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Separación de linfocitos B, T, Ty y mediante rosetas
con distintos tipos de hematíes y con poliacrilamida.

Estudio comparativo

I. DE DIOS, M. MANSO and A. LOPEZ-BORRASCA. Separation ofB, T, Ty and Tp. Lymphocytes
by Rosetting with Either Different Classes of Erythrocytes or Polyacrylamide. A Comparativa
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The present work compares the effectiveness of, both, red blood cells from different
species (sheep, ox and chicken) and polyacrylamide beads to form rosettes to sepárate B, T, Ty
and T/z lymphocytes.

Ox red cells showed a scanty agglutination, so that they appeared to be optimal to isolate B,
Ty and T/z lymphocytes by EA rosettes. Sheep red cells were the best to sepárate both T and B
lymphocytes by spontaneous and EAC rosettes respectively; on the other hand, chicken red
blood cells, which showed a high capacity to form rosettes, were not useful to sepárate
lymphocytes, as it was difficult to sepárate them from the lymphocytes.

Polyacrylamide beads, with bound specific antibody against surface immunoglobulins.
proved to be a good method for B lymphocyte identification, but not for lymphocyte isolation.
since it was difficult to elimínate the polyacrylamide.

El estudio de los receptores de la mem­
brana linfocitaria ha sido motivo de inves­
tigación durante los últimos años, ya que
se supone están implicados en activida­
des funcionales específicas de las distin­
tas poblaciones y subpoblaciones de
linfocitos. Los linfocitos B poseen inmu-
noglobulinas de superficie (9, 21), recep­
tores para el fragmento Fe de las inmuno- 

* Departamento de Fisiología Animal. Facultad
de Biología. Salamanca.

globulinas (11, 16), y del 3er elemento del
complemento (2). Los linfocitos T se ca­
racterizan por la presencia de receptores
para hematíes de oveja (10). Distintas
subpoblaciones de linfocitos T son porta­
doras de receptores para el fragmento Fe
de la IgG (Ty) o IgM (T/z). Se utilizan
distintos métodos para su aislamiento, ta­
les como rosetas espontáneas (10), EAC
(eritrocito-anticuerpo-complemento) (2),
EA (eritrocito-anticuerpo) (8, 15), mar­
eaje con anticuerpos antiinmunoglobuli-
nas fluoresceinados (1) y otros.
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En este trabajo se compara el rendi­
miento en la separación de linfocitos B,
T, Ty y T/x, con distintos tipos de rosetas
al utilizar hematíes de distintas especies
animales (oveja, buey y pollo) y bolas de
poliacrilamida antiinmunoglobulinas hu­
manas.

Material y métodos

Separación de linfocitos t

A partir de sangre venosa de donantes
voluntarios se separaron los linfocitos se­
gún la técnica descrita por Boyum (3).
Los linfocitos T se aislaron mediante ro­
setas espontáneas con hematíes de oveja
tratados con AET (2-amino etil isotiouro-
nio bromuro hidrobromuro— Sigma)
(12), según el método descrito por JON-
DAL et al. (10). A continuación se centri­
fugó sobre un gradiente de linfoprep (d: 1,
007 g/ml) a 400 g, 20 min a 4.°C, reco­
giendo la interfase de células «non T»
para el aislamiento posterior de linfocitos
B. El precipitado se sometió a trata­
miento con C1NH4 al 0,85 % a 4.°C, 15
min para lisar los hematíes.

Separación de linfocitos b

Obtención de hemolisinas IgG e IgM
contra hematíes de pollo. Para la obten­
ción de cada tipo de hemolisina se utiliza­
ron dos conejos a los que se inyectaron
por vía endovenosa en las venas margina­
les de la oreja, 1 mi de suspensión de
membranas de hematíes de pollo en tam-
pón PBS (fosfato salino), pH 7,3, a una
concentración de proteína de 4 mg/ml.
Las inyecciones se practicaron diaria­
mente, la primera de las cuales contenía
la suspensión de membranas de hematíes
de pollo y adyuvante de Freund completo
(Behring-Werke) y las restantes adyu­
vante de Freund incompleto. Los anima­
les se sacrificaron al cabo de 10 y 20 días, 

recogiendo la sangre en tubos de vidrio.
A partir del suero de estos animales

inmunizados, se purificó la IgG e IgM
mediante precipitación fraccionada con
SÜ4Na2 y posterior elución cromatográ-
fica en DEAE-Sephadex (13). La activi­
dad de las mismas se midió por el método
de MAYER (14), utilizando hematíes de
pollo a dilución 1:20 que se incubaron con
distintas diluciones de hemolisinas IgG e
IgM (1:20, 1:50, 1:75, 1:100, 1:150, 1:200,
1:300, 1:400, 1:500, 1:600, 1:700 y 1:800) a
37°C, 30 min. A continuación se incuba­
ron con suero de cobaya a dilución 1:50,
1:100 y 1:150, durante 1 h a temperatura
ambiente. Se paró la reacción al añadir
suero fisiológico frío, centrifugando des­
pués a 500 g, 10 min y del sobrenadante se
midió la hemolisis espectrofotométrica-
mente a 415 nm. Paralelamente se hicie­
ron los respectivos tubos controles, sin
suero de cobaya como fuente de comple­
mento, para medir la hemolisis espontá­
nea a tener en cuenta como factor de
corrección.

