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RESUMEN

El tetrapéptido turtsina, se presenta como una autdntica
entidad bioldgica cuya principal funcidn es la activacidén de
células rtagoclticas como macrdfagos y poliimorfonucleares
(PHMN)., Este péptido utiliza como acarreador a la molécuia de
gamaglobulina (i1gG) leucofliica ubicandose en ia regién Fc
del dominio CHZ de ia cadena pesada entre lps residuos 289 y
292,

El objetivo de esta tésis fue determinar ia actividad de
la tuftsina sintética sobre cdlulas PHWN de reci#n nacidos
peguefios para su edad gestacional, ya que se ha demostrado
que en estos nivios la actividad de las c&lulas fagociticas
estd disminuida en relacién con la actividad presentada por
las céluias PMN de nifios de peso adecuado para su edad
gestacional.

Para tal efecto, se empled un anAdlisis in vitro de

reduccidn de nitroazul de tetrazolio. Se aisiaron cdiulas
polimorfonuclieares tanto de niflos recidn nacidos pequeiios
para su edad gestacional como de recién nacidos de peso
adecuado a su edad gestacionai. Ambos grupos de trabajo
fueron sujetos a diversos tratamientos con el fin de
determinar la actividad basal del metabolismo oxidativo y la’
capacidad de activacién de este por la tuftsina sintética,
Se logrd definir 1a concentracidn y tiempo dptimo de,

incubacidn para este modelo de estimulacidn.



Los resultados obtenidos en los experimentos, muestran
que las ctlulas polimorfonuclieares de recikn nacidos

pequeflos para su edad gestacional presentan una disminucidn

en su capacidad de reduccidn del nitroazul de tetrazoiio en

relacidn a las ctlulas de los recién nacidos de peso
adecuado para su edad gestacional. Se observaron cambios
notables en las células de ambos grupos al ser incubadas con
tuftsina sintética, estos fueron cuantificados através de la
reduccién del nitroazul de tetrazolio que nos indichb ds
manera directa las variaciones en el metabolismo oxidativo
ocurridas en las células tratadas. Las modificaciones
producidas porr ia tuftsina sintética sabre los
polimorfonucieares de los recién nacidos pegquefios para su
edad gestacional se presentan en un incremento significative
de la actividad metab&dlica logrando rangos semejantes a los
observados en las célutas control de 1los recigén nacidos de
peso adecuado para su edad gestacional.

En los resultados se puede obgervar que la estimulacidn
de céjulas polimorfonucieares con tuftsina sintética
incrementa notablemente la reduccidn de nitroazul de

tetrazolioc y sugiere que la baja actividad de las celulas de

recién nacidos pequeflos para su edad gestacional "no se

relaciona con alguna deficiencia celular, sino que apunta

hacia la posibilidad de wuna baja concentracidn de tuftsina,

sérica.



INTRODUCCION

INFIUNIDAD

El término de inmunidad se refirid inicialmente a la
resistencia de los individuos frente a las infecciones
microbianas. Actualmente, esta definicién engloba al
conjunto de reacciones dirigidas a la eliminacidn de
particulas extrafias; por extensidbn, se designa asi al
conjunto de factores humorales y celulares, especificos o
na, de la sustancia introducida, que protegen al organismo
contra las agresiones {Infecciosas y parasitarias y contra
proliferaciones malignas (Stites, 1983)

La respuesta inmunoldgica no siempre tiene un papel
favorable; pueden provocar reacciones de hipersensibilidad,
como eg la anafilaxia o bien procesns autoinmunes. El comtn
denominador de las principales reacciones inmunoldgicas es
la alta especificidad que poseen para los antlgenos. Estas
susstancias son capaces de inducir una respuesta especifica
involucrando anticuerpos y/o cé&lulas.

Los anticuerpos son aquellas sustancias producidas por la
penetracibn de wun antlgeno y que son capaces de ligar de
ménera especifica con &l. Se trata de inmunogiobulinas ~
plasmAticas, de ellas se conocen cinco clases diferentes en
estructura molecular y funcidn: 1gA, 1gD, IgE, IgG e IgM.

El anticuerpo tiene por objetivo principal el de unirse

al antigeno correspondiente formando un inmunocomplejo.




El complemento es un sistema enzimatico complejo de
proteinas plasmdticas que,una vez activadas y eventualmente
fijadas a los complejos antlgeno-anticuerps, son capaces de
provocar a su ;ez la activacidn de diversas cé&lulas
fagocliticas (Bach, 1981).

El polimorfismo de la respuesta inmune estd en los tipos
celulares responsables de una gran variedad de respuestas,
con intervencidn de anticuerpos, mediadores quimicos vy
cdlulas dotadas de capacidades citotdxicas y fagoclticas

(Prokopowitz, 1975).

LAS CELULAS FAGOCITICAS.

Las celulas fagoclticas se definen por su aptitud a
ingerir y, en condiciones &ptimas,digerir particulas vivas o
inertes. Comprenden basicamente a los macrbfagos, monocitos
y polimorfonucleares (PMN) . Estas células répresentan el
elemento esencial del sistema reticuloendotelial.

Todas el}as poseen un orligen comln, en la médula bsea,
bajo la forma de células madre hematopoydticas y de cdlulas
madre mieloides.

Los polimorfonucleares, originados de los mielocitos, solo
viven durante pocos dias, éstas células tienen un aspecto’
caracteristico, facilmente reconocible, por el nlcleo
polilobulado que presentan; en cambio los macrdfagos - vy,
atn mas los monocitos - no siempre son facilmente
distinguibles del resto de cetlulas mononucleadas de tamaifio

grande (Pabst, 1980).




La fagocitosis representa la principal funcidn de las
ctélulas anteriormente mencionadas, en breve :

A diferencia de la pinocitosis, que se define como la
captaciadn de particulas de di&metro inferior & 10 nm.
observada en muchos tipos celulares, la fagocitosis es
exclusiva de las c&lulas fagocitarias (Stabinsky, 13980).

Se desarrolla en tres fases. La primera es la adhesidn,
que estd favorecida por la presencia de anticuerpos del tipo
1gG citofllicos en la superficie de la particula a ingerir,
anticuerpos para los que los fagocitos poseen receptores
especlificos en la membrana. La siguiente fase es la
ingestidn vy, finalmente, segln el estado funcional de la
cdluja y la mnaturaleza de la particula, é&sta puede ser
digerida previa fusidn de lisosomas a la vacuola fagocitaria
Yy accidn de las enzimas lisosomales, o puede persistir y
multiplicérse en gl interior celular. Esta #itima
eventualidad puede ser causa de infecciones latentes a

crdnicas (Cline y Leher, 1978).

