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Resumen

La aplicacién de Lectinas para la iden-
tificacion de oligosaciridos constituyentes de
las Mucinas presentes en la superficie celu-
lar, es una herramienta técnica muy util, debi-
do a que, probablemente estas sustancias es-
tén involucrados en procesos tales como inva-
sién y metistasis.

En este trabajo, nosotros estudiamos te-
jido endometrial normal con entidades benig-
nas y malignas, para investigar la presencia de
Galactosa (5 1-3 N Acetilgalactosamina
(Gal51-3GalNacx) y de Galactosa § 1-3 N
Acetilgalactosamina(Gal5 1-3GalNac @ y [5)
empleando dos Lectinas: Agaricus bisporus
(ABL) y Arachis hipogea (PNA) respectiva-
mente. Lo controles fueron realizados con
bafios de _alactosa para PNA y con mucina
porcina de estémago de cerdo para ABL.

El uso de estas dos Lectinas, permitié
encontrar diferencias en los patrones de unién,
ya que si bien ambas se unen a los mismos
oligosacdridos, ABL realiza la unién en pre-
sencia de Acido Sidlico mientras que PNA no.
Se observaron significativas diferencias en los
patrones de unién de ambas lectinas en teji-
dos, con entidades benignas, malignas y teji-
do normal. En este dltimo, la marcacion fue
siempre continua con ambas Lectinas, mien-
tras que fue irregular en el carcinoma.

Palabras claves: Agaricus bisporus-Arachis
hipogea. Mucina-carbohidratos- endometrios
normales y patoldgicos.
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Abstract

The use of Lectins to identifity
oligosaccarides in mucin substances has been
increased by the role played by cell surface
carbohidrates in invasion and metastasis
processes.

We studied in this work normal
endometrial tissue, with benign and malignant
entities in search for the presence of the
Galactose (71-3 N Acetilgalactosamine (Gal 5 1-
3 GalNAC o and Galactose 51-3 N
Acetilgalactosamine (Galf1-3 & and {) em-
pleando the Lectins: Agaricus bisporus (ABL)
and Arachis hipogea (PNA) respectively.

- The especific control were baths with
galactose for PNA and with porcine stomach
mucin for ABL.

The use of these two Lectins allowed to
diferentiate substances bonded or non bonded
to Sialic Acid, since PNA fails to label when
the oligosaccaride is bonded to this acid Sialic.
Significant differences were noticed on the
bonding patterns of both Lectins on tissues with
benign, malignant and normal entities. In this
latter case the labelling was always continuous
in both Lectins wheareas it was irregular in the
carcinoma.

Key Words: Agaricus bisporus-Arachis
hipogea-Mucin carbohydrates-normal and
pathologic endometrium

Introduccion

La aplicacién de Lectinas, proteinas no
inmunes para la identificacién de Hidratos de
Carbono (HC) presentes en la superficie celu-
lar, (2-16) es una herramienta muy util, debido
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al rol que desempefian estas sustancias en pro-
cesos celulares tales como la invasién y la me-
téstasis.(1~3-6-7-11-12-14-15-16-17)

La unién de HC y Proteinas
(glicoproteinas), conforma estructuras
bioquimicas denominadas Mucinas, las cuales
estdn presentes en diferentes tejidos e incluso
con estructuras moleculares distintas. (Fig. N°1)
El4cido Sidlico o Neuraminico,parte integran-
te de las mucinas, generalmente estd ubicado
en el extremo terminal de la cadena y desem-
pefia un papel muy importante al interaccionar
con los diferentes HC que conforman la mucina.
(Fig. N°1) (4-16)

El Objetivo de este trabajo fue compa-
rar la expresién de HC y sus formas aminadas
en endometrios humanos normales y patolégi-
cos por medio de dos Lectinas:1-Agaricus
bisporus (ABL), la cual reconoce Galactosa
[ 1-3N Acetilgalactosamina (Galf? 1-3 Gal Nac)
en unién o también denominado Antigeno T
(disacdrido que posee zonas de unién compro-
metidas con las lectinas). 2- Arachis hipogea
(PNA) que también reconoce en Antigeno T,
pero con dos diferencias fundamentales : sélo
lo realiza en ausencia de 4cido Sidlico y en
unién oy £ (2-4-7-12-13).