Las hemolisinas IgG e IgM contra he­
matíes de oveja y buey fueron comercia­
les (Cordis).

Formación de rosetas EA. Los hema­
tíes de oveja, buey y pollo se incubaron
con el mismo volumen de la IgG corres­
pondiente a cada tipo de hematíes, a dis­
tintas diluciones, desde 1:50 a 1:600, du­
rante 30 min a 37°C. Después de lavar los
hematíes y resuspenderlos en Medio 199
(Difeo), se mezclaron con igual volumen
de una suspensión de linfocitos «non T»
(2 x 106 cel/ml), se centrifugaron a 200 g,
5 min e incubaron a 37°C, 15 min. Las
rosetas se contabilizaron bajo microsco­
pio óptico, considerando como tales
cuando el linfocito está rodeado por tres o
más hematíes.

Formación de rosetas EAC. Se siguió
el método descrito por BlANCO et al. (2),
utilizando hemolisina IgM a distintas di­
luciones, desde 1:20 a 1:640.
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Formación de rosetas con bolas de po-
liacrilamida-antiinmunoglobulina. Se
realizaron según el método descrito por
Chao y Yokoyama (4).

Separación de las subpoblaciones
DE LINFOCITOS T: Ty T/x

A partir de linfocitos T, separados me­
diante rosetas espontáneas, se aislaron en
primer lugar linfocitos Ty, mediante rose­
tas EA con hematíes de oveja, buey y
pollo, sensibilizados con hemolisina IgG
a distintas diluciones, desde 1:50 a 1:800,
según el método descrito por MORETTA et
al. (15). Las rosetas se separaron por cen­
trifugación en un gradiente de linfoprep a
400 g, 20 min, a 4°C. La interfase, de
células «non Ty», se recogió para el aisla­
miento de linfocitos T/z, mediante rosetas
EA con los tres tipos de hematíes, sensi­
bilizados con hemolisina IgM a distintas
diluciones, desde 1:20 a 1:640(15).

Fig. 2. Actividad hemolitica de IgG de conejos in­
munizados 10 y 20 días. (D. 0.415 nm.)

Resultados

Por elución cromatográfíca se obtuvo
la IgG en un primer pico y la IgM en
último lugar, con un gradiente de CINa
entre 0,12 y 0,22 M (figura 1).

Fig. 1. Elución cromatográfíca de IgG e IgM en
DEAE-Sephadex.

La actividad hemolitica demostró ma­
yor efectividad de la hemolisina IgG del
conejo inmunizado durante 20 días y la
IgM del inmunizado durante 10 días (figu­
ras 2, 3).

Fig. 3. Actividad hemolitica de IgM de conejos in­
munizados 10y20dias. (D. 0.415nm.)
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‘bííOCSTAS

Fíg. 4. Rosetas (%)EAyEACdelinfocitos.TyyTp.
con distintas diluciones de hemolisina IgG e IgM.

Los porcentajes de rosetas EA y EAC
para la separación de linfocitos B, a partir
de linfocitos «non T», así como los de
rosetas EA, para la separación de linfoci­
tos Ty y T/x, realizadas con hematíes de
oveja, buey y pollo se detallan en la fíg. 4.

Considerando óptima la dilución 1:100
de la hemolisina IgG propia de hematíes
de oveja, buey y pollo, y dilución 1:40 de
la hemolisina IgM de oveja y 1:20 para la
de buey y pollo, se obtuvieron los porcen­
tajes de linfocitos B, T, Ty y Tjix detalla­
dos en la Tabla I.

Discusión

Además de la caracterización y recono­
cimiento de las distintas poblaciones de
linfocitos, es indispensable la selección
del método de aislamiento más eficaz. En
este aspecto, la técnica de las rosetas
ofrece grandes ventajas, ya que es fácil
aislar una población determinada del
resto por una simple centrifugación en
gradiente de densidad.

