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Eight plant lectins were used to investigate membrane alterations in lymphocytes
from patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL). By resetting with lectins
attached to latex particles, the cell percentages with the abundance of each lectin
receptor were compared in B normal and leukemic lymphocytes. Comparing these
data with the number of lectin molecules bound to each cell and the affinity, which are
values calculated with ,2iI-labeled lectins, it was possible to deduce differences in the
composition of glycoproteins in B normal and B-CLL lymphocytes membrane. Compared
to B normal, B-CLL lymphocytes had fewer receptors for WGA and more for Lens
culinaris, SB A and Tetragonolobus purpureas lectins. Receptors for Concanavalin A,
Pisum sativum, PHA and Tetragonolobus purpureas showed a higher affinity with B
normal lymphocytes, while the other lectins assayed showed more affinity with B-CLL
lymphocytes. So, it is possible to establish a comparative analysis about the plasma
membrane glycoproteins in the B normal and CLL lymphocytes by lectin binding
studies.

Key words: Lectin latex, Lymphocyte, Receptor affinity.

Los linfocitos B de pacientcs con leu­
cemia linfatica cronica (B-LLC), tienen
marcadores de superficie caracterfsticos
de los linfocitos B normales (2, 15, 17).
Sin embargo, entre ambos tipos de ce- 
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lulas se han observado diferencias en el
contcnido lipidico de la membrana (8)
y de microviscosidad (10), asi como.en
la proporcion de carbohidratos y en la
estructura de las glicoprotemas de la
membrana, segun se deduce de la varia­
tion apreciada en el numero de recep-
tores para algunas lectinas (3, 16).

En el presente trabajo se han utilizado
ocho lectinas, que se ligan especifica- 
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mente a distintos carbohidratos, con el
fin de apreciar posibles diferencias en la
estructura glicoproteica de la membrana,
entre los linfocitos B nonnales y los
B-LLC. Para ello se plantearon dos tipos
de experimentos: a) formaci6n de rose-
tas con bolas de latex recubiertas de
lectina en ambas clases de linfocitos, a fin
de contabilizar poblaciones con abundan-
cia de receptores lectinicos y/o mayor
afinidad, y b) ligar a los linfocitos lectina
marcada con I125 para deducir el numero
absolute de moleculas de lectina unidas
por celula y su afinidad por los recep­
tores especificos.

Material y metodos

Preparation de linfocitos. Los linfo­
citos utilizados se obtuvieron de sangre
de 11 donantes voluntaries y de 11 pa-
cientes con leucemia linfatica cronica,
por centrifugation en gradiente de Fi-
coll (5). En primer lugar, se aislaron
los linfocitos T mediante rosetas con he­
matics de oveja tratados con AET (2-ami-
noetil isotiouronio bromuro Jiidrobromu-
ro), Sigma (11). Los linfocitos B se ais­
laron de los linfocitos cnon T> mediante
rosetas EAC (eritrocito-anticuerpo-com-
plcmento) (4).

Lectinas. Concanavalina A (Con A),
Lens culinaris, Pisum sativum, Phaseolus
vulgaris (PHA), Aglutinina de soja (SBA),
Dolichos biflor us, Tetragonolobus pur-
pureus y Triticum vulgaris (WGA), de
Sigma.

Azucares especificos. D-manosa
(D-jnan) especifico de Con A, Lens culi­
naris y Pisum sativum; N-acetil D-ga1ac-
tosamina (NAGA), especifico de PHA,
SBA y Dolichos biflorus; N-acetil D-glu-
cosamina (N-ac. glu), especifico de WGA;
y L-fucosa (L-fuc), especifico de Tetra­
gonolobus purpureus, de Merck.

Preparation de bolas de latex-lectina.
Se mezclaron 50 pl de una suspension
de latex (0,8 p) (Difco) al 10 % en agua
bidestilada con 0,5 mg de lectina resus-
pendida previamente en tampon fosfato
0,1 M, pH 7,2 y se incubo a 37°C du­
rante 30 min con agitation constante.
El exceso de lectina se elimino despues
de tres lavados con solution salina de
Hanks (Difco). Justamente antes de la
formaci6n de las rosetas se anadio suero
fetal de ternera (Flow) al 10 % en tam-
p6n fosfato y se incubo a 37°C, durante
5 min, para saturar los puntos hidrofo-
bicos de las bolas de latex que no se
hubieran ocupado con la lectina.