MEDIACIONES CELULARES DEL SISTEMA INMUNE.

Las .reacciones inmunoldgicas se efectlan por intervencidn
de diversas ctélulas ademds de las fagocitarias, se sabe que
los macrofagos sintetizan moléculas de comunicacidn como el
interferdn y determinados factores del complemento
(Friedman, 1878, también intervienen en las reacciones

inmunoldgicas como céluias presentadoras de antlgeno a las




ctélulas T y B (Loor, 1977), pueden tener funciones
citotdxicas frente a tumores o injertos y realizar una
determinada funcidn en la cicatrizacidn (Bach, 1981).

Las células K (del inglés m"killer"™) destryen las cé&lulas
blanco sensibilizadas por anticuerpos tipo IgG a los que se
fijan mediante sus receptores para ia porcidn Fc (Lydyard,
1982). Las células NK (del inglds "natural killer" se
definen por su capacidad de destruir in vitro a células
tumoraies viroinducidas mantenidas en cultivo,
tndependientemente de la presencia de anticuerpos o

complemento (Loor, 1977).

INMUNOGLOBUL INAS.

La presencia de un antligeno dentro del organismo provcca
la aparicidn de moléculas de naturaleza protéica que tienen
la capacidad de wunirse especificamente con este antlgeno.
Las protelnas dotadas de esta funcidn de reconocimiento se
conocen con el nombre de anticuerpos o inmunoglobulinas.

Las inmunogiobulinas son muy diversas, tanto por sus
funciones como por su especificidad para el antigeno; pero
todas presentan una estructura general comfin (Edelman,
1973; Bach, 1881). N
Las moléculas de las inmunogiobulinas poseen regiones

distintas, portadoras de las dos funciones que las,

caracterizan.



La funcibn de reconocimiento se expresa en ja regidn
llamada variable, con capacidad de reconocer un nimero
aparentemente ilimitado de antlgenos distintos.

La funcibn efectora, poco diversificada, se expresa en la
regién constante, y es independiente de la funcidn de
reconocimiento. se realiza de distintas maneras: por
fijacidn del compiemento, por transferencia placentaria o
por opsonizacibdn (Edeiman, 19873). '

Esta dualidad funcional asociada al receptor Fc en
celulas fagoclticas, es un eficiente mecanismo para la
captura e ingestidn de complejos antlgeno-anticuerpo

(Friedman, 1979)

FAGOCITGS!S

La funcidn fagocitica de sistema monocito-macréfago se ha
entendido como un proceso gque consiste en englobar ¥y
degtrulr intracelularmente particulas y células
identificadag como extafas al organismo. En la accidn de
destrupcibn intracelular se genera un evento biquimico
descrito como estallido respiratorio, en este fenémeno se
chserva un incremento en el consumo de oxigeno y la
activacidn de una oxidasa que reduce el oxlgeno molecular

hasta anidn superdxido, el cual se transforma en perdxido de

hidrégeno, que, junto con ios contenidos enzimadticos de los,

iisosomas actian juntos dentro del! fagosoma para degradar

los microorganismos ingeridos (Babior 1978).



Los leucocitos, neutréfilos y polimorfonucleares son
células que se relacionan principalmente con la destruccidn
de los microorganismos cuya eficiencia depende de la evasidn
de la fagocitosis, estos patdgenos al ser ingeridos por las
células en cuestidn, mueren. Los organismos de este tipo
son considerados patdgenos extracelulares cuyo prototipo es

Streptococcus pneumoniae (Stites et al.1983).

Las células polimorfonucleares son las principales
responsables del mantenimiento de las defensas normales
contra microorganismos invasores. Los neutrdfilos estan
capacitados para seleccionar, ingerir y destrulr a la mayor
parte de estos invasores, lo anterior requiere de una serie
de eventos bioldgicos discretos y coordinados que implican
la adherencia al endotelio, migracidn extravascuiar,
migracitn dirigida hacia los cuerpes identificados como
extrafios, adherencia, fagocitosis, fusidn de lisosomas con
las vacuolas fagociticas, descarga de! contenido del
Jisosoma y estallido respiratorio (Baehner, 1976).

Funci{dén fagocitica del PMN.

1. Opsonizacidn: es el fenbmeno de recubrimiento de una
bacteria, virus, hongo u otra celuja para poder ser
identificada como extrafia; las opsoninas pueden ser

fracciones del complemento o inmunoglobulinas.

2.- Quimiotaxis: consiste en un movimiento dirigido que

realiza el PMN para llegar al sitio donde se encuentra Ila

substancia quimicamente atrayente.




3.- Endocitosis: es la accidn mecanica por medio de la
cual el PMN introduce en el citoplasma el cuerpo reconocido
como extraflo la endocitosis se caracteriza por la formacidn
de una depresidn en la superficie celular, depresibn que se
invagina en wuna cavidad en la que queda encerrado clerto
voltmen de medio extracelular con o sin particulas; esta
cavidad se desprende de la superficie en forma de
vesicula y pasa al interior de la célula a este cuerpo se
le denomina fagosoma o vacuola fagocltica y su contenido
permanece aislado del hialoplasma por la porcidn de
membrana plasmética que se ha invaginado. Durante 1la
formacidn de la vacuola fagoclitca la NAD, enzima presente
en la membrana, es interiorizada y se oxida a NADH lo cual
inicia el proceso de degradacidn,

4.- Destruccidn intraceluiar: wuna vez formada la vacuola
fagocltica se inician en el citoplasma una serie de
movimientos que traen como consecuencia 1a aproximacidn de
lisosomas al fagosoma, se fusionan con &l y vierten al
interior su contenido enzimdtico, esta accidn inicia los
procesos de destruccidn y digestidn de la particula o germen
fagocitado.

Los procesos quimicos que matan al germen fagocitado son de °
dos tipos: los oxlgeno dependientes y los oxigeno
independientes. Estos tltimos implican principalimente

cambios de pH, liberacidn de lisozima y lactoferrina.



Los procesos oxlgen& aeﬁendientes se relacionan con
importantes cambios metabdlicos en la célula. Estas
variaciones se caracterizan por un rapido incremento en el
consumo de oxlgeno gue se denomina estallido respiratorio.
5.- Excrecibn: es un proceso que utiliza el PMN para
eliminar los restos de la sustancia extrafla y material
enzimatico utilizado para su destruccidn.

