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Plasma membranes composition and structure of B-, T, Ty and T/x lymphocytes from
peripheral blood have been studied using four l25I-labelled lectins. The results showed that B
lymphocytes have a greater number of receptors for SBA and Dolichos biflorus lectins than
T lymphocytes, whilst the opposite was observed for PHA-lectin. However, no significant
differences between the two lymphocyte populations were found regarding the receptors for
Tetragonolobus purpureus lectin. Among T lymphocyte subpopulations, SBA, Dolichos
biflorus and tetragonolobus purpureus lectins appeared to have higher specificity for Ty
lymphocytes and PHA for T/x.

PHA-lectin had greater affinity for B lymphocytes, while the rest showed higher affinity
for T lymphocytes. The Ty subpopulation had lower association constant for PHA-lectin
than Tp lymphocytes, whilst the contrary was found to be true for the other three lectins.
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Las lectinas son sustancias, principal-
mente de origen vegetal, que se ligan
especlficamente a carbohidratos (12,
18), bien en estado soluble o unido's a
estructuras celulares, tales como glico-
proteinas o glicolipidos de membrana,
actuando estos componentes como re- 
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ceptores. Por este motivo se utilizan
para el aislamiento de polisacaridos y
glicoprotemas (7, 16), asi como para el
estudio estructural de membranas celu­
lares. Trabajos realizados anteriormente
sobre receptores lectmicos han contri-
buido al conocimiento de anomalias en
membranas plasmaticas celulares (20), a
tipificar nuevos subgrupos sanguineos, a
la deteccion de antigenos de histocom-
patibilidad (19) y de receptores mitoge- 
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nicos (1, 9). Ademas, tienen una especi-
ficidad anomerica, segun se comprobo
utilizando a y /3-glicosidos como hapte-
nos inhibidores (11). Por consiguiente,
las lectinas suponen elementos utiles
para el estudio de la composition y es-
tructura quimica de la superficie celular.

En nuestro trabajo se han empleado
cuatro lectinas, tres de ellas especificas
por N-acetil galactosamina y la otra por
L-fucosa, con el fin de estudiar posibles
diferencias entre la membrana plasma-
ticas de linfocitos B y T y entre las
subpoblaciones Ty y T/x.

Material y metodos

Preparation de linfocitos. Los linfo­
citos se separaron por centrifugation en
gradiente de densidad de Ficoll (4) a
partir de sangre venosa de sujetos nor­
males. Los linfocitos T se aislaron me-
diante rosetas espontaneas con hematfes
de oveja tratados con AET (2-amino
etilisotiouronio bromuro-hidrobromuro,
Sigma) (10). Los linfocitos B se aislaron
mediante rosetas EAC (eritrocito-anti-
cuerpo-complemento) (2) a partir de lin­
focitos «non T>. Por iiltimo se aislaron
las subpoblaciones Ty.y T/x mediante
rosetas EA (eritrocito-anticuerpo) con
hematfes de temera sensibilizados con
hemolisina IgG e IgM respectivamente
(Cordis) (13).

Marcaje de lectinas con I125. Las
lectinas Phaseolus vulgaris (PHA)-Sig-
ma, Glicine max (SBA)-Sigma, Dolichos
biflorus-Sigma. y Tetragonolobus pur-
pureus-Sigma, se marcaron con I125 por
la tecnica de la lactoperoxidasa (17),
modificada segun se describio anterior-
mente (6). El I125 libre se elimind por
elution cromatografica en Biogel P-100
(Pharmacia).

Incubation de linfocitos con lectinas
iodadas. Los linfocitos B, T, Ty y T/x

(2 x 106) se incubaron con 5-159 /eg de
lectinas iodadas (6). La integridad biold-
gica de las lectinas marcadas con I125 se
comprobo mediante aglutinacion pla-
quetaria (6). A continuation se calculo
el numero de moleculas de lectina liga-
das a los linfocitos (6), teniendo en
cuenta el peso molecular de las lectinas
utilizadas (PHA: 110.000 daltones,
SB A: 110.000 daltones, Dolichos biflo-
rus: 140.000 daltones y Tetragonolobus
purpureas'. 120.000 daltones).

Resultados

Despues de eluir en Biogel P-100 las
lectinas iodadas, se obtuvo un solo pico
de proteina correspondiente a la lectina
marcada, separada del I125 libre (figu-
ra 1). Las lectinas iodadas mostraron el
mismo poder de agregacion plaquetaria
que las lectinas no marcadas con I125.

