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Resumen 

 

Se estudiaron muestras de sangre de cordón umbilical de recién nacidos a término 

y peso acorde a su edad gestacional, con el objetivo de analizar la composición de 

células linfocitarias en el neonato y contribuir al creciente esfuerzo que se realiza en 

el estudio y comprensión de las defensas inmunológicas del feto y el recién nacido. 

En las muestras estudiadas se encontró leucocitosis, con incremento absoluto de 

células mononucleares, disminución del porcentaje de células T e incremento de su 

número absoluto, valores similares al adulto de células formadoras de rosetas EAC, 

índice auxilar/supresor reducido y presencia de subpoblación de linfocitos T 

inmaduros en sangre periférica (T6+). Los resultados refuerzan el criterio de que la 

madurez inmunológica del recién nacido está fuertemente influenciada por el 

predominio de la función inmunosupresora, a expensas de una disminución de la 

actividad auxiliadora. 

 

Descriptores DeCS: 

Antígenos de superficie 

Recién nacidos 

Recuento de leucocitos 

Linfocitos T 

 

Summary 

 

Blood samples from term-newborn umbilical cord and weight according to 

gestational age were studied to analyze lymphocyte cell composition in the newborn 

and to contribute to the increasing effort which is being made in the study and 

understanding of fetal and newborn immunological protection. Leukocytosis with 

absolute increase of mononuclear cells, decrease of T-cell percentage and increase 

of its absolute number, amounts of EAC rossete forming-cells similar to those of 

adults, reduced helper/suppresor rate, and presence of immature T-lymphocyte 

subpopulations in peripheric blood (T6+) were found in the studied samples. Results 

support the statement that newborn immunological maturity is strongly influenced 
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by the predominance of immunosuppressor function, at a helper activity decrease 

expense. 

 

Subject headings: 

ANTIGENS SURFACE 

INFANT NEWBORN 

LEUCOCYTE COUNT 

T LYMPHOCYTES 

 

Introducción 

 

Las infecciones bacterianas y virales constituyen un problema de primer orden en la 

medicina neonatal. Aparecen como la causa primaria de la mortalidad perinatal en 

un 5 a un 20 % de los casos, y puede encontrarse, además, como un factor que, 

aunque no sea el primario, sí constituye un agravante entre un 20-70 % de los 

niños que fallecen por otras causas, especialmente ante la presencia de factores de 

riesgo perinatales, donde la sospecha de sepsis ha sido informada como 65 veces 

mayor1. 

 

Los mecanismos inmunológicos humorales y celulares forman las bases de la 

defensa contra infecciones en el organismo humano. Particularidades específicas de 

ambas funciones caracterizan la impotencia inmunológica del organismo en la fase 

de adaptación a la vida extrauterina. El número, distribución de subpoblaciones y la 

capacidad funcional de las células T y B, son aspectos de particular interés para 

poder valorar la integridad defensiva del recién nacido. Sin embargo, los resultados 

de las investigaciones realizadas son frecuentemente contradictorios, además de 

que no responden a las características de nuestra población. Se hace por tanto 

evidente la importancia de profundizar en el estudio del sistema inmunológico del 

recién nacido, como vía que ayude a esclarecer los problemas clínicos y teóricos 

relacionados con las infecciones neonatales. 

 

Material y Método 

 

La muestra estuvo integrada por recién nacidos de ambos sexos, normales al 

momento del nacimiento, de peso superior a 2500 g y edad gestacional de la madre 

de 38 a 42 semanas. Todos nacieron en el Hospital Ginecoobstétrico "Mariana 

Grajales" de la ciudad de Santa Clara, y se les tomó sangre del extremo placentario 

del cordón umbilical, la cual fue coleccionada en tubos heparinizados.  

 

Se utilizaron como controles a adultos sanos, de ambos sexos, con edades 

comprendidas entre 17 y 25 años, donantes voluntarios del Banco Provincial de 

Sangre o estudiantes del Instituto Superior de Ciencias Médicas de Villa Clara, a los 

que se les extrajo sangre venosa en tubos heparinizados. 

 

La sangre se conservó a temperatura ambiente, y siempre fue procesada durante 

las 5 primeras horas de su obtención.  