Los anticuerpos juegan un importante papel dentro del
fenbmeno fagoclitico, esto es claro puesto que el 1indice de
depuracidn de microorganismos estd intimamente relacionado
con la calidad del recubrimiento hecho por IgG.

En combinacibn con los anticuerpos de tipo 1gG, los
anflgenos desarrollan un incremento en la capacidad de

adherencia a los leucocitos PMN y macréfagos a partir de los

receptores especificos para la regidn Fec presentes en su
superficie celular. La fagocitosis o incorporacién de
ctlulas o microorganismos recubiertos por anticuerpos

depende, en gran medida, de la afinidad que presenten los
anticuerpos a los receptores para Fc en la superficie de la
célula blanco o efectora (Wilkinson, 1980). A @&ste
fendbmeno de recubrimiento se le denomina opsonizacibn y de
ésta manera el proceso fagocitico se intensifica '

notablemente.

Las opsoninas termoestables son los anticuerpos y las,
termolAbjles son el complemento. Su funcidn es interactuar

con los antlgenos de membrana de los organismos invasores
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para as! hacerlos mas atractivos a las ctdlulas
fagociticas. Es importante mencionar que la virulencia de
algunos patdgenos se asocia directamente a su capacidad de
evadir la fagocitosis por desconocimiento de antlgenas de
superficie (Stites et al.1983).

Los macrédfagos vy PMN, gracias a los receptores
especificos para Fc presentes en la membrana pueden ser
recubiertos con anticuerpos del tipo 1gG leucoflilica, lo
cual les canfiere una notable eficiencia para el
reconocimiento y captura de patdgenos. A las c&lulas asli
recubiertas se les denaomina "armadas®™(Fidalgo, 1867) Esta
interaccidn anticuerpo~receptor implica wuna importante
actividad biomolecular que se expresa cuandc la particula
reconocida como no propia se adhiere a la superficie de la
célula agilizando el estimulo fagocltico (Kabat et

al.,1878).

CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS DEL RECIEN NACIDO PEQUENO PARA
SU EDAD GESTACIONAL.
En el recién nacido pequefio para su edad gestacional se

han reportado alteraciones de las drganos ltinfoides y en

las células que participan en la respuesta inmunoldgica ’

(Prokopowitz, 1975;Xanthou, 1985) Como una disminucién en

el ntmero de linfocitos T en sangre periférica, debido a una,

inadecuada regulacidn timica (Martinez-Cairo et al.,198%),
el numero de linfocitos B se observan disminuldos al

compararse con los recién nacidos eutrdficos (Martinez-Cairo

1t



et al.,1977) y los niveles de 1gG son significativamente mas
bajos que los encontrados en nifios de peso adecuadc para su
edad gestacional (Constantopoulos, {883).

Las funciones de los PMN de 1los recién nacidos pequefos
para su edad gestacional fueron estudiadas y valoradas
por Chandra en 1979, Este autor estudi® reci&n nacidos
pequefios para su edad gestacional y los compard con recién
nacidos eutrdficos, valorando las funciones de PMN y observd
gue la actividad opsdnica del plasma, quimiotaxis,
fagocitosis, metabolismo oxidative y la destruccidn
intracelular era menor en los pequefios para su edad

gestacional (Chandra,1975).

TUFTSINA

La tuftsina es un tetrapéptido que se localiza en la
regidn Fc de la [gG leucofllica (Najjar et al. 18983). Se
demostrd por primera vez sSu accidn estimulante de la
actividad fagoclitica en células PMN y macrdfagos en 1967
(Najjar,19705. En 1970 se aisl!d y se caracterizd por primera
vez su secuencia: L treonil - L 1lisil - L proiit - L

arginina (Najjar,1983).

La tuftsina se encuentra en el dominio CH2 de la cadena

pesada de 1a IgG en los residuos 289 y 292 (Morgan,1982).

Es liberada de la molécula transportadora por la accidn de,

dos enzimas: una endocarboxipeptidasa de origen espliénico
que rompe el enlace Arg-Glu (residuos 292-293), y la

leucocininasa presente en la membrana exterior de la cé&lula
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blanco, é&sta interacciona con la treonina a nivel de los
residuos 288-289 quedando liberada asl la tuftsina de la
molécula, En este momento el tetrapetptido es biolbgicamente
activo (Nishioka, 1973; Najjar,1980)

Se ha demostrado la existencia de receptores especificos
para tuftsina en PMN, monocitos, linfocitos y macrdfagos en
un ntmerc que va de 50 a 100 mil dependiendo del tipo
celular (Gottlieb,1983; Amoscato, 1983).

Sblo considerando el efecto potenciador de la tuftsina
sobre la fagocitosis, se postula como mecanismo de accidn
una interaccién del tetrapéptido con su receptor especifico
(Amoscato, 1983) induciendo wun procesc gque involucra la
activacidn de vias enzimdticas y cambios estructurales en sl
citoesqueleto, los que culminan con la endocitosis de la
.tuftsina (Bump y Najjar,1984). Stabinsky, en 1980,
estudiando ctélulas PMN activadas con tuftsina demostrd que
&sta libera el calcio intracelular, disminuyen los niveles
relativos de AMPc e incrementa los de GMPc (Stabinsky, 1880).

La tuftsina estimula todas las funciones conocidas de las
ctélulas fagoclticas (Babcock, 1983) al aumentar su actividad
metabblica (Hisatsune,1983).

~Spirer reportd que las células PMN humanas aumentan la
capacidad de reduccidn de nitroazul de tetrazolio al ser
estimulados con tuftsina, sugiriendo que esta molécula,
induce la produccidn de perdxido de hidrbgeno
(Spirer, 1983). Ademas, en el mismo trabajo, se demostrd que

la tuftsina sintética estimula la fagocitosis y la

13



destrucecibn intracelular de Staphylococcus aureus y Candida

albicans por cétiulas PMN y macr&dfagos de conejos albinos
inmunodeprimidos cuando eran incubadas con tuftsina
durante 90 minutos previos a al interaccidn con los
microorganismos.

En el mismo trabajo se reporta que 1los macrdfagos
aumentaron la liberacidn de perdxido de hidrdgenc hasta en
un 30% al ser incubados con el tetrapéptido en
concentraciones de 0.1 a 10 ug/mi, lo anterior sugiere que
se incrementa la actividad bactericida de estas células .

