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INSTITUTO DE HEMATOLOGIA E INMUNOLOGIA

Estudio de las poblaciones linfoides en ninos
con anemia drepanocitica

Por:

PORFIRIO HERMANDEZ RAMIREZ®, CARLOS CRUZ SOTOLONGO®**, MARIA NILA
SANTOS LAGRESA®"", ALEJANDRO GONZALEZ OTERO*"** y EVA G. SVARCH®*"**"

Herndndez, R. P. y otros. Estudio de las poblaciones linfoides en nifios con anemia dre-
panocitica, Rev Cub Ped 56: 1, 1984,

Se hizo un estudio inmunoldgico de 22 nifios con anemia drepanocitica, comprendidos
entre los 3 y 14 afos de edad. Se encontré un aumento significative del recuento
total de leucocitos con una linfocitosis absoluta ligera. La poblacién total de linfocitos T
era normal, mientras que el porcentaje de linfocitos T activos se observd disminuido.
Los linfocitos formadores de rosetas con eritrocitos recubiertos con anticuerpos vy
complemento (rosetas EAC) estaban aumentados. Los linfocitos con receptores para
la fraccion Fc de la 1gG dieron valores normales, aunque ligeramente superiores a
los del grupo control. La cuantificacién de la incorporacion a los linfocitos de timidina
tritiada fue normal. Se aprecié anergia cutdnea sdlo en el 10% de los casos.

Es un hecho bien establecido que los enfermos con anemia drepanoci-
tica (AD]) tienen una gran tendencia a presentar infecciones frecuentes.
La naturaleza exacta del defecto inmunolégico que es responsable de esta
predisposicion a los procesos infecciosos, no se conoce. Entre los facto-
res que pueden contribuir a ese estado se encuentran los siguientes: la
sobrecarga del sistema reticuloendotelial con productos de la degradacién
de la hemoglobina y produccién de una autoesplenectomia funcional, ciné-
tica anormal de los neutréfilos, disminucién de la eficiencia del poder fa-
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gocitico, bactericida, y de la quimiotaxia del leucocito polimorfonuclear,
defecto de la via alterna del complemento, deficiencia de la actividad bac-
tericida y opsonificante del suero, aumento de la concentracién del hierro
sérico y disminucién de los niveles de la transferrina.l7

En los dltimos anos se han hecho varios estudios en relacion con el
comportamiento de las poblaciones linfocitarias en la AD, lo que ha con-
tribuido a un mejor conocimiento del estado de la inmunidad celular en
estos enfermos®13

El objetivo de este trabajo consiste en informar los resultados de la
cuantificacién de las poblaciones linfoides y de la evaluacion de la capa-
cidad funcional de los linfocitos T efectuadas en un grupo de nifios con AD.

MATERIAL ¥ METODO

Se estudiaron 22 niflos con AD (12 varones y 10 hembras) atendidos
en el Instituto de Hematologia e Inmunologia. La edad promedio era de
10,5 afos con un rango de 3 a 14 afios. En el momento del examen, todos
los enfermos se encontraban asintomaticos y ninguno habia presentado
algin tipo de complicacién de la enfermedad ni recibido transfusiones por
lo menos durante un periodo de 30 dias antes de la investigacion.

Las células mononucleadas se obtuvieron de sangre venosa hepariniza-
da, mediante un gradiente de Ficoll-Telebrix (Laboratorios André Guebert,
Francia).!* En todos los casos, la viabilidad celular fue mayor del 95% de
acuerdo con la técnica de la exclusién del azul tripano. Las células fago-
citicas se distinguieron por el método de observacién de las células a tra-
vés de un cubreobjeto coloreado con naranja de acridina.

La cuantificacién de los linfocitos formadores de rosetas espontaneas
(RE), linfocitos T, se realizé segln el procedimiento estandarizado en nues-
tro centro.'® La determinaciéon de linfocitos formadores de rosetas espon-
taneas activas (RE.) linfocitos T activos, se hizo de acuerdo con las indi-
caciones de Wybrand.'® La investigacién de los receptores linfoides para
las fraccciones C3. del complemento y Fc de la 1gG se efectué mediante
las rosetas EAC'S y EA'" respectivamente. En todas pruebas se evalud
como célula formadora de roseta a aquella que se unia por lo menos a tres
hematies. En cada ocasién se conté un minimo de 200 células.

Como grupo control de estas pruebas se utilizaron diez nifios sanos
con un rango de edad de 8 a 14 anos.

El recuento de leucocitos y el diferencial se hicieron simultaneamente
con el propésito de poder calcular los valores absolutos de las células
formadoras de rosetas.

El estudio in vitro de la funcion linfocitaria T se practicé mediante la
cuantificacién de la respuesta de los linfocitos a la estimulacién con fito-
hemaglutinina (PHA) (Purified Phytohaemagglutinin, Wellcome HA 16). La
respuesta al mitégeno se midié por un método morfolégico'® y también
por la incorporacién de timidina tritiada a los linfocitos, determinada me-
diante una microtécnica.'® Cada muestra se monté por duplicado con PHA
y sin PHA. En la prueba morfolégica, el resultado se expres6 como el por-
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centaje de linfocitos transformados bajo la accion del mitégeno en un cul-
tivo de 72 horas. La cuantificacién de la incorporacion de la timidina a los
linfocitos se expresé en un indice de estimulacién derivado de la relacién
entre el recuento por minuto de las muestras con mitégeno y sin mitégeno.

