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The immune system is formed of different lymphocyte subpopulations, each one having a
defined role to defend the organism. Their plasma membranes present differences in the
glycoproteinic or/and glycolipidic composition, as detected with labelled ,25I-lectins. B lym
phocytes have a greater number of receptors for the Pisum sativum, Lens culinaris and WGA
lectins than T lymphocytes. On the other hand, T lymphocytes bind a greater number of
Concanavalin A molecules than B lymphocytes. WGA lectin appeared to be more specific for
T/x subpopulation, while Con A and Pisum sativum lectins were bound preferentially to Ty
lymphocytes while no significant differences were observed between both subpopulations for
Lens culinaris lectin. From the affinity of each lectin to each lymphocyte population it could be
deduced that the receptor structure, conformation and arrangement on the membrane was
optimal in B lymphocytes for Con A and WGA binding, and T lymphocytes for Lens culinaris
and Pisum sativum binding.
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Se han realizado numerosos trabajos
para diferenciar distintas poblaciones de
linfocitos por los antigenos de superficie
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(2, 6, 7, 22), marcadores inmunologicos
de membrana (16, 21), marcadores enzi-
maticos y citoqinmicos (8, 17) y, cada vez
se toma mayor interes en el estudio de las
glicoproteinas de membrana, ya que su
estructura y composicion son un reflejo
de la fisiologia celular (10). Dado que la
poblacion de linfocitos es heterogenea y
cada tipo tiene una funcion especifica en
el sistema inmune, es de suponer exista 
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una especializacion de receptores, repre-
sentados en su mayor parte por glicopro-
teinas. Para el estudio de tales componen-
tes se consideran a las lectinas elementos
utiles, por unirse especificamente a
carbohidratos.

En nuestro trabajo cuantificamos en
linfocitos B, T, Ty y Tji de sangre perife-
rica de sujetos normales el numero de
receptores lectmicos y la afinidad de las
lectinas Concanavalina A (Con A), Lens
culinaris, Pisum sativum, especfficas de
D-manosa, y Triticum vulgaris (WGA),
especifica de N-acetil-glucosamina, esta-
bleciendo una comparacion entre las dis-
tintas poblaciones.

Material y metodos

Preparation de linfocitos. A partir de
sangre venosa de donantes voluntaries se
separaron linfocitos. por centrifugacion
en gradiente de densidad sobre Ficoll (5).
Los linfocitos T se aislaron mediante ro-
setas espontaneas con hematics de car-
nero tratados con AET (2-amino etil iso-
tiouronio bromuro hidrobromuro-Sigma)
(12). Los linfocitos B se aislaron me
diante rosetas EAC (eritrocito-anti-
cuerpo-complemento) (4), a partir de lin
focitos «non T», separados pre viamen te
de linfocitos T por centrifugacion en gra
diente de densidad sobre Ficoll. Los lin
focitos Ty y Tp se aislaron a partir de
linfocitos T mediante rosetas EA (eri-
trocito-anticuerpo) con hematies de ter-
nera sensibilizados con hemolisina IgG e
IgM (Cordis) respectivamente (14).

Marcaje de lectinas 1™. Las lectinas
con A, / . culinaris, P. sativum y WGA
(Sigma), se marcaron con I'-5 por la tec-
nica de la lactoperoxidasa (15). A 10 mg
de lectina disuelta en tampon Tris-CIH,
0,01 M pH 7,5, se ahadieron 20 ^g de
lactoperoxidasa (Sigma), I /xmol de IK y
0.1 mCi de I'"Na (Amersham); la reac
tion comenzo con la adicion de 100 pl de

H2O2 al 0,03 % y se mantuvo a tempera
ture ambiente 45 min, anadiendo otras
dos alicuotas de 50 ^1 de H2O2 cada 15
min. Se paro la reaccion con 1 mmol de
IK. El Il25Na libre se elimino por elucion
cromatografica en Biogel P-100 (Pharma
cia). La radiactividad se determind en
c.p.m. en un contador de radiaciones
gamma.

Incubation de linfocitos con lectinas
iodadas. Los linfocitos B, T, Ty y Tp (2 x
IO6) se incubaron con 4-144 pg de lectinas
iodadas en Medio 199 (Difco) conte-
niendo albumina bovina al 0,5 %, 45 min
a temperature ambiente con agitation
constante. La lectina libre se elimino por
sucesivos lavados con Medio 199-
albumina bovina, por centrifugacion a
400 g, 10 min a temperature ambiente,
hasta que desaparecid la radiactividad del
medio de lavado. La radiactividad incor-
porada en las celulas se midio en c.p.m.
en un contador de radiaciones gamma.