Constantopoulos en 1983 cuantificd los valores séricos de
tuftsina en nifios recién nacidos a términoc y prematuros, no
encontrando diferencia significativa al compararlo con los
niveles séricos del tetrapéptido en un adulto sano; este
autor considerd que el recién nacide se comporta como
asplénico y por lo tanto su sintesis de gamaglobulina es
minima, sugiriendo que la tuftsina cuantificada en los dos
grupos puede ser de origen materno.

En contraparte, se ha reportado que pequefios pdptidos
pueden actuar inhibiendo la actividad de macrdfagos y PMN,
tal es el caso del fragmento 1-3 tuftsina el cual al
parecer liga con los receptores especificos para tuftsina
pero no es interiorizado a la c¢élula y no es capaz de
activar las vias metabdlicas. Al incubar macrdfagos con esta,
substancia los receptores para tuftsina se mantienen
bloqueados impidiendo que el tetrapeéptido ligue con el

receptor (Sorokin et al. 1989).

14



REDUCCIOGN DE NITROAZUL DE TETRAZQLIO PDRr CELULAS
POLIMORFONUCLEARES.
La reduccidn de nitroazul de tetrazolio (NBT) es una

técnica que permite la medicidn de cambios en el metabolismo

oxidativo, se utilizd primeramente con Entamoeba
histolytica. la reduccidn de NBT se incrementaba cuando la
amiba fagocitaba bacterias. Al parecer, este incremento

obedece a perturbaciones de‘ membrana que desencadenan el
metabolismo oxidativo de éstas cklulas (Segal, 1974).

Observaciones hechas en leucocites 'PMN (Spirer, 18983)
demuestran que estas células son capaces de reducir el NBT
haciéndolo virar de amarillo a NBT-formazin morado durante
la fagocitosis de microesferas de poliestireno, la reaccibn
que acontece en los fagosomas puede cuantificarse por
espectrofotometria de la reduccidn del formazadn lelda a 540
nm. Esta reaccidn se asocia a la generacidn de peréxido ce
hidrégeno debida al estallido respiratorio de la cdéluia,
-reduccidn de oxlgeno para formar superdxido y perbdxido de
hidrbgeno- estos productos tienen propiedades bactericidas
(Segal,1974).

El estallido respiratorio se caracteriza por un aumento
en el consumo de oxigenoc y un incremento de la oxidacidn de
fa glucosa por ia via de 1la hexosa monofosfato, la glucosa
es oxidada a CO02 y a pentosa. El receptor de electrones es_

la enzima NADP que se oxida a NADPH. Durante estas
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reacciones y como resultado de ellas se producen wuna serie
de radicales con diversa actividad germicida. En este
proceso, el oxlgeno es reducido (Nathan, 1874).

Las principales reacciones bioquimicas gque se generan
durante éste fendbmenc son:
1.~ Formacidn de superdxido. La reaccidn es la siguiente:

202 + NADPH------ >20-2 + NADP+ + H+

En este caso el 02 recibe un electrdn adicional.
El superdxido asl formado, al alcanzar concentraciones
determinadas es un bactericida eficaz.
2.- Formacidn de perdxido de hidrdgeno. La reaccidn es la
siguiente:

20-2 + 2H+ -=---- > 02 + H202
El perdxido de hidrogeno es un potente bactericida

incluso a bajas concentraciones.
3.- Activacidn de haldgenos. La presencia del perdxido de
hidrdgeno en el sistema provoca que el cloro y el yodo se
activen formando hipo-haldgenos, los cuales tienen un
acentuado poder bactericida. La reacclon es la que sigue:
H202 + haldgeno + mieloperoxidasa----> hipo-halbgeno + H20
(Babior, 1978).

La funcidn fisioldgica del estallido respiratorio es la
produccidn de radicales libres que destruyen organismos
invasores. El intervalo de blancos naturales es muy amplio.

Si el blanco es pequefio es. englobado y destruldo en el
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interior de la celula fagocitica, y si es grande la cklula
se une al cuerpo extrafio y libera oxidantes al medio 1o mas

préximo posible al invasor (Baehner,1876).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las células PMN de los recidn nacidos pequeflos para su
edad gestacional presentan una disminucidn en todas sus
funciones, incluyendo 1a capacidad de reduccidn del
nitroazul de tetrazolio,en comparacidn con las células PMN
de reci&n nacidos con peso adecuado para su edad
gestacional. Es probable, que esta deficien#la sea debida,
entre otrag caugas, a una menor actividad de la tuftsina
s&érica. Por lo anterior nos parecid importante evaluar
el papel inmunomodulador que juega este tetrapeptido sobre
fos leucocitos PMN de estos recién nacidos y determinar la

concentracidn de tuftsina sintética necesaria para que estas

c&lulas se comporten de manera normal! en un modelo in vitro.

OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general de este trabajo fué determinar el
efecto de la tuftsina sintética (Sygma Chemicals Inc.) en el
metabolismo oxidativo de células PMN de reci®n nacidos
pequeflos para su edad gestacional, para poder evaluar los,
cambios metabdlicos en relacidn con las células de recidn

nacidos de peso adecuado para su edad gestacional.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Los objetivos especlficos de esta tesis fueron los
siguientes:
1.- Comparar la reduccidn de NBT por cé&lulas PMN de recién
nacidos pequefios para su edad gestacional y en recién
nacidos con peso adecuado a su edad gestacional incubados
en solucidn de Hank.

2.- comparar la reduccidn de NBT por PMN de recién
nacidos pequefios para su edad gestacional y reci&n nacidos
con peso adecuado a su edad gstacional incubados con
tuftsina sintética.

3.- comparar la reduccidn de NBT por PMN de recién
nacidos pequefios para su edad gestacional y recién nacidos
con peso adecuado a su edad gestacional incubados con el

inhibidor de receptores 1-3 tuftsina (Sygma Chemicals Inc.).

HIPOTESIS.
De acuerdo con los antecedentes, podemos suponer que:

1.- Las cétlulas PMN de recién nacido pequefio deben presentar
una disminucidn en su capacidad de reducir NBT en
comparacidn con las c&lulas de recidn nacido de peso
adecuado.

2.~ En las ctlulas incubadas con tuftsina sintdtica se
incrementard la capacidad de reduccidn de NBT.

3.- Las ctlulas incubadas con el fragmento 1-3 tuftsina y
suero homdlogo se espera que presenten una disminucidn en

la capacidad de reducir NBT.

i8



MATERIAL Y METODO.