 

Se realizó conteo total de leucocitos, determinación del porcentaje y número 

absoluto de linfocitos, utilizando coloración de Giemsa. 

 

La obtención de células mononucleares se realizó en todos los casos de acuerdo con 

la técnica de Böyum2 modificada, utilizando solución separadora de Ficoll-Visotrast 

(? =1,077) y PBS. En todos los casos se comprobó la vitalidad mediante la prueba 

de exclusión de azul de tripano, la cual fue superior al 95 %. 

 

Se cuantificaron las células RE+, formadoras de rosetas espontáneas, con hematíes 

de carnero y las EAC+ con eritrocitos humanos, utilizando células mononucleares de 
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20 recién nacidos y 30 adultos. Para la determinación de las células RE+ se 

siguieron las indicaciones de Friemel3, usando eritrocitos de carnero a una 

concentración de 5.10-3 cel/ml en medio Eagle. Se permitió la formación de rosetas 

por espacio de 18 horas a temperatura de 4 oC antes de la determinación del 

porcentaje de células RE+ , y se consideraron como tales a aquellas con tres o más 

eritrocitos unidos. 

 

Las células EAC+ se obtuvieron siguiendo las indicaciones de Seiler y 

colaboradores4, y se emplearon eritrocitos humanos Rh positivos y suero anti-D 

previamente inactivado. Se consideraron células EAC+ a las que se unían a tres o 

más eritrocitos. 

 

Después de la obtención de las células mononucleares, se separaron los linfocitos T 

mediante modificación de la técnica de Eckert5 utilizando 200 mg de fibra de nylon 

en columnas plásticas de 5 ml de volumen. La pureza del método se comprobó 

mediante la prueba de rosetas espontáneas con eritrocitos de carnero3, la que fue 

superior al 98 % en la fracción de linfocitos T. 

 

La técnica Alfa Naftil Acetato Estearasa (ANAE) se realizó por modificación del 

método descrito por Müller6 utilizando pararrosanilina y alfa-naftil acetato. Se 

desarrollaron dos patrones para las células T que coinciden con lo informado en la 

literatura7, 8. 

 

Patrón Tm : Células con citoplasma verde y gránulos gruesos rojo-carmelitas. 

Patrón Tg : Células con citoplasma verde y pequeños gránulos rojo-carmelitas. 

Células con citoplasma verde, sin gránulos y, por tanto, ANAE negativas. 

 

Se utilizaron anticuerpos monoclonales producidos por el Instituto Nacional de 

Oncología y Radiobiología de Cuba (INOR), utilizando las células mononucleares 

obtenidas de sangre de cordón de 30 recién nacidos y venosa de 21 adultos (en T6 

el estudio comprendió 8 recién nacidos y 12 adultos). Se empleó el anti-T4 (anti-

linfocitario de células T inductoras), Anti-T8 (reconoce linfocitos T 

supresores/citotóxicos) e IOR-T6 (dirigido contra timocitos fetales y del adulto). Se 

realizó técnica inmunoenzimática donde se utilizó antisuero antirratón biotinilado, 

como conjugado el complejo biotina-estreptovidina-peroxidasa y como sustrato el 

amino 9 etil carbazol (AEC).  

 

Se contaron un total de 200 células, y fueron consideradas como positivas las que 

desarrollaron una coloración rojo-carmelita en su membrana. 

 

Tanto los resultados obtenidos de recién nacidos, como los controles, se calcularon 

mediante la media aritmética y el error estándar de la media. La comparación entre 

los valores de ambos grupos se realizó con la aplicación de la prueba t de Student 

de diferencia de proporciones, con niveles de significación de 0,05, 0,01 y 0,001 de 

posibilidades de cometer el error tipo I, los que llamaremos significativos, 

altamente significativos y muy altamente significativos. 