Valoracion del numero de moleculas
de lectina ligadas a los linfocitos. La can-
tidad de protema lectfnica eluida por cro-
matografia se midio en un Uvicord III a
D. O. de 280 nm y se convirtio a valores
de concentration de protema en mg/ml
segun una D. O. de 750 nm. Conocida la
concentration de lectina en mg/ml ana-
dida a los linfocitos en cada una de las
incubaciones efectuadas, es factible de-
ducir el correspondiente numero de mo
les sabiendo el peso molecular de las lec
tinas utilizadas (Con A: 110.000 daltones,
L. culinaris: 48.(XX) daltones, P. sativum:
53.(XX) daltones y WGA: 35.000 dalto
nes). Asimismo, a partir de la radiactivi
dad incorporada en las celulas, es posible
deducir el numero de moles de lectina
ligadas por celula y el consiguiente nu
mero de moleculas.

Prueba de la integridad bioldgica de
las lectinas marcadas con [m. La integri- 
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dad bioldgica de las lectinas iodadas se
comprobo mediante aglutinacion plaque-
taria. A partir de sangre total se obtuvo el
plasma rico en plaquetas por centrifuga
tion a 150 g, 15 min. La contamination
plasmatica y eritrocitica se elimino des
pues de 5 lavados con tampon Tris-CIH
0,01 M pH 7,5, 0,15 M CINa, 0,0025 M
EDTA y 200 /xg/ml de apirasa, mediante
centrifugation a 2.000 g, 15 min a 4° C. La
aglutinacion plaquetaria con las lectinas
se efectuo en un agregometro al anadir a
100 /zl de suspension de plaquetas (2 x 107
plaquetas/ml) 10 /xl de solution de las lec
tinas (1 mg/ml) no marcadas y marcadas
con 1'25.

Resultados

Las lectinas marcadas con I125 se sepa-
raron del I125 libre por cromatografia en
Biogel P-100, obteniendo despues de la
elution un unico pico correspondiente a
la lectina, perfectamente separado del I125 

libre. Coincide el maximo de concentra
tion de proteinas con el de da r^diactivi-
dad incorporada en ella (fig. 1). Es pa-
tente pues la ausencia de contamination
con otros productos marcados. La
prueba rutinaria de la medida de agrega-
cion plaquetaria asegurd la integridad
bioldgica de las lectinas despues del mar-
caje con I125, apreciandose el mismo
grado de agregacion que con las lectinas
no marcadas.

Distintas concentraciones de las lecti
nas iodadas se incubaron con linfocitos
B, T, Ty y T/x hasta conseguir la satura
tion de los receptores lectinicos. Con los
valores dobles inverses correspondientes
a la curva de saturation de receptores se
construyo una recta, cuya intersection
con ordenadas representa el valor inverse
del numero de moleculas de lectina liga-
das por celula (n) y la intersection con
abscisas es una medida de la afinidad (K)
y representa el valor inverse de la cons-
tante de asociacion (20). Las graficas re-
presentadas en la figura 2 corresponden a

Fig. 1. Elucion de las lectinas Con A, L cuiinaris, P. sativum y WGA marcadas con lt25 en columna de
cromatografia de Biogel P-100.

•------• IX) 280 run; • • ■ • • radiactividad en c.p.m.
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Fig. 2. Enlace de l125-lectinas a linfocitos.
2 x IO6 linfocitos se incubaron a temperature ambiente, 45 min en Medio 199 conteniendo albumina bovina
al 0,5 %y 9-144 gg de Il2S-Con A (A); 9-144 ggdel125-/3. sativum (B);5,5-88ggdeIl25-L culinaris (C) y 4-56

ggde II25-WGA (D). ■ Linfocitos B; • Linfocitos T; ▲ Linfocitos Ty, y + Linfocitos Tg.

Tabla I. Numero de receptores lectinicos en linfocitos B, T, Ty y Tp.
Gradode significacion segun la tde Student (p < 0,01): 1) Diferenciaentre linfocitos B yT;2)diferencia

entre linfocitos Ty y Tg. N = 11.

Leciina B

Moieculas/celula (x10'2)

T Ty Ta

Con A 0.53 ± 0,08 0,74 ± 0,09 1,07 ± 0,16 0,63 ± 0,102
L cuhnans 2,00 ±0,13 1,08 ± 0,171 0,71 ± 0,09 1,10 ± 0,09
P. sativum 0.79 ± 0.08 0,49 ± 0,07' 0,66 ± 0,05 0,35 ± 0,062
WGA 5,32 ± 0.42 3,07 ± 0,29' 1,78 ± 0,13 2,21 ± 0,252
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Tabla II. Constante de asociacion de las lectinas con linfocitos B, T, Ty y Tp.
Grado de significacion segun la t de Student (p < 0,01): l)Diferenciaentre linfocitos ByT;2)diferencia

entre linfocitos Ty y T^t. N = 11.

