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Faxas, M.E. y otros: Déficit de células OKT4" en nifios con enfermedad de Hodghin. Informe preli-
minar,

Se estudiaron las poblaciones linfoides de sangre periférica en un grupo de nifios y un grupo de adultos
diagnosticados con cnﬁ:rmedad de Hodgkin (HDG). Sc cuantificaron las subpuh]:cmnes de linfoci.
tos T {ROHIJ&E DKTJ 1, linfocites T “auxiliadoresfinductores™ (OKT4M linfocitos T “citotéxi.
cosfsupresores’ {OKTS" } ¥ los nntocitos B (1gss’). En el grupo de adultos enfermos, s¢ encontraron
niveles significativamente bajos de células Rosetas E {p = 0,05). En ¢l grupo de¢ nifos enfermos, sc
encontrd una inversion evidente dtl indice OKT4 /OKTS" debido a que presentaron valores signifi-
cativamente bajos de células OKT4" (p < 0,001). Los resultados sugicren que en los nifios con enfer-
medad de Hodgkin existe un incremento de la actividad supresora de la respuesta inmunologiza, la
cual podria estar asociada con ¢l mecanisme de patogenia de la enfermedad,

INTRODUCCION

Son mdltiples las evidencias que afirman que los pacientes con enfermedad de Hodg-
kin (HDG) presentan deficiencias de su inmunidad celular.!”* Ultimamente, ha sido de
particular interés el estudio de las alteraciones que presentan estos pacientes en los niveles
de las diferentes células inmunorreguladoras que intervienen en la modulacién de la res-
puesta inmunolédgica.

Antes de la “era” de los anticuerpos monoclonales { AcM) los linfocitos T se identifi-
caban por su afinidad de unirse espontincamente a los glébulos rojos de carnero, for-
mando las Rosetas-E. Las subpoblaciones de linfocitos T “auxiliadores” y “‘supresores”
s¢ identificaban mediante las Rosetas Ty, y Tr, respectivamente.® En la actualidad, el
AcM OKT3 identifica a todos los linfocitos T,” el AcM OKT4 a los linfocitos T “cito-
toxicosfsupresores”,” ' 5.9 de forma mis especifica al ser comparado con los métodos tradi-
cionales.

Especialista de 1 Grado en Inmunologia.
** Especialista de 1 Grado en Oncologia Pediitrica.
*** Especialista de 1 Grado en Oncologia Pedidtrica,
**** Técnica en Inmunologia,
*e=ex Especialista de | Grado en Inmunelogia, Jefe del Laboratorio de Inmunologia Tumeral.



En los pacientes con enfermedad de HDG virgenes de tratamiento, se ha informado
que la proporcién de linfocitos T, en sangre periférica, se encuentra disminuida significa-
tivamente cuando ha sido determinada por los métodos de Rosetas-E'"’ ! o con sueros
antilinfocitos T,'? sin embargo, cuando dicha poblacién de células es determinada a
través del marcador OKT3, se ha registrado solamente una ligera disminucién,'® También
se ha encontrado, en la enfermedad de HDG, una disminucién de la poblacién de célu-
las Tu', con un incremento de las Tr*!*"'® Sin presentar diferencias tan evidentes
cuando son determinadas con los marcadores OKT4 y OKTS8,'?

. En el presente trabajo, se informan los resultados preliminares de la determinacion
de las subpoblaciones linfoides de sangre periférica de un grupo de nifios con enfermedad
de HDG, los cuales, al ser comparados con los obtenidos en un grupo de adultos con la
misma enfermedad, demuestran que selamente el grupo de nifies presentd un disbalance
de las proporciones de células OKT4* y OKT8" a expensas de una disminucién signifi-
cativa de la subpoblacién de células OKT4".

MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Se estudiaron, previo tratamiento, 5 nifios y 16 adultos diagnosticados en nuestro
institute, clinica e histolégicamente, con enfermedad de HDG. La clasificacién histolg-
gica y ¢l estadiamiento clinico se realizaron acorde con la nomenclatura de Rye y las
recomendaciones de Ann Arbor.