Se estudiaron dos grupos de nifios. El grupo 1 estuvo
constituldo por 12 niflos recién nacidos pequefios para su
edad gestacional y el grupo 2 estuvo formade por 13 nifios
recién nacidos eutrdficos. Las ceélulas PMN de ambos grupos
se obtuvieron de sangre proveniente del corddn
umbilical.

Las células PMN se aislaron por gradiente de densidad y
se incubaron en suero homdlogo,soliucidn de Hank, tuftsina
sintética y fragmento 1-3 tuftsina. Se aplicd la prueba de
reduccidn de NBT a cada uno de estos grupos;se empled como

particula fagocltica Staphylococcus aureus .

Caracteristicas de los donantes.

Los recién nacidos pequefios para su edad gestacional
fueron hijos de madre toxémica leve, cardidpata o diab&tica
que no recibid medicamentos en el Ultimo trimestre del
embarazo.

El peso al nacer estuvo entre la percentila 3 y 10, su
edad gestacional fud de 34 a 40 semanas por fecha de la
tltima regla (Lubchenco, 1963),

Criterios de no inclusidn,
Presencia de alguna 1£fecclbn en la madre, madres medicadas ~
durante el tltimo trimestre del embarazo. Niflos cuya edad

gestacional fué menor de 34 semanas o mayor de 40.
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Criterios de exclusiadn,
Recién nacidos de término con enfermedad respiratoria,

infeccidn intrauterina, malformaciones congénitas o hipoxia.

SEPARACION DE CELULAS POLIMORFONUCLEARES.

La posibilidad de obtener poblaciones puras de celulas
mononucleares y PMN es un paso importante para la
investigacidn  de reacciones relacionadas con el sistema
inmune. La eficiencia de la separacidn de cklulas

sangulineas por !a técnica descrita por Ferrante y modificada

por nosotros (método ficoll-hypaque) depende de ia
concentracidn de ficoll y ja ‘densidad del medio
(Ferrante, 19880). l.os mejores resultados se chtuvieraon en un

medio de separacidn cuya concentracidn de ficoll fue del
8.2% y la densidad de 1.076 gr/mi(&sta densidad es inferijor
a la propuesta por Ferrante). El procedimiento de separacidn
fue'exitoso llevado a cabo a temperatura ambiente. Se usd
siempre sangre fresca. La sangre de la muestra se heparinizé
a razén de 25 Ul/ml.

Las ctlulas aisladas de este modo mantiemen sus funciones
inmunoldgicas hasta 2.5 horas pero ya no por 6 horas. Si ne
pueden trabajarse las muestras de inmediato conviene

conservarlas a temperatura ambiente (Ferrante, 1980).
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Procedimiento:

Se tomaron fo ml. de la sangre contenida en ei corddn
umbilical en un tubo estéril previamente heparinizado, se
mezclaron suavemente con el fin de evitar la coagulacisén. La
muestra as! tratada se diluyd en proporcidn i:1 ;on solucidn
salina estéril pH 7.2

En otros dos tubos se depositaron 3 mi. de ia solucidn
ficoll-hypaque estéril -~ densidad 1.076 -. En estos hubo
de vertirse,con mucho cuidado de no romper la interfase,la
totalidad de la muestra diluida. Se centrifugd a 2500 rpm
durante 30 minutos. Se retird el sobrenadante y ia interfase
de linfocitos. El botbn se resuspendid en 2 ml. de solucidn
salina estdéril pH 7.2 se afadieron 2 ml. de dextran estéril
al 3%,se mezcld todo perfectamente con suavidad dejandose
reposar durante 20 minutos a 37”4C. Se recuperd el sobre-
nadante, constituido principalmente por PMN,y se centrifuge
a 1500 rpm durante 10 minutos,se retird el sobrenadante y se
resuspendid el botbébn en 3 ml. de cloruro de amonio estéril
al 0.85% durante 10 minutos,se centrifugd de nuevo a 1500
rpm durante 10 minutos. Se retird el sobrenadante y el botdn

se resuspendid en ! mi. de solucidn de Hank esreril pH 7.2.

Conteo de las ceélulas PMN obtenidas.
Las células del resuspendido final son en mayor parte
PMN. Para conocer el nlmero que se tiene, se tomaron 10 ul.

y se mezclaron con 80 ul. de solucidn de Turk,con esta
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suspensidn se liend la caAmara de Neubawer,se contaron las
células y el ntmero obtenido se multiplicé por 1x10% para
estimar el numero de células por ml.
Viabilidad de células PMN.

Al vial que contiene la suspensibn anterior se afadieron
10 pl. de azul de tripan y se mezclaron perfectamente. Se
Ilend 1a camara de Neubawer y se contaron 100 células al
azar, Las cbélulas muertas adquieren wuna coloracidn azul
intenso. Asl se obtuvo el porcentaje de cé&lulas vivas.
Pureza de la suspensidn de cé&lulas PMN,

En la preparacidn antarior se contaron 100 celulas al
azar. Contemplando otras céluias sanguineas. De este total

fue posible obtener el porcentaje de c&liuias PMN.

ESTANDARIZAC!ION DE PROCEDIMIENTOS.

La estandarizacitn de las técnicas se llevd a cabo
utilizando c2lulas PMN de adulto. Estas se obtuvieroﬁ de
muestras provenientes del banco de sangre de! Hospital

Infantil de México.

DETERMINACION DE CONCENTRACION Y TIEMPD OPTIMO DE INCUBACION
CON TUFTSINA PARA CELULAS POLIMORFONUCLEARES DE ADULTO.

Las ctlulas PMN obtenidas de sangre periférica de adulto.
se lavaron con so{ucibn de Hank pH 7.2, y se incubaron a,
distintas concentraciones de tuftsina -de § a 30 pg/mi-. se
tomaron 2x10* ctlulas en 100 pl que se resuspendieron en 500

ul de solucion de Hank se afiadieron 4xuf UFC en 200 pl de
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Staphylococcus aureus c¢omo particula fagoclitica. Finalmente

se agregaron 100 pl de Jjuminol (S~-amino-2,3 dihidro-1,4
phtalazinedidona,Eastman Kodak Co.,Rochesrer N.York.) Los
sistemas as! constituidos se pusieron en un contador de
centelieo automadtico durante un tiempo de 120 minutos.
Se utilizaron como control células incubadas con solucidn de
Hank pH 7.2 .