Material y Métodos

El universo estudiado correspondié a un
total de 12 endometrios: de los cuales 3 eran
normales en fase de secrecién avanzada, 3 con
Hiperplasia Glandulo Quistica sin Atipia , 3
Hiperplasias con Atipia y 3 con Carcinoma mo-
deradamente diferenciado. Todos los materia-
les posefan diagndstico histopatolégico pre-
vio, habiéndoselos corroborados nuevamente.

Para la técnica de Lectinas unidas a
Peroxidasa se realizaron secciones de aproxi-
madamente 5 micras de espesor, las cuales fue-
ron montadas con Poly L-Lisina. Una vez
desparafinizadas con xilol durante 15 minutos,
se las deshidraté y se bloqued la peroxidasa
endGgena con H,0, y metanol al 0,6% durante
30 min. a 37°C. Se incub6 con la Lectina co-
rrespondiente, durante 45 min. a temperatura
ambiente en cdmara himeda.

Los controles negativos fueron realiza-
dos con mucina de estémago de cerdo (Sigma)
para ABL y con Galactosa para PNA.

Para el revelado se utilizé
Diaminobencidina (DAB), deteniéndose el mis-
mo con agua bidestilada. El contraste de las
estructuras histolégicas fue realizado con
Hematoxilina. La Lectina PNA fue de Labora-
torio Sigma y ABL fue purificada de un hongo
de Villa Allende, Cérdoba, por el Dr. F.
Irazoqui,de la Facultad de Ciencias Quimicas
UN.C.

PNA fue utilizada a una concentracién
de 40 mg/ml y ABL de 20 mg/ml. Las seccio-
nes histolégicas marcadas con PNA sufrieron
digestién enzimdtica con Neuraminidasa tipo
VI(Sigma) al 0,1% durante 15 min. a 37°C.

Las estructuras observadas fueron:
Borde luminal y Basal, secrecién glandular,
citoplasma y componente estromal. La medi-
cién se realizé en cruces: 0 / + /++ /+++ te-
niendo en cuenta extensién e intensidad de la
reaccion.

Resultados

Para poder correlacionar los resultados,
ambas Lectinas fueron utilizadas en forma si-
multdnea para que, de esta manera, las condi-
ciones de tratamiento del material fuesen idén-
ticas. i

Marcacion con ABL: En endometrios
normales,comparados con los que presentaban
atipia o eran francamente neoplésicos, el bor-
de luminal vari6 en la marcacién tanto en in-
tensidad como en extensién. Asimismo,el cito-
plasma mostré cambios en endometrios norma-
les e hiperplasia sin atipia(++) mientras que en
los tejidos con atipia o con cdncer eran negati-
vos. Es de recalcar que siempre el borde basal
en todas las entidades fue negativo para esta
Lectina. (Figs. N°2-3-4-) TABLA N° I

Marcacién con PNA: Los endometrios
normales y con Cédncer presentaron una franca
disminucién de la marcacién con esta Lectina
en el borde luminal.

Fue muy llamativo en esta marcacién
que tanto en las hiperplasias con atipia como
en las sin atipia este sector fue francamente
positivo con una extensién de +++. Figs. N°
(5-6-7) TABLA N°IL Es de remarcar que
con ambas Lectinas los bordes basales fueron
siempre negativos y que la marcacién en los
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LA DISTRIBUCION DE OLIGOSACARIDOS
EN LA SUPERFICIE CELULAR 1
ESQUEMATIZADOS
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Fig. I: Esquema de la distribucién de oligosacéaridos constituyentes de la mucina junto a sus
formas aminadas.

