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PROLOGO

En poliacrilamida-SDS, la glicoproteina de los extractos
de tabaco, did un peso molecular de 18000; en Sephadex
G-100 no se obtuvo un promedio definido, sin embargo tie-
nen una molécula con carga anidnica, definido por DEAE-Ce
Tulosa. Respecto a los anticuerpos antitabaco, el reconoci
miento de los sistemas antigeno-anticuerpo fue establecido
por contrainmunoelectroforesis, microdobleinmunodifusidn

y electroinmunodifusion obteniéndose los mejores resulta-
dos con la primera, llegandose a determinar hasta tres sis
temas antigeno-anticuerpo. Asi mismo resulté mejor inmuné
geno el extracto salino que el condensado de humo y los
resultados obtenidos por microdobleinmunodifusidon en suje
tos fumadores, fueron similares a l1os reportados en ia 1i-
teratura, pero no se encontro una diferencia notable en los
porcentajes de positividad de los anticuerpos antitabaco
en los sujetos sanos, infartados,fumadores y no, no encon-
trando una relacidon estrecha entre el infarto del miocar-

dio y el tabaquismo.
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INTRODUCCION

Todos los seres vivos estdn defendiendo su integridad bio-
16gica frente a una serie de agresiones externas. Para que
éstos fendmenos de defensa se lleven a cabo, los organis-
mos vertebrados disponen de sistemas especiales, encarga-
dos de identificar las sustancias propias y eliminar las
"extrafas". En cada Phylum los mecanismos de defensa soﬁ
diversos y heterogéneos,aurque siempre existe una actuacion
integrada de todos ellos en lo que se denomina la respues-

ta inmune (1).

“Las sustancias que se comportan como "extranas" a un orga-
nismo, frente a las cuales éste organiza una respuesta in
mune se les conoce como inmundgenos & antigenos, aunque és
te Gltimo termino se emplea para definir 1a molécula que se
combina con el antjcuerpo y no necesariamente 1a que induce

una respuesta inmune (1,2).

Los antigenos pueden ser de naturaleza proteica o macromo
léculas puras o combinadas como las lipoproteinas, glicopro
teinas, nucleoproteinas etc, los polisacdridos también son
buenos inmundgenos. La antigenicidad o poder inmunogénico

del antigeno, es la capacidad para inducir una respuesta



inmune. Esta propiedad esta dada por el grado de diferen-
cia o identidad estructural del antigeno con las sustancias
del organismo, de su peso molecular, protocolo de inmuni-

zacion.

Una vez.que el antigeno ha penetrado al organismo se esta-
blecen dos tipos de reaccidn inmunoldgica: a) respuesta
humoral, que se manifiesta por la sintesis y secrecidon de
anticuerpos y b) respuesta celular, donde las células sensi

bilizadas,son las efectoras de esta reaccion.

Hay casos, en que los sistemas de defensa en si, son causa
de enfermedad y entonces se habla de reacciones de hiper-
sensibjlidad. En otras ocasiones, por razones no bien cono
cidas el sistema inmune reacciona ffente a los componentes
propioé; que son destruidos, dando lugar a fenOmenos deA

autoinmunidad. (2).
La respuesta inmune se caracteriza por su efectividad pa-
ra eliminar aquellos antigenos contra los cuales se ha ini

ciado y desarrollado.

La respuesta esta mediada por los linfocitos, de los cua-

les se conocen dos poblaciones.



Los linfocitos B y los linfocitos T.

Los 1infocitos B son aquellos que al ser activados por el
antigeno, se diferencian en células plasmaticas que produ
cen inmunoglobulinas especificas y que son las mediadoras

de Ta respuesta inmune humoral.

Los linfocitos T, que se transforman en células sensibili
zadas por contacto ccn el antigeno, son responsables de

1a respuesta celular. Esta clase de linfocitos es una po-
b]acién celular muy heterogénea y dependiendo de su activi
dad se han denominado: células T productoras de 1iﬁf0cinas,
células T colaboradoras, células T citotdxicas y células

T supresoras; todas con una accidn definida en la respues

ta inmune humoral y celular.

Es importante sefialar 1a participacidon de los macréfagos,
asi como el concurso de las células asesinas (Killer) en

el proceso de respuesta inmune.

En el ser humano se han descrito cinco c1aseside inmunoglo
bulinas que se denominan IgG, IgM, IgA, IgE e IgD con dife
rentes funciones y propiedades;estan formadas por cuatro ca
denas polipeptidicas, agrupadas en una o varias unidades

estructurales dependiendo de su clase. La inmunoglobulina



0 anticuerpo, una vez Qnida a los antigenos, puede facili
tar la destruccidon y eliminacidon de estos, pero requieren
la colaboracion de otras células y elementos como los ma-
crofagos, los polimorfonucleares, otras células linfoides

y del sistema de complemento.

Las linfocinas, son factores, de estructura y funcidn he-

terogeneas entre los que podemos citar:

Factor inhibidor de la migracidon de macrofagos, al factor
activador de los macréfagos, al factor blastogénico 0 mi-
togénico, al factor de transferencia, al interferon. EIl
nimero de linfocinas que se han encontrado, aumenta cons
tantemente y existe una fontroversia sobre 1la existencia

de una sola sustancia, o un nuamero reducido con varias

actividades biolédgicas (1,2,3).

A las diversas pobiaciones de linfocitos se les ha caracte
rizado por los antigenos que poseen en la superficie de
la membrana. Los linfocitos B, tienen estructuras membra
nales parecidas a las IgGs. que son capaces de combinarse
con algunos antigenos. En los linfocitos T, se han mencio-
nado los antigenos @, Ly, también se acepta que uno de 192s
marcadores de la superficie es un receptor para eritroci-

tos de carnero, receptores para histamina y lectinas inclu



yen otros marcadores de membrana del linfocito T. (4).

En la actualidad una de las técnicas mas empleadas para 1la
caracterizacion de las subpoblaciones de linfocitos T, uti

1iza anticuerpos monoclonales contra la membrana.(5).

Estudios recientes sefialan la participacién de prostaglan-
dinas y leucotrienos en la regulacidon de la respuesta inmu
ne. Asi como el que su precursor sea el acido araquidénico,
otras sustancias como las interleucinas parecen tener acti
vidades mitogénicas citando al factor activador de leuco-
cifos (LAF) y el factof estimulante de timocitos (TSF),
entre otras, (6) y a las que también se considera responsa
bles en los mecanismos de control y proliferacion de las

células T. (7).



Las ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y LA RESPUESTA INMUNE

Factores ambientales, hereditarios, andoxicos,virales, pa-
rasitarios, bacterianos, la hiperlipidemia, la hipertensidn,
entre otros, son factores de riesgo que provocan la ateros
clerosis y el infarto de miorcadio y son los desengadenan—

tes de las lesiones miocardicas.

La participacion de 1la respuesta inmune en los enfermos
cardiovasculares, y los conocimientos recientes de su fun-
cionamiento, estimularon el estudio que se describe en este
trabajo sobre la relacion entre el infarto de miocardio,

el tabaquismgc y los elementos de la respuesta inmune espe-
cifica. E1 tabaquismo es un factor de riesgo coronario por
los efectos toxicos directos de sus componentes, las accig
nes farmacologicas de la nicotina, la existencia de susfaﬂ
cias como Tos polifenoles y alquitranes, a los que se rela
cionan con bronquitﬁs, enfisema y cancer, a pesar de que

alin no estan totalmente dilucidados los mecanismos

El tapaco se utiliza para elaborar cigarrillos, puros, para
pipas ¥y péra masticar. En la actualidad es notable el incre
mento del tabaquismo en nuestra sociedad, particularmente
entre los adolescentes, 1o que hace que un alto porcentaje

de l1a poblacion, desde temprana_edad tengan contacto con el



tabaco o con el humo proveniente de su combustidon. (8).

En los siguientes parrafos sefialaremos de manera cronologi

ca algunas relaciones entre tabaquismo y enfermedad.

Hace mas de un siglo se sospechd que el tabaco podia'oca-
sionar dano al organismo. Beau propuso que e]btabaco podia
ocasionar ancina de pecho y fue Huchard en el libro "Traite
Clinique des Maladies du Coeur et de L'aorte", tome II
"Maladies des Coronaires et de L'aorte". Paris 1899. Donde
expone algunas consideraciones sobre la relacidn entre el

tabaquismo y la angina de pecho. (9).

De los resultados obtenidos en experimentos y estudios cli
nicos se proponen dos causas probables de la patologfa pro
ducida-bor el humo del tabaco: a) nipersensibilidad y b)

irritacion inespecifica. (10). Pero ademas hay due-mencio-
nar la posibilidad de que sea un efecto triple: farmacold

gico, alérgico e irritante local (11).

En el suero de sujetos fumadores se encuentran anticuerpos
precipitantes contra antigenos del tabaco; parece ser que

en ellos, son mas frecuentes las enfermedades coronarianas,
la frecuencia de estas enfermedades esta estrechamente 1i-

gada con el nimero de cigarrillos consumidos. (12).



Los/principales hallazgos relacionados con el tabaquismo
se pueden resumir en:la exposicidon a extractos de tebaco
inhalados o inyectados, sensibilizan tanto al hombre como
a los animales de experimentacién; En el hombre la reaccion
se puede demostrar por pruebas dérmicas y seroldgicas y

de anima]es sensibilizados se puede obtener un preparado
cardiopulmonar y por la técnica de Langerdoff, mostrar
una disminucidon del 39 al 73% en la fuerza de contraccion,
disminucion del 18% en la frecuencia cardiaca y una dismi-
nucion hasta del 65% en el flujo coronario, cuando se ex-
ponian los preparados cardiopulmonares a los extractos de
tabaco, en comparacién con los controles que tenfan un flu
jo coronario del 79-110%, sin afectarse ni 1aAfrecuencia
cardiaca, ni la fuerza de contraccién del misculo cardiaco

(13).

