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The present paper deais with a comparative study on six methods for isolation of
peripheral blood lymphocytes from various mammalian sources: Bos taurus L. (adult
cow), Equus caballas L. (adult horse), Eqiius asinus L. (adult and young donkeys)
and Sus scropha L. (adult pig). The following systems were used: a) Filtration
through sand columns (a modification of Blaszczyszyn’s method); ó) Sodium me-
trizoate and «Ficoll 400»; c) «Lymphoprep»; d) «Urovison» and dextran T150 (a
modification of Gilí et al.’s method); e) «Urografin» and dextran TI50; f) «Ficoll-
Paque». The final preparation of lymphocytes obtained by «Urovison» and dextran
TI50 (d = 1.081) procedure was free from platelets and erythrocytes; lymphocytes
degree of purity was found to be 98 %. The sialic acids, hexoses and hexosamines

contents were determined.

Las técnicas de aislamiento de linfoci­
tos de sangre periférica se pueden clasifi­

* Una nota preliminar sobre este trabajo
ha sido presentada en forma de comunicación
a las XII Jornadas Bioquímicas Latinas cele­
bradas en Bordeaux (Francia) del 31 de mayo
al 3 de junio de 1976 y publicada con el nú­
mero A44 en el volumen de resúmenes.

Trabajo realizado mediante Ayuda para el
«Fomento de la Investigación en la Universi­
dad» concedida por el Ministerio de Educación
y Ciencia a este Departamento.

car en dos grupos: a) Las basadas en la
adherencia de granulocitos y nionocitos a
lana de vidrio (6. 8); lana de nylon (8, 9,
15, 17); o arena (3). b) Las basadas en la
acción de un sistema separador constitui­
do por mezclas de ciertos tipos de molécu­
las orgánicas (solución acuosa de sales del
ácido metrizoico y similares) y polímeros
glucídicos (dextrano, «Ficoll»), que incre­
mentan la capacidad de agregación de los
eritrocitos así como la de sedimentación
de granulocitos y monocitos de la sangre.
En estos métodos la sangre se diluye en la 
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proporción de 1:1 (v/v) con una solución
salina isotónica, generalmente CINa al
0.9 %, y se deposita cuidadosamente so­
bre el sistema separador evitando que se
mezclen las dos fases (2, 5, 10, 11, 14, 19).

A excepción de las numerosas publica­
ciones relativas al aislamiento de linfoci-
tos humanos, de ganado porcino y, en me­
nor proporción, de los ganados bovino (4)
y caballar (13), es escasa la bibliografía
referente al aislamiento de linfocitos de
sangre periférica de mamíferos. En este
trabajo se presentan los resultados acerca
del aislamiento de linfocitos de una pro­

cedencia no ensayada anteriormente,
Equus asinus L. (asno, adulto y joven),
y los referentes a otras especies ya estu­
diadas por algunos autores, pero aplican­
do técnicas distintas a las seguidas por
nosotros. Por otra parte, son escasos los
trabajos sobre la composición química de
los linfocitos. excepto en el caso del hom­
bre y del ganado porcino. Debido a ello,
se han determinado los principales consti­
tuyentes de la fracción glucídica de linfo­
citos de cerdo, vaca, caballo y asno (adul­
to y joven) y se ha efectuado un estudio
comparativo de los mismos.

Tabla I. Aislamiento de linfocitos de mamíferos: Métodos usados.

Sistema deferencia Modalidad Proceso

a) Arena (3) A

B

b) Metrizoato sódico y A

«Ficoll 400» B

c) «Lymphoprep» A

d} «Urovison» y (10) B
dextrano T150

e) «Urografin» y
dextrano T150

f) «Ficoll-Paque» A

B

(14) C

Eliminación de eritrocitos con reactivo par­
ticular para cada especie (16).

Se pasan a través de la columna 5 g de leu­
cocitos (obtenidos según ROCHA, et al.
(16) resuspendidos en CINa al 0,9%).

Se coloca cuidadosamente la sangre diluida
sobre esta mezcla.

Los leucocitos (obtenidos como se indica
antes) resuspendidos en CINa al 0,9 % se
colocan cuidadosamente sobre este gra­
diente.