Como grupo control de estas pruebas se utilizaron 15 nifios sanos. En
todos se hizo la determinacidon morfoldgica v en 13 se midié la incorpora-
cion de la timidina tritiada. Ei rango de edad de este grupo era similar al
de los nifos con AD.

La capacidad funcional in vivo de los linfocitos T se valoré en todos
los casos mediante pruebas cutaneas con tuberculina (PPD, 2UT), tricofi-
tina (1:10), candidina (1:10) v PHA (0,1 mg/0,1 ml) (Purified Phytohemag-
glutinin. Wellcome). Todos los antigenos se aplicaron intradérmicamente
en un volumen de 0,1 ml, con una aguja de calibre 26. La lectura de cada
reaccion se hizo a las 48 horas. El nédulo provocado se midié en dos diame-
tros perpendiculares y el valor promedio de estas determinaciones se
tomé como el resultado de la prueba. Se consideré una reaccion positiva
cuando el nodulo midié al menos 5 mm en el diametro promedio, excepto
en el caso de la PHA que se dio como positiva cuando el nédulo era mayor
de 10 mm.!' Los pacientes que no respondieron a ninguno de los cuatro
antigenos usados, se consideraron anérgicos.

Para el andlisis estadistico se usé la prueba de la t de Student.

RESULTADOS

En el cuadro se muestran los valores promedios de la mayor parte de
las pruebas realizadas. El nimero total de leucocitos se encontré signifi-
cativamente aumentado (P<0,001) en los pacientes comparados con los
nifios sanos.

Aungue no se observaron diferencias entre ambos grupos en el porcen-
taje promedio de linfocitos, se aprecié un aumento moderado de estas cé-
lulas cuando se expresaron en valores absolutos (P<C0,05).

Mo se encontraron diferencias importantes entre los pacientes y los
controles en lo referente al porcentaje promedio y al nimero absoluto de
linfocitos T (rosetas E). Sin embargo, el porcentaje de células T activas
(rosetas Ea) si estaba disminuido significativamente (P<0,05). La cifra ab-
soluta era normal.

El valor promedio de rosetas EAC se hallé aumentado en los ninos con
AD, tanto en cantidad relativa como absoluta (P<{0,01).

El porcentaje y el nimero absoluto de rosetas EA fueron ligeramente
superiores en los enfermos con AD, pero esto no alcanzé significacion es-
tadistica.

En los nifios con AD, la apreciacion morfolégica de la transformacion
blastica inducida por la PHA ofrecié un porcentaje promedio disminuido
(P<0,01). Sin embargo, la respuesta in vitro a la estimulaciéon por este
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CUADRO

PRUEBAS INMUNOLOGICAS REALIZADAS EN NIRNOS CON ANEMIA DREPANOCITICA

Controles Pacientes
Determinacion X = DE ¥ = DE P
Leucocitos x mm?3 TiT0 =1 365 10200 = 2 420 < 0,001
(10} (22)
Linfocitos- %, 408 = 12,9 40,6 =+ 12,8 NS
¥ mm3 2910 =1026 4234 =+ 1936 < 0,05
(10] (22)
Roseta E-% 66,6 &= 89 61,8 = 8.8 NS
* mm?3 1938 =+ 726 2640 =1415 NS
(10) (22)
Roseta E activa-% 472 = 7.5 362+ 153 <005
x mm3 1357 =+ 463 1436 =X 765 NS
(10) [21)
Roseta EAC-% 15,6 =+ 4.9 289 =+ 11,7 <001
x mm# 447 = 199 1199 = &75 = 0,01
(10]) (22)
Roseta EA-% 18,1 = 8.7 265+ 18,7 NS
x mms3 224 =+ 262 1177 =+=1053 NS
(10) (20)
Estimulacion con
fitchemaglutinina:
Transformacién morfolégica-% ) 41 = 36 328 + 79 <0.01
[15) (17
Incorporacién de
timidina tritiada:
Indice de estimulacién 11,9 = 6.4 6.9 =+ 6.0 NS
(13) (13)

NS: Mo significativa.
DE: Desviacién estandar.

[(): Ndmero de casos.
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mitdgeno, no mostré diferencia entre los grupos evaluados cuando se de-
termind mediante la cuantificacién de la incorporacién de timidina tritiada
z los linfocitos.

Las pruebas cutdneas demostraron un estado anérgico solamente en
dos enfermos (10%).

DISCUSION

La leucocitosis es un hallazgo frecuente en la AD. Esta leucocitosis
puede explicar la linfocitosis absoluta moderada observada en los pacien-
tes.!!