Fig. 2: Hiperplasia glandulo-quistica sin atipia. El bordo luminal y secrecién muy marcados Mar-
cacion con ABL X 400.

Fig. 3: Hiperplasia con atipia. El borde luminal y el producto secretorio irregularmente marca-
dos con ABL X 400.

Fig. 4: Carcinoma marcado con ABL. Marcacién escasa y discontinua en borde luminal y secre-
cién X 300.

Fig. 5: Hiperplasia sin Atipia con PNA. Se observa el borde luminal y secrecion positivos X 200.

Fig. 6: Hiperplasia con Atipia marcada con PNA Borde luminal muy positivo, como asi también
la secrecién en forma irregular. X200,

Fig. 7: Carcinoma con escasa y puntual marcacién con PNA X 300.

TABLA N° I
MARCACION CON ABL

ENDOMETRIQ  Borde luminal- Basal citoplasma-secrecién-estroma
Normal ot - ++ ++ + .
Hiperplasia

SinAtipia R - +a++ ++ .
Hiperplasia

Con Atipia 4 - + o .
Carcinoma + 5 B o =

Nota: La marcacion estd dada en: 0/ + /++ /4+++

TABLA N° II
MARCACION CON PNA
ENDOMETRIO Borde luminal-  Basal citoplasma-secrecién-estroma
Normal ++ - e o -
Hiperplasia
Sin Atipia +++ = Tl e -
Hiperplasia
Con Atipia +++ . oo 5 -
Carcinoma -I+ & . L 5

Nota: La marcacién estd dada en: 0/ + /4++ /+++
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tejidos con atipia o francamente neoplédsicos
siempre fue discontinua, mientras que en los
normales o sin atipia fue regular.

Discusion

La marcacién con Lectinas, proteinas
que generalmente se extraen de vegetales, per-
mite reconocer a través de las distintas carac-
teristicas de cada una de ellas, la presencia o
ausencia de Acido Siilico. (2-3) Las Lectinas
utilizadas en este trabajo, no fueron escogidas
al azar, sino que se pretendid tener un espectro
de conocimiento mds especifico, el cual per-
mitiese obtener aproximaciones al problema.
Asi ABL que se une fundamentalmente a
Galactosa (71-3 N-Acetilgalactosamina es un
inhibidor reversible no citotéxico de la proli-
feracién celular epitelial(3-8-9-13), mientras
que el cldsico Antigeno disdcarido especifico
de PNA estimula la proliferacion celular.(4-12-
13). Adémds nos permitié inferir la
presencia,ausencia y/o disminucién del Acido
Sidlico en los tejidos a estudiar,debido a las
diferentes especificidades que poseen.

Nuestro trabajo permitié no sélo encon-
trar diferencias en la marcacién de los dife-
rentes tejidos, sino que expuso dificultades con
las que se enfrenta el Pat6logo cuando intenta
analizar no sélo la morfologia sino también el
comportamiento quimico de las células, ya que
un mismo epitope de carbohidrato presentado
con diferentes transportadores en el interior
de la célula o0 en su membrana puede reaccio-
nar en forma distinta al unirse a una Lectina.
(2-13-16)

Pero este hecho demuestra también que
el morfélogo,ya sea Hist6logo, Bidlogo o
Pat6logo puede tener aproximaciones al pro-
blema, mediante distintas técnicas especiales
de tincidén,tales como PAS, Alcian Blue,
Masson o las multiples variantes de impregna-
cion argéntica o de Lectinas, que ademds de no
ser tan onerosas como los anticuerpos
monoclonales, permiten inferir diferentes ca-
racteristicas no sélo morfoldgicas, sino también
moleculares, las cuales otorgan una mayor pro-
fundidad cientifica de los mecanismos
etiopatogénicos involucrados.
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