CONTROLES

El grupo control estuvo integrado por 9 nifios y 16 adultos con edades similares a
los pacientes, sin enfermedad aparente ni referida y con eritrosedimentacién normal.

OBTENCION DE LOS LINFOCITOS

Los linfocitos fueron purificados a partir de sangre venosa, heparinizada por centri-
fugacién en gradiente de densidad."?

El anillo obtenido se lavé 3 veces por centrifugacion a 200 G, 10 minutos con tam-
pén fosfato-salino 0,15 M, pH 7,2 (TFS). Las células fueron ajustadas a 2 x 10% células
viables/ml, en medio Hank.

ROSETAS-E

Los 0,2 ml de la suspension de linfocitos y 0.2 ml de una suspensién de globulos
rojos de carnero al 0,25 %, en medio Hank, fueron incubados a 37 ?C durante 5 minutos.
Se centrifugé a 50 G durante 5 minutos y se incubd a 4 “C durante 1 hora.

El sedimento fue resuspendido cuidadosamente y se montd entre cubre y portaobjeto
para su observacién. Se contaron 200 células y se consideraron rosetas a los linfocitos con
3 o mis glébulos rojos adheridos a su superficie.
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA'®

Se incubaron 2 x 10 linfocitos a 37 °C, 30 minutos, con una solucién de albimina
bovina al 0,1 % vy Na.N; al 0,02 % en TFS. Se lavaron 3 veces por centrifugacién con
igual tampén al 37 °C. Al sedimento se le afiadié 20 ul de una dilucién 1:30 de suero
de carnero antiinmunoglobulinas humanas conjugado con isiotiocianato de fluorescefna
(Wellcome Lab. USAQ y se incubé a 4 °C durante 30 minutos, Se lavé 3 veces por centri-
fugacién con el mismo tampdn y el sedimento fue resuspendido en 10 ul de TFS-glicerol
(1:9). Las células se observaron entre cubre y portaobjeto en un microscopio de luz fluo-
rescente Leitz (RFA). Se contaron 200 células y se consideraron positivas aquellas con 3
o mds puntos fluorescentes en su superficie.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se siguieron los mismos pasos previos de la inmunofluorescencia directa. Las célu-
las, previamente incubadas con la solucién de TFS-albiimina bovina 0,1 %, MNaM, 0,02 %
Y posteriormente lavadas, fueron incubadas a 4 ® C con los AcM OKT3, OKT4, OKTS en
tubos diferentes durante 30 minutos. Se lavaron 3 veces por centrifugacién con TFS-
albiimina bovina 0,1 %, NaM; 0,02 %. El sedimento se resuspendi6 en 20 ul de una dilu-
clon 1:30 de suero de con¢jo antiimnoglobulina de ratén (Meloy Lab. USA) y se incubé a
4 °C, 30 minutos,. Se lavaron igual que anteriormente. El sedimento se resuspendié en
10 ul de TFS-glicerol.

Se monté entre cubre y portaobjeto y se contaron 200 células. Se consideraron posi-
tivas las células con 3 o mis puntos fluorescentes en su superficie.

Se calculs el indice OKT4*/OKT8* por la siguiente relacién:

% células OKT4"

ice OKT4* L
Indice O {OKTS8 % células OKT8®

METODOS ESTADISTICOS

Se utilizaron los mérodos convencionales para el cilculo de la media aritmética y
la desviacién estindar. La comparacién de las variables se realizé con el estadigrafo de
la t de Student.

RESULTADOS

En la tabla 1, se resumen los resultados obtenidos del estudio de las subpoblaciones
linfoides de los grupos de pacientes con enfermedad de HDG y la comparacién realizada
con sus respectivos controles.

Los pacientes adultos solamente presentaron una disminucién significativa de.las
células formadoras de Rosetas-E (p < 0,05). El resto de las subpoblaciones se encontra-
ron dentro de los lfmites normales, al igual que ¢l indice OKT4*/OKTS8".