Ambas modalidades se realizaron como se
describe en el método anterior.

Como anticoagulante se usó ACD (fórmula A)
en lugar de desfibrinación mecánica. Se en­
sayaron tres densidades diferentes de sis­
tema separador: 1,074, 1,081, 1,085 g/ml.
Los linfocitos se lavan con CINa al 0,9 %.

Se operó como se describe para el método
anterior.

La sangre se diluyó con una solución com­
puesta por 1 volumen de (D-glucosa anhi­
dra 0,1 %; Ci2Ca 2H.O, 5,0 x 10-5 M; Cl2Mg
6H2O, 9,8 x 10“4 M; CIK, 5,4 X 10~3 M; Tris,
0,145 M, tamponado con CIH 1N hasta
pH 7,6) y 9 volúmenes de CINa 0,14 M;
(v/v) sangre/solución de equilibrio.

Se operó como se describió para el méto­
do bj.

Los leucocitos se obtuvieron como se descri­
be anteriormente.
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Material y métodos

Animales. Se utilizó sangre periférica
de las siguientes especies: Bos tauras L.
(vacuno adulto), Equus caballas L. (caba­
llo adulto), Equus usinas L. (asno, adulto
y joven) y Sus scropha L. (cerdo adulto).
Las muestras fueron recolectadas inme­
diatamente después de ser sacrificado el
animal, sobre diversos anticoagulantes:
a) ACD (ácido cítrico dihidrato, 0,8 g;
citrato sódico dihidrato, 2,2 g; glucosa
anhidra, 2,26 g; agua destilada c.s.p.
100 mi; b) heparina (10 Ul/ml); c) citra­
to sódico (1 g/1).

Productos. Dextranos TI 50, T250,
T500; «Ficoll 400», «Ficoll-Paque», sumi­
nistrados por la casa Pharmacia (Uppsa-
la). Metrizoato sódico [sal sódica del áci­
do 3-acetamido-2,4,6-trioyo-5-(N-metilace-
tamido)-benzoico] y «Lymphoprep», pro­
porcionados por Nyegaard & Co., A/S
(Oslo). «Urovison» y «Urografin», de
Schering AG (Berlín). Reactivos de uso
corriente en laboratorio. Todos los reac­
tivos están catalogados como productos
de garantía analítica.

Aislamiento de linjocitos. Los méto­
dos ensayados para el aislamiento de los
linfocitos quedan resumidos en la tabla I.

Determinaciones bioquímicas. Los lin­
focitos obtenidos utilizando como sistema
separador «Urovison» y dextrano T150,
de densidad = 1,081 g/ml, fueron conge­
lados a —20° C, durante un período de
4-6 días.

Para valorar el contenido en ácidos
siálicos, osas y osaminas, los linfocitos
fueron descongelados, resuspendidos en
0,5 mi de CINa al 0,9 % y homogeneiza-
dos con 30 golpes de Potter; de estos ho-
mogenados se tomaron las muestras para
los diferentes ensayos. Se realizaron hi­
drólisis y valoraciones, de un modo para­
lelo, en los materiales de las cuatro pro­
cedencias, con objeto de obtener resulta­

dos que pudieran ser comparados poste­
riormente. Las hidrólisis y valoraciones
para ácidos siálicos, osas y osaminas fue­
ron llevadas a cabo según han descrito
Cabezas et al. (7).

Las proteínas se determinaron por el
método de Lowry et al. (12) usando se-
roalbúmina bovina como patrón.

Resultados y discusión

Los mejores resultados para el aisla­
miento de linfocitos se obtuvieron em­
pleando como anticoagulante ACD en la
proporción: 165 mi ACD/835 mi sangre
(tabla II).

Cuando se utilizó el método de filtra­
ción a través de columnas de arena, los
resultados no fueron satisfactorios. Con la
modalidad A sólo se logró enriquecer li­
geramente la suspensión en linfocitos; con
la B, se logró un 81 % de pureza.

En la aplicación de las restantes técni­
cas se consiguieron mejores resultados
cuando se sometió la sangre total al efecto
del sistema separador empleado en cada
una de ellas (modalidad A), que cuando
el material de partida fue una suspensión
de leucocitos (modalidad B).