Una vez determinados tiempo y concentracidn dptimos de
incubacién se procedid al analisis de la actividad
metabdlica provocada por la tuftsina en células PMN de

adulto.

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA TUFTSINA EN CELULAS
DE ADULTO.

Las celulas PMN se aislaron por gradiente de densidad con
ficoll-hypagque-dextran, se incubaron 30 minutos en suero
autdlogo descomplementado al 10%,se lavaron con sclucidn de
Hank libre de rojo de fenol pH 7.2. Se resuspendlieron 2x1cf
células en 560 pl de solucidn de Hank pH 7.2. se agregaron
15 ug de tuftsina (Sygma Chemicals Inc.) en 15 aul, se
incubaron 20 minutos a 37°C se agregaron 4x10° UFC en 200 pl
y se incubaron 25 wminutos a 37° ¢ . Como controies, en
sistemas 1dentigos. se trataron los PMN con el fragmento
inhibidor 1-3 tuftsina (15 npg en 15 nl 20 minutos) y,
solucidn de Hank pH 7.2. Se incubaron con 0.5 ml. de NBT al
0.1% en solucidn de Hank libre de rojo de fenol pH 7.2 y

Axio‘ UFC de Staphylococcus aureus en 200 pl! como particula
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fagocitica. Se incubaron 50 mingtoska 37° C . Pasado este
perliodo se detuvo Ja reaécibna con 0.5 ml. de &cido
clorhidrico 0.5 normal.

Se centrifugd a 1500 rpm. durante 5 minutos, eliminandoc el
sobrenadante y resuspendiendo en § ml. de dimetiisulfdxido,.

Se tomd lectura en espectrofotdbmetro a 540 nm.

TRATAMIENTOS DADOS A LAS CELULAS POLIMORFONUCLEARES DE
RECIEN NACIDGS

Las ce&lulas PMN empleadas en este proceso fueron tratadas
de manera particular, lo cual les confirid ciertas
caracteristicas especificas.
Se formaron 6 grupos de trabajo:
Grupo 1.~ Las células PMN se incubaron en solucidn de

Hank pH 7.2

Grupo 2.~ Las células PMN se incubaron en tuftsina

sintética.

Grupos 3.~ Las células PMN se incubaron en inibidor 1-3
tuftsina.
Grupes 4.~ Las cetlulas PMN se incubaron en suero autblogo

descomplementado al 10% en solucidn de Hank pH
7.2,

Grupo S5.- Las ceélulas PMN se incubaron en suero autdlogo
descomplementado al 10% en saclucidn de Hank pH

7.2 mAs inhibidor 1-3 tuftsina.
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Grupo 6. - Las céluas PMN se incubaron en suero autocldgo

descomplementado al 10% en solucidn de Hank mas

tuftsina.

REDUCCION DE NITROAZUL DE TETRAZOLI1O POR CELULAS
POLIMORFONUCLEARES DE RECIEN NACIDOS.

Las células PMN sujetas a los distintos tratamientos
se ajustron a una concentracidn de 2x10‘ células en 100 pl.
Se incubaron con 0.5 ml. de NBT al 0.1% en solucidn de Hank
libre de rojo de fenol pH 7.2 y 4x10 UFC de Staphylococcus
aureus en 200 aul . Se incubaron 50 minutos a 37°C . Pasado
este perlodo se detuvo la reaccidn con 0.5 ml. de 3cido
clorhidrico 0.5 normal.

Se centrifugd a 1500 rpm. durante 5 minutos, eliminando el
sobrenadante y resuspendiendo en 1 ml. de dimetilsulfdxido.
Se tomd lectura en espectrofotdmetro a 540 nm.

El control fue establecido en un tubo que contuvo solo

dimetilsulféxido.

JUSTIFICACION DEL ANALISIS ESTADISTICO.

Para demostrar la normalidad de la distribucidn de los
datos, se hicieron varias pruebas de ajuste, las cuales no
fueron significativas, sin embargo la prueba de Kolmogorov-
Smirnov mostrd tendencia al ajuste en la mayorla de las

variables, por lo cual se permite hacer un an8iisis de
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varianza cuyos resultados estadlisticos son indicativos de
los procesos observados en los experimentos y adem&s para
complementar dicho anadlisis se desarrolld un andlisis

multiple de rangos por mlnimos cuadrados.

RESULTADOS.

Los resultados mostraron, de acuerdo a lo esperado, que
tanto las células de adulto como las de reci&n nacido de
peso adecuado y pequefio para su edad gestacional presentaron
un notable incremento en su actividad metabdlica al ser
incubadas con tuftsina sintética. Este incremento fud
cuantificado de manera objetiva determinando la reduccién de
NBT por los distintos grupbs de trabajo. E! empleo del
inhib!dor 1-3 tuftsina permitid evaluar el papel de IgG

leucofilica en este proceso,.

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE CONCENTRACION Y TIEMPO
OPTINMO DE INCUBACION CON TUFTSINA PARA CELULAS
POLIMORFONUCLEARES DE ADULTO.

Las lecturas obtenidas con el contador de centelleo se
graficaron, cuentas por minuto (CPM) vs tiempo (T),lo cual
permitid determinar el comportamiento de las células
incubadas a diversas concentraciones de tuftsina en un
tiempo dado, obteniendo de tal forma Ia maxima actividad
metabdlica provocada por la tuftsina sintética. Como control

se utilizaron cé&lulas incubadas en soluciédn de Hank pH 7.2 .
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f.os resultados obtenidos se

siguiente:

observan en la grafica

COMPORTAMIENTD DE CELULAS PHN DE ADULTO INCUBADAS A
DISTINTAS CONCENTRACIONES DE TUFTSINA

Gréfica 1

20 pg DE TUFTSINA

15 pug DE TUFTSINA

10 pg DE TUFTSINA

CONTROL

10
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RESULTADOS DEL ANALIEIS DE LA ACTIVIDAD BIGLOGICA™ DE La
TUFTSINA EN CELULAS POLIMORFONUCLEARES DE ADULTD.

La actividad bioldgica producida por la tuftsina sintdtica
sobre Jas células PMN de adultos fue determinada a partir
de! metabolismo oxidativo de &stas cuantificado mediante la

reduccidn de nitroazul de tetrazolio (Sygma Chemicals Inc.).

Los datos obtenidos (tabla D fueron tratados
estadisticamente con el fin de determinar si existla un
comportamiento diferente entre los distintos grupos

experimentales. Las pruebas de reduccidn de NBT por células
PMN realizadas muestran que los rupos de trabajo se

comportan de manera distinta.

