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LISTADO DE ABREVIATURAS
ASGPR: receptor de asialoglicoproteina.
CD - MPR: receptor de manosa6-fosfato dependiente de calcio.
CRP: proteina reactiva C.

gal: galactosa.

galNAc: N-acetilgalactosamina.

GCs: glicoconjungados.

glc: glucosa.

glcNAc: N-acetilglucosamina.

Man: manosa.

NeuSAc: N-acetilneuroaminico.

RE: reticulo endoplasmatico.
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INTRODUCCION

Lectinas
Las lectinas, originalmente denominadas hemoaglutininas, son proteinas que

se hallan en todo tipo de organismos. Su importancia en histoquimica reside en
la afinidad que poseen para unirse especificamente con los monosacaridos de
los glicoconjugados (Sharon y Lis, 1972). Por ello son utilizadas, formando
complejos con fluorocromos como fluoresceina y rodamina o con enzimas
como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina, que permiten demostrar la presencia
de glucidos unidos a proteinas o a lipidos en los tejidos animales (Brown vy
Hunt, 1978). Dado que los carbohidratos son relativamente resistentes a la
fijacion histologica, las lectinas constituyen poderosas herramientas en el

diagnéstico histoquimico (Goldstein y Hayes, 1978; Gimeno y Barbeito,2004).

Los glicoconjugados (GCs) son compuestos formados por la unién entre
mono, oligo o polisacaridos y lipidos o proteinas (Stryer, 1995). Es posible,
entonces, dividirlos por el residuo no carbohidrato en glicolipidos y

glicoproteinas. La parte carbohidrato del glicoconjugado es el glicano (figura 1).

Los glicolipidos siempre quedan anclados en las membranas celulares;
las glicoproteinas, en cambio, pueden ser tanto componentes de las

membranas, como moléculas secretadas hacia el espacio intercelular o hacia la




circulacion. En ocasiones se presentan como constituyentes solubles en el

nucleo o en el citosol (Taylor y Drickamer, 2003).

Glicoproteina Glicolipido
fransmembrana
@® Monosacdrido l Grupo proteico

ﬁ Gupo lipidico ol\enccno

Figura 1: esquema de las moléculas de los glicoconjugados. En base a Stryer (1995).

Durante la sintesis celular del glicano los monosacaridos se unen entre
si por enlaces entre el grupo hemiacetalico de un ciclo y cualquier -OH de otro
carbohidrato; este tipo de unién se denomina glicosidica. Tras el enlace queda

un aldehido libre que constituye el extremo reductor (De Robertis y Hib, 2004).

Los carbohidratos que se van polimerizando estan unidos a nuclebtidos
difosfato, como uridin-difosfato (UDP) o guanosin-difosfato (GDP). El
nucledtido aporta la energia para el enlace. La union es catalizada por enzimas

del grupo de las glicosiltransferasas. Estas enzimas se localizan en la



membrana del reticulo endoplasmatico (RE) y del complejo de Golgi (Alberts et

al., 1996).
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Figura 2: esquema de los pasos celulares en la sintesis de los GCs. La sintesis comienza en el
reticulo endoplasmético y, luego de varios pasos enzimaticos en el complejo de Golgi,
pasan a formar parte de los lisosomas, de la membrana plasmética o de los granulos
secretorios. Adaptado de De Robertis y Hib (2004).

La accién secuencial de las glicosiltransferasas construye el glicano sin
la existencia de un molde previo, a diferencia de lo que ocurre con los acidos
nucleicos o las proteinas, generados siempre a partir de un molde de acido

nucleico (figura 2).



Desde la luz del RE los glicoconjugados en formacion pasan por los
distintos compartimentos del aparato de Golgi, en donde las glicosiltransferasas
van modificando los glicanos, dando origen a sus distintos tipos (Taylor y

Drickamer, 2003).
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Figura 3: esquema de la membrana plasmética que muestra las moléculas lipidicas formando
una bicapa y las proteinas integrales unidas a carbohidratos. Entre ambas proteinas esta
representado un glicolipido de membrana. Adaptado de Alberts et al. (1996).

Finalmente, algunas glicoproteinas se secretan, otras quedan formando
parte de la membrana de los organoides o en la luz de lisosomas y endosomas.
Una parte de ias glicoproteinas y la totalidad de los glicolipidos pasan a ser
constituyentes de la membrana plasmaética, con la cadena de carbohidrato

situada en la superficie externa de la célula (figura 3).

De los parrafos anteriores se desprende que los sitios celulares en los

que las lectinas permiten reconocer GCs son: la membrana plasmatica, los



granulos secretorios, los lisosomas y las cisternas del complejo de Golgi

(Spicer y Schulte, 1992).

Tradicionalmente se reconoce al Dr. Hermann Stilimark, de la
Universidad de Dorpat (actualmente Tartu, Estonia), como el primer cientifico
que describié las propiedades aglutinantes de una lectina, en 1888. Se trataba
de la ricina, extraida de las semillas de Ricinus communis (Stillmark, 1888). Sin
embargo, con anterioridad, en 1860, se habia determinado la capacidad de
aglutinacion de ciertos venenos de viboras, efecto causado por la presencia de
lectinas (Kilpatrick, 2002). Asi, el término aglutinina fue ampliamente usado
para describir sustancias que causaban aglutinacién de eritrocitos y de otras

células (Bog-Hansen, 1980).

La concanavalina (CON A) fue la primera lectina aislada en forma pura.
En 1919 Sumner la obtuvo a partir de las semillas de una leguminosa, la
Canavalia ensiformes (judia, frijol) (Sumner, 1919). Varios afios mas tarde el
mismo autor demostrd sus propiedades hemoagiutinantes (Sumner y Howell,

1936; Sumner, 1946).

Recién en la década de 1950, se designo con el término “lectina” a las
sustancias de origen vegetal que reconocen y distinguen los distintos grupos
sanguineos basados en los carbohidratos que expresan (Boyd y Shapleigh,

1954).

La existencia de lectinas en los animales fue descubierta a comienzos
del siglo XX por el hallazgo de una aglutinina en la hemolinfa del cangrejo de

herradura Xiphosura polyphemus (Barondes, 1981). Posteriormente, en 1974,
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Stockert, Morell y Scheinberg aislaron una agiutinina en el higado del conejo
que es hemoaglutinante para eritrocitos humanos y de conejo. Esta
"mammalian hepatic lectin” (lectina hepatica de mamifero), como fue
denominada por sus descubridores, reclama el mérito de ser la primera lectina
de origen mamifero descripta. Sin embargo, en un trabajo previo de Ashwell y
colaboradores se daban las bases para el hallazgo del receptor de

asialoglicoproteina, ASGPR, en el higado (Gabius, 1991; Varki, 1999).

No obstante, es justo aclarar que en el pasado ya se habian demostrado
las propiedades aglutinantes de muchas sustancias, hoy consideradas lectinas,
tanto de origen vegetal como animal, incluyendo las de origen mamifero. Pero
estos hallazgos fueron descriptos originaimente en otro contexto, en general
como el principio activo de distintas plantas toxicas o de diferentes venenos

animales (Kilpatrick, 2000).

Las lectinas se unen a los carbohidratos mediante multiples
interacciones no covalentes, que incluyen puentes de hidrégeno, puentes
salinos, interacciones hidrofébicas y fuerzas de van del Waals. Pese a que las
bases fisicoquimicas son las mismas, estas uniones no son de tipo inmune

(Barbeito et al., 2004).

La capacidad que poseen las lectinas para unirse especificamente a los
grupos carbohidrato de los GCs, fue aplicada en el desarrollo de la técnica de
lectinhistoquimica para el estudio de la distribucion de estos compuestos en los

tejidos animales.
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Las lectinas pueden ser divididas en familias teniendo en cuenta su

origen. Otra forma de agruparlas es considerar el glucido al que se unen. La

tabla 1 resume esta informacién. Un tercer modo de clasificarlas es por la

estructura quimica. Asi, la mayor parte de las lectinas pertenece a una de estas

tres clases: a) simple, b) en mosaico y c) supramoléculas (Ambrosi et al.,

2005).

Tabla 1: familias de lectinas. Adaptado de Ambrosi et al. (2005).

Lectina Familia Glucido al que se une
1) Origen vegetal*:
» Gramineae (GIcNAC)1.3, NeuSAc
WGA (Tnticum vulgare) ]
. i Euphorbiaceae  Gal
RCA (Ricinus communis) ]
. Leguminosae Desconocido
PHA (Phaseolus vulgaris) ]
) Leguminosae Gal, Galg3GalNAca
PNA (Arachis hypogaea) )
. ) Leguminosae Gal / GalNAc
SBA (Glycine maximus) )
) . Leguminosae Man / Glc
PSA (Pisum sativum) ]
. Leguminosae Man / Gic
LCA (Lens culinans) )
) Amarylidaceae  Man
GNA (Galanthus nivalus) )
. ) Leguminosae GalNAca3GalNAc, GalNAc
DBA (Dolichus biflorus)
Solanaceae (GlcNACc),
STA (Sofanum tuberosum) ]
. ) Leguminosae Man / Glc
Con A (Canavalia ensiformes)
2) Origen animal:
ASGPR Tipo C Gal
Galectina - 3 Tipo S Gal
Sialoadhesina Tipo | NeubAc
CD-MPR Tipo P Man6P
CRP Pentraxinas Gal, Gal6ép, acido galacturénico

* Entre paréntesis se indica el nombre cientifico de la planta de la cual se obtiene la lectina.

Las lectinas simples estan formadas por un pequefo numero de

subunidades, no siempre idénticas, cada una con un peso molecular inferior a




los 40 kDa. Cada monomero presenta un sitio de union para el glucésido. Este
grupo comprende practicamente a todas las lectinas conocidas de origen
vegetal y los principales miembros de la familia de las galectinas, también

conocidas como S-lectinas, de origen animal.

Las lectinas en mosaico son moléculas compuestas con varios dominios
proteicos, uno solo de los cuales posee el sitio de unidén a glucidos. Son
ejemplos de esta clase las hemaglutininas virales y las lectinas tipos C, | y P de

origen animal.

El tercer grupo de lectinas esta constituido por estructuras
supramoleculares de presencia comun en las bacterias. Se presentan como
una estructura filamentosa formada por unidades agregadas en forma

helicoidal.