Formation de las rosetas de linfo­
citos con latex-lectina. Se mezclaron
250 jd de una suspension de linfocitos
(1 X 10T/ml) con el mismo volumen de
una suspension de latex-lectina, centri-
fugando despues a 200 g durante 5 min
y manteniendolo a 4°C durante 1 h. El
recuento de las rosetas se efectuo bajo
microscopio optico, considerando como
tales aquellas en las que el linfocito se
rodea al menos de ocho bolas de la­
tex (19).

Para estudiar la afinidad de la lectina
con los receptores linfocitarios se mez­
claron las rosetas, formadas previamente,
con el aziicar especifico a concentracio-
nes crecientes (M): 0,025, 0,05, 0,10,
0,15, 0,20 y 0,25. Despues de tres horas
de incubation a temperatura ambiente;
se contabiliz6 el porcentaje de rosetas.

Incubatidn de los linfocitos con Ilts-
lectinas. Previamente se marcaron las
lectinas con I125 mediante lactoperoxida-
sa (7). Los linfocitos B de sujetos nor­
males y los de pacientes con LLC
(2X10°) se resuspendieron en 200 pl
de Medio 199 (Difco) conteniendo albu-
mina bovina (Sigma) al 0,5 % y se in-
cubaron a temperatura ambiente, durante
45 min, con siete concentraciones cre­
cientes de cada lectina marcada hasta al- 
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canzar la saturation de los receptores de
la membrana linfocitaria. La concentra­
tion de I125-lectina empleada en la in-
cubacidn oscilo segun los siguientes va-
lores (Mg): Con A, 17-144; L. culinaris,
11-88; P. sativum, 17-144; PHA, 17-140;
SBA, 10-80; D. biflorus, 19-159; T. pur-
pureus, 18-147 y WGA, 7-56. La lectina
no ligada a las celulas se elimino por
tres lavados con Medio 199 conteniendo
albumina bovina al 0,5 %. La radiacti-
vidad incorporada a las celulas se midio
en c.p.m. del precipitado en un contador
de radiaciones gamma (LKB 1270 Rack­
gamma II).

Cdlculo del numero de moleculas de
lectina ligadas por celula y de la cons­
tante de asociacidn. Al representar en
abscisas el numero de moles de lectina
incubada con los linfocitos y en ordena-
das el numero de moleculas de lectina
ligadas por celula, con los valores obte-
nidos a partir de las siete concentracio-
nes de lectina empleadas, se obtienen las
curvas de saturation de los receptores.
Las correspondientes graficas dobles in-
versas son rectas, que cortan al eje de
ordenadas en un punto que representa
el valor inverse del numero maximo de
moleculas de lectina ligadas por celula
y la intersecci6n con el eje de abscisas
representa la afinidad, es decir el valor
inverso de la constante de asociacidn.
Como la afinidad es un concepto que no
se puede expresar con un valor numerico,
en su lugar se especifica el valor abso­
lute de la constante de asociacidn y a
partir de 61 es posible deducir si la afi­
nidad es alta (constante de asociacidn
baja), o baja.

Analisis estadistico. Se utilizo el test
estadistico de la t de Student para calcu-
lar diferencias significativas.

Resultados
Las lectinas P. sativum, PHA, SBA,

D. biflorus y T. purpureus se unen mas

Tabla I. Rosetas de linfocitos (%) con latex-
lectina.

Lectina B normal B-LLC

Con A
L. culinaris
P. sativum'
PHA
SBA
D. biflorus
T. purpureus
WGA

29,22 ± 4.84
77,33 ± 4,33
35,44 ± 5,22
25,11 ±3,86
40,22 ± 5,61
13,33 ± 3,35
28,44 ± 4,42
92,22 ± 5,78

26,22 ± 4,44
70,89 ± 6,60
43,00 ± 6,02*
39,11 ±4,51*
58,11 ± 8,28*
79,00 ± 5,72*
43,33 ± 5,27*
84,11 ± 6,52

* p <0,001 (n = 11).

espetificamente a mayor numero de lin­
focitos B de LLC; el resto de las lecti­
nas formo mayor numero de rosetas con
los B normales, aunque la diferencia no
resulto estadisticamente significativa (ta­
bla I). La concentration de azucar espe-
cifico para cada lectina capaz de deshacer .
el 50 % de las rosetas formadas es un
fndice de la afinidad. Asi, los linfocitos B
de LLC mostraron mayor afinidad que
los B normales con las lectinas Con A,
L. culinaris, SBA, D. biflorus y WGA
(tabla II).