Los linfocitos B se aislaron mediante
rosetas EA, por la presencia en su mem­
brana de receptores para el fragmento Fe
de la IgG (6,7), también presente en linfo­
citos Ty (20), razón por la cual se aisló en
primer término la población de linfocitos
T mediante rosetas espontáneas. Los lin­
focitos B también se aislaron mediante
rosetas EAC por la presencia de recepto­
res para el complemento en su membra­
na (2), existentes asimismo en otros ti­
pos de células, tales como granulocitos y
una pequeñaproporción de células T (2),
que fueron eliminados en pasos prece­
dentes.

Con los tres tipos de hematíes, se apre­
ciaron menores porcentajes de rosetas
EA con hemolisina IgG a dilución 1:50
que a 1:100, siendo esta diferencia más
acusada con hematíes de oveja, hecho
que puede estar relacionado con el ele­
vado grado de aglutinación presentado.
Los hematíes de buey apenas aglutinaron
y con ellos se obtuvo el máximo rendi­
miento. Se eligieron hematíes de oveja
para la formación de rosetas EAC, ya que

Tabla 1. Porcentaje de linfocitos B, T, Ty y 7> en sangre periférica de sujetos normales.

<----------------------------- B------- -------------------- > <---------------- ------------T--------------------------- >
EA EAC Acrllamlda-antl-lfls E (AET) Ty TM

Carnero 15,41 ±2,89 17,55±2,54 63,28 ±6,27 12,71 ±2,98 50,64±4,05
Buey 16,68 ±1,91 17,32 + 2,95 12,28±2,21 13¿7±2,33 51,59±4,59
Pollo 16,09 + 1,85 17,64 + 2,74 12,95 ±3,40 51,91 ±5,54
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con menores cantidades de IgM (1:40) se
consiguieron porcentajes de rosetas simi­
lares a los obtenidos con hematíes de
buey sensibilizados con su IgM a mayor
concentración (1:20). El rendimiento fríe
semejante con hematíes de oveja y pollo
con IgM a dilución 1:40, sin embargo, se
descartaron los últimos, pues a pesar de
que la visualización de las rosetas es más
clara dadas sus características morfológi­
cas, resultó más difícil el aislamiento pos­
terior del linfocito B, por el hecho de que
la lisis de los hematíes de pollo requiere
un proceso más largo, cuestión que reper­
cute en la duración y viabilidad del linfo­
cito. Las rosetas con bolas de poliacrila-
mida-antiinmunoglobulinas humanas son
eficaces para el reconocimiento y conta-
bilización de linfocitos B e incluso de sus
subpoblaciones, de acuerdo con el tipo de
Inmunoglobulinas de su superficie, pero
no para el aislamiento, por las dificulta­
des presentadas en la eliminación total de
la acrilamida. En el aislamiento de linfoci­
tos Ty se consiguieron mayores porcenta­
jes con hematíes de buey, que por su es­
casa aglutinación son susceptibles de re­
cubrirse de mayor densidad de IgG, he­
cho que influye en la formación de rosetas
(5). Trabajos realizados por otros auto­
res, demuestran la existencia de dos tipos
de receptores para el fragmento Fe de la
IgG en linfocitos T (18, 19); uno de ellos
sería el detectado en nuestro caso, deno­
minado FcR-F (receptor para el frag­
mento Fe libre) y otro inducido por trata­
miento previo de linfocitos T con medio
hipotónico controlado (FcR-I). Asi­
mismo, por la escasa aglutinación se eli­
gieron hematíes de buey para el aisla­
miento de linfocitos Tju, mediante rosetas
EA. Esta variabilidad de resultados está
de acuerdo con los trabajos de Revi-
LLARD et al. (17), quien acusó la influen­
cia de varios factores, entre los que cita el
tipo de hematíe utilizado, viabilidad celu­
lar, condiciones de incubación, densidad
de anticuerpos fijados a la superficie del
hematíe y otros.

Resumen

Se compara la efectividad de distintos hematíes y
bolas de poliacrilamida en la formación de varios
tipos de rosetas para el aislamiento de linfocitos B,
T.TyyT/x.

Para la separación de linfocitos B, Ty y T/x me­
diante rosetas EA, se consideran óptimos los hema­
tíes de buey por su escasa aglutinación y los hema­
tíes de oveja para el aislamiento de linfocitos T y B
mediante rosetas espontáneas y EAC respectiva­
mente. Los hematíes de pollo resultan eficaces, en
lo que respecta a la gran capacidad para formar
rosetas, fácil identificación y contabilización celu­
lar, pero presentan inconvenientes para su separa­
ción en el aislamiento posterior de los linfocitos.
Las rosetas con bolas de poliacrilamida sensibiliza­
das con el anticuerpo específico contra las inmuno-
globulinas humanas, tienen un fundamento inmuno-
lógico y se considera un buen método de identifica­
ción de linfocitos B, pero no resulta práctico para el
aislamiento, ya que es difícil eliminar por completo
la acrilamida.
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