Epitelio intestinal

E! epitelio de la mucosa del intestino esta formado por distintos tipos celulares.
Cada uno de ellos tiene una funcién especifica. Los enterocitos participan en
los fendmenos de digestion y absorcién. Las células caliciformes secretan el
mucus que protege a la mucosa. Las células de Paneth forman parte del
sistema inmune inespecifico. Las células enteroendocrinas secretan sustancias

reguladoras de la actividad intestinal (Ross et al., 1997).

En el epitelio de las criptas intestinales ocurren procesos de
proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Cerca de la base de la cripta se

encuentran células madre con activa proliferacién (Leblond, 1981).



E Células madre (stem cell)

Enterocitos maduros de las vellosidades
E Enterocitos maduros de las criptas

‘ Células de Paneth

Ceélulas caliciformes

Figura 4: esquema de la ubicacion de los diferentes tipos celulares en la unidad cripta-
vellosidad. Las células madre dan origen a los otros tipos celulares. Ellos se desplazan
desde la zona de proliferacion hacia el vértice de la vellosidad o hacia el fondo de la
cripta. En base a de Santa Barbara et al., 2003.

Desde alli, su descendencia, también con alta capacidad proliferativa,
sigue dos caminos (de Santa Barbara et al., 2003). Las células que daran
origen a las células absortivas, a las caliciformes y a las enteroendocrinas

migran hacia el vértice de la vellosidad. Otras, las que daran origen a las



células de Paneth, se desplazan a las regiones mas profundas de la cripta

intestinal (figura 4).

Algunas de las células que se van desplazando hacia el vértice de la
vellosidad intestinal se diferencian en enterocitos. En un plazo de 2 a 5 dias
alcanzan el punto mas alto de la vellosidad, donde se perderan por

descamacion.

La elevada proliferacién en las criptas determina que también exista en
ellas un alto indice de muerte celular, para eliminar las células que posean
modificaciones en su material genético (Gonzélez et al., 2000; Gonzalez et al.,

2005).

A medida que las células ocupan posiciones mas altas en el eje cripta-
vellosidad se observa en ellas una diferenciacion funcional. Por ejemplo, los
enterocitos de las criptas poseen la capacidad de secretar agua y electrolitos
hacia la luz intestinal por la presencia de una bomba de Na‘’/Cl ~ en la
membrana apical. Los enterocitos de la vellosidad no realizan esta funcién
porque la bomba celular se halla en la membrana basolateral. Asi, se describen
fisioldgicamente enterocitos de las criptas y enterocitos de las vellosidades
(Ruckebusch et al.,1994; Garcia Sacristan et al., 1995, Cunningham, 1997;

Cingolani y Houssay, 2000).

Las células de Paneth, uno de los linajes celulares en el epitelio
intestinal, se ubican en la base de la cripta y presentan granulos secretorios en
el citoplasma apical. Estos granulos contienen péptidos antimicrobianos que

forman parte de una familia de defensinas (a-defensinas) (Lehrer y Ganz,
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2002). Las células de Paneth secretan el contenido de estos granulos cuando
son expuestas a las bacterias 0 a sus antigenos; formando parte del sistema

inmune inespecifico de un animal (Oullette, 1997; Ayabe et al., 2004).

Los procesos de diferenciacion, proliferacion y muerte celular iniciados
en las criptas determinan las funciones del intestino (de Santa Barbara et al.,

2003).

Patrén de unién a lectinas en el epitelio intestinal

En el epitelio intestinal existe un patrén de distribuciéon para la unién de lectinas
con los GCs que fue descripto en algunas especies como el hombre (Vecchi et

al., 1987) y la rata (Freeman et al., 1980).

Las investigaciones iniciales sobre el epitelio intestinal en la rata
demostraron que la técnica de lectinhistoquimica permite detectar diferencias
entre los GCs de distintos sectores del eje cripta-vellosidad y de diferentes
regiones del intestino (eje craneo-caudal). Metodologias similares fueron
aplicadas en el tracto gastrointestinal del hombre (Walker, 1988) y en el colon
de cobayo (Gorelick et al., 1982) y en este caso las lectinas se unieron en
forma diferente a los distintos tipos celulares. El patrén de distribucion de GCs
se modifica al ir diferenciandose los enterocitos y las otras poblaciones
celulares desde la cripta de Lieberkihn (Danguy et al., 1988, Doehrn et al.,

1992).

En el cerdo, se han descripto cambios en el patrédn de lectinas entre

distintas regiones del intestino delgado y, también, entre distintos grupos

11



etarios (Jaeger et al., 1989; Gelberg et al., 1992; Chae y Lee, 1995; Barbeito et

al., 2003) o con distintas dietas (More et al.,1987; Brown et al., 1991).

Ademas, existen modificaciones del patron de unidn a lectinas de las
células en diferentes enfermedades. Esta demostrado que la estructura de los
glicanos de las membranas celulares se modifica en la inflamacién y en los
tumores (Dube y Bertozzi, 2005). De este modo, en el tubo gastrointestinal se
describieron cambios en tumores de estébmago y de intestino (Fischer et al.,
1983; Danguy et al., 1998) y en la enfermedad de Crohn (Cooper et al., 1987).
En los animales domésticos se estudiaron estas variaciones en las
enteropatias proliferativas del cerdo (Riganti et al., 1997), en la enterotoxemia
del conejo (Jelinek, 1996) y en la paratuberculosis del bovino (Massone et al.,

1991).

A pesar de los trabajos citados previamente, no encontramos en la
bibliografia estudios comparativos sobre el patron de union a lectinas en el
epitelio del intestino delgado y del intestino grueso del equino, del cerdo y del

conejo.

Teniendo en cuenta la existencia de caracteristicas anatomicas comunes
en el tubo gastrointestinal, se puede especular que el patron de distribucion de
GCs, en el epitelio intestinal de las especies a analizar, es semejante al
comparar el mismo segmento del intestino en distintos animales. No obstante,
los habitos alimentarios son diferentes y la fisiologia gastrointestinal tiene
caracteristicas propias en cada uno de ellos, lo que a su vez podria generar

algunas variantes en el patrén de glicanos.

12



2

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es caracterizar y comparar la expresion de los
carbohidratos de la membrana y del citoplasma de las células del epitelio
intestinal del equino, del cerdo y del conejo, utilizando la técnica de la

lectinhistoquimica.
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3

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras
Las muestras fueron obtenidas de material de frigorifico (cerdos y equinos), y

de animales sacrificados a tal fin (conejos).
La tabla 2 resume la informacion sobre los érganos estudiados.

Tabla 2: criterio para la obtencién de las muestras.

Organo Regién estudiada

Yeyuno Tercio medio, borde antimesentérico.
fleon Porcion terminal, borde antimesentérico.
Colon ascendente Flexura central, borde antimesentérico.
Recto Porcién inicial, borde antimesentérico.

Los animales eran adultos, de sexo masculino y clinicamente sanos. Los
equinos eran de raza mestiza, de 6 a 7 afios de edad y alimentados en base a
pasturas. Los cerdos eran hibridos comerciales, de 6 meses de edad, con un
peso de 100 a 110 kg y alimentados con una racién estandar para engorde de
porcinos. Los conejos eran de raza neocelandesa, de tres meses de edad y
alimentados con una racién para mantenimiento de conejos en base a alfalfa.
Para cada 6rgano se estudiaron diez animales (n = 10) de cada especie

seleccionados por el aspecto anatdmico normal del intestino.

14



Procesado del material

10%. El tiempo de fijacion vario de 48 a 72 horas.

A continuacién, las muestras fueron procesadas segun la técnica
tradicional de inclusién en parafina. Una vez obtenidos los tacos, se efectuaron

cortes de 4 + 1 um de espesor con micrétomo de deslizamiento.

Todas las muestras fueron sujetas a las técnicas que se enumeran a

continuacion

Técnicas histolégicas tradicionales
a) Hematoxilina — eosina: con esta técnica clasica se determinaron las

caracteristicas generales de los 6rganos a estudiar.

b) Acido peribdico - reactivo de Schiff (PAS) con contraste de hematoxilina:

con esta técnica histoquimica se evidencié la presencia de carbohidratos.

Las técnicas enunciadas se realizaron segun el procedimiento descrito

en la bibliografia (Martoja y Martoja, 1970; Prophet et al., 1995).

Estudio lectinhistoquimico
La lectinhistoquimica permite localizar, identificar y distinguir con gran

sensibilidad y especificidad diferencias en la secuencia de los carbohidratos en
las células. Ademas, la lectinhistoquimica posee un nivel de especificidad
mayor que otras técnicas utilizadas para determinar glucidos como el PAS o los

alcianes.

En los cortes para lectinhistoquimica, se procedi6é a la deshidratacién y

blogueo de las peroxidasas endégenas mediante metanol - H20.. Luego fueron

15
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incubados con albumina sérica bovina al 0,1% para bloquear uniones
inespecificas. Posteriormente se incubaron durante dos horas a temperatura
ambiente con lectinas biotiniladas. Estas se emplearon diluidas al 1% en buffer

PBS.
Las lectinas utilizadas fueron:
Grupo I: glucosa / manosa
CON A (Canavalina ensiformes).
Grupo | I: N — acetilglucosamina

WGA (Triticum vulgare). Es especifica para (GIcNAc);.3 y también une a

NeuSAc.
Grupo | 1 I: N — acetilgalactosamina / galactosa
DBA (Dolichus biflorus). Se une a GalNAca3GalNAc y GalNAc.
SBA (Glycine maximus). Es especifica para Gal y GalNAc.
PNA (Arachis hypogaea). Se une con Gal y GalB3GaiNaca.
RCA - | (Ricinus communis). Es especifica para galactosa.
Grupo | V: L - fucosa
UEA - | (Ulex europeus).

El siguiente paso de la técnica consistié en la incubacion de los cortes a
temperatura ambiente con el sistema ABC® de VECTOR LABORATORIES, que
se basa en la afinidad entre la avidina y la biotina. Por ultimo, se utilizd

diaminobencidina como cromégeno revelador. La coloracién de contraste se

16
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realizé con hematoxilina. Para cada lectina se efectuaron controles negativos y

positivos probados.

La observacion se realizé con un microscopio Olympus binocular a 100,
400 y 1000 aumentos. La intensidad de la marcacién lectinhistoquimica se
evalué mediante un sistema semicuantitativo similar al utilizado por otros
autores (Cobo et al., 2004), con las siguientes categorias: negativo (-),

levemente positivo (+), positivo (++), fuertemente positivo (+++).