A partir de las graficas dobles inver-
sas, correspondientes a las curvas de sa­
turation de los receptores lectfnicos de
linfocitos B normales y de LLC con las
ocho lectinas, se calculo, segun el me-

Tabla IL Indlce de la afinidad de linfocitos B
normales y de pacientes con leucemia linfa-

tlca crdnlca.
Concentration de azucar (M).

Lectina B normal B-LLC

Con A 0,105 D-man 0,110 D-man
L, culinaris 0,073 D-man 0,087 D-man
P. sativum 0,080 D-man 0,079 D-man
PHA 0,107 NAGA 0,075 NAGA
SBA 0,097 NAGA 0.112 NAGA
D. biflorus 0,082 NAGA 0.092 NAGA
T. purpureus 0,098 L-fuc 0.092 L-fuc
WGA 0,087 N-Ac. glu 0,088 N-Ac' glu
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Tabla 111. Numero de mo/dcu/as de lectina
llgadas per cdlula.

Moldculas/cdlula (X10-7)
Lectina B normal B-LLC 

Con A
L. culinaris
P. sativum
PHA
SB A
D. biflorus
T. purpureus
WGA

0,53 ± 0,08
2,00 ± 0,13
0,79 ± 0,08
0,26 ± 0,05
0,84 ± 0,07
2,01 ± 0,15
0,51 ± 0,08
5,32 ± 0,42

0,43 ± 0,05
2,48 ± 0,20*
0,82 ± 0,07
0,67 ± 0,07*
1,24 ± 0,07*
2,02 ±0,18
0,72 ± 0,09*
4,55 ± 0,36*

* p <0,001 (n = 11).

todo de Steck y Wallach (18), el nu­
mero de moleculas de lectina ligadas por
celula (tabla III) y la constante de aso-
ciacion (tabla IV). Los linfocitos B de
LLC ligaron mayor numero de molecu­
las de las lectinas L. culinaris, PHA, SBA
y T. purpureus, y menor de WGA que
los B nonnales. Con el resto de las lec­
tinas no se apreciaron diferencias esta-
disticamente significativas a este respec-
to. Las lectinas Con A, L. culinaris,
D. biflorus, SBA y WGA mostraron ma­
yor afinidad por los linfocitos B de LLC
y el resto de las lectinas por los B nor­
males.

Tabla IV. Constante de asocfacidn de las lec­
tinas con los linfocitos.

Constante de asoclaclon
X10-®M

Lectina B normal B-LLC

Con A
L. culinaris
P. sativum
PHA
SBA
D. biflorus
T, purpureus
WGA

0,94 ± 0,99
3,86 ± 0,22
1,58 ± 0,16
0,65 ± 0,06
1,14 ± 0,07
2,66 ± 0,23
1,51 ± 0.10
2,20 ± 0,36

0,77 ± 0,07*
3,27 ± 0,16*
1,81 ± 0,07*
2,97 ± 0,08*
0,91 ± 0,07*
2,00 ± 0,15*
1,85 ± 0,11*
1,62 ± 0,30*

* p < 0,001 (n = 11).

Discusion

Las concentration y distribution de
los carbohidratos en las glicoprotefnas de
la membrana son datos indicatives del
estadio de diferenciaci6n celular (14).
Los resultados obtenidos por la tecnica
de rosetas con latex-lectina, inducen a
pensar en la existencia de un amplio gra-
diente de estados de maduracion celular,
ya que se pueden distinguir en principio
dos poblaciones de linfocitos: una con
abundancia de un determinado receptor
(los que formaron rosetas), y otra con
deficit del mismo (los que no formaron
rosetas). Dentro de la primera hay una
amplia gama de subpoblaciones con dis-
tinta composition y estructura en las gli-
coprotefnas de membrana, de tai forma,
que aquellos linfocitos que oponen ma­
yor resistencia a liberar el latex-lectina,
por la action competitiva del azucar es-
pecffico anadido en estado soluble, ten-
dran mayor numero de receptores lecti-
nicos y/o mayor afinidad. Sin embargo,
no se puede considerar que la poblacidn
de linfocitos que no formo rosetas ca-
rezca totalmente de receptores. Los re­
sultados con I125-lectinas se refieren al
valor medio de la afinidad y del numero
de receptores de la totalidad de los lin­
focitos B normales y de LLC.