En general, los mejores rendimientos se
han conseguido utilizando como sistemas
separadores «Lymphoprep» y «Urovi­
son» + dextrano T150. La mezcla «Uro­
vison» + dextrano T150 se ha ensayado
a tres densidades diferentes: 1,074, 1,081
y 1,085 g/ml, obteniéndose el mayor gra­
do de pureza de los linfocitos cuando la
densidad empleada fue 1,081 g/ml.

En el caso de los linfocitos de caballo,
obtenidos por los diferentes métodos, el
grado de pureza nunca llegó a superar
el 86 %. El elevado número de polimor-
fonucleares contaminantes encontrados pa­
rece estar relacionado con el tipo de ca­
ballos (sacrificados por accidentes) que
fueron usados en estos experimentos.

En el estudio comparativo de la frac­
ción glucídica se han utilizado los linfoci­
tos obtenidos mediante el empleo de
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Tabla II. Diferentes métodos de aislamiento
Valor medio de cinco

Los resultados vienen expresados en % de células sobre el total

Cerdo
adulto

L

adulto

L M G M G

AArena A 49,5±0,1 1,0±0,01 49,5 + 0,02 50,6±0,2 1,6±0,01 47.8 ±0.03
B 81,5±0,4 3,5±0,01 15 ±0,01 80,2±0,2 7,2±0,01 12,6±0.02

aMetrizoato sódico A 95,5±0,5 3,7±0,02 0,8 + 0,02 91,0±0,3 4,5 ±0,02 4,5±0,01
-r«Ficoll 400^ B 87,3±0,4 4,0±0,01 8,7 + 0,01 91,2 ±0,3 3,6±0,01 5,2±0,02

t>«Lymphoprep» A 98,2±0,6 1,3±0,01 0,5 + 0,01 92,6±0,1 2,2±0,01 5,2±0,02

B 96,0±0,2 2,5±0,01 1,5 + 0,01 92,9±0,3 4,6±0,01 2,5±0,01

caUrovison» d = 1,074 97,0±0,3 1,0±0,00 2,0 + 0,00 90,3±0,1 2,7±0,03 7,0 ±0,03
+ dextrano T150 d = 1,081 98,0±0,2 0,5±0,01 1,5 + 0,01 94,5±0,3 3,8±0,01 1,7±0,01

d = 1,085 95,6±0,3 2,1 ±0,02 2,3 + 0,01 90,8±0,1 2,6±0,02 6,6 ±0,02

d«Urografin» d = 1,081 95,0±0,3 4,0±0,01 1,0 + 0,00 92,8±0,2 2,0±0,00 5,2±0,02
+ dextrano T150

e«F¡coll-Paque» A 96,0±0,2 1,0±0,01 3,0±0,02 95,4 ±0,4 2,6±0,02 2,0±0,01
B 90,9±0,3 4,0±0,00 5,1 ±0,03 91,6±0,1 3.1 ±0,02 5,3±0,01
C 82,4±0,2 5,6±0,02 12,0±0,04 84,6±0,4 6,3±0,02 9,9 ±0,03

— = No determinado (los valores no determinados son debidos a que en trabajos anteriores realizados
previo para el ¡aislamiento de

Tabla III. Estudio comparativo de la fracción glucidica en linfocitos de las diferentes
especies.

Valor medio de seis determinaciones + desviación estándar.

Prot. proteína.

Procedencia

Acidos siálicos Osas , Osaminas

Total
fracción
glucidica

Ag/mg
prot.

nmoles/mg
prot.

Ag/mg
prot.

nmoles/mg
prot.

Ag/mg
prot.

nmoles/mg
prot.

Ag/mg
proteína

Asnal adulto 11,9±1,6 40,6 34,5±3,0 191,4 10,2±0,8 47,3 56,6±5,6

Asnal joven 19,1 ±1,5 65,2 67,2±3,2 372,9 19,1 ±0,6 88,6 105,4±5,5

Porcina 14,0±1,1 47,8 54,9±2,8 304,6 7,8 ±0,7 36,2 76,7±6,2

Caballar 17,3± 1,8 59,0 50,3±3,6 279,1 12,6±0,7 58,4 80,2±6,2

Vacuno 20,4 ±0.9 69,6 42,9±3,1 238,6 7,1 ±0,9 32,9 70,4±5,7
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/e linfocitos y rendimientos obtenidos.
ieterminaciones ± desviación estándar.
le leucocitos. L = linfocitos; M = monocitos; G = granulocitos.