17



4l

RESULTADOS

YEYUNO DE EQUINO

En la tabla 3 se resume la informacidn sobre los resultados.

Técnica de PAS
Se observa la tincion del glicocalix, del citoplasma de los enterocitos vy,

con un color mas intenso, el contenido de las células caliciformes.

Lectinhistoquimica
CON A: se evidencia el glicocdlix (+++) y el citoplasma de los

enterocitos (++) que tapizan la vellosidad intestinal. Se marca el citoplasma de
los enterocitos de la cripta (+). No se evidencian las células caliciformes con

esta lectina. Figuras 5 - A; 5 - B.

WGA: esta lectina marca el glicocélix en la cripta (++) y en la vellosidad
(+++). También se fija en el citoplasma de los enterocitos de la cripta (++) y de
la vellosidad (+). Se evidencian algunas células caliciformes (+). Figura5-C; 5

-D.

DBA: se observa marcacion en el glicocalix de las células de la cripta
(++) y de la vellosidad (+++). El citoplasma de los enterocitos se evidencia mas
en la cripta (++) que en la vellosidad intestinal (+). En las células caliciformes

también existe marcacion (++). Figuras 5-E; 5 - F.

18



SBA: se visualiza unién en el citoplasma de los enterocitos, que es mas
manifiesta en las células de la cripta intestinal (+++) que en la vellosidad (+).
No se evidencia el glicocdlix en la vellosidad, pero si en el de la cripta (++). Las
células caliciformes marcan en forma desigual, algunas se evidencian (++) y

otras no (-). Figura 6 - A.

PNA: se observa marcacion en el glicocalix (++) y en el citoplasma (++)
de los enterocitos de la cripta intestinal. No se evidencia marcacién en el
glicocalix y en el citoplasma de los enterocitos de la vellosidad. Algunas células

caliciformes presentan una imagen finamente granulada (++). Figura 6 - B.

RCA - I: se evidencia el glicocalix (++) y el citoplasma de los enterocitos
de la cripta (++). También se produce unién en el glicocalix (+++) y el
citoplasma de los enterocitos de la vellosidad (+/-), este ultimo se observa de
aspecto granulado. Se marca el contenido de las células caliciformes y las

membranas de las vesiculas secretorias (+++). Figuras 6 - C; 6 - D.

UEA - I: se evidencian las células caliciformes (+++) y el glicocalix de

los enterocitos de la vellosidad. Figuras 6 - E; 6 - F.

Tabla 3: resultados de la técnica de PAS vy lectinhistoquimica en el epitelio del yeyuno del

equino.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta vellosidad vellosidad
PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A - + +++ ++ -
WGA ++ ++ +++ + +
DBA ++ ++ +++ + ++
SBA ++ +++ - + +4+'
PNA ++ ++ - - ++!
RCA - | ++ ++ +++ + +++
UEA -1 - - + - +++
1 - Se marcan de manera desigual, solo algunas son positivas.
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Figura 5: microfotografia de la mucosa del yeyuno del equino. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacion con lectina WGA 10 X. D:
Marcaci6n con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacion con fectina
DBA 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gcerip: glicocalix del
enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la vellosidad; Gsup: glicocéalix del
enterocito de la vellosidad; Ca: céluia caliciforme.

Figura 6: microfotografia de la mucosa del yeyuno del equino. A: Marcacién con lectina SBA 10
X. B: Marcacién con lectina PNA 10 X. C: Marcacién con lectina RCA - 1 10 X. D: Marcacién con
lectina RCA - 140 X. E: Marcacion con lectina UEA -1 10 X F: Marcacion con lectina UEA - |

40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gsup: glicocalix del enterocito
de la vellosidad; Ca: célula caliciforme.
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YEYUNO DE CERDO
La tabla 4 resume la informacion sobre los resultados de estas técnicas.

Técnica de PAS
La tincidon de PAS es positiva, existiendo coloracién en el glicocalix, del

citoplasma de los enterocitos y del contenido de las células caliciformes.

Lectinhistoquimica
CON A: se evidencia el glicocalix de las células de la cripta (+) y de la

vellosidad (++). Ademas se marca el citoplasma de los enterocitos de la cripta

(+). Figura 7 - A; 7 - B.

WGA: esta lectina marca el glicocalix de la cripta (+) y de la superficie
(++), y el citoplasma de los enterocitos de la cripta (+) y de la vellosidad (+).
Las células caliciformes se evidencian en forma desigual, algunas se observan

con mayor intensidad (++) que otras (+). Figuras 7 - C; 7 - D.

DBA: se observan escasas células caliciformes (+) marcadas. Figuras 7

-E;7-F.

SBA: se visualiza el glicocalix de los epitelios de la cripta (++) y de la
superficie (++) con la misma intensidad. Se marca el citoplasma de los
enterocitos de la cripta (+) y las células caliciformes (++) con sus vesiculas

secretorias. Figuras 8 - A; 8 - B.

PNA: se observa marcacién en el glicocalix (+) y en el citoplasma de los
enterocitos de la cripta (++). En este ultimo caso, las estructuras marcadas son

granulos situados en la parte apical del citoplasma. Ademas, la unién con la
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lectina se evidencia en la region supranuclear del citoplasma de los enterocitos

de la vellosidad (++). Figuras 8 - C; 8 - D.

RCA - I: se evidencia el glicocalix de los epitelios de la cripta (+) y de la
vellosidad (+). Algunas células caliciformes (+) también se marcan. Figura 8 -

E.

UEA - I: se observan algunas células caliciformes positivas (++). Figura

8-F.

Tabla 4: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del yeyuno del

cerdo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta vellosidad vellosidad

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CONA + + ++ - -
WGA + + ++ + +/++]
DBA - - - - +2
SBA ++ + ++ = ++
PNA + +43 - ++4 -
RCA - | + - + - +
UEA - | - - - - ++

1 - La marcacion es desigual, algunas células caliciformes se evidencian mis intensamente que las otras.
2 - El namero de caliciformes marcado es escaso.

3 - Se evidencian granulos en el citoplasma apical de los enterocitos.

4 - La marcacién es supranuclear.

Figura 7: microfotografia de la mucosa del yeyuno del cerdo. A Marcacion con lectina
CON A 10 X. B: Marcacion con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacién con lectina WGA 40 X. E: Marcacién con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina
DBA 40 X. Referencias: Csup: citoplasma del enterocito de la vellosidad; Gsup: glicoclix del
enterocito de la vellosidad; Ca: célula caliciforme.

Figura 8: microfotografia de la mucosa del yeyuno del cerdo. A: Marcacion con lectina
SBA 10 X. B: Marcacion con lectina SBA 40 X. C: Marcacién con lectina PNA 10 X. D:
Marcacion con lectina PNA 40 X. E: Marcacion con lectina RCA - | 40 X. F: Marcacion con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de {a cripta; Gerip:
glicocélix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma dei enterocito de la vellosidad; Gsup:
glicocalix del enterocito de la vellosidad; Ca: célula caliciforme.
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YEYUNO DE CONEJO

Los resultados se presentan resumidos en la tabla 5.

Técnica de PAS
El glicocélix, el citoplasma de los enterocitos y las células caliciformes

se tifien con la técnica de PAS. E| contenido de las células caliciformes se

observa homogéneo, ya que no se pueden diferenciar las vesiculas secretorias.

Lectinhistoquimica
CON A: se evidencia el glicocalix en la superficie de la vellosidad (+) y

se marca el citoplasma de l|os enterocitos de la vellosidad en forma

supranuclear (+). Figuras 9-A; 9-B.

WGA: el glicocalix de los epitelios de la cripta (++) y de la superficie (++)
se marcan de manera similar. El citoplasma de los enterocitos de la cripta (+) y
de la vellosidad (+) muestran también una marcacion semejante. Las células

caliciformes son positivas (+). Figuras 9 - C; S - D.

DBA: en general la marcacién es mas intensa hacia la superficie del
epitelio. Se evidencian el glicocalix de los epitelios de la cripta (+) y de la
vellosidad (+++). También el citoplasma de los enterocitos de la cripta (+/-) y de
la vellosidad (++). En las células caliciformes se visualiza marcacion

heterogénea (+). Figuras 9 -E; 9-F.

SBA: se marca el glicocalix de las células de la cripta (+/-) y de la
vellosidad (+). En el citoplasma de los enterocitos de la cripta (++) y en el de los

enterocitos de la vellosidad (+) se evidencian granulos en la region
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supranuclear. Un escaso numero de células caliciformes es positivo (++).
Figuras 10 - A; 10 - B.
PNA: se observa marcacion en el glicocalix de la cripta (+) y en forma

leve en el citoplasma del enterocito de la vellosidad (+/-). Figuras 10 - C.

RCA - I: se visualiza el glicocélix del epitelio de la cripta (+) y de la
superficie de la vellosidad (++). En el citoplasma de los enterocitos de la cripta
(++) se evidencian granulos y también se marca el citoplasma de los
enterocitos de la vellosidad (+). Algunas células caliciformes son positivas, en

especial las ubicadas cerca de la superficie (++). Figura10-D; 10 - E.

UEA - I: no se observa marcacion del epitelio con esta lectina. Figura 10

Tabla 5: resultados de la técnica de PAS vy lectinhistoquimica en el epitelio del yeyuno del

conejo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta vellosidad vellosidad

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A - - + +! -
WGA ++ + ++ + +
DBA + +/- +++ ++ +2
SBA +/- ++ + +1 +43
PNA + - +/-! - -
RCA -1 + ++' ++ + ++
UEA - - - - - -

1 - Se observa marcacion en la zona supranuclear.
2 — Las células caliciformes se marcan en forma heterogénea.
3 - Las células caliciformes que se marcan son escasas.

Figura 9: microfotografia de la mucosa del yeyuno del conejo. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacion con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacion con lectina
DBA 40 X. Referencias: Gsup: glicocélix del enterocito de la vellosidad; Csup: citoplasma del
enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme,

28



Figura 10: microfotografia de la mucosa del yeyuno del conejo. A: Marcaciéon con
lectina SBA 10 X. B: Marcacién con lectina SBA 40 X. C: Marcacién con lectina PNA 40 X. D:
Marcacién con lectina RCA - | 10 X. E: Marcacién con lectina RCA - | 40 X F: Marcacion con
lectina UEA - | 10 X. Referencias: Gcrip: glicocalix del enterocito de la cripta; Ccrip:
citoplasma del enterocito de ia cripta; Gsup: glicocélix del enterocito de la vellosidad; Csup:
citoplasma del enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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ILEON DE EQUINO

En la tabla 6 se resume la informacion sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
Se observa la tincidn del citoplasma de los enterocitos y del contenido de

las células caliciformes. Figura 11 - A.