En ambos experimentos, se refieja una
afinidad mayor de los linfocitos de LLC
con las lectinas Con A y L. culinaris,
especificas de D-inanosa, respecto a los
B normales, hecho que concuerda con
resultados obtenidos anteriormente por
cstudios electroforeticos (3). Sin embar­
go, la afinidad media determinada me­
diants Ir2C-P. sativum en la totalidad de
linfocitos B de LLC, es menor que en
los B normales, a pesar de set esta lec­
tina especffica tambien por D-manosa.
Este resultado puede ser achacable al
defecto enzimatico de la actividad de las
glicosiltransferasas de estas celulas leu-
ccmicas (6).
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Las lectinas PHA, SBA y D. biflorus
son especificas por la union con NAGA.
La lectina PHA muestra, en ambos ex-
perimentos, un acusado descenso de la
afinidad con linfocitos de LLC, respecto
a los B normales, aunque el numero de
moleculas de esta lectina, contabilizadas
por celula, es mayor para LLC y ade-
mas formo mayor numero de rosetas. La
molecula de PHA tiene dos sitios de
union con los receptores especificos (13),
la baja afinidad expresada con los linfo­
citos de LLC se podria atribuir a la
union minima posible, es decir una
molecula de lectina con un receptor;
por tanto a pesar de ligar cada linfocito
de LLC mayor numero de moleculas
de PHA no implica necesariamente que
estas celulas tengan mayor numero de
receptores para esta lectina. Las lecti­
nas SBA y D. biflorus manifiestan ma­
yor afinidad en ambos experimentos para
la union con los linfocitos de LLC, res­
pecto a los B normales, y a su vez coin­
cide con una mayor formation de ro­
setas y de moleculas de lectina ligadas.
De estos resultados se deduce que los
linfocitos de LLC han de tener necesa­
riamente mayor numero de receptores
para estas lectinas que los B normales,
aun cuando la interaction receptor-mo-
lecula de lectina fuera la minima (1:1).

Aparentemente los linfocitos de LLC
tienen mas L-fucosa en las glicoprotef-
nas de membrana que los B normales,
aunque su disposition estructural es me-
nos idonea para la union con la lectina
T. purpureas, como muestra el alto nu­
mero de moleculas de lectina ligada y la
baja afinidad obtenida en los dos expe-
rimentos realizados.

Respecto a la lectina WGA, especifi-
ca de N-acetil D-glucosamina y acido
sidlico (16), los linfocitos de LLC liga-
ron menor numero de moleculas que los
normales, que se podria explicar por el
deficit de acido sialico propio de estas
celulas —ya que tienen una glicosilacidn 

anormal que impide se complete la se-
cuencia de carbohidratos—, sin anadir
acido sialico al extremo reductor de la
cadena glicoproteica, lo que conlleva una
disminucion del 50 % en el contenido
de este aminoazucar respecto a los linfo­
citos B normales (12). Ademas, se ha
demostrado en estas celulas una pequena
cantidad de glicolipidos de distinta com­
position a los presentes en los norma­
les (9). Sin embargo, la viscosidad de la
matriz lipidica es menor en el caso de
las celulas leucemicas (10), lo que po-
dria justificar la mayor afinidad encon-
trada. El deficit de acido sialico en ce­
lulas leucemicas facilita el acceso de las
moleculas de lectina a su receptor espe-
cifico, explicando asimismo el incremento
de afinidad.

Ambos tipos de experimentos son in-
dependientes, y por si mismos son per-
fectamente validos para el diagnostico de
pacientes con leucemia linfatica erotica,
de acuerdo con la composition glicopro­
teica de su membrana. El primero de
los planteados, es un metodo rapido,
sencillo y eficaz, que permite identificar
poblaciones de celulas cuya membrana
tiene unas caracterfsticas estructurales
homogeneas, que se ponen de manifiesto
mediante la formation de rosetas de la­
tex. La diferencia en las proporciones de
estas poblaciones entre celulas normales
y de LLC, ya es un indice de anor-
malidad.