Lectina B

Constante de asodacion x 10‘9 M

T Ty Tm

Con A 0,94 ± 0,09 1,07 ± 0,13 1,17 ± 0,15 1,20 ±0,18
L culinaris 3,86 ± 0,22 2,86 ± 0.251 1,92 ±0,12 1,82 ± 0.112
P. sativum 1,58 ± 0,16 1,02 ± 0,171 1,15 ± 0,12 0,52 ± 0,072
WGA 2,20 ± 0,35 2,70 ± 0,431 0,83 ±0,12 1,16 ± 0,202

la media de 11 experimentos realizados
para cada caso. De ellas se dedujo que
linfocitos B ligaron mayor numero de mo
leculas de las lectinas Lens culinaris, Pi-
sum sativum y WGA que linfocitos T, no
apreciandose diferencias estadistica-
mente significativas entre ambas pobla-
ciones de linfocitos con la lectina Con A.
A linfocitos Ty se unieron mayor numero
de moleculas de Con A y Pisum sativum
que a T/x; sin embargo, a T/z se unieron
las lectinas Lens culinaris y WGA en ma
yor proportion que a Ty (tabla I). Las
lectinas Lens culinaris, Pisum sativum y
WGA mostraron mayor afmidad con lin
focitos T que con B, no apreciandose di
ferencias significativas entre ambos res-
pecto a Con A. Lens culinaris y Pisum
sativum manifestaron mayor afmidad por
la subpoblacion T/x, WGA por Ty y esca-
sas diferencias se observaron entre am
bas subpoblaciones con la lectina Con A
(tabla II).

Discusidn

A pesar de que las lectinas Con A, L.
culinaris y P. sativum se unen especifica-
mente a D-manosa (13, 18), no mostraron
especificidad en el mismo sentido en su
union a los receptores de los distintos
tipos de linfocitos estudiados. Cabfa es-
perar estos resultados, ya que la especifi-
cidad de las lectinas no solo depende de la 

composition quimica del receptor, sino
ademas de la estructura y configuration
espacial de este en la membrana.

Linfocitos T ligaron mayor numero de
moleculas de Con A que linfocitos B,
pero con diferencias poco significativas.
Estudios realizados en nuestro laborato
rio mediante rosetas de latex-Con A de-
mostraron la existencia en linfocitos T de
una subclase espetifica de esta lectina de
doble proporcion que en linfocitos B, lo
que implica la existencia de una subclase
con gran abundancia de receptores para
esta lectina y otra subclase carente de
estos. Si la subpoblacion Ty estuviera re-
presentada en mayor proportion en la po-
blacion total de T, el numero medio en
moleculas de Con A ligadas estana au-
mentado en linfocitos T respecto a B, ya
que se aprecian diferencias significativas
entre esta subpoblacion y la de linfocitos
T/x. El bajo grado de afmidad de las dos
subpoblaciones conlleva a un descenso
del valor medio de la misma respecto a B.
Por el contrario, L. culinaris y P. sativum
se ligaron en mayor cantidad a linfocitos
B. Con la lectina L. culinaris se ha aislado
una glicoprotema mayoritaria propia de
celulas B de 35.(XX) daltones que se homo-
loga con el antigeno la (4) o el antigeno
HLA ligado a celulas B (19); otras glico-
proteinas se han purificado con esta lec
tina (3), de las cuales la mayoria estan
presentes en linfocitos T. Tales hechos
demuestran la existencia de receptores 
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paraL. culinaris en ambas poblaciones de
linfocitos, si bien el deficit acusado en T
probablemente sea debido a la carencia
de la Gp 35, mas especffica para la union
con la lectina. La lectina WGA se une
especificamente a N-acetilglucosamina y
acido sialico (1). El numero de moleculas
de lectina ligadas a las celulas estudiadas
es muy superior al resto de las lectinas, y
se explica por la elevada cantidad de
acido sialico que compone la membrana
plasmatica de las celulas maduras (11).
Esta lectina mostro mayor especificidad
por linfocitos B, tanto en lo que se refiere
al numero de moleculas ligadas como en
el grado de afinidad. Asimismo se puede
considerar a la subpoblacion T/z, mas es-
pecifica, hecho que podna justificar su
mayor movilidad electroforetica respecto
a Ty (9), al contener mayor concentration
de acido sialico que aumentaria la densi-
dad de cargas negativas.

Resumen

El sistema inmune esta integrado por distintas
poblaciones y subpoblaciones de linfocitos, cada
uno con un papel definido en la defensa del orga-
nismo y cuyas mcmbranas plasmaticas presentan
diferencias en la composicion de las glicoproteinas
y/o glicolfpidos, tai como se ha detectado con lecti
nas marcadas con I125. Los linfocitos B tienen ma
yor numero de receptores para las lectinas Lens
culinaris. Pisum sativum y WGA, mientras que los
linfocitos T ligan mayor numero de moleculas de
Con A que los linfocitos T. La lectina WGA se
muestra mas especffica por la subpoblacion de T/z
Con A y P. sativum se unieron preferentemente a
linfocitos T-y y no se apreciaron diferencias signifi-
cativas entre ambas subpoblaciones respecto a L.
culinaris. Por el grado de afinidad se deduce que la
disposicion espacial y estructurade los receptores
es mas idonea para la union con Con A y WGA en
linfocitos B y para L. culinaris y P. sativum en
linfocitos T.
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