Lectinhistoquimica
CON A: se evidencia el citoplasma de los enterocitos de Ia cripta (+++) y

el de aquellos que tapizan la vellosidad intestinal (+++). El glicocalix de las
células de la cripta y de la vellosidad se marcan con una intensidad similar

(+++). Figuras 11 - B; 11 - C.

WGA: esta lectina marca el glicocalix de las células de la cripta (+) y con
mayor intensidad el de las de la vellosidad (+++). El citoplasma de los
enterocitos de la cripta y los de la vellosidad se marcan de manera similar (+).

También las células caliciformes son positivas (++). Figura 11 - D.

DBA: se observa marcacion en el glicocalix (+++) y en el citoplasma de
los enterocitos de la cripta intestinal (++). Las células caliciformes que son
positivas (++) se encuentran en la porcion profunda de la cripta intestinal y en

la superficie. Figuras 11 -E; 11 - F.

SBA: en la porcion intermedia de las glandulas intestinales no se
visualiza marcacion. En cambio el glicocalix de las células de la cripta y de la
superficie (+++) se evidencian con claridad. El citoplasma de los enterocitos de

la cripta intestinal (+++) se observa con mayor intensidad que el de los
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enterocitos de la vellosidad (+). Las células caliciformes también son positivas

(++). Figura 12 - A.

PNA: se observa marcacién en algunas células caliciformes (++/+++).

Figura 12 - B,

RCA -~ |: se reconoce marcaciéon en algunas células caliciformes (++),
tanto a nivel de las membranas de las vesiculas secretorias como de su
contenido. El glicocalix de los enterocitos de la cripta (+) tiene un marca
levemente mas intensa que el de la superficie (+/-). El citoplasma de los

enterocitos de la cripta es suavemente positivo (+/-). Figuras 12 -C; 12 - D.

UEA - I: se evidencian las células caliciformes y su contenido (++). En
algunas de ellas se marca el borde y en otras el contenido de las vesiculas
secretorias. Algunas vesiculas tienen una marcacion de mayor intensidad.

Figuras 12 -E; 12 - F.

Tabla 6: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del ileon del

equino
Glicocalix Citoplasma Glicocélix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta vellosidad vellosidad

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CONA +++ ++4+ +++ +++ -
WGA + + +++ + ++
DBA +++ ++ - _ !
SBA ++4 +++ +++ +2 ++
PNA - - - - +43
RCA - | + +/- +/- = +43
UEA - | - - - . ++

1 - Se marcan algunas células caliciformes en la cripta intestinal y otras en la vellosidad.
2 - En el citoplasma se evidencia una imagen granular.
3 - Se marcan algunas células.

Figura 11: microfotografia de la mucosa del ileon del equino. A: Tincién de PAS 10 X.
B: Marcacién con lectina CON A 10 X. C: Marcacién con lectina CON A 40 X. D: Marcacién con
lectina WGA 40 X. E: Marcacién con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina DBA 40 X.
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Referencias: Csup: citoplasma del enterocito de la vellosidad; Gsup: glicoclix del enterocito’

de la vellosidad; Ca: célula caliciforme.

Figura 12: microfotografia de la mucosa del ileon del equino. A: Marcacién con lectina
SBA 40 X. B: Marcacién con lectina PNA 40 X. C: Marcaciéon con lectina RCA - 1 10 X. D:
Marcacién con lectina RCA - | 40 X. E: Marcacioén con lectina UEA - | 10 X F: Marcacioén con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Gsup: glicocdlix del enterocito de la velliosidad; Ca: célula
caliciforme.
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JLEON DE CERDO

En la tabla 7 se resume la informacion sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
El glicocdlix, el citoplasma de los enterocitos y el contenido de las

células caliciformes se tifien con la técnica de PAS. Figura 13 - A.

Lectinhistoquimica
CON A: el glicocélix de la cripta (++) y el de la vellosidad (++) se

evidencian con la misma intensidad. Del mismo modo, se marcan de manera
similar el citoplasma de los enterocitos de la cripta (+) y de la vellosidad (+).

Figura 13 - B.

WGA: se observa que el glicocalix de la cripta (+) marca con menor
intensidad que el de la vellosidad (++). El citoplasma de los enterocitos de la
cripta (+) marcan de manera similar que los de la vellosidad (+). En las células
caliciformes (++) se marcan las membranas de las vesiculas secretorias y, de

manera mas suave, su contenido. Figuras 13- C; 13- D.

DBA: se observa el glicocalix que reviste la superficie de la vellosidad

(+) y algunas células caliciformes (+). Figuras 13- E; 13 -F.

SBA: se visualiza el glicocalix de los enterocitos de la cripta (+) y de la
vellosidad (++), con distinta intensidad. En cambio, el citoplasma de los
enterocitos de la cripta y de la vellosidad marcan de manera similar (+).
Algunas células caliciformes se observan con mayor marcacién (+++) y otras

con menor marca (++). Figura 14 - A.
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PNA: tanto el glicocalix de las células de la cripta (++) como el de la
vellosidad (++) se evidencian de manera similar. En el citoplasma apical de los
enterocitos de la cripta se observa un patron de marcado vesicular (+). El
citoplasma de los enterocitos de la vellosidad (+) también se marca. Figuras 14

-B;14-C.

RCA - I: el glicocdlix de los epitelios de la cripta y de la vellosidad se
evidencian de manera semejante (++), lo mismo ocurre con el citoplasma de
los enterocitos de la cripta y de la vellosidad (+). Las células' caliciformes
ofrecen una imagen heterogénea, algunas se evidencian mejor (++) que otras

(+). Figura 14 - D.

UEA - |: se observa una marcacién similar en el glicocalix de los
enterocitos de la cripta y de la vellosidad (++). Del mismo modo, se evidencian
de forma similar el citoplasma de los enterocitos de la cripta y los de la
vellosidad (+). La membrana de las vesiculas secretorias de las células

caliciformes (++) se marca de manera desigual. Figuras 14-E; 14 -F.

Tabla 7: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del ileon del

cerdo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta vellosidad vellosidad

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A ++ + ++ + -
WGA + + ++ - ++
DBA - - + - +'
SBA + + ++ + ++/+++
PNA ++ +2 ++ + -
RCA - | ++ + ++ + +/++
UEA - | ++ + ++ + ++

1 - Se evidencian escasas células caliciformes.
2 - En el extremo apical se observan vesiculas.
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Figura 13: microfotografia de la mucosa del ileon del cerdo. A; Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacion con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacién con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina
DBA 40 X. Referencias: Gcrip: glicocélix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del
enterocito de la vellosidad; Gsup: glicocalix del enterocito de la vellosidad; Ca: célula

caliciforme.

Figura 14: microfotografia de la mucosa del ileon del cerdo. A: Marcacién con lectina
SBA 40 X. B: Marcacién con lectina PNA 10 X. C: Marcaciéon con lectina PNA 40 X. D:
Marcacion con lectina RCA - | 40 X. E: Marcacién con lectina UEA - { 10 X F: Marcacién con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Csup: citoplasma del enterocito de la vellosidad; Gsup:
glicocélix del enterocito de la vellosidad; Ca: célula caliciforme.
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ILEON DE CONEJO

En la tabla 8 se resume la informacién sobre los resuitados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
El citoplasma de los enterocitos y el contenido de las células caliciformes

se tiflen con la técnica de PAS. El contenido de las células caliciformes se

observa homogéneo.

Lectinhistoquimica
CON A: se observa marcacién en el citoplasma de los enterocitos de la

cripta (+) y en el citoplasma de los enterocitos de la vellosidad (+). Figuras 15 —

A; 15-B.

WGA: la lectina WGA marca el glicocalix de los enterocitos de la cripta
(++) con mayor intensidad que el glicocalix de los enterocitos de la vellosidad
(+). El citoplasma de los enterocitos de la cripta se evidencia en forma similar al
de los enterocitos de la vellosidad (+). Las células caliciformes se marca en

forma heterogénea (+). Figuras 15-C; 15-D.

DBA: se observa marcacion en el glicocalix de los enterocitos de la
cripta (++) y en el de los enterocitos de la superficie (+). Se evidencia el
citoplasma de los enterocitos de la cripta intestinal (+). Las células caliciformes

se marcan en forma heterogénea (+). Figuras 15-E; 15-F.

SBA: se visualiza marcacién en el glicocélix de los enterocitos de la

cripta y de la vellosidad con la misma intensidad (++). Se evidencian de forma
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similar el citoplasma de los enterocitos de la cripta y de la vellosidad (+). Las

células caliciformes se marcan en forma heterogénea. Figuras 16 - A; 16 - B.

PNA: no se observa marcacién en el epitelio intestinal con la lectina

PNA.

RCA - I: el glicocdlix de los enterocitos de la cripta y de la vellosidad se
evidencian de forma similar (+). Se observa una marcacion leve en el
citoplasma de los enterocitos de la cripta (+/-). Las céluias caliciformes se

marcan en forma heterogénea. Figuras 16 - C; 17 - D.

UEA - |: se observa una leve marcacién en las células caliciformes (+/-).

Figuras 17 —E; 17 - F.

Tabla 8: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del ileon del

conejo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta vellosidad vellosidad

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A - + - + -
WGA ++ + + + +!
DBA ++ + + - +
SBA ++ + +4+ + +!
PNA - - - - -
RCA -1 + +/- + . 41
UEA - | - - - ~ +/-

1 — Las células caliciformes se marcan en forma heterogénea.

Figura 15: microfotografia de la mucosa del ileon del conejo. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacion con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina
DBA 30 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gerip: glicocélix del
enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la vellosidad; Gsup: glicocélix del
enterocito de la vellosidad; Ca: célula caliciforme.