En el grupo de nifios con enfermedad de HDG se encontraron valores significativa-
mente mas bajos que los controles de células OKT4" (P < 0,001). El resto de las subpo-
blaciones se encontraba dentro de los limites normales, aunque son de destacar la tenden-
cia de valores bajos de las Rosetas-E*, y OKT3" y la tendencia a valores altos de las célu-
las OKT8*, con la evidente inversién del indice OKT4*/OKTS®.
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Tabla 1. Porcentaje de subpoblaciones linfoides en pacientes con enfermedades de Hodgkin

‘Indice
Grupos estudiados  RosetasE  OKT3Y  OKT4®  OKT8' oOKT4'/oKTS" 1gss®
MNifies enfermos 558 56,4 26,0 314 0,82 11
{n=5) {40-72) {44.69) (22-30) (19-44) {2,4-19.6)
Mifios sanos 65,5 63,7 42.6 25.4 1,67 16,2
(n=9) (59-72) {(56-71)  (38-48)  (19-32) (9,2-23,2)
P < NS NS 0,001 MS - NS
Adultos enfermos 51,1 625 46,1 23,3 1,98 18
{n=16) (37-65) {51-74) (30-62) (15-32) (7,8-28,2)
Adultos zsanos 62,4 69,6 46,5 26,1 1,78 16
(n=16) (54-71) (53-76)  (38:55)  (19-33) {19,9-21,1)
P< 0,05 NS NS NS — NS

Leyenda: N5 : No significative.

En la tabla 2 se muestran las determinaciones y las caracteristicas individuales de
cada nific enfermo y se observa que la nifia K.T.V. tiene un comportamiento muy dife-
rente al resto de los nifios, pues ademas de tener la depresion de las células OKT4", tam-
bién presento depresion de las células OKT3*, OKT8" y Rosetas-E”, no se presento inver-
sion del indice OKT4*/OKT8*. Esta nifia fue la Gnica que present6 evolutivamente neu-
monia piodermitis y hepatitis, como complicaciones de su enfermedad.

Tabla 2. Caracteristicas individuales de los nifles con enfermedad de Hodghin

Clasifica-
Estadic cion histo- Rose- Indice . .
Pacientes Sexo Edad clinico  légica tassE OKT3* OKT4" OKT8" OKT4'/OKTS" Igss

ARP. & 11 IVE CM 58 54 23 34 0,67 ]
EFC. d 6 LA PL 71 68 23 48 0,47 [
ANH. ¢ 8 1A CM 74 70 32 35 0,94 11
LSF. ¢ 12 [A EN 43 55 22 30 0,73 26
KTV, ¥ 12 1B ne 33 35 30 10 3o 12

Mota: Los resultados se expresan en %.
Leyenda: CM: Celularidad mixta. PL: Predominio linfocitico. EN: Esclerosis nodular. nc: No elasifi-
cable.

DISCUSION

El mecanismo por el cual existe un defecto de los linfocitos en la enfermedad de
HDG, es un problema que ain no ha sido aclarado.

En nuestros resultados preliminares, encontramos que existen algunas diferencias
entre la enfermedad de HDG en el nifio y en el adulto, en cuanto 4 su comportamiento en
los niveles de las subpoblaciones linfoides de sangre periférica.
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La poblacién de células T en el grupo de pacientes adultos se encontré significativa-
mente disminuida al ser evaluada con el mérodo de Rosetas-E y ligeramente disminuida
cuando se evalué a través del marcador OKT3, tal y como ha sido sefialado en otros estu-
digs, '8+ 11

res, solamente se observe la tendencia hacia valores bajos de linfocitos T, la cual posible-

*13 En los nifios enfermos, por su parte, con la utilizacién de ambos marcado-

mente se haga mds evidente cuando se incremente el nimero de pacientes nifios en el
estudio,

Los nifios enfermos presentaron un evidente disbalance entre las cantidades de linfo-
citos “‘auxiliadoresfinductores” y ‘‘citotéxicos/supresores” que se debis, fundamental-
mente, a los valores significtivamente bajos de las células OKT4". De hecho, en los nifios
con enfermedad de HDG existe un incremento relativo de la actividad supresora del
sistema inmunoldgico, la cual podria estar implicada por una parte, en el mecanismo de
patogenia de la enfermedad, y por otra, en la expresién de la inmunodeficiencia celular
que se presenta en dicha enfermedad.?» %! ?