] andlisis estadistico de autopsias, muestra que el cocien
te entre la muerte y la incidencia de enfermedades cardio-
vasculares es mayor en fumadores, que en los no fumadores
y ademds independientemente del grado de tabaquismo, el por
centaje de pacientes con aterosclerosis coronariana, se in

crementaba con la edad. (14).



Aunque se desconocen algunos de los mecanismos patogénicos
de la bronquitis por el tabaquismo, se han observado alte
raciones morfoldgicas y fisiolGgicas en el pulmdn causadas
por el humo del tabaco (15), por ello se asocia al tabaquis
mo y la bronquitis cronica con las infecciones bacterianas,
sugiriéndose que el humo de tabaco contiene sustancias ca-
paces de inhibir los mecanismos antibacterianos en el apa-
rato respiratorio, a nivel de cilios, moco, tos y células,
entre otras, y actuando primariamente sobre los macrdfagos
alveolares , interfiriendo con la actividad fagécitica, la
adhesividad a la superficie del vidrio y posiblemente modi

1

ficando el papel inmunoregqgulador de los macrofagos.

Las enfermedades cardiovéscu]ares; el cancer, la bronquitis
y el enfisema, en ese orden, son algunos de los procesos
patoldogicos que se presentan en los individuos fumadores.
(16). Las alteraciones agudas y crdnicas pueden favorecer
la trombosis, debido a una mayor adhesividad plaquetaria
provocada por lassustancias contenidas en los extractos de
tabaco. Se ha propuesto un mecanismo en donde al bloquear
los receptores adrenérgicos, se desarrolla un proceso alér

gico al humo de tabaco en ratones (17).

Se ha aislado una glicoproteina de los extractos de tabaco

a la cual se presentan reacciones dérmicas en el 40% de los



fumadores, y en el 37% de los no fumadores. Ademds esta
glicoproteina fue identificada en el condensado de humo
del tabaco. (18). Posteriormente se describen actividades

relacionadas a esta glicoproteina.

Se han postulado algunos mecanismos que inducen dafio vas-
cular iniciando por la trombosis o que contribuyen a la
atero -arterosclerosis o 1a participacidn conjunta de to-
dos ellos. En conejos con trombocitopenia se probd que los
antagonistas de la histamina eran capaces de evitar el
depdosito de complejos inmunes en las paredes de los vasos.
Pof otro lado, algunos productos derivados de la activa-
cjén del comp]emento_atraen leucocitos polimorfonucleares
neutr6filos a los sitios de depésito.de complejos inmunes
y producen arteritis; ademds la 1iberacién de los mediado-
res de la inflamacion, a partir de las células cebadas}

e IgE, pueden provocar fendmenos anafilacticos ‘en el corg

zon. (19).

La glicoproteina de tabaco puede activar la coagulacidn
a través de la modificacidn del factor de Hageman, el pro-
ceso de la coagulacidn culmina con la conversidn del fibri
ndogeno a fibrina por medioc de la trombina (20). E1 sistema
de coagqulacion tiene relacidn con productos activos det

sistema inmune y del sistema de complemento. E1 sistema
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de complemento esta compuesto por once proteinas en nueve
fracciones y donde el objetivo es la eliminacidon del anti
geno; una vez activado el sistema de complemento, se ori-
ginan reacciones en cascada con las fracciones, con la si
guiente secuencia: Cl1, C4, Cc2, €3, C5, C6, C7, C8 y C9. y
en el camino se van liberando una serie de productos, como
anafilotoxinas, productos quimiotdcticos para células, en
tre otras,cuya funcion ha sido ya integrada a la respuesta

inmune (21).

En apoyo de que los complejos circulantes son en parte los
reéponsab1es deil dano, se han determinado las precfpitinas
antitabaco en el suero de fumadores, siendo pbsitivo el
11.8%; en pacientes con transtornos circulatorios y fumado
res fueron positivos el 29.%; en pacientes con enfermedad
cardiaca coronariana y fumadores la positividad fue del 26%.
En ningin caso se observaron precipitinas antitabaco en
Tos sujetos no fumadores por la técnica de dobleinmunodifu

sion. (9,22,23).

Se han demostrado anticuerpos de clase IgG, contra antige
nos del tabaco por precipitacidon en agar, en el suero de

conejos inmunizados y en el ‘le humanos (24).



La glicoproteina del tabaco activaba al factor Hageman.

(19, 25).

La electroforesis en gel de poliacrilamida del condensado
de humo del tabaco reveld la presencia de material protei

co, desconociéndose sus propiedades fisicoquimicas (26).

Apoyando la hipdtesis de que en las enfermedades cardiovas
culares participa la respuesta inmune con anticuerpos de
clase IgE, se tuvo anafilaxia cutdnea pasiva en la piel

de conejos sensibilizados previamente con suero y poste-
riormente inoculados con la glicoproteina del tabaco pre-
sente en el condensado de humo, este efecto se inhibid ca
lTentando el suero a 56°C por una hora, con lo cual se des

truyve la IgE (27).

La respuesta inmune contra eritrocitos de borrego se ha
inhibido en ratones inyectados con extractos.de humc del
tabaco. En los ratones tratados,la funcidn de las células
T cooperadoraé estuvo disminuida y se apreciaron alteracio

nes ultraestructurales en las mitocondrias. (28).
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En los fumadores asintomaticos se tiene una alteracion en
la fraccion del carbohidrato de la IgG. Lo que puede deber

se a ta inhalacion de productos del humo de tabaco. (29).

Al analizar los sueros de 47 fumadores, el 36% tuvieron
reacciones dérmicas positivas contra los antigenos de taba
co y sus niveles séricos de IgA, IgE, IgG e IgM se elevaron

en 4747, 4/47, 7/47 y 10/47 respectivamente. (30).

El coraién es considerado como un Organo blanco de la ana-
filaxia y se puede precducir choque anafilactico en los co-
razones de conejos y cobayos que fueron inoculados previa-
mente para inducirles la produccidn de anticuerpos de clase

IgE. {31).

Se provocd colecistitis aguda, neumonitis y formacidn de
trombos en los vasos pulmonares por la inyeccidon de Tos pro
ductos contenidos en un condensado de humo de tabaco, los

que pueden afectar al factor de Hageman.(25,32).

La concentracidn total de inmunoglobulinas, IgA e IgG, en
el suero de sujetos qué trabajaban en Ta industria del ta
baco son mayores qué en un grupo de sujetos que no laboran
en fabricas para cigarrillos, sin embargo la IgM estaba dis

minuida en los fumadores con 1o que se demuestra que la



inhalacidon de los componenies del tabaco pueden deprimir
1a respuesta inmune antitabaco; a pesar de la contradic-
cidén aparente en estos postulados, quizd el grado de expo
sicion al tabaco, determinen una estimulacidén inicial y
postericrmente una depresidn de la respuesta inmune, ade-
mads de considerar factores como los genéticos, entre otros
que participan en la regulacidon de la respuesta inmune an

titabaco. (33).

Estudiando efectos de la respuesta inmune celular contra
tabaco, se ha visto que tanto en fumadores comoc en no fuma
dores, existe el mismo porcentaje de produccidon del factor

inhibidor de 1a migraci6n de leucocitos.(34).

La reactividad de los Tlinfocitos "in vitro" a la fitohema
glutinina estaba aumentada en los fumadores y fue "normal"

en los no fumadores. (35).

En la poblacidn linfocitaria de lavados bronquiales en su
jetos sanos se tienen mas linfocitos T que B, 1o cual di-
fiere de la distribucidon que hay en sangre periférica. Se
encontrd un incremento en el nimero total de linfocitos T
bronquiales en los fumadores comparativamente con los no

fumadores. (36).
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En sujetos fumadores estan incrementados los leucocitos
debido probablemente al estimulo dado por Tlos prdductos
del tabaco. (37), sin embargo estos sujetos, con mayor can
tidad de leucocitos y fibronectina, tienen una frecuencia
mayor de infecciones respiratorias de tipo bacteriano,por
1o que deben existir otros factores que contribuyen a la
eliminacién de bacterias.}
La fibronecfina es una glicoproteina de 210 Kd, cuya fun-
cidén esta estrechamente relacionada a la fagocitosis y des
truccion de bacterias y que se produce por los macrofagos
a]Veo]ares (38) y se ha encontrado una mayor produccion de
fibronectina por macréfagos alveolares de los sujetos fuma
dores con respecto a los macrofagos de individuos no fuma-

dores (39).

Se encontrd mayor nimero de macrdfagos alveolares en los
lavados bronquiales y los botones celulares fueron de color
café en los sujetos fumadores, en los obtenidos de indivi-
duos no fumadores el nimero de macrofagos fue menor y el
boton celular fue de color blanco. Los macréfagos provenien
tes de fumadores tienen cuerpos de inclusion con restos de
alumina-silicato y se encontrd disminuida la funcidn bacte

ricida de estas células (40).



Con la técnica de anticuerpos monoclonales dirigidos con-
tra diferentes poblaciones de linfocitos T, OKT3, QKT4 ,
OKT6 y 0KT8, se encontrd que la relacion de 1infocitos
OKT4/0KT8, estaba disminuida en fumadores comparativamente
con la de no fumadores o fumadores moderados. La disminu-
cion de la poblacion de los linfocitos 0KT4 correspoﬂde a
los linfocitos inductores y/o colaboradores y los OKT8

son citotoxicos y/o supresores. (41).

Se vidé que los linfocitos OKT4 regresaban a los valores
normales en sujetos que habian dejado de fumar durante

6 éemanas, indicando que la alteracidon provocada por los
productos del tabaco en la cantidad de los linfocitos

0KT4 es un fendmeno reversible (42).

Aunque.él tabaquismo es un factor de riesgo en el infarto
del miocardio (22,23), aln no estan di]ucidados'tota1menté
los mecanismos inmunopatoldgicos desencadenadcs por el ta-
baco o sus derivados. Se ha demostrado que los extractos
salinos del tabaco y del condensado de humo de tabaco, son
capaces de inducir una respuesta inmune y que en los ex-
tractos existe una glicoproteina a la cual se unen'grupoé
quimicos como la quercetina que activan al factor de Hage-

man y que inducen la produccidn de IgG o de IgE antitabaco,



que pueda provocar hipersensibilidad tipo I 6 III, 6 ambas,
1o que apoyaria la relacion entre el tabaquismo y las en-

fermedades tromboembdlicas del pulmén y corazdn.(43,44).