Figura 16: microfotografia de la mucosa del ileon del conejo. A: Marcaciéon con lectina
SBA 10 X. B: Marcacién con lectina SBA 40 X. C: Marcacién con lectina RCA - 1 10 X. D:
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Marcacion con lectina RCA - | 40 X. E;: Marcacién con lectina UEA - | 10 X F: Marcacién con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gcrip:
glicocélix del enterocito de la cripta; Gsup: glicocalix del enterocito de la vellosidad; Ca: célula

caliciforme.
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COLON DE EQUINO

En la tabla 9 se resume la informacién sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
El citoplasma vy el glicocalix de los enterocitos, al igual que las células

caliciformes se tiflen con la técnica de PAS.

Lectinhistoquimica
CON A: no se evidencia marcacion en el epitelio. Figuras 17 - A ; 17 - B.

WGA: se observa marcacion en el glicocélix de las células de la cripta
(++), y de la superficie (+++) asi como en el citoplasma de los enterocitos de la

cripta (+) y de la superficie (+). Figuras 17 - C; 17 - D.

DBA: tanto el glicocalix de los enterocitos de la cripta como del de la
superficie se evidencian claramente (+++). Con respecto al citoplasma, solo es
positivo en los enterocitos de la superficie (+). Las células caliciformes se
marcan de manera desigual, las que presentan marca (+) se hallan en la

superficie del epitelio. Figuras 17 - E; 17 - F.

SBA: son positivos tanto el glicocalix (++) como el citoplasma de los

enterocitos de la superficie (+++). En el uUltimo caso se observa marcacién

supranuclear. Figuras 18 - A; 18 - B.

PNA: la lectina marca en forma supranuclear el citoplasma de los

enterocitos de la superficie (+++). Figuras 18 - C; 18 - D.

RCA - I: el glicocalix de los enterocitos de la cripta es positivo (++) con
esta lectina. Figuras 18 — E; 18 - F.
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UEA - I: se marca suavemente el glicocélix de los enterocitos de la

superficie (+).

Tabla 9: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del colon del

equino.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta superficie superficie

PAS +++ +4+ +++ ++ +++
CONA - - - - -
WGA ++ + +++ + -
DBA +4+ - +4+ + +1
SBA - < ++ +4+42 -
PNA - - - +++2 -
RCA - | ++ - - - -
UEA - | - - + - -

1 - Se observa marca en algunas células en la superficie.
2 - Se observa marcacion supranuclear.

Figura 17: microfotografia de la mucosa del colon del equino. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacion con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacion con lectina WGA 40 X. E: Marcacioén con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina
DBA 40 X. Referencias: Gcerip: glicocdlix del enterocito de la cripta; Gsup: glicocélix del
enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.

Figura 18: microfotografia de la mucosa del colon del equino. A: Marcacién con lectina
SBA 10 X. B: Marcacién con lectina SBA 40 X. C: Marcacién con lectina PNA 10 X. D:
Marcacién con lectina PNA 40 X. E: Marcacién con lectina RCA - | 40 X F: Marcacién con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Csup: citoplasma del enterocito de la superficie; Gsup:
glicocélix del enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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COLON DE CERDO

La tabla 10 resume la informacién sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
La técnica de PAS tifie el glicocalix, el citoplasma de los enterocitos y el

contenido de las células caliciformes.

Lectinhistoquimica
CON A: se marcan tanto el glicocélix de las células de la cripta (++)

como el de las células de la superficie (+), pero con distinta intensidad. El
citoplasma de los enterocitos de la cripta (++) y de la superficie (++) se

evidencian de manera semejante. Figuras 19 - A; 19 - B.

WGA: se marca mas intensamente el glicocalix de la superficie (+++)
que el de la cripta (++). El citoplasma de los enterocitos de la superficie (++) y
las vesiculas secretorias de las células caliciformes (++) se observan positivas.

Figuras19-C; 19-D; 19 -E.
DBA: no se evidencia unién de esta lectina en el epitelio. Figuras 19 - F.

SBA: la marcacion con esta lectina se visualiza hacia la base de la cripta
y en la superficie, pero estd ausente en la porcion intermedia de las glandulas
intestinales. El glicocalix de las células de la cripta (+++) se marca con mayor
intensidad que el de la superficie (+). El citoplasma de los enterocitos de la
superficie (+++) y el citoplasma de los enterocitos de la cripta (+++) son

positivos con esta técnica. Figuras 20 - A; 20 - B.
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PNA: se observa marcacién en el glicocalix de la superficie (+) y en
forma supranuclear en los enterocitos de la superficie (+++). Figuras 20 - C; 20

-D.

RCA - I: se evidencia el glicocalix de la cripta (+++) y de la superficie
(++). El citoplasma de los enterocitos de la cripta (+++) se evidencia con mayor
intensidad que el de los enterocitos de la superficie (+). Las membranas de las

vesiculas de las células caliciformes son positivas (+++). Figuras 20 - E.

UEA - I: el citoplasma de los enterocitos de la cripta (++) y el de los
enterocitos de la superficie (++) tienen una marcacion similar. Se evidencian el
glicocélix tanto en las células de la cripta (+++) como en las de la superficie.
Las células caliciformes son positivas (+++), observandose una marcacion

heterogénea de las vesiculas secretorias. Figuras 20 - F.

Tabla 10: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del colon del

cerdo.
Glicocalix Citopfasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta superficie superficie

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A ++ ++ + ++ -
WGA ++ - 4+ ++ ++1
DBA - - + - -
SBA +++ ++ + +++ -
PNA - - + ++42 .
RCA - | +++ +++ ++ + 44!
UEA - | +4++ ++ ++ ++ +44!

1 - Se evidencian las vesiculas secretorias.
2 - Se observa marcacion supranuclear.

Figura 19: microfotografia de la mucosa del colon del cerdo. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacion con lectina WGA 10X. D:
Marcacion con lectina WGA 40 X. E: Marcacién con lectina WGA 40 X. F: Marcacién con lectina
DBA 10 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta Gerip: glicocélix del
enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de fa superficie; Gsup: glicocélix del
enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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Figura 20: microfotografia de la mucosa del colon del cerdo. A: Marcacién con lectina
SBA 10 X. B: Marcacion con lectina SBA 40 X. C: Marcacién con lectina PNA 10 X. D:
Marcacién con lectina PNA 40 X. E: Marcacién con lectina RCA - | 10 X F: Marcacion con
lectina UEA -1 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta Gerip: glicocalix
del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la superficie; Gsup: glicocalix del
enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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COLON DE CONEJO

La tabla 11 resume la informacién sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
El citoplasma de los enterocitos, el glicocalix y las células caliciformes se

colorean con la técnica de PAS. El contenido de las células caliciformes se

observa fuertemente positivo.

Lectinhistoquimica
CON A: el glicocalix del enterocito de la superficie se marca mas

intensamente (+) que el de la cripta (+/-). Del mismo modo, el citoplasma del
enterocito de la superficie (++) se evidencia mas intensamente que el de la

cripta (+). Figuras 21 - A; 21 -B.

WGA: se evidencian algunas células caliciformes (+). Se observa el
glicocalix de los enterocitos de la superficie (++) y, con la misma intensidad, el
citoplasma de los enterocitos de la superficie y de la cripta (+). Figuras 21 - C;

21-D.

DBA: se observa la marcacion de las células caliciformes (+) en forma

heterogénea, solo algunas son positivas. Figuras 21 - E; 21 - F.

SBA: se evidencian las células caliciformes (+). Ellas se marcan de

forma heterogénea. Figuras 22 - A; 22 - B.

PNA: la lectina se une al glicocalix de ios enterocitos de las criptas (++)
y en el citoplasma de los enterocitos de la superficie (++). Figuras 22 - C; 22 -

D.
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RCA -~ I: se marcan algunas células caliciformes (+). Figuras 22 - E.

UEA - I: se evidencian las células caliciformes (+/++), pero de forma

desigual porque solo algunas muestran una marcacién mayor. Figuras 22 - F.

Tabla 11: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del colon del

conejo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta superficie superficie

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A +/- + + ++ -
WGA - + ++ + +!
DBA - - - - +!
SBA - - - - +!
PNA ++ - - - -
RCA - | - - - - +!
UEA -1 - - - - +/ ++

1 — Se marcan algunas células caliciformes.

Figura 21: microfotografia de la mucosa del colon del conejo. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacioén con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina
DBA 40 X. Referencias: Gcrip: glicocalix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del
enterocito de la superficie; Gsup: glicocalix del enterocito de la superficie; Ca: célula
caliciforme.

Figura 22: microfotografia de la mucosa del colon del conejo. A: Marcacién con lectina
SBA 10 X. B: Marcacién con lectina SBA 40 X. C: Marcacion con lectina PNA 10 X. D:
Marcacién con lectina PNA 40 X. E: Marcacion con lectina RCA - | 40 X. F: Marcacién con
lectina UEA -1 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta Gerip: glicocalix
del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la superficie; Ca: célula
caliciforme.
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RECTO DE EQUINO

La informaciéon sobre los resultados de estas técnicas se resume en la

tabla 12.

Técnica de PAS
El glicocalix, el citoplasma de los enterocitos y el contenido de las

células caliciformes se tifien con la técnica de PAS.

Lectinhistoquimica
CON A: el citoplasma de los enterocitos de la cripta y de la superficie se

evidencian con la misma intensidad (+). También se observa marcacion en el

glicocalix de la superficie (+). Figuras 23 - A; 23 - B.

WGA: se observa una marcaciéon mas intensa en el glicocélix de los
enterocitos de la superficie (++) que en el de la cripta (+). El citoplasma de los
enterocitos de la cripta se evidencia con la misma intensidad que el de la

superficie (+). Las células caliciformes son positivas (+). Figuras 23 - C; 23 - D.

DBA: se observa marcacion el glicocélix (++) y en el citoplasma (+) de
los enterocitos de la superficie. Las células caliciformes se marcan en forma
heterogénea (++) con predominio en la superficie de la mucosa. Figuras 23 - E;

23 -F.

SBA: se marcan el glicocalix (++) y el citoplasma de los enterocitos de la
superficie (+). En ellos se observa la marcacién en forma supranuclear. Las
células caliciformes son positivas (+) con predominio de la marcacion en la

superficie de la mucosa. Figuras 24 - A; 24 - B.
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PNA: se observa marcacién en forma supranuclear en el citoplasma de
los enterocitos de la cripta (+) y de la superficie (++). El glicocalix del
citoplasma de los enterocitos de la superficie es positivo (++). Figuras 24 - C;

24-D.