El segundo experimento supone un
metodo mas complejo, pero da una idea
liras exacta de la composici6n de la mem­
brana en la totalidad de las celulas. Hay
una variation progresiva en la composi­
tion de la membrana a lo largo del pe­
riodo de maduracion celular (1, 14), por
consiguiente los resultados de este se­
gundo experimento, referidos al valor
medio en la totalidad de las celulas, su-
ponen un reflejo mas claro de la distri­
bution de los receptores glicoproteicos en
la membrana de ambos tipos de celulas.
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Resumen

Se utilizan ocho lectinas para estudiar posi-
bles alteraciones en la membrana de linfocitos
de pacientes con leucemia linfAtica crdnica
(LLC). Mediante rosetas con bolas de lAtex
recubiertas de lectina, se han comparado los
porcentajes de. linfocitos B normales y leuc6-
micos con abundancia de receptores lectlnicos.
Reuniendo estos datos con el ntimero de mo-
16culas de lectina ligadas por cilula y la afini-
dad, valores calculados con I12i-lcctinas, se han
deducido posibles diferencias en la composi-
ci6n de las glicoproteinas de membrana de los
linfocitos B normales y de LLC. Los LLC
mostraron menor ntimero de receptores de
WGA y mayor de Lens culinaris, SBA y
Tetragonolobus purpureus, no apreci&ndose di­
ferencias significativas con Concanavalina A,
Pisum sativum y Dolichos biflorus. Las lec­
tinas Pisum sativum, PHA y Tetragonolobus
purpureus expresaron mayor afinidad con lin­
focitos B normales y el resto con los de LLC.
Las lectinas, por consiguiente, han resultado
Utiles para establecer un estudio comparative
de la composicidn y estructura de las glico­
proteinas de la membrana de linfocitos B de
sujetos normales y de pacientes con leucemia
linfAtica cronica.

Bibliografia

1. Astaldi, G., Ozger-Topuz, U., Neri, A.
e Iacopino, P.: Boll. ist. Sieroter. Mila­
nese, 59, 256-274, 1980.

2. Augener, W., Cohen, G. y Brittinger,
G.: Biomedicine, 21, 6-8, 1974.

3. Banderet, E. y Despont, J. P.: Int. Arch.
All. Immunol., 61, 1-8, 1980.

4. Bianco, C., Patrick, R. y Nussenzweig,
V.: J. Exp. Med., 132, 702-720, 1970.

5. Boyum, A.: Scand. J. Clin. Lab. Invest.,
21, 77-80, 1968.

6. Brody, J. I., Osky, F. A. y Singer, D. E.:
Blood, 34, 421-430, 1969.

7. De Dios, I., Manso, M., MartIn, M. y
L6pez-Borrasca, A.: Rev. esp. Fisiol., 40,
19-24, 1984.

8. Hildebrand, J., Marique, D. y Van-
houche, J.: J. Lip. Res., IS, 195-201, 1975.

9. Hildebrand, J., Stryckmans, P. y Stof-
fyn, P.: J. Lip. Res., 12, 351-357, 1971.

10. Holt, P. J. L., Pal, S. G. y Catovsky,
D.: Clin. Exp. Immunol., 10, 555-562,
1972.

11. Kaplan, M. E. y Clark, C.: J. Immunol.
Meth., 5, 131-134, 1974.

12. Kornfeld, S.: Biochim. Biophys. Acta,
192, 542-548, 1969.

13. Majerus, P. W. y Brodie, G. N.: J. Biol.
Chem., 247, 4253-4261, 1972.

14. Richard, Y., Bounselle, L., Lemerle, J.,
Valensi, F. y Bernard, A.: Leuk. Res.,
6, 307-312, 1982.

15. Ross, G. D., Rabellino, E. M. y Polley,
M. J.: J. Clin. Invest., 52, 377-386, 1973.

16. Speckart, S. F., Boldt, D. H. y McDer­
mott, R. P.: Blood, 52, 681-694, 1978.

17. Stathopoulos, A. y Elliot, E. V.: Lan­
cet, 1, 600-602, 1974.

18. Steck, T. L. y Wallach, D. F. H.:
Biochim. Biophys. Acta, 97, 510-522, 1965.

19. Zalewski, P. D., Forbes, I. J., Uhlen-
bruck, G. y Valente, L.: Clin. Exp. Im­
munol., 4, 304-314, 1982.