Asno
Caballo
adulto

G

Vacuno
adultojoven

L M G L M L M G

49,5±0,3 1,0 + 0,00 49,5±0,03 42,4±0,3 1,4 ±0,01 56,2±0,02 — — —
78,9±0,3 2,8 + 0,01 18,3±0,02 67,6±0,4 7,8±0,01 24,6 ±0,02 — — —

94,5±0,5 2,0 + 0,01 3,5±0,02 86,4±0,2 6,5±0,02 7,1 ±0,01 96,0±0,5 2,5±0,01 1,5±0.02
90,8±0,2 3,4 + 0,01 5,8±0,01 85,3±0,3 3,2±0,01 11,5 ±0,02 — — —

95,0±0,2 3,5 + 0,01 1,5±0,01 85,5±0,2 4,5±0,01 10,0±0,01 95,6±0,3 1,8 ±0,02 2,6±0,02
92,1 ±0,3 1,2 + 0,01 6,7 ±0,02 84,4±0,3 6,1 ±0,01 9,5±0,01 — — —

>92,9 ±0,3 3,8 + 0,01 3,3±0,02 85,5±0,2 2,6±0,01 11,9 ±0,03 94,5±0,3 2,5±0,01 3,0±0,00
!94',5 + 0,3 4,1 +0,02 1,4 ±0,01 86,2±0,1 3,6±0,02 10,2±0,02 95,6±0,4 2,5 ±0,02 1,9±0,01
S3.5 + 0.4 1,4 ±0,01 5,1 ±0,01 85,5±0,1 4.1 ±0,01 10,4±0,02 97,5±0,5 1,0 ±0,00 1,5±0,01

888,6±0,1 7,2±0,02 4,2±0,01 84,6±0,3 5,0±0,01 10,4±0,01 96,0±0,2 2,5±0,01 1,5 ±0,02

993,3±0,4 2,1 ±0,02 4,6±0,03 86,6±0,3 3,1 ±0,03 11,4 ±0,03 93,7 ±0,4 2,7±0,02 3,6±0,03
992,6 + 0,2 2,3±0,01 5,1 ±0,03 76,5±0,2 8,0±0,01 15,5±0,02 — — —
333,6 ±0,4 8,1 ±0,02 8,3±0,01 81,3±0,5 9,3±0,01 9,4±0,02 — — —

i este Departamento no se ha logrado aislar lecucocitos de esta especie con suficiente grado de pureza, paso
nifocitos según estas modalidades).

«Urovison» y dextrano T150 (de densi­
dad = 1,081 g/ml) como sistema separa­
dor, debido no sólo al elevado grado de
pureza de los linfocitos obtenidos con este
método sino también a su mayor econo­
mía (tabla III). El menor contenido en
ácidos siálicos corresponde a la especie
E. asinus (asno), siendo el más elevado
el de la especie B. taurus (vacuno adulto).
En E. asinus se aprecian también diferen­
cias con la edad, siendo los valores más
altos los hallados en ejemplares jóvenes
respecto a los adultos, diferencia ya acu­
sada por Rocha et al. (16) en leucocitos
de la misma especie. Los valores hallados
son semejantes a los determinados por
otros autores (1) en membranas plasmá­
ticas de linfocitos de cerdo.

La menor concentración en osas corres­

ponde a la especie E. asinus (asnal, adul­
to) y la mayor a la misma especie, en
animales jóvenes. Los valores hallados de
osaminas indican también diferencias de­
pendientes de la especie y la edad.