Con los antecedentes mencionados se propusieron los siguien

tes objetivos.

1. Caracterizar inmunoquimicamente el antigeno (S) conteni-

do en extractos y condensado de humo del tabaco.

2. Determinar la presencia de anticuerpos antitabaco en
sueros de individuos fumadores y no fumadores, sanos y
con infarto de miocardio, tratando de establecer la rela

cidon con el infarto de miocardio.



MATERTAL Y METODOS,
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MATERIAL Y METODOS

/Los compuestos utilizados fueron de grado reactivo analiti
co (Sigma, Merck, J.T. Baker, etc.) el tabaco se obtuvo de
cigarrillos comerciales de las marcas: Baronet, Commander,
Delicados, Del Prado, Fiesta, Marlboro, Marlboro lights,
Raleigh y Salem. Los extractos y el condensado de humo de
tabaco obtenidos con los cigarrillos delicados, fueron uti
Tizados en el trabajo y con ellos se inmunizé a los conejos,

como se describe después.

/ EXTRACTO SALINO DE TABACO.

Se preparo de 1la siguienﬁe manera: se colectaron 18 g de ta
baco de los cigarrillos mencionados, y se molieron en:1icug
dora, tratando de pulverizar el tabaco contenido y se extra
jeron en una solucidon de P.B.S. pH 7.2 (pdgina36 ), por 18

horas a 4°C y agitécién constante; una vez hecha la extrac

cion, se filtra a través de gasa y el filtrado se centrifu-
ga a 19,000 rpm por 30 min. a 4°C; terminada la centrifuga-
cidon se descarta el botdn y al sobrenadante, se le detefmi-
na la concentracidon protéica. Para la preparacidn de extrac
tos salinos con detergentes se sigue el mismo procedimiento
que para el extracto salino, afiadiéndole detergente al PBS

a8 una concentracidén de 0.5%; los detergentes usados fueron:
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dodecilsulfato de sodio (SDS), tritdn-¥-100 (TX10Q) y
tween 20 (720). A parte del extracto salino se le sonicd

por 15 min. obteniendo el extracto salino sonicado.

CONDENSADO DEL HUMO DE TABACO.

Se obtuvo del humo de cigarrillos, que se condensa en P.B.S.
y se le determina su concentracidn protéica como en los
extractos anteriores. En el cuadro 1 se muestra el procedi

miento para obtener el extracto salino.

" DETERMINACION DE PROTE{NA,

Método de Lowry y Col. (45). todas las determinaciones se
hicieron por la técnica referida y se leyeron en un espec-
trofotometro Coleman Junior II A a 750 nm (soluciones y'brg

cedimiento en la pag 36).

OBTENCION DE SUEROS ANTIANT{GENOS DE TABACO,

El esquema general de inmunizacidon seguido fue el siquiente:
el dia uno se aplicaron 10 mg del extracto salino o del con
densado de humo, homogenizados en adyuvante completo de
Freund y por via subcutanea en varios sitios del costado de

los conejos. Los conejos utilizados eran albinos (new
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CUADRO 1.

/ OBTENCION DEL EXTRACTO SALINO.

Colecta de tabaco de los cigarrillos (18g).

Molido en licuadora
q
Extraccidén en P.B.S. pH 7.

o

I*
) IT. Con Detergentes
Agitacidén continua por 18 horas a 4°C

Filtrado en gasa

\
E1 filtrado se centrifuga a 19000 r.p.m./30 min/4°C.

J

Sobrenadante claro

Determinacidon de Proteinas.

* Al extracto obtenido en
I. Se le denomind extracto salino

II. ET P.B.S. contenia Detergentes al 0.5%, se Te denomi-
né:

Extracto salino con dodecilsulfato de sodio (E-SDS)
Extracto sa]inbvdon Triton-x-100 (E-Tx-100)
Extracto salino con Tween 20. (E-T20).
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zealand), de ambos sexos y con un peso promedio de 2;5Kg.
a los 8 y 15 dias siguientes se aplicaron 10 mg del anti-
geno, la correspondiente al dia 15 se homogenizd con adyu
vante incompleto de Freund.Al dia 22 se aplicaron 10 mg
del antigeno por via intraperitoneal y al dia 30 se sangrd
a los conejos, por la vena marginal de la oreja. Se did
dosis de refuerzo en los dias 60 y 90 cop 10 mg del anti-
geno por via intraperitoneal, sangrando a los conejos 8
dias después. La sangre se dejd coagular por 30 minutos y
se centrifugdé a 3,000 rpm por 15 min y se sepa}é el suero.
En el cuadro 2, se muestra el calendario de inmunizacifn

i

y sangrado.

" PURIFICACION DE GAMMAGLOBULINA,

oo’
B jb)”é !’ﬂ

Una vez obtenidos 1os sueros se purificd la gammaglobulina

anti-antigenos del tabaco, siguiendo el método de brecipi {ov

tacién con sulfato de amonio al 50% de saturacién (46) co

moe sigue:

1. Se ajustd la solucidn de sulfato de amonio a pH 7.8
con hidroxido de sodio 2N.
2. A 22.0 m1'dellos sueros, se agregaron lentamente y con

agitacidn continua 22.0 ml de la solucién saturada de

=

W

C-«,;’" Lt

-
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CUADRO 2,
INMUNIZACION Y SANGRADO

DIA OPERACION SITIO

1 Aplicar 10mg con Antigeno con ACF* Subcutanea
8 Aplicar 10mg de Antigeno Subcutédnea
15 Aplicar 10mg de Antigeno con AIF** Subcutanea
22 Aplicar 10mg de Antigeno Intraperitoneal
30 Sangrado
60 Aplicar 10mg de Antigeno Ihtraperitoneal
68 Sangrado
90 Aplicar 10mg de Antigeno Intraperitoneal
98 Sangrado

*Adyuvante completo de Freund
**Adyuvante incompleto de Freund

E1l extracto salino y el condensado de humo de tabaco fueron
usados como antigenos. Los conejos marcados con los nimeros
393,394 y 395 fueron inmunizados con el condensado de humo

y los conejos con nimero 396, 397 y 398 con el extracto sa-
lino. . '
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-~

i sulfato de amonio y'se dejdé una hora y a 20°C con agi-

tacidn lenta.

Se centrifug6é a 8000 rpm por 15 min a 20°C; los boto -
nes obtenidos se resuspendieron con 22.0 ml de 1la solu
cién reguladora de salina-boratos pH 8.3 0.15M (pagi-

..na 36 ).

Se repitid 2 veces el proceso sefialado en el punto 3 y
el botdén de la Gltima centrifugacidn se disolvid en
solucidén salina-borato, hasta aicanzar la tercera par-

i

te del voldmen inicial del antisuero (7 ml).

" i 5\,( { i'; r‘(|
Las gammaglobulinas obtenidas, se d

jalizaron contra la
solucidn salina-borato a 4°C.con agitacidn constante,
haciendo cambios de la solucidn cuantas veces fue nece
sario, hasta eliminar los restos de sulfato, lo que se
comprobd en unvtubo de ensayo con la solucidn probIema
a la que se agregd cloruro de bario al 10% en dacido
clorhidrico 0.5N.

ATHN
Terminada la dialisis se centrifugd a 2500 rpm, 10 mi-

nutos a 4°C, para eliminar precipitados inespecificosy
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7. Se determind 1la concentracién protéica y se guardaron
en alicuotas de 1.0 m1 a -20°C. Las gammag]obu]inas

especificas,

MICRODOBLE INMUNODIFUSION,

E1 principio de la prueba de difusidn doble en agar se ba-
sa en que el antigeno y el anticuerpo difunden a través

" de un medio semisélido, las bandas de precipitacidn que se
observan, aparecen en la zona de equivalencia aonde la con
centracién del antigeno y del eanticuerpo son 6ptimas para

la precipitacién de cada sistema. Técnica de Wadsworth 1i-
geramente modificadc. (47).

1. Se prepafﬁ agar al 1% en P.B.S. pH 8.4 con 1lmg/ml de

azida de sodio.

2. Se montaron los moldes de lucita sobre los portaobjetos,

en una mesa nivelada.

3. Se vaciaron 3.0 ml de agar sobre los portaobjetos y

abajo de los moldes.

4. Se dejbd geTificar a temperatura ambiente y se guardaron

en camara himeda durante 18 horas y a 4°C.
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11.

12.
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Se extrajo el agar de los pozos por medio de vacio y se
colocaron 50 ul del antigeno y anticuerpo respectivamen

te.

Se dejaron difundir a temperatura ambiente en camara hi

meda durante 72 horas.
Se retiraron los moldes de lucita y las laminillas se
dejaron lavando con S.S.B. a 4°C por 5 dias, con 3 cam-

bios de 1a solucién

Se enjuagaron las laminillas con agua destilada durante

2 horas.

Se tifieron con azul de coomassie durante 8 minutos

(pagina 36).

Se decolord y contrastd con una solucidn d¢e metanol-aci

do acético-glicerol (pdgina 36).

Se dejaron secar las laminillas en una estufa a 37°C

durante 18 horas.

Se leyeron las laminillas en un negatoscopio.



CONTRAINMUNOELECTROFORESIS.

E1 método implica la electroforesis en agarosa del antige-

no y del anticuerpo en direccidn opuesta y simultdnea a

partir de pozos separados, lo cual acelera la formacidn de

las bandas de precipitacion (2,48,49).

1.

Se disolvid agarosa al 0.6% en solucidn reguladora de

barbital y 1lmg/ml de azida de sodio. (pdgina 36).

Se colocaron 3 ml de agarosa sobre los portaobjetos.