Igual que en otros estudios, los linfocitos T totales se encontraron nor-
males.!®!!" Sin embargo, otros investigadores han hallado una disminucién
de esta poblacién linfocitaria.®8!3

Los linfocitos T activos estaban disminuidos en su porcentaje, pero
eran normales al ser expresados en una cifra absoluta. Se ha planteado
que las rosetas activas representan a los linfocitos T funcionalmente acti-
vos y reflejan mejor la inmunocompetencia de los linfocitos T, que el por-
centaje total de estas células.®®

Los linfocitos B pueden ser identificados mediante diferentes marca-
dores. Entre otros, tenemos las inmunoglobulinas de superficie, los recep-
tores para la fraccién C3 del complemento, y los receptores para la frac-
cion Fc de la IgG.

En un estudio previo realizado en adultos con AD, obtuvimos cifras
normales de linfocitos formadores de rosetas EAC. En el presente trabajo
éstos se encontraron aumentados, mientras que los linfocitos con recep-
tores para la fraccién Fc de la IgG no mostraron diferencia con el grupo
control, aunque sus valores promedios resultaron ligeramente superiores.

Los receptores Fc se observan también en algunas subpoblaciones de
linfocitos T.2! En la AD se ha comunicado un aumento de células T supre-
soras que fueron evaluadas mediante la cuantificacion de las células T con
receptores para la fraccion Fc de la 1gG.r

En los enfermos con AD, la cuantificacion de los linfocitos B por medio
de la determinacién de inmuncglobulinas de superficie ha dado resultados
normales' o aumentados ®

Igual que en nuestro estudio anterior, la evaluacion in vitro de la ca-
pacidad funcional del linfocito T estuvo disminuida cuando se aprecié mor-
folégicamente. Sin embargo, la incorporacién de la timidina tritiada fue
normal. Esto dGltimo concuerda con la reactividad normal de los linfocitos
T observada por otros investigadores con el empleo de técnicas simila-
res.'®!® La discrepancia entre los resultados morfolégicos y la incorpora-
cion de timidina se pudiera interpretar, si se tiene en cuenta que el
método morfolégico se considera menos sensible y reproducible que el que
mide la incorporacién de timidina.'?
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En una proporcion importante de enfermos con AD se ha comunicado
la existencia de una disminucién de la reactividad a las pruebas cuta-
neas.!” 12 En el presente estudio confirmamos esta observacién, aunque
en un porcentaje menor de pacientes. La alteracion de las pruebas cuta-
neas que coinciden con una respuesta funcional normal del linfocito T in
vitro, pudiera explicarse por la existencia de subpoblaciones de células
T con propiedades y funciones distintas capaces de afectarse independien-
temente.!! Se ha sefnalado la posibilidad de que el trastorno de la quimio-
taxia que existe en la AD, pueda contribuir a la anergia cutanea encontra-
da en esta enfermedad.'® La anergia también s ha tratado de correlacio-
nar con un déficit de zinc.'?

No obstante los aportes que se han hecho al mejor conocimiento del
estado de la inmunidad celular en la AD, consideramos que este aspecto
de la enfermedad continda siendo un tema de gran interés que merece
ser investigado profundamente, a lo cual pudiera contribuir el estudio de
las subpoblaciones de linfocitos T mediante anticuerpos monoclonales, asi
como la ejecucién de diferentes pruebas in vitro, que permitan evaluar
mas ampliamente la capacidad funcional de estos linfocitos.

SUMMARY

Hernandez, R. P. et al. Study of lymphoid populations in children with drepanocytic
anemia. Rev Cub Ped 56: 1, 1984,

An immunologic study of 22 children with drepanoeytic anemia, whose age ranged
from 3 to 13 years, was performed. A significant increase of total leukocytes with
slight absolute lymphocytosis was found. Total T lymphocytes population was normal,
while it was observed that percentage of active T lymphocytes was decreased. Lympho-
cytes rosettes formation with erythrocytes recovered with antibodies and complement
(EAC rosettes) were increased. Values of receptor lymphocytes for Fe fraction of
IgG were normal, although slightly higher than those of the control group. Quantifica-
tion of tritiad timidine incorporation to lymphocytes was normal. Only 10% of the
cases showed cutaneous anergy.

RESUME

Herndndez, B. P. et al. Etude des populations lymphoids chez des enfants porteurs
d'anémie drépanocytaire. Rev Cub Ped 56: 1, 1984,

Il est réalisé une étude immunologique sur 22 enfants porteurs d'anémie drépanocytaire,
agés entre 3 et 14 ans. |l a été constaté une augmentation significative de la numéra-
tion totale de leucocytes avec une lymphocytose absolue légire. La population totale
de lymphocytes T était normale, tandis que le pourcentage de lymphoeytes T actifs était
diminué. Les lymphocytes qui forment des rosettes avec des érythrocytes revétus d'anti-
corps et de complément [rosettes EAC) ¢taient augmentés. Les lymphocyles avec des
récepteurs pour la fraction Fc de I'laG ont montré des valeurs normales, quoique légére-
ment supérieures 3 celles du groupe témoin. La quantification de l'incorporation de thymi-
dine tritiée aux lymphocytes a été normale. L'anergie cutanée n'a été observée que dans
10% des cas.
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