REDUCCION DE NBT POR CELULAS PMN DE ADULTO (TABLA 1)

NO ARMADGS NO ARMADOS ARMADOS ARMADOS
+ TUFTSINA SIN TUFTSINA SIN TUFTSINA +TUFTSINA
.15 it .32 .39
17 .08 .32 V46
.14 .06 .3 42
.18 .08 .33 <45
17 .08 .31 46

Para todos los casos la incubacibn fue con 15 pg/ml.de
tuftsina para 2x10‘ céjulas PMN, El tiempo total de

incubacibn fue de 50 minutos y la lectura se tomd a 540 n.m.

28



El

an&lisis estadlstico de estos resultados mostrd

diferencias significativas (P< 0.0001 con un valor de F=
3.24 a .05 de significancia y 3/16 grados de libertad)
entre los distintos tratamientos dados, lo cual sugiere un
efecto de la tuftsina, la 1gG leucofilica y el fragmento

1-3 tuftsina sobre las celulas PMN de adulto. Estas

diferencias que pueden apreciarse en la grafica siguiente

sugieren que la metodologla empleada es eficiente.

D.0. 540 nm.

Tratamientos dados a células PMN de adulto .

()-5 1 T ) 1

de significancia

0.4

0.3

0.1

-
]lLLlLL]LLlllLlIIIlIl!lL

*ITUT‘UVIIIIIII'IITI'YIUTTl

0
1 2 23 4

1.- PMN + Tuftsina, 2.- PMN Control,
3.- PMN Amiados + Tuftsina, 4.- PMN Armados
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RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS DADOS A
CELULAS POLIMORFONUCLEARES DE RECIEN NACIDOS.

Tanto la actividad metabdlica basal como La actividad
producida por la tuftsina sintética sobre las c&lulas PMN de
recién nacidos fue determinada a partir del! metabolismo
oxidativo de &stas cuantificado mediante la reduccidn de
nitroazul de tetrazolio. A continuacién se muestran los
comportamientos observados en los distintos grupos
experimentales. Las pruebas de reduccidn de NBT por
células PMN realizadas muestran que los grupos de trabajo se
comportan de manera distinta como se observa en la grafieca

siguiente:

Comparacion de los diversos
tratamientos efectuados.

0.4

0.3

0.2

CONTROL TUFTSINA 1-3 TUFTSINA ARMADOS ARMADOS ARMADOS

TRATAMIENTOS 3 TUFTBINA  TUPTSINA
540
( nm) EZIRNAEG. E=RNPEG.

PO—-~V0 ArPQA—=0I00D
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El ané&lisis estadistico de los
distintos tratamientos dados a las
RNPES como de RNFAEG mostrd que

distintos (FL 0.001 con un  valor

datos obtenidos en los
células FMN tanto de
son significativamente

de F= 3I0.74 a .05 de

significancia y 11 grados de libertad). Las difetrencias

entre grupos se muestran gridficamente

en la siguiente ¢

Tratamientos dados a células PMN de recién nacidos

0.4 L N S LA O AL M B
0 al - - intervalos paralamuestra al 0.
.a .-.-. ................... w—n
-~ [ 4 de significancia
- L -
L . . -
L L 4
0,2 -1y o]
o I . ] -
0.1 -I -
- R S :
ol s o 41 1) {11

1.- RNAEG Controf, 2.- RNAEG + Tuftsina, 3.- RNAEG + 1-3 Tuftsina,
4.- RNAEG Armado + Tuftsina, 5- RNAEG Armados + 1-3 Tuftsina,

6.- RNAEG Armado, 7.- RNPEG Controf, 8.-RNPEG + Tuftsina,

9.- RNPEG + 1-3 Tuftsing, 10.- RNPEG Armado + Tuftsina, 11.- RNPEG

Armado + 1-3 Tuftsing, 12 - RNPEG Armado.
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Para determinar las dffé;éﬁéias“y'similitudes:encontradas
entre Jos diverses tratamientos efectuados v para se
desarroill® un andlisis multiple de rangos el cual arrojd los

siguientes resul tados:

MEDIA GRUPOS
GRUPO/TRATAMIENTO n INTERVALOS HOMOGENEOS

D.0. 540 nm

RNPEG
+ 1-3 TUFTSINA 12 0.461 *
RNPEG CONTROL 12 0.810 LR

RNPEG ARMADO

+ 1-3 TUFTSINA 11 0.980 *

RNPEG ARMADO 12 0.110 * ¥
RNPAEG

+ 1-3 TUFTSINA 13 0.145 x o
RNPEG

+ TUFTSINA 12 0.163 L

RNPEG ARMADO
+ TUFTSINA 12 0.194 x ok
RNPAEG CONTROL 13 0.205 %

RNPAEG ARMADO

+1-3 TUFTSINA V 11 0.223 % %
RNPAEG

+ TUFTSINA 13 0.260 *
RNPAEG ARMADO 12 Q.330 3
+ TUFTSINA 12 0.351 *
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Los diversos comportamientos observados en la tabla
anterior indican que los tratamientos aplicados a las
ceélulas les confieren caracteristicas particulares.

Los grupos control se establecieron con células PMN de
recién nacidos con peso adecuado a su edad gestacional
(RNAEG) y de recién nacidos pequefios para su edad
gestacional (RNPEG) incubados en solucidn de Hank libre de
rojo de fenol pH 7.2. La diferencia en la reduccidn de NBT

se aprecia en la gra&fica siguiente:

Comparacion de la actividad de
PMN RN.AE.G. Vs. PMN R.N.PE.G.

0.25

D
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i oo08F-
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{540 nm) RN.AE.Q. ANPEG.

CONTROL CONTROL
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La sctividad metabdlica de las céiulas PMN de recién
nacidos de peso adecuado para su edad gestacional y la de
células de recién nacidos pequefios para su edad gestacional!

incubadas con tuftsina se compara en la grafica siguiente:

Comparacion de la actividad de
PMN Control Vs. PMN de RNPEG incubados con Tuftsina.