RCA - I: se marca el glicocdlix de los enterocitos de la cripta (+), y en
forma supranuclear el citoplasma de los enterocitos de la superficie (+). La

marcacion de las células caliciformes es poco evidente (+/-). Figuras 24 - E.

UEA - I: el glicocélix de los enterocitos de la cripta y de la superficie se
evidencian con la misma intensidad (++). Del mismo modo, el citoplasma de los
enterocitos de la cripta y de la superficie marcan igual (+). Las células
caliciformes se observan positivas (++), con marcacién en las membranas de

las vesiculas secretorias. Figuras 24 - F.

Tabla 12: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del recto del

equino.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta superficie superficie

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A - + + + _
WGA + + ++ + +
DBA - - ++ + + +1
SBA - = ++ +2 +3
PNA - +2 ++ +42 -
RCA -1 + - . +2 +/-
UEA - | ++ + ++ + ++

1 — Las células caliciformes se marcan de forma heterogénea, en la superficie.
2 — Se observa marcacion en forma supranuclear.
3 — Se evidencia marcacion en las células caliciformes de la superficie.

Figura 23: microfotografia de la mucosa del recto del equino. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacion con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacion con lectina
DBA 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gerip: glicocélix del
enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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Figura 24: microfotografia de la mucosa del recto del equino. A: Marcacion con lectina
SBA 10 X. B: Marcacion con lectina SBA 40 X. C: Marcaciéon con lectina PNA 10 X. D:
Marcacioén con lectina PNA 40 X. E: Marcaciéon con lectina RCA - | 40 X F: Marcaciéon con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gcrip:
glicocdlix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la superficie; Gsup:
glicocalix del enterocito de a superficie; Ca: célula caliciforme.
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RECTO DE CERDO
En la tabla 13 esta resumida la informacion sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
Los enterocitos, el glicocdlix y las células caliciformes se tifien con la

técnica de PAS. El contenido de las células caliciformes se observa

fuertemente positivo y homogéneo.

Lectinhistoquimica
CON A: se evidencia el citoplasma de los enterocitos de la vellosidad

(+). Algunas células caliciformes son positivas (+). Figuras 25 - A; 25 - B.

WGA: el glicocalix de las células de la cripta y de la superficie se
evidencian de manera similar (++). El citoplasma de los enterocitos de la cripta
es positivo (+), siendo mas notable la marcacion en la zona supranuclear. Ei
citoplasma de los enterocitos de |la superficie se marca con menor intensidad

(+). Figuras 25 - C; 25 - D.

DBA: se observa marcacion en el glicocdlix de las células de la
superficie (++), en el citoplasma de los enterocitos de la superficie (+) y en las
células caliciformes (+). Con respecto a estas ultimas, la marcacién es desigual
y las células positivas son heterogéneas, observandose marcacidon solo en

algunas vesiculas. Figuras 25 - E; 25 - F.

SBA: en general la zona del epitelio positiva se ubica en la superficie. El
glicocalix del epitelio de la superficie (++), el citoplasma de los enterocitos de la

superficie (+) y las células caliciformes (++) son positivas. El citoplasma de los
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enterocitos de la superficie se marcan en forma supranuclear. Las células
caliciformes se marcan de manera heterogénea y solo algunas vesiculas son

positivas. Figuras 26 - A; 26 - B.

PNA: se evidencia el glicocalix de las células de la superficie (++) y el

citoplasma de los enterocitos en forma supranuclear (+). Figuras 26 - C; 26 - D.

RCA - I: se evidencian el glicocélix de la cripta (+) y el de la superficie
(++). El citoplasma de los enterocitos de la cripta (++) es positivo en la zona
supranuclear, mientras que el citoplasma de los enterocitos de la superficie se
marcan menos intensamente (+). Las células caliciformes son positivas (++) y

muestran una imagen granular. Figuras 26 - E.
UEA - I: no se evidencia marca en el epitelio. Figuras 26 - F.

Tabla 13: resultados de la técnica de PAS y lectinhistoquimica en el epitelio del recto de

cerdo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
cripta enterocito superficie enterocito
cripta superficie
PAS +++ ++ +++ ++ +++
CON A - - - + +2
WGA ++ +3 ++ + -
DBA - - ++ + +4
SBA 5 - ++ + ++4
PNA - - ++ +5 )
RCA -1 + +4° ++ + ++4
UEA -1 - - - - -

1 - Se observa una imagen granular.

2 - Las células caliciformes marcadas son escasas.

3 - En la regi6n supranuclear 1a marcacion es mds intensa (++).

4 - Las células caliciformes positivas muestran marcacion en algunas vesiculas.
5 - Se observa marca en la zona supranuclear.

Figura 25: microfotografia de la mucosa del recto del cerdo. A: Tincién de PAS 10 X. B:
Marcacién con lectina CON A 10 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D: Marcacién con
lectina WGA 40 X. E: Marcacién con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina DBA 40 X.
Referencias: Gerip: glicocélix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la
superficie; Gsup: glicocalix del enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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Figura 26: microfotografia de la mucosa del recto del cerdo. A: Marcacién con lectina
SBA 10 X. B: Marcacién con lectina SBA 40 X. C: Marcaciéon con lectina PNA 10 X. D:
Marcacion con lectina PNA 40 X. E: Marcacién con lectina RCA - | 40 X F: Marcacién con
lectina UEA - | 10 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Gerip:
glicocalix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del enterocito de la superficie; Gsup:
glicocalix del enterocito de la superficie; Ca: célula caliciforme.
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RECTO DE CONEJO
En la tabla 14 se resume la informacidn sobre los resultados de estas

técnicas.

Técnica de PAS
Con la técnica de PAS se colorea el glicocalix, el citoplasma de los

enterocitos y las células caliciformes. El contenido de las células caliciformes

se tifie de forma homogénea.

Lectinhistoquimica
CON A: se observa marcacién en el citoplasma de los enterocitos de la

cripta (+) y de la superficie (++). Las células caliciformes se marcan en forma

heterogénea (+). Figuras 27 - A; 27 - B.

WGA: se evidencian con la misma intensidad el glicocalix de los
enterocitos de la cripta y de la superficie (++). El citoplasma de los enterocitos
de la cripta y de la superficie se marcan con la misma intensidad (+). Las
células caliciformes son positivas (+), y se evidencian de manera heterogénea.

Figuras 27 - C; 27 - D.

DBA: se observa marcacion en las células caliciformes (++). Estas se
evidencian de forma heterogénea y en el fondo de las criptas intestinales.

Figuras 27 - E; 27 - F.

SBA: con esta lectina se evidencian algunas células caliciformes (+), en
las criptas intestinales. El citoplasma de los enterocitos de la superficie se

observa positivo (+). Figuras 28 - A; 28 - B.
PNA: no se evidencia marcacion en el epitelio intestinal con esta lectina.
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RCA - I: se observa marcacién en la zona supranuclear del citoplasma
de los enterocitos de la cripta (+). Las células caliciformes se evidencian en

forma heterogénea (+). Figuras 28 - C; 28 - D.

UEA - I: la lectina se une al glicocaélix de los enterocitos de la cripta (+) y
también se fija en las células caliciformes (++). Con respecto a estas ultimas, la
marcacion es desigual porque existen algunas que no la evidencian. Figuras 28

-E; 28 -F.

Tabla 14: resultados de la técnica de PAS vy lectinhistoquimica en el epitelio del recto del

conejo.
Glicocalix Citoplasma Glicocalix Citoplasma Caliciformes
enterocito enterocito enterocito enterocito
cripta cripta superficie superficie

PAS +++ ++ +++ ++ +++
CONA - + - ++ +!
WGA ++ + ++ + +!
DBA - - - - +41
SBA - = - + ++1
PNA - - - - -
RCA -1 - 42 - = 41
UEA-| + - - - ++'

1 — La marcacién de las células caliciformes es heterogénea, solo son positivas algunas células.
2 - Se evidencia la zona supranuclear.

Figura 27: microfotografia de la mucosa del recto del conejo. A: Marcacién con lectina
CON A 10 X. B: Marcacién con lectina CON A 40 X. C: Marcacién con lectina WGA 10 X. D:
Marcacion con lectina WGA 40 X. E: Marcacion con lectina DBA 10 X. F: Marcacién con lectina
DBA 40 X. Referencias: Gcrip: glicocalix del enterocito de la cripta; Csup: citoplasma del
enterocito de la superficie; Gsup: glicocélix del enterocito de la superficie; Ca: célula
caliciforme.

Figura 28: microfotografia de la mucosa del recto del conejo. A: Marcacion con lectina
SBA 10 X. B: Marcacién con lectina SBA 40 X. C: Marcacién con lectina RCA - 140 X. D:
Marcacion con lectina RCA -1 40 X. E: Marcacién con lectina UEA -1 10 X F: Marcacién con
lectina UEA - | 40 X. Referencias: Ccrip: citoplasma del enterocito de la cripta; Ca: célula

caliciforme.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Mediante la técnica de PAS se demuestra en este trabajo la presencia de
glicidos en las células caliciformes y en los enterocitos. El resultado descripto
es observado en las tres especies estudiadas y en todos los sectores del
intestino analizados. Ademés, concuerda con lo expresado en la bibliografia
clasica (Ross et al., 1997; Geneser, 2000). La lectinhistoquimica, por el
contrario, evidencia que estos carbohidratos son variables segun el tipo celular,

el sector del intestino y la especie considerados (Spicer y Schulte, 1992).

La marcaciéon con lectina CON A es negativa para las células
caliciformes, con excepcién de algunas células de recto de cerdo y equino.
Esto demuestra la ausencia de radicales de manosa y glucosa terminales en la
mucina de la mayoria de estas células. El dato coincide con lo encontrado en el
hombre, donde la mucina de las células caliciformes intestinales posee
residuos de L-fucosa, N-acetigalactosamina, N-acetilglucosamina, D-galactosa,

acido sialico, pero no de glucosa y manosa (Jass y Walsh, 2001).