Se dejaron enfriar 30 min. a temperatura ambiente y

se guardaron en cdmara himeda a 4°C.

Se hicieron perforaciones de 2.5 mm de didmetro a 7 y

2 mm de distancia.

Se colocaron los antigenos y los anticuerpos usando
como indicador de la movilidad electroforética a la
albimina con azul de bromofenol.

Se colocaron las laminillas en la camara de electrofo-

resis y se aplicaron 2.5 amperes de in*ensidad por la-

minilla.
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La corrida se considerd terminada cuando el indicador

se desplaz§ 20 mm.

Las laminillas se dejaron en camara humeda durante

48 horas a temperatura ambiente.

Se lavaron durante 5 dias con S.S.B. haciendo 3 cam-

bios de la solucidn.

Se lavaron con agua destilada durante 2 horas y se se-
caron a 37°C.

Se tifieron con azul de coomassie y se contrastaron con
la solucidén decolorante, se dejaron secar a 37°C duran

te 18 Hrs.

Se leyeron las laminiilas en un negatoscopio.

ELECTROINMUNODIFUSION,

E1 método implica la electroforesis del antigeno en gel

de agarosa con el anticuerpo incorporado al gel y al encon

trarse el antigeno y el anticuerpo en zona de equivalencia

se forman picos de precipitacién (50).
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TECNICA.

1.

Se prepard agarosa al 1.0% en solucidn reguladora de

tris-barbital pH 8.6. (pdgina 36).

Se incubd el anticuerpo a 56°C por 15 segundos y se mez
clo cbn la agarosa, a la misma temperatura quedando a

una concentracidon final de 2.5%.

Se colocaron 4ml de Ta mezcla por portaobjeto.

. Se colocaron las placas en la camara de electroforesis

'y se depositd el antigeno en los pozos. Las diluciones

del antigeno se hicieron con solucién salina esteril.

La muestra se corrid a 10 amperes por laminilla durante

4 horas.

Se dejaron incubar las laminillas durante 48 horas a

temperatura ambiente y en camara himeda.

Se lavaron con S.S.B. durante 72 horas a 4°C con 2 cam-

bios diarios de 1a solucidn.
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8. Se dejaron secar durante 18 horas a 37°C.

9. Se tifieron con azul de coomassie y se contrastaron con
solucibén decolorante, se dejaron secar y se leyeron en

un negatoscopio.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS,

Es un método que permite separar las subunidades de una

proteina y determinar Tos pesos moleculares. La separacidn
de 1asbcadenas polipeptidicas y su solubilizacidn es provo
cada por dodecilsulfato de sodio y betamercaptoetanol.(51)

La técnica es la siguiente:

I. PREPARACION DE GELES.

1. Se prepard la siguiente mezcla con agitacidén constante
a temperatura ambiente: fosfato de sodio 0.2M-SDS 0.2%
pH7, 12.5ml; écrilamida al 40%, 4.69 ml; bisacrilamida
al 2°%, 2.54 ml; agua destilada 4.0 ml; persulfato de

amonio (5mg/ml), 1.25 mi; y tetrametiletilendiamino

0.03 m1.
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2. Se llenaron los tubos de vidrio a un mismo nivel con
pipeta Pasteur, se cubrieron con agua destilada y se

dejaron a 20°C durante 24 horas.
II PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

A 90 ul de muestra con una concentracidn de 6mg/ml de pro
teina, se agregaron 10 ul de la solucidén A (pdgina 36),
se incubd 15 min a 60°C y se afadieron 70 ul de la solu -
cién B (padgina 36), se agitaron y dejaron durante 18Hs a

4°C.

ITI ELECTROFORESISi

1. Se extrajo el agua del extremo superior de los tu?os.
2. Se colocaron 50 ul de muestra.

3. Se rellend cada tubo con la solucidn reguladora de fos-

fato de sodio 0.1M-SDS 0.1% pH 7.

4. Se colocaron los tubos en la cdmara de electroforesis
aplicidndose 4 amperes por tubo hasta que la muestra
pasé al extremo superior del gel, y después se aplica-

ron 8 amperes por tubo.



6166y

Se considerd terminada la electroforesis cuando el colo

rante indicador 11egd al extremo inferior del tubo.

Se quitaron los tubos de la camara y se les extrajo el

Gel.
Se tifieran con solucidn colorante de azul de coomassie
y se contrastaron con una solucion de acido acético-

metanol al 5% en agua destilada.

Se leyeron los geles en un negatoscopio.

HEMAGLUTTNACION PASIVA,

GLUTARALDEHIZACION DE LOS ERITROCITOS (52).

2.

Se lavaron los eritrocitos de borrego y humanos con PBS

pH 8 por triplicado.

A G.25 ml de eritrocitos se-afiadieron 16.0 ml de PBS
pH8 ¥y 0.5 ml de g]JtaraWdehido al 2% en PBS. y se agita-

ron durante una hora a temperatura ambiente.



- 32 -

Se centrifugd y lavé con PBS por duplicado.

Se agregaron 10.0 m]l de Glicil-Glicina 0.35% en PBS y

se agitd una hora a temperatura ambiente.

Se conservaron a 4°C.

Se resuspendieron en 25 ml de una solucidén de Gelatina-

Barbiturato-Veronal (GBV) (pag 36) con una dilucidn
1:5 y se probaron los extractos de solanaceas. tabaco,
papa y jitomate (Nicotiana tabacum, Solanum (S).

tuberosum y Licopersicum sculentum). (69).

DETERMINACION DE ACTIVIDAD AGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS DE

SOLANACEAS.,

1.

4.

Se tomaron 2.0 ml de eritrocitos humanos A,B,AB y 0 Rh

positivo y 2.0 ml de eritrocitos de borrego.

Con GVB 1:5 se lavaron los eritrocitos 3 veces, centri-

fugandoa 2500 r.p.m. 10 min.

Se ajustaron los eritrocitos a una concentracion 1%

A cada pozo de las placas de hemaglutinacion en V se le
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agregaron 25 ul de los extractos, a diferente concentra

cion (entero, 1:2, 1:4, etc).

5. Se anadieron 25 ul de los eritrocitos al 1.0% y se cu-

brio la placa con parafilm.

6. Se incubd la placa a 37°C durante una hora, con agita-

cidon continua.

7. Se guardaron las placas a 4°C, 24 horas y se leyeron

anotando los titulos.
CR.OMATOGRAFilA EN SEPHADEX G-100 (53),
1. Se hidrato sephadex G-100, en solucidn salina de boratos.
2. Se colocd en una columna de 100 X 2.4 cm.
3. Se lavdo la columna con 800 ml de SSB.
4. Se agregdo el extracto en una concentracidon de 100mg/6 ml.

a los que se afiadieron 3.0 ml de'g]icerol. Una vez que

entrdo toda la muestra se agregd SSB.
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5. Se colectaron 5 ml por tubo y terminada la cromatografia
se leyd el contenido protéico en un espectrofotémetro

PMQ 3 Zeiss. A 280 nm y se graficaron los resultados.

‘\{‘} > ’ l)l/ 2
S . . ¢
)" CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO I6NICO (54) DEAE-CELULOSA.

v

)

1. Se lavd con HCL 0.5 N 30 min. y después con NaOH 0.5 N
30 min y este se repitid hasta que el filtrado tuviese

un pH cercano a 7.

DEAE-Celulosa, se dejo equilibrar en una solucidn regula

dora de fosfatos 0.1M pH 8, 18 horas.

2. Se empaéé en una columna de 40 X 2.5 cm y se lavdo con la

solucion de fosfatos 18 hrs.

3. Se colocaron 5 ml de la muestra en la columna} y se elu-

y6 con la misma soluciodn.

4. Se hizo una segunda elucidn con una solucidn de fosfatos

0.1M, NaCL3M pH 5.7.

5. Otra elucidon se hizo con una solucidn de fosfatos 0.1M,

NaCL 3M pH 5.0
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6. Se leyé la concentracion proteica y se graficaron resul

tados.

CM-CeLULOSA., R N
\ Ve .
1. Se Tavdo en NaOH 0.5N y después en HCL 0.5N se dejbd equiA
librar CM-Celulosa en una solucidn que contiene fosfa-

tos 0.1M pH5. 18 horas.

~N

Se empacé una columna de 40X2.5 cm y se lavo 18 horas
3. 5 ml de la muestra se eluyeron en la misma solucidn.

4. Una segunda elucion se hizo con fosfatos 0.1M NaCL 3M,

pH 5.7.

5. Una tercera elucidon se hizo con fosfatos 0.1M, NaCL 3M

pH 8.0.

6. Se Teyd Ta concentracidn proteica y se graficaron resul-

tados.
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SUEROS HUMANOS.

Los sueros humanos de individucs sanos, pacientes con in-
farto de miocardio, fiebre reumatica y donadores de sangre
se obtuvieron de los Laboratorios Clinicos del Instituto

Nacional de Cardiologia Ignacio Chiavez.

E1 diagnostico de cada enfermedad se hizo en base al cuadro

clinico, pruebas de laboratorio y de gabinete.

PREPARACION DE SOLUCIONES,
SOLUCION SALINA-FOSFATOS PH 7.2, 0.15 M.

1. Cloruro de Sodfo 7.88g en 1800 ml de agua destilada.

2. Fosfato de sodio dibdsico anhidro 2.12g en 200 ml agua

destilada.

3. Fosfato de Sodio Monobasico 0.52 en 50 ml de agua desti

Tada.

4. Se mezclan la solucidn 1 y 2 y se ajusta el pH a 7.2 con

la solucidn 3.



37 -

DETERMINACION DE PROTEfNA,
Solucidén A:

0.1ml de Tartrato de Sodio al 2%.
0.1ml de_Sulfato de Cobre al 1%.

10.0m1 de Carbonato de Sodio al 2% en Hidroxido de

Solucidon B:

1.0m1 Reactivo Fenol(Folin-Ciocalteu)

1.0m1 agua destilada.