La saturation de los receptores lecti-
nicos linfocitarios se consiguio al au-
mentar la concentration de lectina ana-
dida durante la incubation. La recta co­
rrespondiente a los dobles inverses de
esta curva de saturation corta en orde-
nadas en un punto que represents el
valor inverso del numero de moleculas
de lectina ligadas por celula (n) y la
intersection con abscisas indica el valor
inverso de la constante de asociacion,
que da una idea de la afinidad (k) (21)
(figure 2). Los resultados indican que
los linfocitos T ligaron mayor numerb
de moleculas de PHA que los linfocitos
B, mientras que a estos se unieron ma­
yor numero de moleculas de SBA y
Dolichos biflorus. Entre estas dos po-
blaciones de linfocitos no se apreciaron
diferencias estadfsticamente significati-
vas con la lectina Tetragonolobus pur­
pureas. Entre las subpoblaciones Ty y
T/x resultaron diferencias significativas,
siendo las lectinas SBA, Dolichos biflo­
rus y Tetragonolobus purpureus mas es­
pecificas en su union con linfocitos Ty y
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Fig. 1. Elucidn de las lectinas PHA, SBA, D. biflorus y T purpureus marcadas con 1’25 en columns de
cromatografia de Biogel P-100.

(-------- ) D. O. 280 nm; (---------- ) radioactividad en c.p.m.

Fig. 2. Enlace de pzs-lectinas a linfocitos.
2 X 106 linfocitos se incubaron a temperatura ambiente, 45 minutos cn Medio 199 conteniendo albumina
bovina al 0,5 % y 8,5-138 ^8 de I125-PHA (A), 5-80 /xg de I’^-SBA (B), 9,5-159 de l'«-D. biflorus (C)
y 9-147 /ig de I'2,-7'. purpureus (D). (•—•) Linfocitos B; (•—•) Linfocitos T; (A—A) Linfocitos T ,

(A—A) Linfocitos T/x,
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(a) Difcrendas estadlsUcamente significativas entre linfocitos B y T (p < 0.001) por el test estadistico de la t de Student
(b) Dilerendas estadisticamenls significativas entre linfocitos Ty y Tp. (p < 0.001) por el test estadistico de la t de Student

Table I. Numero de receptores lectinicos en linfocitos B,T,TyyTp.(N = 11).

Lectina B

Moleculas lectina/ceiula (x 10’1)

T Ty T|i

PHA 0,26 ± 0,05 0,71 ± 0,09a 0,33 ± 0,04 0,84 ± 0,08b
SBA 0,84 ±0,07 0,59 ± 0.06® 1,02 ±0,11 0,40 ± 0,05b
D. biflorus 2,01 ± 0,15 0,71 ± 0,07a 1,10 ±0,08 0,62 ± 0,08b
T. purpureus 0,51 ± 0,08 0,62 ± 0,08 1,21 ±0,19 0,43 ± 0,08b

PHA con T/x (tabla I). La lectina PHA
mostro mayor afinidad por los linfocitos
B y el resto de las lectinas con los
linfocitos T y, en especial, con la subpo­
blacion T/x (tabla II).

Discusion

Utilizando cuatro lectinas como
prueba molecular de la estructura celu-
lar, se han apreciado diferencias signifi-
cativas en la composition y topografia
de la membrana plasmatica entre linfo­
citos B y T y entre las subpoblaciones
Ty y T/x.

Dado que las lectinas se unen a car-
bohidratos especificos, es evidente en
este caso la presencia de terminales N-
acetil galactosamina y L-fucosa en las
glicoprotefnas y/o glicolipidos de la su-
perficie celular de los cuatro tipos de
linfocitos estudiados, si bien varia el

numero de los mismos de una poblacion
a otra, asi como la localization y este-
roisomeria de los citados carbohidratos
dentro de la membrana, ya que la afini­
dad, que depende de estos factores,
tambien varia significativamente en las
distintas poblaciones de linfocitos.

A pesar de que las lectinas PHA,
SBA y Dolichos biflorus se unen especi-
ficamente a N-acetil galactosamina (12,
18), no manifestaron especificidad en el
mismo sentido, hecho que cabia esperar
ya que la propia estructura molecular de
cada lectina es relevante en la interac­
tion con el receptor (15). Se ligaron
mayor numero de moleculas a linfocitos
T y en particular a la subpoblacion T/x,
resultado que puede estar relacionado
con la respuesta blastogenica de esta
subpoblacion frente a la lectina PHA,
efecto al que no respondieron los linfo­
citos Ty (14). Resultd similar el numero
de moleculas de PHA ligadas a los linfo-

(a) Diferenciasestadisticamecte significativas entre linfocitos B y T (p < 0.001) por ef test estadisticode la t de Student.
(b) Diferendas estadistkamente significativas entre iinfodtos Ty y 7ft (p < 0,001) por ei test estadistico de la t de Student.