 

Resultados 

 

Se comprobó una diferencia de muy alta significación estadística entre sangre de 

cordón umbilical y adultos en cuanto a la cantidad de leucocitos y linfocitos (tabla 

1). El porcentaje de células ER+ fue inferior en el recién nacido, mientras que el 

número absoluto fue mayor que el de adultos. Por el contrario, los valores de 

células EAC+ no tuvieron diferencia significativa en su proporción entre ambas 

muestras, pero sí en el número absoluto, con predominio del recién nacido y con 

una muy alta signficación estadística, explicable por la linfocitosis encontrada. 
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Tabla 1. Número total de leucocitos y linfocitos, porcentaje y número absoluto de 

células formadoras de rosetas espontáneas (RE+) y rosetas EAC (EAC+) en adultos 

y recién nacidos. 

Determinación 

Adultos n=30 

n= 30 

Recién nacidos n=20 

n=20 Significación 

estadística 
_ 

X 
SX 

_ 

X 
SX 

N°. total de leucocitos* 6,632 0,273 11,460 0,278 p < 0,001 

N°. total de linfocitos*  2,157 0,123 4,354 0,163 p < 0,001 

% células (RE+) 72,100 0,452 68,020 0,939 p < 0,001 

N°. absoluto de células (RE+)* 1,562 0,079 2,961 0,233 p < 0,001 

% células (EAC+) 18,008 0,500 18,003 0,680 NS 

N°. absoluto de células 

(EAC+)* 

0,434 0,026 0,797 0,034 p < 0,001 

* (X 106 cel/ml) 

 

 

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en la prueba ANAE para linfocitos T. El 

patrón T fue superior entre adultos, con una alta significación estadística en 

relación con los recién nacidos; lo contrario al Tm , lo que explica el índice Tm /Tg 

de 1,85 en el recién nacido y de 3,64 en el adulto. 

 

Tabla 2. Subpoblaciones de linfocitos T con patrón Tm y Tg en la prueba de  

ANAE en sangre de adultos y cordon umbilical. 

Patrón Población No. Valor 

medio 

Error estándar 

de la media 

Significación 

estadística 

Tm  Adulto 44 79,00 0,730 p < 0,01 

Cordón 42 65,88 0,691 

Tg  Adulto 44 21,00 0,730 p < 0,01 

Cordón 42 33,85 0,663 

  

Los valores de las subpoblaciones de linfocitos T4+ (tabla 3) en recién nacidos, 

muestran una disminución de alta significación estadística, lo contrario a las células 

T8+, cuyo porcentaje es superior entre los neonatos. Se observa una inversión del 

índice T4/T8 en sangre de cordón, que muestra el predominio de la actividad 

supresora. 
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Tabla 3. Subpoblaciones linfocitarias T4
+, T8

+ y T6
+ en células mononucleares 

periféricas de adulto y cordón umbilical. 

Patrón Población 
No. de 

casos 

_ 

X (%) 

_ 

Sx 

Significación 

estadística 

T4
+ Adulto 21 46,90 0,364 p < 0,01 

Recién nacido 30 39,56 0,526 

T8
+ Adulto 21 26,71 0,447 p < 0,01 

Recién nacido 30 49,13 0,819 

T6
+ Adulto 12 2,40 0,283 p < 0,001 

Recién nacido 8 18,50 0,585 

En la misma tabla aparecen los porcentajes de células T6+ en ambas muestras; los 

resultados indican una diferencia de muy alta signficación a favor del neonato, con 

valores de T6+ de 18,5 ± 3,2 % y para el adulto de 2,4 ± 1,3 %. 

 

Discusión 

 

Los resultados obtenidos para los leucocitos y linfocitos de sangre del cordón 

umbilical concuerdan con los de otros autores9-11. La linfocitosis del recién nacido es 

aceptada prácticamente de forma unánime, y su mayor interés en este análisis es 

la posibilidad que brinda de poder calcular el número absoluto de las diferentes 

subpoblaciones estudiadas. 

 

La cuantificación de linfocitos T (células ER+) en cordón umbilical ha sido fuente de 

considerable interés y controversia. Hay autores que no han encontrado diferencias 

en la cantidad de células ER+ entre cordón umbilical y adultos11,12, pero la mayoría 

de los trabajos revisados coinciden con nuestros resultados al encontrar una 

disminución del porcentaje con respecto al adulto9,13,14. Por otra parte, el número 

absoluto fue mayor que el de adultos, lo que pudiera explicarse por la linfocitosis 

relativa que aparece en el recién nacido. La presencia de células T ER- por 

inmadurez de los receptores de hematíes de carnero en el recién nacido, podría ser 

uno de los factores presentes, como ha sido ya planteado por Bussel11. 