Los resultados obtenidos con la lectina CON A también son coincidentes
con los encontrados en el yeyuno del hombre (Vecchi et al., 1987), y en el ileon
del bovino (Massone et al., 1991). En el caso del ileon del cerdo concuerdan
con los descriptos por More et al. (1987) y por Chae (1997), pero difieren de los
publicados por Sohn y Chae (2000) y también por Choi et al. (2003). Una

causa posible de esta diferencia es la edad de los animales estudiados. En el
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estudio realizado por Chae (1997) los cerdos tenian tres semanas de vida; en
los trabajos de Sohn y Chae (2000) y Choi et al. (2003), los animales tenian
una semana de edad. Por otro lado, Jaeger et al. (1989), Gelberg et al. (1992)
y Chae y Lee (1995) describen diferencias en la afinidad de la union de las
lectinas entre cerdos de distinta edades y también entre distintas regiones

intestinales del mismo grupo de animales.

La existencia de heterogeneidad en la marcacion con CON A en las
células caliciformes del intestino grueso coincide con lo observado en el colon
de rata por Freeman et al. (1980). La observacidén de algunas células positivas
frente a CON A en el recto del cerdo y del equino demuestra las diferencias
sectoriales en la composicion del mucus, lo que podria relacionarse con
diferencias funcionaies de cada sector. La presencia de residuos de glucosa y
manosa en el mucus del intestino grueso fue descripta en el hombre (Fischer et
al., 1983; Madrid et al., 2000) y nuestros resultados parecen confirmar que, al
menos en la mayoria de las especies, este es el unico sector intestinal que

posee oligosacaridos que contengan estos residuos en posicidén terminal.

El comportamiento de la marcacién de los enterocitos con CON A no
indica un patrén que pueda relacionarse con el eje craneo-caudal del intestino.
Asi, mientras en el conejo la marcacion se hace mas intensa hacia el intestino
grueso, en el cerdo, la lectina CON A muestra una mayor afinidad en el
intestino delgado, en especial en ileon. En el equino la menor afinidad se
encuentra en el colon. Estos datos no pueden ser comparados con otras
especies ya que no se han encontrado trabajos previos que analicen la
distribucidn del patrén de CON A a lo largo del intestino.
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Con respecto a la lectina WGA, el patron de marcacion en las células
caliciformes es heterogéneo, tanto para las distintas especies, como para los
distintos sectores intestinales. En el conejo, la intensidad de la marcacién es
escasa, llegando a ser negativa en ileon. En equino la marcacién también es
leve, excepto en el ileon donde es intensa. Al analizar los resultados
encontrados en la bibliografia se corrobora esta heterogeneidad. Asi,
observamos que la marcacién con WGA es elevada en el ileon del bovino
(Massone et al., 1991), mientras que en el hombre se evidencian con esta
lectina tanto las células caliciformes del intestino delgado como las del grueso
(Fischer et al., 1983). Es extrafio lo descripto en el cerdo porque la marcacién
es importante en todos los sectores analizados, excepto en el recto. La fuerte
marcacion en el ileon de esta especie coincide con lo observado en trabajos
previos (Chae, 1997), aunque Sohn y Chae (2000) estudiando animales mas
jovenes comunican que no existe marcacién de las células caliciformes con
WGA. Por otro lado, no se encontré en ninguna de las especies estudiadas
diferencias de marcacion en el eje cripta-vellosidad tal como Vecchi et al.

(1987) describen en el hombre.

Los enterocitos se marcaron con WGA en todos los sectores estudiados,
lo que concuerda con lo encontrado en el yeyuno y en el ileon de cerdo (Sohny
Chae, 2000; Choi et al., 2003). Es extrano el patrén supranuclear del recto de
cerdo que no se observa en otras localizaciones y que podria estar relacionado

con la positividad en el aparato de Golgi.

La lectina DBA marca en forma heterogénea las células caliciformes de
los distintos sectores intestinales, con excepcion del colon de cerdo en el que
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no hay marcacion. En algunos casos, como en el intestino grueso del conejo,
las células positivas predominan en el fondo de la cripta, dato que concuerda
con lo expresado por Doehrn et al. (1992) en el ciego del raton. Sin embargo
en el intestino grueso del equino y en el yeyuno del conejo las células
marcadas predominan en la superficie. La positividad a la marcacién con esta
lectina ya habia sido observada en las células caliciformes del intestino del
hombre (Danguy et al., 1988), del ratébn (Danguy et al., 1988) y del bovino
(Massone et al., 1991). En el ileon de cerdo de una semana (Sohn y Chae,
2000), y en el yeyuno de animales de la misma edad (Choi et al., 2003), ia
marcacién con DBA fue negativa en estas células. Por el contrario, Chae
(1997) en cerdos de tres semanas de edad encontré afinidad por esta lectina
en el ileon. Nuestros resultados con cerdos adultos se asemejan a los
comunicados por este ultimo autor. Es decir, parece existir un cambio en la
composicion de la mucina de las células caliciformes del intestino delgado del
cerdo a temprana edad, pero luego la misma se mantiene mas o menos
constante hasta la edad adulta. También se debe tener en cuenta, con el fin de
explicar las diferencias de marcacién con DBA, la posible existencia de
patrones raciales distintos dentro de una misma especie, como se ha

observado entre diferentes cepas de ratén (Leedham et al., 2005).

Con respecto a los enterocitos del intestino delgado y del colon del
cerdo, no se evidencian en ellos sitios de unién para DBA. En cambio, en el
recto se observa marcacion en las células superficiales. Este resultado coincide
con lo comunicado por Riganti et al. (1997). Sin embargo, Chae (1997), Sohny

Chae (2000) y Choi et al. (2003) demuestran marcacién con esta lectina en el
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yeyuno y en el ileon de cerdos jébvenes. Nuevamente, las diferencias con
nuestros resultados en esta especie podrian deberse a la edad de los animales
estudiados. La existencia de variaciones etarias en la composicion de
glicoconjugados intestinales fue descripta en otras especies como la rata por
Caldero et al. (1988), en distintas estructuras del intestino como céluias
caliciformes, superficie luminal y region supranuclear de los enterocitos. En el
recto del equino se encuentra un resultado positivo como en el cerdo, pero
también hay marcacién en otros sectores del intestino como el yeyuno y la
base de las criptas de ileon y colon. En el conejo, no se evidenciaron sitios de
unién para DBA en el intestino grueso. Con respecto al intestino delgado de
esta especie, el patrén de marcacion es extrafo, ya que en el ileon la
positividad es mayor en el fondo de las criptas intestinales mientras que en el
yeyuno lo es en la superficie. Los resultados de las dos ultimas especies
muestran que el ileon es la regién con mayor afinidad para esta lectina. En el
intestino grueso la marcacion con DBA fue positiva en el raton y el hombre
(Danguy et al., 1988, Doehrn et al., 1992). También se encontré6 una gran
positividad en ileon de bovinos (Massone et al., 1991) y una marcacion,
aunque menos intensa, en el yeyuno humano (Vecchi et al., 1987). Al reunir
nuestros resultados y los de los distintos autores se demuestra que, en general,
los enterocitos son positivos para esta lectina, excepto algunos sectores del

intestino del cerdo.

La lectina SBA marca las células caliciformes, excepto en el colon de
caballo y cerdo. La marcacién en intestino delgado de cerdo coincide con lo

encontrado en trabajos previos realizados en cerdos jévenes por Chae (1997),
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Sohn y Chae (2000) y Choi et al. ( 2003); pero difiere de lo hallado por Jaeger
et al. (1989) en la misma especie inclusive en animales ya destetados. En el
ileon del bovino Massone et al. (1991) observan una intensa marcacion de las
células caliciformes con SBA. Excepto los datos de Jaeger et al. (1989), tanto
nuestras observaciones como las de otros autores demuestran que el mucus
de las células caliciformes del ileon de todas las especies tiene residuos
galactosa o N-acetilgalactosamina. La positividad en el colon de conejo se
asemeja a lo encontrado en la rata por Freeman et al. (1980) y en el ciego del

ratdén por Doehrn et al. (1992).

En los enterocitos la lectina SBA marca tanto el glicocalix como el
citoplasma en la mayor parte de los casos. Ademas, fue frecuente el hallazgo
de un patrén de marcacion supranuclear con esta lectina. Este ultimo patrén
puede relacionarse, por su ubicacion intracelular, con la marcacién del aparato
de Golgi (Ross et al., 1997; De Robertis y Hib, 2004). Nuestros resultados
coinciden con los de otros autores. Asi, Danguy et al. (1988) sefalan que SBA
marca los enterocitos de ratén y hombre, mientras que Massone et al. (1991)
indican la existencia de marcacion en el ileon del bovino. Otros trabajos
reconocen la marcacion en el intestino delgado de cerdos jévenes (Chae, 1997;
Sohn y Chae, 2000; Choi et al., 2003) y en el ciego de ratéon (Doehm et al.,
1992). En el intestino grueso del conejo se observd un patrén de marcacion
perinuclear, que podria coincidir con la ubicacién intracelular del RE (Ross et
al., 1997, De Robertis y Hib, 2004). Este resultado parece demostrar la
presencia de glicoconjugados ricos en galactosa o N-acetilgalactosamina,

monosacaridos que se agregarian por glicosiltransferasas existentes en el RE y
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en la regidon cis del aparato de Golgi (Lodish et al., 2002). Probablemente los
mismos sean modificados en la porcion frans del aparato de Golgi, por lo que

no se observaria marcacion en el resto de la célula.

La marcaciéon con PNA en células caliciformes es negativa en el intestino
delgado, excepto en algunas células del equino. Este resultado negativo
también se encontré en hombre (Coggi et al., 1983; Fischer et al., 1983; Vecchi
et al., 1987) y lo observaron Massone et al. (1991) en bovinos, aunque estos
ultimos autores demostraron que el tratamiento con neuraminidasa, que
remueve acidos sialicos, las hace positivas. En el cerdo los resultados
encontrados en distintos trabajos fueron contradictorios. Los estudios de Chae
(1997) y Choi et al. (2003) originaron resultados que concuerdan con los
nuestros. En cambio, son contrarios a los comunicados por Riganti et al. (1997)
y por Sohn y Chae (2000) en cerdos de distintas edades. En el intestino grueso
no se encontré marcacion ni en el equino ni en el cerdo, siendo solamente
positivo el colon de conejo. Este ultimo dato coincide con la positividad
encontrada por Freeman et al. (1980) en el colon de rata. Estos autores
seflalan que las discrepancias son atribuibles a las diferencias en la
sensibilidad y especificidad de las técnicas empleadas asi como también en las
diferencias en la preparacion de los tejidos. Stoward et al. (1980) sefalan que
la lectina PNA reacciona con las células ubicadas profundamente en las criptas
intestinales y que las células caliciformes situadas en forma central y superficial
son negativas. En nuestro trabajo no hemos encontrado dichas diferencias
regionales. Tampoco observamos la disposicidn supranuclear descripta en las

células caliciformes del colon de rata por Freeman et al. (1980).
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Los enterocitos se evidencian con PNA. Este dato coincide con lo
descripto por otros autores en distintas especies (Fischer et al., 1983; Massone
et al., 1991; Chae, 1997; Riganti et al., 1997; Sohn y Chae, 2000; Choi et al.
2003). Sin embargo, Vecchi et al. 1987 observaron que el yeyuno del hombre
es negativo frente a esta lectina. La marcacion con PNA en los enterocitos de
las distintas especies incluidas en nuestro estudio es mas frecuente en las
celulas superficiales que en las criptales, tendencia que también describen
Fischer et al. (1983) para el hombre y Doehrn et al. (1992) para el ratén. En
cambio, Riganti et al. (1997) ven la marcacién a nivel del glicocalix de las
criptas en el ileon del cerdo. La marcacién en forma supranuclear se observé
en la mayoria de los enterocitos, este dato coincide con lo descripto
previamente por Fischer et al. (1983) Cooper et al. (1987) y Doehrn et al.