Tabla II. Constants de asociacidn de laslectinas con los linfocitos B, T, TyyTp(N = 11).

Lectina B

Constants de asodaddn xlO^M

T Ty T/*

PHA . 0,65 ± 0,06 2,10 ± 0,23a 0,93 ± 0,06 2,35 ± 0,09b
SBA 1,14 ± 0,07 0,89 ± 0,06’ 1,28 ±0,11 1,00 ± 0,06b
D. biflorus 2,66 ± 0,23 1,15 ± 0,06a 1,44 ±0,10 1,08 ± 0,10b
T. purpureus 1,51 ± 0,10 1,36 ± 0,14a 1,93 ±0,18 0,83 ± 0,10b
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citos Ty y a B, que tampoco sufren
estimulacion mitogenica por tratamiento
con PH A (14). Este dato avala la hipote-
sis de otros investigadores (3), como
que la respuesta mitogenica provocada
por la lectina necesita un numero mi-
nimo de receptores en la membrana a
los que se puedan ligar concentraciones
suficientes de lectina para que se pro-
duzca transformacion celular.

La lectina SBA se mostro mas especi-
fica por la poblacion de linfocitos B que
por la poblacion mixta de T, sin em­
bargo, si esta contuviera proporciones
identicas de las subpoblaciones Ty y T/x
no habria diferencias muy significativas
entre las dos poblaciones mayoritarias
de B y T, ya que a la subpoblacion
Ty aislada se unio mayor numero de
moleculas de lectina que a linfocitos B,
pero al ser minoritaria en la poblacion
de T (< 20 %) no provoco en ella au-
mentos significativos de la especificidad
por SBA.

La lectina Dolichos biflorus expreso
mayor especificidad por linfocitos B que
por T, tanto en la poblacion mixta como
en las dos subpoblaciones aisladas. Sin
embargo, la afinidad de esta es mayor
con los receptores de linfocitos T, que
probablemente tengan gran cantidad de
terminales N-acetil galactosamina uni­
dos con enlaces tipo a al resto de la
glicoproteina, ya que es la esteroisome-
ria especifica para la interaction con el
receptor (8).

La lectina Tetragonolobus purpureus,
especifica por L-fucosa (18), expreso 
mayor especificidad por la subpoblacion 5.
Ty que, al no ser mayoritaria en la po­
blacion total de T, no incremento exce-
sivamente el valor medio del numero de
moleculas de lectina unidas por celulas
respecto a linfocitos B, no apreciandose
por consiguiente diferencias estadistica-
mente significativas entre ambas pobla­
ciones de linfocitos B y T. Los linfoci­
tos T manifestaron un aumento de afi­
nidad con esta lectina respecto a B,

que podria explicar la mayor especifici­
dad expresada por la poblacion T en
estudios de cromatografia de afinidad
con esta lectina realizados anterior-
mente (5).

Resumen

Se utilizan cuatro lectinas marcadas con I125 en
el estudio comparative de la composicion y es-
tructura de la membrana plasmatica de linfocitos
B, T, Ty y T/x de sangre periferica de sujetos
normales. Los linfocitos B poseen mayor numero
de receptores que los linfocitos T para las lectinas
SBA y Dolichos biflorus, mientras que los linfoci­
tos T ligan mayor numero de moleculas de PHA
que los linfocitos B. No existen diferencias esta-
disticamente significativas en el numero de recep­
tores de Tetragonolobus purpureus entre ambas
poblaciones de linfocitos. Las lectinas SBA, Doli­
chos biflorus y Tetragonolobus purpureus mues-
tran mayor especificidad por los linfocitos Ty y la
lectina PHA por los T/x.

La interaccion de PHA con los receptores espe-
cificos de linfocitos B es mas idonea, en tanto que
el resto de las lectinas expresan mayor afinidad
con los receptores de linfocitos B. La subpobla­
cion Ty muestra menor constante de asociacion
con PHA que con T/x y el resto de las lectinas se
ligaron con mayor afinidad a la subpoblacion T/x.
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