La curva patron se hizo con albGmina sérica bovina

Sodio Q0.1N

en dilu-

ciones conteniendo 220, 110, 55, 27.5, 13.75 y 6.8 mg/0.1 ml

de proteina.

Procedimiento: A 0O.1lml de muestra y diluciones de la curva

se agregaron 2.0ml de solucidén A, se agitaron y se dejaron

por 10min. se afiadieron 0.2ml de solucidon B, se agitaran y

se dejaron por 30 min.



-38 -

SOLUCION REGULADORA DE SALINA-BoraTtos 0.15M pH 3.3,

Acido Bdrico 6.184g
Borato de Sodio Decahidratado 9.536g
Cloruro de Sodio 4.384¢
Agua Destilada <c.b.p. 1000m1
Para ajustar a pH 8.3 se usd HCL 6 NaOH IN.

Esta solucidn se combina con 19 litros de Cloruro de Sodio

al 0.15M.

AzuL DE COOMASSIE.

Azul brillante de Coomassie R-250 2.5¢g

Agua Destilada -, 454m1
Metanol , 454m1
Acido Acetico ' 9. 2m1

SoLUCI6N DECOLORANTE.

Acido Acético GL. 50m1
Metanol 50m1
Glicerol 10mi

Agua Destilada c¢.b.p. 1000ml
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SoLucI6N REGULADORA DE BARBITAL 0.02M pHS.6.

Barbital Sodico 18g
Azida de Sodio 29
HCL 1IN _ 13ml

Agua Desionizada c.b.p. 2000ml.

SoLuc16n RecuLADORA TrRIS-BarRBITAL PH8.6 0.02 M.

Tris-Base 27.7g
Acido Barbitidrico 7.64g
EDTA Disddico 1.8g
Azida -de Sodio 1.0g

Se adicionaron 800ml agua destilada, se ajustG el pH a 8.6

y se aford a un litro.

SOLUCIONES PARA LA ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Procesamiento de Ta muestra.

Solucidn A

Fosfato de Sodio 0.1M pH7 80m1
SDS al 10% 10m1
Betamercaptoetanol al 10% 10m1

Solucidon B

Fosfato de Sodio 0.2M-SDS 0.2% 5ml
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Betamercaptoetanol 10% 0.5ml
Azul de Bromofenol 5mg

Glicerol ' 5ml.

SoLuc16N REGULADORA DE GELATINA-BARBITURATO-VERONAL (G.V.B.)

Solucidn 1. 85g NaCL; 3.25g Dietilbarbiturato de Sodio; se

agregan 1,400m1 de agua destilada.

Solucién 2. 5.72g Acido Dietilbarbitlirico en 500ml de agua

destilada.

Se combinan la solucidn 1 y 2, y se afiade 2g de gelatina
para quedar a una concentracidon de 0.1%; se afiade 5ml de
clorura de Calcio 0.3M y 5ml de Cloruro de Magnesio 1.0M.

Y se afora a 2000 m1 con agua destilada.

GVB t+

Como el anterior, solo que en lugar de 5 ml son 10ml los de
Cloruro de Calcio y Magnesio utilizados.
El G.V.B. utilizado para sensibilizar, no 1leva Cloruro de

Calcio, ni Cloruro de Magnesio.


http://cloruro.de

RESULTADOS.
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Cbivio

RESULTADOS

LA CONCENTRACION PROTEICA DE LOS EXTRACTOS Y EL CONDENSADO
pe Humo DeEL TABACO.

/[ Los extractos de tabaco utilizados tuvieron una concentra-
cidn protéica, muy similar, los extractos sa]inosﬁ sonica-
dos; y con tween 20 dieron 3.0mg/ml; el extracto salino con
dodeci]su]féto de sodio y con triton-X-100 dieron 3.2 y 3.3
mg/ml respectivamente} E1 condensado de humo de tabaco tuvo

2.2mg/ml. en la tabla I, se muestran los resultados.

CONCENTRACION DE PROTEINA DE LAS GAMMAGLOBULINAS ANTITABACO.

Las gammaglobulinas obtenidas del primer sangrado de los
conejos inmunizados con el condensado de humo nimeros 393,
394 y 395 dieron una concentracion de proteinas que variaba
de 23.5 hasta 37.4 mg/m1; con un promedio de 30.45. Los co-
nejos marcados con los nimeros 396, 397 y 398, que fueron
inmunizados con el extracto salino, tuvieron anticuerpos con
una concentracidon de proteinas que varido de 48.0 hasta 64.0
mg/m1, con un promedio de 56.0/ A%ﬂéﬁ“ﬁo dias del primer san
grado, se obtuvieron gammaglobulinas de los conejos, 394,

395, 396 y 398 con una concentracion prqtéica de_35.0, 36.0,

65 y 48.0 mg/ml respectivamente, Los resultados se muestran
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TABLA I.

CONCENTRACION PROTEICA DE LOS EXTRACTOS DE TABACO Y
peL ConDENSADO DE Humo DEL TABACO,

EXTRACTO CONCENTRACION PROTEICA (mg/ml)
ES* _ _ 3.0
ESDS 3.2
ETX-100 3.3
ET 20 3.0
ESS . 3.0
CH 2.2

*Ver tabla de abreviatyras (péag.VIi)

**Determinacidn por el método Lowry y Col. (45).
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en Ja tabla II.

CARACTERISTICAS DE LOS ANTISUEROS ANTITABACO.

En Jas tablas III y IV se muestran los resultados al en-
frentar 165 anticuerpos obtenidos contra el extracto sali-
no y el condensado de humo, con los antigenos del tabaco
por las técnicas de microdobleinmunodifusidn (Tabla III) y

de contrainmunoelectroforesis (Tabla IV).

En la microdobleinmunodifusion, se probaron el suero total
y las gammaglobulinas purificadas, en general no hubo
reaccidon cuando se enfrentaron a los extractos salino y
sénicadofy al condensado de humo. En comparacion con estos
resultados si hubo bandas de precipitacién cuando se enfren
taron con los extractos salinos con detergentes. La figﬁra

A muestra 1o sefalado.

Por contrainmunocelectroforesis el reconocimiento de los
anticuerpos antitabaco con los diversos extractos del taba
co, fue mas notable, mostrando una baja reactividad cuando
se'enfrentaban al condensado de humo. En algunos sistemas
antigeno-anticuerpo se llegaron a determinar hasta 3 bandas

de precipitacion,el extracto salino con, dodecilsulfato de

sodio, did el mismo promedio de bandas de precipitacidn
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TaBLA 1.

CONCENTRACION PROTEICA DE LAS GAMMAGLOBULINAS ANTITABACO.

GAMMAGLOBUL INAS CONCENTRACION (mg/ml)**
393 23.5 -
394 32.0 35.0%
395 37.4 . 36.0
396 64.0 65.0
397 48.0 -
398 | 55,0 48.0

+
Las lTecturas corresponden a sangrados hechos con un mes
de diferencia.

Los conejos 393,394 y 395 fueron inmunizados con el conden

sado de humo.

Los conejos 396,397 y 398 fueron inmunizados con el extrac

to salino.

Los conejos 393 y 397 murieron después del primer sangrado.

** Determinacidn por el método de Lowry y Col.
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TAaBLA TII,

M1CRODOBLE INMUNODIFUSION DE ANTICUERPOS CONTRA ANT{GENOS

DEL TABACO.
ANTIGENOS

SUERO TOTAL ES*  ESS  ESDS  ETXIOO ET20  CH
GRUPO I 0.0** 0.0 1.4 1.75 1.4 0.
GRU®0 1I 0.0 0.08 0.6 1.4 1.3 o.
GAMMAGLOBUL INAS* **

GRUPO 1 0.0 0.0  0.95  0.47 0.75 0.
GRUPO 1 0.0 0.0 1.0 0.6 0.3 0.

* Ver tabla de abreviaturas

** promedio de bandas de precipitacion, del suero en 10 prue
bas.
Grupo I conéjos.inmunizacién con el condensado de humo.
Grupo II conejos.inmunizacion con el extracto salino.

*** Concentracidon referida en la tabla II
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TABLA V.

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS.

DEL TABACO.
ANTIGENOS

SUERO TOTAL ES* ESS ESDS  ETX100 ET20 CH
GRUPO 1 1.6** 1.0 1.1 0.85 0.6 0.0
GRUPO 11 1.2 1.0 1.1 0.3 1.6 0.6
GAMMAGLOBUL INAS***

GRUPo I 0.5 1.0 1.1 0.8 | 1.1 0.4
GRUPO II 1.1 1.5 1.1 1.25 1.3 1.0

* Ver tabla de abreviaturas.
** Promedio de bandas de precipitacidn en 10 pruebas.
*** Concentracion referida en la tabla II.

Grupo I conejos inmunizados con el condensado de humo.

Grupo II conejos inmunizados con el extracto salino.
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Se muestra una microdobleinmunodifu-
sion de los anticuerpos antiextracto
salino de tabaco (pozo central) '
Contra: l.extracto salino; 2.extracto
salino sonicado;

3. Extracto con SDS; 4. Extracto con
triton X 100;

5. Extracto con tween 20 v 6. Gamma-
globulina de perro. '
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Figura B. Se muestra una contrainmunoelectro

foresis del anticuerpo antiextracto salino de

tabaco (pozos A) contra:

1.hExtracto con SDS; 2. Extracto triton X 100
y 3. Extracto con tween 20.
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cuando se enfrentd al antisuero y a las gammaglobulinas

en la figura B, se muestra lo arriba indicado.

ELECTROINMUNODIFUSION DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS DE
TABACO,

Con esta técnica, se obtuvieron picos de precipitacidn cu-
ya altura vario de Qno a 14 mm. con el anticuerpo antiex-
tracto salino entero y diluido hasta 1:8 con 25ug/ml de
extracto salino de tabaco, no se observaron p{cos con el
anticuerpo anticondensado de humo. En la tabla V se mues -
tfan los resultados y en la figura C se muestran resultados

obtenidos por esta técnica.