La fracción glucídica total, obtenida al
sumar las concentraciones de ácidos siáli­
cos, osas y osaminas oscila entre 56,6
(asno adulto) y 105,4 (asno joven) /.ig glú-
cido/mg proteína. Se han encontrado po­
cos valores que permitan una compara­
ción con los anteriormente señalados, a
causa de la escasez de datos que hay so­
bre estas especies. Rocha et al. (16) ob­
tienen valores algo inferiores, compren­
didos entre 40 y 57 ¿tg/mg proteína, para
la fracción glucídica de leucocitos de estas
mismas especies. Smith et al. (18) encuen­
tran cifras similares a las aquí indicadas 



344 P. HUESO Y M. ROCHA

en un material diferente (membranas plas­
máticas de linfocitos de timo y bazo de
ratas).
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Resumen

Se han aislado linfocitos de sangre periférica
de Bos tauriis L. (vacuno adulto), Eqitits ca­
ballas L. (caballo adulto), Equiis asimis L.
(asno, adulto y joven) y Sus scropha L. (cerdo
adulto) utilizando: a) Filtración a través de
columnas de arena (modificación del método
de Blaszczyszyn); 6) Metrizoato sódico y «Fi-
coll 400»; c) «Lymphoprep»; d) «Urovison» y
dextrano T150 (modificación del método de
Gnu et al.); c) «Urografin» y dextrano TI 50;
/) «Ficoll-Paque». Los linfocitos obtenidos uti­
lizando «Urovison» y dextrano T150 se obtu­
vieron libres de plaquetas y con una pureza
del 98 %. Se ha valorado el contenido en áci­
dos siálicos, osas y osaminas de los linfocitos
de las citadas especies.

Bibliografía

1. Ajelan, D. y Crumpton, M. J.: Biochem.
J., 120, 967-975, 1971.

2. Anderson, L .C., Smith, Q. T. y Shapiro,
B. L.: Clin. Chim. Acta, 73, 63-65, 1976.

3. Blaszczyszyn, M.: Organisation des La-

boratoires, Biologic Prospective, 5.° Collo-
que de Pont-A-Mousson; l’Expansion Scien-
tifique Franqaise, editcur. 1972.

4. Blüttman, H.: Eur. J. Biochem., 70, 233-
240, 1976.

5. Boyum, A.: Scand. J. Clin. Lab. Invest.,
21, 51-76, 1968.

6. Brandy, L., Bórjesson, J., Norden, A. y
Olsson, I.: Acta Mcd. Scand., 172, 459-
462, 1962.

7. Cabezas, J. A., Vázquez, J., Frois, M. D.,
Marino, C. y Arzú, A. J.: Biochim. Bio­
phys. Acta, 83, 318-325, 1964.

8. Czerski, P., Szmigielski, S. y Litwin, J.:
Vox sang., 11, 734-737, 1966.

9. Gates, R. E., Phillips, D. R. y Morri-
son, M.: Biochem. J„ 147, 373-376, 1975.

10. Gilí, C., Sala, P. y Amisano, G.: Labo­
ratorio, 60, 545-549, 1975.

11. Hallar, G. J. y Wilkinson, H.: Clin.
Chim. Acta, 66, 251-261, 1976.

12. Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr,
A. L. y Randall, R. J.: J. Biol. Chcm.,
193, 265-275, 1951.

13. Meyer, J. y Bartlet, G. R.: Biochim.
Biophys. Acta, 230, 487-494, 1971.

14. Parkes, A. B. y Bradley, D. M.: Biochim.
Biophys. Acta, 362, 527-533, 1974.

15. Richard, G., Betuel, H. y Colobert, L.:
Btill. Soc. Chim. Biol., 51, 1085-1094, 1969.

16. Rocha, M., Cabezas, M. y Cabezas, J. A.:
Comp. Biochem. Physiol., 60 B, 239-244,
1978.

17. Roos, D. y Loos, J. A.: Biochim. Biophys.
Acta, 222, 565-582, 1970.

18:’ Smith, W. J., Ladoulis, Ch. T., Misra,
D. N., Gill, T. J. y Bazin, II.: Biochim.
biophys. Acta, 382, 506-525, 1975.

19. Thorsby, E. y Bratlie, A.: En «Histo-
compatibility Testing» (Terasaki, P. I., ed.).
Munksgaard. Copenhague, 1970, págs. 655-
656.