(1992), y parece indicar la existencia de galactosa o galf3gaiNAca en el

aparato de Golgi.

RCA-I marca en forma heterogénea las células caliciformes, excepto en
el intestino grueso de equino en que no hubo marcaciéon alguna. Este ditimo
resultado coincide con lo descripto en la mayor parte del colon distal de rata
(Freeman et al., 1980) y en el yeyuno humano (Vecchi et al., 1987). Sin
embargo, otros autores (Fischer et al., 1983) sefialan que las células
caliciformes del intestino delgado y grueso del hombre se evidencian con RCA-
I. La marcacién positiva en las células caliciformes de cerdos coincide con los
datos encontrados en la bibliografia consultada (Jaeger et al., 1989; Chae,

1997, Sohn y Chae, 2000; Choi et al., 2003).
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En los enterocitos de conejo y de equino la marcacién es mas intensa en
el intestino delgado, mientras que en el cerdo la menor marcacion es en el
yeyuno. En general, en el cerdo existe una elevada positividad para RCA-I, lo
que se corresponde con lo observado por otros investigadores (Jaeger et al.,
1989; Chae, 1997; Sohn y Chae, 2000; Choi et al., 2003). También concuerdan
nuestros resultados positivos con los encontrados en el hombre (Fischer et al.,

1983; Danguy et al., 1988) y en el ratéon (Gebhard y Gebert, 1999).

PNA, SBA DBA y RCA-I forman un grupo de lectinas con afinidad por
galactosa y N-acetilgalactosamina. Sin embargo, la intensidad de la union
puede variar notablemente entre ambos monosacaridos. Por ejemplo, SBA
tiene una afinidad 25 a 50 veces mayor por la N-acetilgalactosamina que por la
galactosa, en cambio, la lectina PNA no une a la N-acetilgalactosamina (Lis y
Sharon, 1998). Ademas, la afinidad puede variar debido al tipo de sacarido que
se encuentre lindante al monosacarido especifico para la lectina (Spicer y
Schulte, 1992). Estas caracteristicas explican los resultados divergentes
encontrados en la misma especie animal y dentro del mismo sector del
intestino, para las diversas lectinas del grupo. En la marcacién con estas
lectinas encontramos diferencias regionales en las criptas del intestino grueso,
variando la intensidad de la misma segun la hilera celular considerada. Este
resultado puede relacionarse con el proceso de diferenciacion llevado a cabo
por las células desde la base hacia la superficie de la cripta (de Santa Barbara
et al., 2003) y coincide con lo observado por Madrid et al. (2000) en el patrén

lectinhistoquimico del recto humano.
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La lectina UEA-I marca intensamente en la mayoria de las células
caliciformes excepto en el intestino delgado del conejo, en el colon de caballo y
en recto de cerdo. Ademas, en el ileon de caballo la marcaciéon desaparece en
el fondo de la cripta, este resultado es idéntico al descripto en el yeyuno
humano (Vecchi et al., 1987), y estaria relacionado con cambios en la
diferenciacién celular, pero es inverso a lo descripto en colon de rata (Freeman
et al., 1980). Nuestros resultados en el cerdo coinciden con los descriptos por
Riganti et al. (1997) para esa especie. La ausencia de marcacion en las
células caliciformes del intestino delgado de conejo concuerda con Ilo

observado en bovinos por Massone et al. (1991).

La lectina UEA-I marca de forma intensa a los enterocitos en recto del
equino e ileon y colon del cerdo. La ausencia de marcacion en otros sectores
del intestino de las especies estudiadas se corresponde con lo descripto por
Fischer et al. (1983) en el intestino humano. Los resultados en el cerdo son
semejantes a los encontrados por Chae (1997), Sohn y Chae (2000), y Choi et
al. (2003); pero difieren de los comunicados por Riganti et al. (1997) que no
observan marcacion en los enterocitos del ileon. Por otro lado, la elevada

marcacion coincide con lo encontrado en el bovino por Massone et al. (1991).

Nuestros resuitados permiten establecer un patron general de unién a
lectinas en el intestino de distintas especies de mamiferos domésticos. Este
patron debe considerarse caracteristico dentro de ciertas condiciones ya que
puede variar en situaciones fisiolégicas como la edad (Caldero et al., 1988;
Jaeger et al., 1989; Gelberg et al., 1992; Chae y Lee, 1995; Barbeito et al.,
2003) o con distintas dietas (More et al.,1987; Brown et al., 1991). Los cambios
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en los glicocomplejos relacionados con el segmento de intestino considerado
no se limitan a la composicion de la mucina, sino que incluyen también
modificaciones en el espesor de la capa de mucus (Szentkuti y Lorenz, 1995) y
podrian relacionarse con variaciones funcionales. Estos datos fisiologicos
adquieren una mayor relevancia cuando los analizamos desde el punto de vista
ontologico, pues nos indican cambios significativos en los GCs del intestino a
medida que el animal varia su estatus alimentario, de lactante a adulto (Bolte et

al., 1998; Pacha, 2000).

También debe considerarse que las diferencias intra e interespecificas
en el patrén de glicosilacion de la mucosa intestinal estarian relacionadas con
[a fisiologia de ese sector del intestino y con la interaccion entre el epitelio y los
microorganismos intestinales (Freitas et al., 2002), y por lo tanto son, al menos
parcialmente, el resultado de un proceso coevolutivo (Varki, 1993). Aun mas,
estas variaciones no solo son producidas por el efecto directo de los
microorganismos sino también por la accion que las citoquinas secretadas por
el hospedador ejercen sobre las células intestinales (Deplancke y Gaskins,
2001). Las diferencias encontradas obedecen con mayor frecuencia a
modificaciones en el patrén de glicosilacién de las mucinas (Jass y Walsh,
2001), aunque en menor medida pueden originarse por la expresion diferencial
de los genes que codifican para la porcién proteica de las mismas (Buisine et
al., 1998). La dieta también puede ser un factor de variacion de la composicién
quimica de las mucinas intestinales, como se demostré al estudiar los cambios
en las células caliciformes del intestino del cerdo alimentados por via parenteral

(Conour et al., 2002).
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Otro aspecto interesante de nuestros resultados es la diferencia entre el
patron de carbohidratos en los distintos tipos celulares: enterocitos y células
caliciformes. Esto coincide con lo observado en otras especies (Gorelick et al.,
1982; Walker, 1988; Doehrn et al., 1992) y se relaciona con el hecho que, si
bien ambas células sintetizan mucinas, el control de la secrecion es diferente
en las dos poblaciones celulares (Halm y Troutman Halm, 2000).

En sintesis, nuestro estudio revela la existencia de variaciones en el
patrén de carbohidratos en distintas especies, sectores intestinales, regiones
del eje cripta-vellosidad y tipo celular. No se evidencié una relacién directa con
el tipo de dieta ya que no se establecié un patrén comun para las tres especies,
a pesar de las caracteristicas comunes en la anatomia y la fisiologia
gastrointestinal (estdmago monocavitario, ausencia de fermentacién celulolitica
pre-gastrica, gran desarrollo del ciego y colon con una importante fermentacion
microbiana), lo que podria explicarse por la multicausalidad en la variacién de
la composicién de los glicocomplejos intestinales. La importancia de nuestro
estudio reside en que analiza tanto distintas especies como diferentes sectores
intestinales, mientras que la mayoria de la bibliografia consultada se limita a la
descripcion del patron de lectinhistoquimica en una unica especie y en algunos

segmentos intestinales.

El establecimiento del patrén normal de lectinhistoquimica en una
determinada especie, sexo y edad permite estudiar las alteraciones que se
producen en los carbohidratos presentes en los glicocomplejos en distintas
condiciones patoldgicas (Massone et al., 1991; Lazaris et al., 2000; Cobo et

al., 2004; Sant'Ana et al., 2004; Dube y Bertozzi, 2005). Desde esta
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perspectiva, nuestros resultados constituyen un punto de referencia que puede

ser utilizado para futuros trabajos relacionados con la patologia intestinal en

monogastricos.

Por uitimo, a partir de los resultados de la presente tesis y de la

discusién realizada en los parrafos precedentes podemos enunciar, para

individuos normales, las siguientes conclusiones:

En distintas especies, el patron de lectinhistoquimica es distinto,
aunque destacan datos singulares como son: la marcacion
supranuclear con la lectina PNA, la ausencia en general de
marcacion de los enterocitos con UEA y de las células caliciformes

con CON A. Esta variacién es filogénica.

En individuos de una misma especie, el patron de lectinhistoquimica
es distinto al considerar el eje craneo-caudal del tubc intestinal como
también el eje cripta-vellosidad. Esta variacion es morfoldgica y
probablemente se relacione con las diferencias en las funciones de

los distintos segmentos del intestino.

Al comparar nuestros resultados con la bibliografia existente
encontramos que, para una misma especie, el patrén de

lectinhistoquimica varia con la edad. Esta variacidn es ontogénica.

Las variaciones filogénicas, morfolégicas y ontogénicas en la
composicion de los glicoconjugados sintetizados en la mucosa
intestinal constituyen un aspecto mas que refleja la plasticidad y la

capacidad de adaptacion del tubo-gastrointestinal de los mamiferos.
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