ANTICUERPOS ANTITABACO EN PACIENTES CARDIOPATAS POR MICRO-
DOBLEINMUNODIFUSION,

Se tomaron 90 sueros y se enfrentaron a los extractos de
tabaco y al condensado de humo. Los sueros provenian de pa
cientes con padecimientos tales como fiebre reumdtica, lu
pus eritematoso y glomerulonefritis entre otros (Tabla
VIII). Los sueros mostraron una baja frecuencia de reacti-
vidad contra el extracto salino, mientraé‘que contra los
extractos con detergente diefon una mayor frecuencia de

reactividad, 1o que se traduce en un alto porcentaje de po
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TABLA V,

ELECTROINMUNODIFUSION DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS DEL

TABACO.
ANTIGENO
ES* 1:2 1:4 1:8
GAMMAGLOBULINAS
396** 14%** 12 6 2
398 12 9 5 1

* Extracto salino
** 25ug/ml1 de Proteinas.

*** Milimetros de altura de los picos.

e L il - . i



3

Clivsy

Figura C. Se muestra una electroinmunodifusion de anti
cuerpo antiextracto salino de tabaco. Contra
el extracto salino. En los pozos 1,2,3 y 4 se
colocaron los antigenos diluidos 1:8, 1:4 y.
1:2 y entero respectivamente.
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sitividad cuando se probaron con la técnica de microdoblein
munodifusion. Los sueros que se enfrentaron al condensado
de humo tuvieron baja positividad. La tabla VI muestra Tos

datos mencionados.

ANTICUERPOS ANTITABACO EN PACIENTES CARDIOPATAS POR CONTRAIN
MUNOELECTROFORESIS.,

Los porcentajes de positividad cuando se enfrentaron los
sueros contra los extractos del tabaco tratados con deter-
gentes, fueron mayores, inclusive se halla un 94% con el
extfacto sa]ino con dodecilsulfato de sodio. Con el extrac-
to_sa]ino el porcentajg obtenido, fue muy sfmi1ar al obteni
do con la técnica de microdobleinmunodifusion y fue negati-
vo contra el condensado de humo. Los‘resu1tados se muestran
en la tabla VII. Con los datos obtenidos, se determind el
porcentaje de positividad de anticuerpos antitabaco en el.
suero de 111 sujetos, que habian aprobado un‘examen clinico
de salud, y cuyas caracteristicas se muestran en la tabla
VIII. De 105111, 75 eran fumadores y 36 no fumaban. Por
microdobleinmunodifusidn hubo bajos porcentajes de posifivi
dad cuando se enfrentaron los sueros de los fumadores con
el extracto salino, extracto con dodecilsulfato y el conden
sado de humo. Por contrainmunoelectroforesis solo con el

condensado de humo se obtuvo un bajo porcentaje de positivi
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ANT1cUERPOS ANTITABACO EN PACIENTES CARDIOPATAS* POR

MICRODOBLEINMUNODIFUSION,

% POSITIVIDAD

PROMEDIO DE BANDAS

EXTRACTO

FRECUENCIA
ES** 6/90
ESDS 50/90
ETX100 57/90
ET20 32/90

CH 0/90

6

55.

63.

35.

0.

.4

5

5

0

1.

* E1 grupo incluye a pacientes con fiebre reumatica,

infarto del

** Ver tabla de abreviaturas.

miocardio, miocarditis,

entre otros.

lupus,
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TaBLA VII.

ANTICUERPOS ANTITABACO EN PACIENTES CARDIGPATAS POR

CONTRAINMUNOELECTROFQRESIS.

EXTRACTO FRECULNCIA PORCENTAJE DE POSITIVIDAD PROMEDIOQ DE

BANDAS
ES* 3/90 3.33 1.0
ESDS 85/90 94.4 1.7
ETX100  57/90 63.3 1.9
ET20 53/72 58.8 1.7
CH 0/72 . 0.0 0.0

Ver tabla de abreviaturas.

En este grupo se incluyen pacientes con fiebre reumdtica,

lupus,infarto del miocardio, entre otros.
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TABLA VIII,

" CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA.

TOTAL SEX0% % FUMADORES EDAD

F .M
INDIVIDUOS SANOS** 111 10 90 67 31.8*
CARDIOPATAS*** 90 40 60 57 38.8
INFARTADOS**** 54 31 69 70 58.6

* Edad Promedio
** Sujetos que aprobaron un examen de salud
****Sujetqs con infarto agudo del miocardio
***Grupo de individuos.
19 Sujetos con fiebre reumatica
52 Sujetos sanos, en 1o§ que se sospechd una cardiopatia
3 Sujetos con Tupus
Sujetos con miocarditis
Sujetos con soplo

Sujeto con valvulgpatia

W = o~

Sujetos sin diagnédstico.
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dad. Los demas extractos dieron altos porcentajes de posi-
tividad especialmente con los extractos tratados con deter

gentes. Los resultados se muestran en la tabla IX.

En 1la tabla X se muestran los resultados de los 36 indivi-
duos que no fuman y es notable la diferencia encontrada en
tre los porcentajes de positividad por la técnica de micro
dob1einmunodifusién y de la contrainmunoelectroforesis.
Asi, en la primera, hubo un 27 y 41% para el extracto sali
no tratado con tritdn-X-100 y tween 20, por la contrainmu-
noelectroforesis hubo un 57, 75 y 77% para los extractos
con.tween 20, triton X 100 y dodecilsulfato de sodio respec

tivamente.

En 54 pacientes con infarto agudo dei miocardio cuyas ca-
racteristicas se aprecian en la tabla VIII, se encontro
31.5 y 23.6 de porcentaje de positividad con el extracto
s€1ino y con el extracto con dodecilsulfato de sodio. Por
la técnica de microdobleinmunodifusidon y se obtuvo 73.6 y
94.7 respectivémente por contrainmunoelectroforesis en 38
pacientes fumadores. El resto que no fumaban, hubo 18.7 y
31.2% para el extracto salino y el extracto con dodecilsul
fato sodico por microdobleinmunodifusidn y 93.7 y 68.7 res
pectivamente por contrainmunoelectroforesis, Los.resultados

se muestran en las tablas XI y XII.
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TABLA IX,

PORCENTAJE DE PosITIVIDAD EN /5 SuueTos FUMADORES POR

MICRODOBLEINMUNODIFUSION Y CONTRAINMUNOELECTROFORESIS.

EXTRACTO MID CIEF
ES* 4 54
ESDS 4 81
ETX100 ‘ 44 . 80
ET20 46 53

CH 0 13

* Ver tabla de abreviaturas
MID: Microdobleinmunodifusidn

CIEF: Contrainmunoelectroforesis
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TABLA X,

PORCENTAJE DE PosITIVIDAD EN 36 SUJETCS NO FUMADORES POR
MICRODOBLEINMUNCODIFUSION Y CONTRATNMUNOELECTROFORESIS.,

EXTRACTO MID CIEF

-ES* ‘ 0 72
ESDS ' 0 77
ETX100 27 | 75
ET20 41 58
CH 0 2.7

* Ver .tabla de abreviaturas
MID: Microdobleinmunodifusion

CIEF: Contrainmunoelectroforesis
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TABLA XI.

PORCENTAJE DE PoSITIVIDAD EN 33 INDIVIDUOS CON INFARTO DE
MiocArDIO Y FUMADORES PorR MICRODOBLEIMNUNODIFUSION Y
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS,

EXTRACTO MID CIEF
ES* 31.5 73.6
ESDS 23.6 | 94.7

* Ver tabla de abreviaturas
MID Microdobleinmunodifusion

CIEF Contrainmunoelectroforesis.
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TABLA XII,

PORCENTAJE DE PosiTivIDAD EN 16 INDIVIDUOS CON INFARTO DE
M1ocARDIO (NO FUMADORES) POR MICRODOBLEINMUNODIFUSION Y
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS.

EXTRACTO MID CIEF
ES* 31.2 68.7
ESDS 18.7 93.7

* Ver tab]a abreviaturas
MID Microdobleinmunodifusion

CIEF Contrainmuncelectroforesis
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T

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX-G-100 DE LOS EXTRACTOS SALINOS Y
EL CONDENSADO DE HUMO,

Las figuras 1,2,3 y 4 muestran los perfiles obtenidos al
pasar el condensado de humo, el extracto salino, el extrac
to con triton-X-100 y con dodecilsulifato de sodio, po} una
columna de sephadex G-100, con una concentracidn aproxima-
da de 100mg en 6ml. Se usaron proteinas como albumina séri
ca bovina, y citocromo C, y ademas al dextran como patro-
nes de peso molecular. E1 condensado de humo did un pico

de 67 KD aproximadamente, al leerse las fracciones a 280nm.
El berfi] se muestra en la figqura 1. E1 extracto salino y

el extracto con triton-X-100 dieron 3 picos, de los cuales
el primero tenia como 200,000 D y para el extracto salino
los dos restantes mostraron pesos de'IOOOO 0 menos y para

el extracto con tritdén X-100, abarcaron pesos de 10 a 70 KD.
Las figuras 2 y 3 muestran los perfiles. La fig. 4. muestré
el perfil del extracto con SDS, notando 4 picos, uno de

200,000 y los demas con pesos moleculares menores a 60 KD.

CROMATOGRAFfA DEL EXTRACTO SALINO EN DEAE-CEeLuLOSA.

En este intercambiador, E1 extracto salino de tabaco dido 4
fracciones, de los cuales solo el I y el II dieron bandas

de precipitacidon cuando se enfrentaron a 10s anticuerpos an
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Figura 1.

200 . 400

Volumen (ml)

Cromatografia del condensado de humo de tabaco
en Sephadex-G-100.

Se muestra un pico de peso de 67000 Aprdx.

Las marcas corresponden a patrones de peso
molecular Dextran Azul (200,000) alblmina
sérica Bovina (67,000)

Citocromo C (12500). E1 volumen vacia fue

de 110 ml.
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Figura 2. Cromatografia del extracto salino de tabaco
" en Sephadex-G-100.
Se muestran 3 picos, uno mayor de 200,000
D, 2 menores de 10,000. Las marcas correspon
den a Tos patrones de referencia. Dextran
azul, albUmina sérica bovina y citocromo C.
E1 volumen vacio fue de 100 ml.
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Figura 3.