 

En relación con las células B, se han utilizado diferentes marcadores de membrana 

para identificar para su identificación; en este sentido las células EAC+ con 

receptores para C3 complemento, referidos fundamentalmente a las células B, se 

utilizan como marcadores referativos para esta subpoblación de linfocitos. Del 

análisis de nuestros resultados puede comprenderse que en sangre de cordón 

umbilical no hay diferencias en relación con el adulto en cuanto a las células 

mononucleares con receptores para C3 complemento, lo que concuerda con los 

criterios a favor de que la limitada capacidad en la respuesta humana del neonato 

no sea atribuido a la inmadurez de células B, sino a la defectuosa función de los 

linfocitos T15, bien por déficit de células T auxiliadoras o por predominio relativo de 

la actividad supresora de los linfocitos T16. 

 

Para diferenciar las subpoblaciones de células T en el hombre, se han venido 

utilizando las estearasas y, más recientemente, los anticuerpos monoclonales. 

Landay8 encontró resultados que muestran diferentes patrones en la coloración 

ANAE en las células ER+ que coinciden con las características de sus receptores de 

membrana para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas. Se ha demostrado7 que 

las células que presentan receptores para la porción Fc de la IgM (Tm ) actúan 

como auxiliadoras de la diferenciación y proliferación de células B en respuesta al 
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mitógeno PMW, mientras que las que tienen receptores para la Fc de la IgG (Tg ), 

suprimen la proliferación y diferenciación inducida por las T auxiliadoras. Para evitar 

la interferencia de las células B, que desarrollan un patrón similar a los linfocitos T, 

se hace necesario separarlas; en nuestro caso utilizamos el método descrito, que 

aprovecha la capacidad de adhesión de las células B a la fibra de nylon, y quedan 

solamente los linfocitos T en el eluato. 

 

Nuestros resultados, con una disminución muy significativa del porcentaje de T y un 

incremento también muy significativo de T en relación con el adulto, podrían ser un 

elemento adicional para fundamentar la marcada actividad supresora del recién 

nacido. La disminución, en casi dos veces, de la relación Tm / Tg es un reflejo de 

ello. Teniendo, además, presente que alrededor del 90 % de las células T son ANAE 

negativas (células con citoplasma verde y sin gránulos) y sólo el 10 % tiene una 

actividad moderada (gránulos dispersos), puede plantearse que esta técnica refleja 

un incremento de las células T inmaduras, pues se acepta que la actividad 

estearásica es característica de células maduras17, 18. 

 

Por otra parte, los resultados del estudio con anticuerpos monoclonales anti-T4 y 

anti-T8 coinciden con los de otros autores19,20, ya que se encontró una disminución 

en el número de células con patrón T4+ en la sangre de cordón, mientras que las 

células T8+ aumentaron en relación con la población control. Además, pudo 

observarse la inversión del índice T4/T8, lo que es un reflejo más del predominio de 

la actividad supresora del neonato. 

 

Se pudo demostrar la presencia de células T inmaduras en sangre de cordón 

mediante el hallazgo de células T6+. La diferenciación de los linfocitos T en el timo 

tiene lugar en tres etapas, y es en la segunda etapa (timocito común) en que se 

expresan los antígenos T6; ya en la tercera se hacen T6 negativos. Por ello, 

encontrar células T6+ en sangre es un indicador evidente de inmadurez.  

 

Esta subpoblación de células inmaduras podría contribuir a explicar la alta tasa de 

proliferación espontánea y ante mitógenos encontrada en linfocitos neonatales, así 

como los trastornos funcionales en la capacidad de respuesta encontrados en los 

recién nacidos. 

 

Por último, dado que es conocido que no existe siempre coincidencia entre los 

marcadores que expresan las células linfoides en la sangre de cordón y la función 

biológica que realizan, se ofrece otra perspectiva de interpretación a nuestros 

resultados, que debe tenerse presente. 
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