal’.
Marcaje con lectinas del Aparato de Golqgi.

PNA WGA SBA UEA-I DBA

Cara CIS + - ++ - -
Cara - . _ _
Intermedia
Cara
TRANS ++ ++ ++ ++ -

- Negativo + Positivo ocasional <+ Positivo



TABLA 1V. Mucosa gastrica metaplasica

- Células C.Columnar C.Columnar Moco
Caliciformes Mucosa Absortiva Extracelular

PNA + +4 + +4
WGA + + + -
SBA + ++ + -
UEA-I . + + +
DBA + - - -

- Negativo + Positivo débil ++ Positivo



FIGURA.l1: Mucosa gastrica normal. Inclusiéon en resina
Spurr. Marcaje de restos de «-Fuc en vacuolas mucosas
supranucleares. (UEA-I. Método indirecto. 7.000x)



FIGURA.2: Mucosa gdastrica normal. Inclusién en resina LR
White. Marcaje de restos de «-Fuc en moco intracelular.
(UEA-I. Método directo. 12.000%)



FIGURA.3: Mucosa gastrica normal. Marcaje de restos de
Gal y de GalR (1-3)NAcBGal a nivel de 1la zona del aparato
de Golgi (g), moco intracitopldsmico y extracelular (Me).
(PNA. 4.400x)



FIGURA.4: Mucosa gastrica normal. Distribucidén periférica
del marcaje con PNA sobre el moco de las vacuolas mas
electréndensas (flechas). (PNA. 12.000x)



FIGURA.S: Mucosa géstrica normal. Marcaje de restos de
NAc- Glc. (WGA. 7.000x)



FIGURA.6: Mucosa gastrica normal. Células parietales. A.~

Marcaje ocasional con PNA a nivel del sistema canalicular

(flechas) . B.~ Marcaje con PNA sobre el moco de vacuolas
perinucleares. (PNA. 7.000x)



FIGURA.7: Mucosa gastrica normal. Marcaje con PNA de la
zona del aparato de Golgi (G), mds evidente sobre la cara
trans (t). (PNA. 12.000x)



FIGURA.8: Mucosa gastrica normal. Marcaje sobre la zona
del aparato de Golgi (G) con mayor intensidad que en la
figura anterior. (PNA. 12.000x)
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FIGURA.9: Mucosa gastrica normal. Marcaje de restos de
NAc-Gal a nivel del aparato de Golai (6), mas relevante
sobre la cara de formacién (Cis) . (SBA. 30.000x)



FIGURA.10: Mucosa gastrica normal. Marcaje de restos de
NAc-Gal "dibujando" la convexidad de la cara de formacidn
(Cis) del aparato de Golgi (B). También se advierte
reaccidn scbre la cara de maduracién (Trans). (SBA.
30.000x)



Marcaje focal con SBA

gastrica normal.

: Mucosa

.11

FIGURA

30.000x)

(SBA

sobre las membranas y lumen del RER.



FIGURA.12: Mucosa gdastrica normal. Doble marcaje con PNA

vy SBA sobre el moco de vacuolas maduras. 0Observese el
predominio de restos de Gal. (PNA-oro coloidal 15nm. SBA-
oro coloidal 30nm.20.000x)



FIGURA.12: Mucosa gastrica normal. Doble marcaje con PNA
y SBA. Se observa reaccidon fundamentalmente con SBA sobre
la cara de maduracidn (t) del aparato de Golgi (G), y con
PNA sobre las vacuolas mucosas. (PNA~oro coloidal 15nm.
SBA-oro coloidal 30nm. 12.000x)



FIGURA.14: Mucosa gastrica metaplédsica. Marcaje de restos
de a—fucosa sobre el moco de células califormes. (UEA-I.
12.000x)



FIGURA.15: Mucosa gastrica metaplasica. Inclusién en-
resina Spurr. Discreto marcaje de restos de NAcGal en el
moco de una célula caliciforme. (SBA. 7.000x)
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FIGURA.18: Carcinoma tipo "célula intestinal". Marcaje

del moco supranuclear con PNA. (PNA. 12.000x)



FIGURA.19: Carcinoma tipo "célula intestinal". Luz intra-

20000x)

con intensa reaccidn para PNA. (PNA,

(LD

celular



FIGURA.20: Carcinoma tipo "célula intestinal". Marcaje de
restos de NAcGal a nivel de la zona del aparato de Golgi
(G), vacuolas mucosa apicales vy moco extracelular. (SBA.
12 ..000x)
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20.000x)
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FIGURA.22: Carcinoma tipo difuso. Célula en "anillo de
sello" con intensa reaccidn para WGA sobre el moco intra-
citoplasmatico. (WGA. 2.000x)



difuso. Luz iptracetular
restos de NAcGlc.

FIGURA.23: Carcinoma de tipo
(LI} con secreciodn mucosa abundante en

(WGA. 7.000x)
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