250 500

Volumen (mi) ]
Cromatografia del extracto salino de tabaco con
Triton-X-100 en Sephadex-G-100.
Se muestran 3 picos, uno de 200,000 y 2 de pesos
moleculares de 60,000 y 10000 D aprox. Las marcas
corresponden a los patrones de referencia. Dextran
(200,000), Albimina sérica bovina (67,000), Citocro
mo C(12,500). Volumen vacio 100 ml.
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Figura 4.
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Cromatografia del extracto salino de tabaco con
dodecilsulfato de sodio en Sephadex-G-100.

Se muestran 4 picos de peso molecular 200,000;
60000 y 2 menores a 10000 D. Las marcas corres-
ponden a los patrones de referencia.

Dextran (200,000) albdmina sérica bovina (67,000),
Citocromo C(12500). Volumen vacio 100 ml.
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tiextractos salinos por microdobleinmunodifusidén y contrain
munoelectroforesis. Tanto 1a fraccidon I, como la II, fue-
ron obtenidos con el material eluido de pH 8. Los resultados

se muestran en la figura 5.

CROMATOGRAFiA DEL EXTRACTO SALINO EN CM-CELULOSA.

E1 extracto salino en CM-Celulosa, dic 5 fracciones, de Tlas
que las Il y III mostraron bandas de precipitacidon cuando
se enfrentaron con los anticuerpos antiextracto salino por
contrainmunoelectroforesis. Los resultados y el perfil se

muestran en la figura 6.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS,

Los extractos salinos y el condensado de humo, junto é un
patron de bajo peso molecular, se corrieron en geles de po
Tiacrilamida con SDS. A excepcidon del condensado de humo,
donde no se registraron bandas, los extractos salinos die-
ron bandas cuyos pesos moleculares no fueron mayores a 20
KD, ni menores a 15KD. En la figura D se muestran los resul

tados anotados.
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Figura 5. Cromatografia del extracto salino de tabaco en DEAE-

CELULOSA.

Las fracciones I y Il dieron bandas de precipitaciodn
con los anticuerpos antiextracto salino por microdo-
bleinmunodifusidn y contrainmunoelectroforesis. Las
sefias corresponden a las soluciones de elucidon: POy
0.01M, pH 8.0; P04 NaCL 3M, pH 5.7; P04 NaCL 3M. pHS5.
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Figura 6.

250 500

Volumen (m1)

ET perfil corresponde a la cromatografia del extracto
salino de tabaco en CM-Celulosa.

Las fracciones II y III dieron bandas de precipitacion
cuando se enfrentaron a los anticuerpos antiextracto
salino por contrainmunoelectroforesis. Las marcas corres
ponden a las soluciones de elucion emplieadas. POgq 0.01M.
pH5.5 PO4 NaCL 3 M pH 5.7; POgq NaCL, 3M pHS8.
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e

Se muestra una electroforesis en poliacri
lamida-SDS. Del extracto salino, (tubo

central), a los extremos se presentan pa-
trones de referencia utilizado a diferen-

te concentracion. :
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REACTIVIDAD DE LOS CIGARRILLOS COMERCIALES CON LOS ANTICUER
POS ANTITABACO,

Los dnticuerpos antiextracto salino de tabaco se enfrenta-
ron a los extractos de diversos tipos de cigarrillos comer
ciales. También estos extractos fueron enfrentados asi mis
mo con el suero de un paciente infartado y que fumaba. Se
considerd positiva la reaccion al haber por lo menos una
banda de precipitacidon entre los anticuerpos y el suero con
los extractos usadoes. Por la microdobleinmunodifusion se
encontraron hasta 3 bandas con algunos extractos y a excep
cion del extracto de cigarrillos marce Delicados, que mos-
traron una banda, el resto no dieron bandas de precipita-
cion al enfrentarlos con el suero del paciente con infarto
de miocardio (tabla XII1). Por contrainmunoelectroforesis,
con los anticuerpos se determinaron hasta 2 bandas comoi
maximo y todos los extractos de los diferentes cigarrillos

mostraron una banda con el suero del paciente infartado

(tabla XIV).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRAC
TOS DE TABACO, :

Se observd que los extractos de tabaco aglutinaban eritro-

citos humanos y de borrego, al tratar de sensibilizarlos
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TABLA XIII,

ExTrAcTOS DE C1GARRILLOS CONTRA ANTICUERPOS ANTITABACO POR
MI1CRODOBLE INMUNODIFUSION,

MARCA $398 6.398 G.396 181809
BARONET 0* 1 1 0
COMMANDER 1 1 1 0
DELICADOS 3 2 1 : 1
DEL PRADO 1 1 0 0
FIESTA 1 1 1 .0
MARLBORO 1 1 1 0
MARLBORO

LIGHTS 1 1 0 0
RALEIGH 0 1 1 0
SALEM 2 1 0 0

$,398, G.396 y G.398: Suero Total y Gammaglobulina
181809 Suero de un sujeto con infarto agudo de miocardio
(fumador)

* NOmero de bandas de precipitacion.
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TABLA XIV,

EXTRACTOS DE CIGARRILLOS CONTRA ANTICUERPOS ANTITABACO
PorR CONTRAINMUNOELECTROFORESIS,

MARCA $398 G396 G398 181809
BARONET 1% 1 1 1
COMMANDER 1 1 ' 1 1
DELICADOS 1 1 0 1
DEL PRADO 0 1 1 1
FIESTA 2 1 1 1
MARLBORO 2 2 2 1
MARLBORO LIGHTS 2 1 2 1
RALEIGH 1 1 2 1
SALEM 1 1 1 1

$.398, G396 y 398: Suero total y Gammaglobulina
181809 Suero de un sujeto con infarto agudo del miocardio
(fumador).

* Nimero de bandas de precipitacion.
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(tablas XV, XVI) con los resultados mencionados se intentd
purificar la "lectina" de tabaco por hemoabsorcidn, incu-
bando los eritrocitos glutaraldehizados con los extractos
de tabaco a 37°C por una hora, con agitacidn continua, des
pués se lavaron los eritrocitos hasta eliminar la lectina,
con la que se probd su capacidad hemaglutinante, con un
titulo de aglutinacidn de 2 para extracto salino, con dode-
cilsulfato sédico y con triton X 100 y el titulo obtenido

con el extracto con tween 20 fue ce UNO. (tabla XVII).
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TABLA XV,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AGLUTINANTE DE LOS

ExTRACTOS DE TABACO,

ERITROCITOS HUMANOS RH ES* ESDS ETX100

POSITIVO.

TIPO O. 1.7%% 3.0 0
TIPO 0 GLUTARALDEHIZA-

DOS. 0.3 2.0 0.6
TIPO A. 3.2 7.6 0
TIPO A GLUTARALDEHIZA-

DOS. 2.6 1.6 0.3
TIPO B 0.9 2.9 0
TIPO B GLUTARALDEHIZA- ‘
DOS 2.7 1.8 0.5
TIPO AB 0.1 12.1 0

TIPO AB GLUTARALDEHIZA
DOS. 4.6 4.8 0.7

ET20
4.6

2.0
16.0

3.0
5.3

3.3
3.0

5.5

* Ver tabla de abreviaturas

**Reciproca del titulo de hemaglutinacion (10 sujetos).
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TABLA XVI.

HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS DE BORREGO POR
' EXTRACTOS DE TABACO,

ES* ESDS ET20

16** 128 4

* Ver tabla de abreviaturas
‘**Reciproca del Titulo de Aglutinacion de Eritrocitos de

Borrego.
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TABLA AVII.

AGLUTINACTON DE ERITROCITOS HumaNos Tipo A RH PosiTivo con
LecTinNAS DEL TABACO PURIFICADAS POR HEMOABSORCION.

EXTRACTO CONTROL LECTINA
ES* 2% % . 2
ESDS - E ' 2
ETX100 £ 2

ET20 3 2

* Ver tabla de abreviaturas

**Reciproca del Titulo de Aglutinacidn.



DISCUSTON,
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DISCUSION,

CONCENTRACION ProOTEICA DE LOS ExTRACTOS Y CONDENSADO DE Humo
DeL TaBAcoO,

Como se vido, mientras los extractos salinos y con detergen

tes tuvieron un promedio de 3.0 mg/ml concentracidnde pro-
teinas, el condensado de humo alcanzd una concentracion de
22 mg/ml de proteinas. Esta concentracion fue mayor de la
esperada, considerando que la incineracidon de los cigarri-
11os, seria capaz para destruir todo material protéico y a
demas de la dificultad de atrapar a éste en el humo; pero
se considerd la posible forimacion de un gradiente de tempe-
ratura en el cigarrillo, 1o cual puede "arrastrar" ciertos
componentes como haptenos, o productos de desnaturalizacion
de las proteinas del tabaco, las que al introducirse con_e1
aire inhalado durante la aspiracion del humo del tabaco,
podrian estimu]ar la respuesta inmune contra los antigenos

del tabaco.

CONCENTRACION DE LAS GAMMAGLOBULINAS DEL TABACO.

A partir de los resultados obtenidos de 56. y 30 mg/ml de
concentracidon protéica promedio, para los conejos inmuniza-
dos con extracto salino y condensado de humo respectivamen-

te, hay que sefialar que la obtencidn de las gammaglobulinas,
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en algunos casos disminuyé la positividad de los sueros, lo
cual pudiera reflejar cierta suceptibilidad a 1la degrada~
cion de los anticuerpos antitabaco, o bien de que sean de
clase IgM que se puede eliminar parcialmente al precipitar

con sulfato de amonio, para purificar inmunoglobulinas.