Los pacientes con enfermedad de HDG que presentan valores altos de células OKTS*
han tenido mejor evolucion clinica que los pacientes con niveles bajos de estas células!?
por lo que consideramos que el buen pronéstico que tienen los nifios enfermos con res-
pecto a los adultos,?® puede estar relacionado con el incremento relativo de las células
OKT8" que encontramos en ellos.

La pacientes K.T.V., que presentd valores disminuidos en la proporcién de todas
las subpoblaciones de linfocitos T, en general, y de células OKTS8*, en particular, a pesar
de encontrarse en el estadio II de la enfermedad, fue la tinica que tuve serias com plica-
ciones infecciosas, y que, ademis, presenté precozmente la recaida de su enfermedad
antes de concluir el ciclo de tratamiento de induccién, lo cual es un elemento mis que
apoya el criterio de que el sistema inmunolégico desempeiia un papel importante en la
evolucién, favorable o desfavorable, de la enfermedad de HDG 21723

Es conocide que la terapéutica moderna tiende a efectuar tratamientos mds conser-
vadores para el control de las enfermedades malignas, con el propésito de reducir las
complicaciones tardfas que producen los tratamientos antineoplisicos. Este trabajo es
el inicio de un estudio encaminado hacia la blsqueda de marcadores inmunolégicos que
puedan ser de utilidad para el desarrollo de nuevos diseiios terapéuticos que contribuyan
a la mejor atencién médica de nuestros pacientes.
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SUMMARY
Faxas, M.E. et al.: Deficit of OKT4" cells in children with Hodgkin's disease. Preliminary report.

Blood lymphocyte subpopulations have been studied in untreated children and adults with Hodgkin's
disease. T-lymphocytes were determined by the E-rosette technique and bu OKT3 monoclonal antibo-
dies. OKT4 and OKT8 monoclonal antibodies were used to identify T-cell subsets with *helper/indu-
cer” and suppressorfcytotoxic activity, respectively. The percentage of E¥ cells was significatively
reduced ir: adult patients (p < 0,05). The OKT4 /OKTS" blood lymphocyte ratio was abnormally low
in children because total number of OKT4" cells was significatively reduced in this group (p < 0,001).
Results suggest an increase of suppressor activity in children with Hodkin's discase, which could be
one of the factors in the pathogenesis of Hodgkin's disease .

RESUME

Faxas, M.E. et al.: Déficit de cellules OKT4" chez des enfants atteints de la maladie de Hodghin.
Rapport préliminaire.

Les populations lymphoides de sang périphérique sont étudices chez un groupe d’enfants et chez un
groupe d'adultes atteints de la maladie de Hodgkin (HDG). Il a été quantifi¢ les souspopulations de
lymphocytes T (Rosettes-E', OKT3"), lymphocyres T “auxiliateurs/inducteurs” (OKT4"), lymphocy-
tes T “cytotoxiques/suppresseurs” (OKTB") et les lymphocytes B (IgsS'). Dans le groupe d'adultes
malades, il a été recontréd de taux significativement diminués de cellules Rosettes-E' (p < 0,05). Dans
le groupe d'enfants malades, il a ¢té constaté une inversion évidente de 'indice OKT4" JOKTSE", puis-
qu'ils ont présenté des valeurs significativement faibles de cellules OKT4" (p < 0,001). Les résultats
suggérent que chez les enfants atteints de la maladie de Hodgkin il existe un accroissement de lactivité
de suppression de la réponse immunologique, qui pourrait £tre associée avec le mécanisme de pathoge-
nése de la maladie.
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