0.28

0.2

0.16

0.1

0.08

PO—-~TO APAL—-~0I®O

0
{840 nm) ANAEG RNPEG.
CONTROL TUFTSINA
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La actividad metab®lica de las células PMN de recién
nacidos de peso adecuado para su edad gestacional y la de
células de recién nacidos pequefios para su edad gestacional

"armadas™ se puede observar en la siguiente:

Comparacion de la actividad de
PMN R.N.A.E.G. Vs. PMN R.N.P.E.G. ARMADOS

0.26

0.2

0.18

0.1

0.05 -

PO—-00 APOL-IDIOD

(540 nm) o

RN.AE.G. RNP.E.G.
CONTROL ARMADOS
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’La actividad metab&lica de las cd&lulas PMN de recién
nacidos de peso adecuado para su edad gestacional y la de
ctlulas de reci&n nacidos pequefios para 5u edad gestacional
"armadas" e incubadas con tuftsina se muestra en la grafica

siguiente:

Comparacion de la actividad de
PMN R.N.A.E.G. Vs. PMN R.N.P.E.G.
ARMADOS MAS TUFTSINA.

0.28

02—

0.16 — &N
0.1 - —

0.08

WO—~00 aPpR—0IOD

{640 nm) RNAE.G. RNPE.Q.
CONTROL ARMADOS + TUFTSINA
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La actividad inmunomoduladora de la tuftsina fue valorada
bloqueando los receptores de membrana especificos para el
tetrapéptido con el fragmento 1-3 tuftsina., Estableciendo a
las células de recién nacido adecuado a su edad gestacional
(RNAEG) como control. El etecto del! fragmento se observa en

la comparacidn siguiente:

Comparacion de la actividad de
PMN R.N.A.E.G. Vs. PMN R.N.A.E.G. + 1-3 Tuftsina
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DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que la tuftsina
sintética posee,en experimentos in yvitrg,la capacidad de
incrementar notoriamente e! metabolismo oxidativo de los
leucocitos PMN de los recien nacidos pequeftos para su edad
gestacional. La presencia del tetrapéptido en los sistemas
de trabajo nos hace suponer que la deficiencia no esti
asociada al PMN, sino a una baja concentracion plasmi&tica de
tuiftsina, Debido a estos resultados se puede sugerir que
la gamaglobulina linfofllica juega un importante papei en
ia fagocitosis hecha por PMN y en el proceso de estimulacidn
de estas células. Esta molécula se ha reportado baja en el
plasma de los reci&n nacidos pequefios para su edad
gestacional (Constantopoulos, 1983),este hecho se relaciona
con la disminucibn de las funciones celulares especialmente
la de reconocimiento ¥ fagocitosis de particulas
extraflas;jesto se observd al comparar el metabolismo
oxidativo de celulas de recié&n nacidos de peso adecuado a su
edad gestacional incubadas en solucidn de Hank (control)
y aquellas que fueron tratadas con suero descomplementado.

Por aotra parte en este trabajo se valort la actividad de
la tuftsina mediante la wutilizacidn del fragmento L-3

tuftsina, que-es un inhibidor de los receptores de membrana

especificas para el tetrapéptido, se observ®d un notable
decremento del metabolismo oxidativo de las células
incubadas con el inhibidor (fragmento 1-3 tuftsina’) en
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compérécibn con Aéuellas que se mantuvieron en soiﬁgibn dé
Hank. El rol que juega la 1gG leucofilica en la actividad
fagucltica es claro ya gue las cdlulas PHMN recubiertas o
"armadas” con esta molécula lograron una reduccidn del NBT
mayor que los controles tanto en RNAEG como en RNPEG.

En principic se ﬁodia suponer que el grupo de células
"armadas" e incubadas con tuftsina no serlan aquellas gue
puedieran presentar un mayor incremento en 2! metabolismo
oxidativo, ya que se ha reportado que en sistemas saturados
con el tetrapéptido &ste actda como inhibidor de la
fagocitosis (Najjar, 1982) sin embargo esto se observd a lo
largo del trabajo lo cual posiblemente obedezca al margen
dado en !a coancentracidn de tuftsina en los sistemas
experimentales. La curva de la cinética de la tuftsina,
elaborada con las lecturas del contador de centelleo,
indicaron que el sistema puede cargar hasta 20 pg. de
tuftsina sin que la actividad celular sea inhibida. El
trabajo fue desarrollado empleando 15 pg. Tal vezia accibn
de la tuftsina presente en fa 1gG leucofllica aunada a la
ventaja gue adquiere la célula al estar recubierta (armadal
puede ser el motivo de este comportamiento.

La acecidn de la tuftsina en ei 1incremento del
metabolismo oxidativo de 1as células PMN de reci®n nacidos
pequeflos para su edad gestacional sugiere que &stas
ctluias no estdn disminuidas en sus funciones, sinoc que su
eficiencia se encuentra supeditada a las concentraciones

plasmAticas de tuftsina y por ende a la de 1gG leucofllica.
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CONCLUS 10N

E! metabolismo oxidativo se cuantificd utilizando una
técnica de reduccidn de azul de tetrazolio. E! proceso de
reduccibdn fue claramente diferente en todos los grupos de
trabajo. Los tratamientos aplicados a «cada grupo les
brindaron caracteristicas particulares. Hubo diferencias
signiffcativas entre los recién nacidos de peso adecuado
para su edad gestacional y los recien nacidos pequefios para
su edad gestacional en solucidn de Hank,recien nacidos
pequefios armados y recien nacidos adecuados incubados con el
inhibidor 1-3 tuftsina. No se encontraron diferencias
significativas entre los PMN de recién nacidos adecuados
para su edad gestacional y los de recién nacidos pequefios
para su edad gestacional incubados con tuftsina y "armados™
y los incubados con tuftsina. La accidn de la tuftsina en
el incremento del metabolismo oxidativo de las céluias PHN
de recién nacidos pequefios para su edad gestacional nos hace
supone;;<ﬁue éstas células no estdn disminuidas en sus
funciones, sino gue su eficiencia se encuentra sujeta a las
cancentraciones plasmaticas de tuftsina y por ende a la de

1gG leucoflliica.
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COMPROMISO ETICO

La realizacidn de este trabajo no afectd la integridad de
los niflos ni puso en peligro su vida, no se interfirid
ningln tratamiento médico ya que la sangre se obtuvo del
corddn umbilical. A las madres de los niflos se les explicd
claramente el objetivo del! estudio y que el participar en &i
no les aportarla ningln beneficio directo o indirecto. En
los casos en que fud posible, se recabd la aceptacidn por
escrito en una forma previamente elaborada,en la cual se
resumian los objetivos de la investigacibn y se aclaraba que
ni ellas ni sus vastagos serian sujetos a represalias ni a

beneficios por parte del hospital ni del cuerpo médico en

caso de colaborar o no.
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