INMUNIZACION,

Los métodos como microdobleinmunodifusidon, contrainmunoelec
troforesis y electroinmunodifusion permitferon reconocer
anticuerpos especificos contra los antigenos del tabaco con
tenidos en el extracto salino y el condensado de humo, aun-
que por microdobleinmunodifusidn y electroinmunodifusion, no
se detectaron bandas de precipitacion donde se encontraba

el condensado de humo, si se Obtuviéron por contrainmunoelec
troforééis. Ademas tanto en Microdob]einmunodifusién, como
en contrainmunoelectroforesis, se detectaron hasta 3 bandas
en algunos sistemas. Lo que indicaria la presencia de uno a
tres antigenos en los extractos de tabaco y a pesar de que
el condensado de humo, la cantidad de material inmunoreacti
vo se considera baja, es suficiente para estimular la res-

puesta inmune en los sujetos fumadores.
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CROMATOGRAF{A DE LOS EXTRACTOS SALINOS Y EL CONDENSADO DE
HUMO DEL TABACO.

En Sephadex G100, el condensado de humo del tabaco did un
solo pico, indicando la presencia de material proteico,
que no fue completamente destruido por el proceso de com-
bustidén, o bien gque las proteinas del cigarrillo vayan mi-
grando como en una columna por efecto del "gradiente de
temperatura" y por lo tanto. puedan ser atrapadas en el hu-
mo. En los extractos salinos solos y con triton-X-100,

los perfiles fueron muy similares con 3 picos y 4 el que
correshonde al extracto salino con dodecilsulfato de sodio,
todos con un rango de pesos moleculares semejantes y cerca
a 19KD, peso referido por Becker y colaboradores (18,25).
Sin embargo, estos datos pueden modificarse si se comprue-
ba que los antigenos o algunas proteinas de los extrdctos,
son retenidos en la columna, como lo determinan estudios

'recientes (70).

En DEAE-Celulosa el extracto salino dido 4 picos, de los
cuales el I y II obtenidos con la primera solucidon de elu-
cidn pHo, dieron bandas de precipitacidon cuando se enfrenta
ron a 1os anticuer,.os antiextracto salino por las técnicas
de microdobleinmunodifusion y contrainmunoelectroforesis.

Los resultados sugieren que los antigenos o proteinas de



ellos poseen carga anidnica.

En CM-Celulosa, el extracto salino did 5 fracciones de las
cuales la II y ta III reaccionaron con los anticuerpos anti
extracto salino formando bandas de precipitacidon por contra

inmunoelectroforesis, mads no por microdobleinmunodifusidn.
Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

Tanto el extracto salino como con triton X 100, mostraron
de 2 a 3 bandas cuyos pesos moleculares se aproximaban a

18 Kd. Estos resultados son muy similares a los descritos
anteriormente por Becker y Col (18), donde se encontrd una

glicoproteina de 18000 de peso molecular.

No se observaron bandas en el condensado de humo, aunque
en sephadex_G 100, encontramos un pico en el condensado de
humo, en 1a poliacrilamida-SDS no se detectaron bandas, 1o
que pudo deberse a una concentracion muy baja de este mate
rial, o bien a que el procesd de digestidon y desnaturaliza
cién{ hubiera reducido noteblemente el tamafio de las pro-
teinas 6 cadénas'poligaptidicas, y permitido la liberacidn
de pequefias sus ancias 0 mcléculas como hapteno§ entre

otros y que no sean registrados.
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REACCIONES CRUZADAS DE ANT{GENOS DE TABACO DE DIFERENTE
ORIGEN.

Los anticuerpos antiextracto salino se enfrentaron a extrac
tos de cigarrillos de algunas marcas, y se obtuvieron ban-
das de precipitacién en microdobleinmunodifusidn y contrain
munoé]ectroforesis, sigiriendo que la proteina contenida

en el antigeno (S) del tabaco, no sufre alteraciones en su
estructura antigénica a pesar de los procesos industriales
utilizados en la fabricacidn de cigarrillos con el objeto
de mejorar el sabor o modificar sus componentes. Lo que 1in
dica que hay antigenos que son comunes al tabaco utilizado

para elaborar los diferentes tipos de cigarrillos.

FRECUENCIA DE ANTICUERPO ANTITABACO EN EL SUERO DE PACIENTES
CARDIOPATAS.

E1 hallazgo de 55.0, 65.0 y 33.0% de positividad obtenidos
con los extractos con detergentes: SDS, Triton X 100 y
Tween 20, por microdobleinmunodifusion; y del 94, 63 y 58
por contrainmunoelectroforesis fundamentaron la presencia
de anticuerpos antitabaco, en sujetos fumadores, o né, 0
sanos, o0 con infarto de miocardio. En individuos sanos y
fumadores por microdobleinmunodifusidn se obtuvo. 44 y 46%

contra los extractos con triton X 100 y tween 20 y 27 y 41%
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en individuos sanos no fumadores.

Por contrainmunoelectroforesis el porcentaje de positivi-
dad fue del 54, 81,80 y 53% contra extracto salino, extrac
to con SDS, extracto con triton X 100 y extracto con tween
20 en sujetos fumadores y 72,77,75 y 58% respectivamente
en los no fumadores. Los resultados permiten establecer la
alta frecuencia de individuos con anticuerpos antitabaco

Y que se presentan 1ndependienteménte que los sujetos sean
o0 no fumadores, datos diferentes de 1os reportados por
Romansky y Col.(22). En los pacientes con infarto de mio-
cardio se obtuvo 31 y 23% de positividad al enfrentar sus
sueros con los extractos salino y con SDS, en fumadores y
31 y 18% respectivamente en los pacientes con infarto de
miocardio pero no fumadores por microdobleinmunodifusion;
mientras que en contrainmunoe]ecfroforesis fue de 73 y 94%
de positividad en los pacientes con infarto del miocardio
y fumadores; 68 y 93 respectivamente en los pacientes con
ipfarto del miocardio pero no fumadores, no existiendo di-

ferencia entre los sujetos con infarto de miocardio, sean
o no fumadores, lo que resulta diferente de los datos esta

blecidos por Romansky y Col.(9,24,30). En donde no se de-
tectaron ant cuerpos antitabaco en los individuos no fuma-

dores, por la técnica de doble difusian.
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En los sueros de cardidpatas se determind hasta un 63% de

positividad contra el extracto salino con triton X 100.

E1 porcentaje de positividad en individuos sanos, fumado-

res fue de 45 y en pacientes con infarto de miocardio y

fumadores fue de 32, por microdobleinmunodifusidon, resulta
dos que coinciden con los descritos por Romansky y colabo
radores (9,24,30). Sin embargo por contrainmunoelectrofore
sis los pofcentajes fueron mayores, a pesar de no existir
diferencias con respecto a la resolucidon de bandas, por
los m3todos de microdobleinmunodifusidn y contrainmunoelec
troforesis (2), parece ser que el antigeno de tabaco obli-
gado a migrar por el campo eléctrico reconoce con mayor po

tencia al anticuerpo especifico.

HEMAGLUTINACION DE LOS EXTRACTOS DE TABACO Y DEL CONDENSADO
DE HUMO.

Debido a la frecuencia de reacciones positivas en los sue-
ros de individuos que eran o no fumadores, se propuso la
cuantificacion de los anticuerpos antitabaco y se les encon
tré actividad hemaglutinante en los extractos.de tgbaco y
en el condensado de humo tanto en eritrocitos humanos como
de borrego. Dado que esto se presentaba en los extractos de

tabaco, se probaron extractos de otros miembros de la fami-
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1ia de las solanaceas como la papa y el jitomaze (69). Al
igual que los extractos de tabaco, se prepara-.n Tos de
papa y jitomate, su reactividad se probdo con aigunos sue-
ros de pacientes e individuos sanos, encontrando una mayor.
positividad con los extractos de papa, pero siempre menor

a la de los extractos de tabaco y tanto el extracto de pa

pa, como el de jitomate mostraron actividad hemaglutinante.

Los extractoé mostraron diferente afinidad por los tipos
sanguineos de los eritrocitos humanos; el tabaco aglutiné
preferentemente a eritrocitos A; el jitomate a los AB vy
la'papa a los B. Sin embargo se requiere establecer clara-
mente si la actividad hemaglutinante de los extractos se
debe a una lectina y si las bandas de precipitacidn que se
forman cuando se enfrentan los sueros de humanos o de cone
jos inmunizados contra los extractos de tabaco se debe a
la interaccion entre glicoproteinas sericas y la supuesta

lectina 0 es una reaccion antigeno anticuerpo.

Considerando que el tabaquismo es un factor de riesgo im-
portante por el efecto tdoxico de sus componentes; por la
activid-d farmacoldgica de los compuestos y por la respues
ta inmune antitabaco que se procuce en los sujetos fumado-
res que pueden participar en el dafio cardiovascular, las

enfermedades coronarianas y pulmonares, entre otras, se



- 85 -

necesita la investigacion posterior en la elucidacion de

los procesos mencionados.



CONCLUSTIONES,
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CONCLUSIOHES

1. /E1 extracto salino de tabaco es mds inmunogénicos que el

condensado del humo de tabaco.
La técnica de centrainmunoelectroforesis dido mayor nime
ro de sistemas antigeno-anticuerpsc y mayor porcentaje

de positividad.

Por la tecnica de microdobleinmunodifusidn los resulta-

dos obtenidos del 32 al 45% de positividad en sujetos

fumadores fueron similares a los reportados en la litera

tura.

La caracterizacion de las moléculas antigénicas en los
extractos muestran que tienen carga anidonica y un peso

molecular de 18 Kd aproximadamente.

Los porcentajes de positividad de anticuerpos antitaba-

co en sujetos con infarto de miocardio, sanos, fumado-

res y no fumadores nc tuvierca ura diferencia notable

entre ellos.

E1 infarto de miocardio se presentd en personas con una
edad promedio de 60 afos, pero sin encontrar una rela-

cion estrecha con la presencia de anticuerpos antitabaco.
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Los extractos de tabaco y el condensado de humo agluti
naron eritrocitos humanos y de btorrego probablemente
debido a que contienen una lectina; pero se requiere

descartar otros compuestos hemaglutinantes.
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