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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es,demostrar que el humo del taba
co generado durante la combusticn del cigarrillo,arrastra las
pfote{nas que estan en las zonas de menor tem.peratura del ciga-
rrillo; aproximadamente 60°C en la parte media y 37°C en la re-
gién opuesta a la combustién,y que al llevarse a cabo el fendme
no,estas moléculas conservan sus propiedades inmunoquimicas.Para
demostrar lo anterior se diseii un modelo en .el cual se utiliza
ron dos series de 10 cigarrillos cada una,una experimental y
otra testigo: a cada cigarrillo experimental se le invectd un
volimen constante de diferentes concentraciones de albimina se-
rica bovina(ASB), mientras que a los cigarrillos testigo se les
inyectd un volimen similar de SSF sin proteina.Ambas series se
dejaron secar durante 48 hr a temperatura 'ambiente.AL cabo de
este tiempo se procedi$ a la combustién de cada uno de los ciga
rrillos por separado y el humo pr.oducido fue condensado a 4°C en
10 m1 de solucidn salina (CH) .Se observd que los CH provenientes
de cigarrillos a los cuales se les habfa inyectado una‘mayor con
centracidén de ASBE presentaban un aumentc de la concentracidn de
protefna total comparado con los CH provenientes de los cigarri-
l1los testigos. Para identificar y cuantificar la ASB en los CH
se emplearon técnicas inmunoseroldgicas usando sueros anti-ASB
obtenidos por la inmunizacidn de conejos.Los CH experimentales
y testigos se‘enirentaron contra el suerc anti-albGmina por las
técnicas de contrainmunoelectroforésis e inmunoeléctroforésis
obteniendose en algunos de los CH experimentales bandas de inmu

noptecipitaci&n,comprobandose que los CH problema contenfan ASB
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la cual conserva sus propiedades inmunoguimicas va que fue reco-
n&cida por los anticuerpos anti-~ASB.MNingtino de los CH testigos
p:esentobbanda de inmunoprecipitacién a2l enfrentarloc al anticuer -
po anti-albtmina.Habiendo identificado la presencia de ASB en los
CH experimentales,se procedisd a llevar a cabo su cuantificacidn
por las técnicas de inhibici®tn de la hemaclutinaciédn vasiva e in-.
munodifusién radial encontrandose de 6.8 a 114 pg/ml,dependiendo
de la cantidad de ASB anlicada a cada cigarrillo.

EZn base a los resultados obtenidos se concluye'que el hﬁmo genera-
do por la combustién del tabaco y aspirado por el fumador es capaz
de acarrear proteinas las cuales sufren una descomposicién ninima

por la temperatura y otros factores fisicocuinmicos.




INTRODUCCION

El tabaquismo es un hidbito que constituye un grave oproblema de
salud que afecta a millones de personas en todo el mundo ¥ que
actualmente ocupa un primer plano entre los vroblemas mé&dicos
pues estd relacionado con enfermedades craves v crénicas,enco:n
trandose entre las mis frecuentes aguellas gue afectan al aparato
respiratorio (1,6,38).

£1 tabaco (Nicotina tabacum) es una vlanta originaria.de Anérica
v pertenece al orden de las Solanaceas,g€nero Micotina,del cual
existen alrededor de 60 especies,crece en climas c&lidos y tem-
prlados.A la llecada de los esvaiioles el tabaco se fumaba con f£i-
nes ceremoniales o mediéinales.principalmente en las antillas,
México,Brasil,Florida y Virginia.Posteriormente fue introducido
a Europa donde en principio se consideré que el fuﬁarlo era desa
cradable y sucid,adenis de dafiinc a los pulmones y al cerebre,
pero a pesar de esto su consumo se generalizd a todo el mundo
atribuyendole propiedades medicinales para tratar diversos naleg
tares como dolor de muelas,reumatismb e indigestién entre otros
(38).

En el siglo XX,el tabacuismo se extendid entre hombres v muieres
consumniendose cigarrillos.Su generalizacidn se ha asociado al in
cremento de varios padecimientos como el cdncer de diversos drca
nos,especialmente el pulrmonar,asi como enfisema,broncuitis créni
ca,cardiopatia isqudmica y otros accidentes cardiovasculares (2)

El consumo de tabaco en nuestro pafs se ha incrementado en los

dltimos afios determinandose adem&s due la edad a la cue se inicia



el hdbito tabaquico estd entre los 12 v 13 aJos,también el consp
mo de tabaco por parte del sector ferenino se ha incrementado no
tablemente (38).Los mexicanos compran alrededor de 1,200 millones
de cajetillas al afio desvrendiendose de esto cue en el presente
afic se tendra un incremento del 60% en la vprocduccicdn del tabaco
en relacidn a 1985.

Las hojas del tabaco contienen centenares de componentes vero
dos grupos de ellos son caracteristicos de esta plantas uno es
la nicotina y los alcaloides derivados de ella,el otro-es el gru
po de los isoprenoides.Las sustancias mids nocivas mara la salud
del fumador son el alguitrdn.el monéxido de carbono.¥ la nicoti-
na.Del alguitran se han aislado Polonio,Nicuel v Cadnio cue se ha
relacionado con la patogdnesis del dafio pulmonar ¥ cdncer bronco
génico,asi como el benzopireno gue es un rotente carcindgeno.Cua
dro 1.

La mayoria de los componentes carcinogé€nicos identificados en el
alguitrdn del humo del cigarrillo no estan preczentes en la hoja
natural del tabaco sino gue pueden formarse durante el proceso
quimico que se da a ésta para formar el cigarrillo o bidn durante
la combustidn de este.En el cicarrillo pueden describirse tres zo
nas princivales de la combustidn:lé zona carbonosa,que es la
transfornacién al carbédn(600°) de los conpuestos orc&nicos de la
hoja(proteinas,celuiosa etc.); la zona de incandescencia que es
donde ée produce la combustién de la zona carbonosa con el oxige
no(809°) ,el carbdsn se oxida en esta recidn transformandose a di-

6xido vy monéxido de carbono;j;la zona de ceniza cue corresrnonde a



Cuadro 1.-CONSTITUYDNTES DEL HUMO DEL TABACO

AGUA
ALCALOIDES,NICOTINA
ALOUITRANES

ISODRENO
ACETALDHEIDO
ACROLEINA
FORMALDZHIDO

CIANURC DE HIDROGEMNO
0XIDO DE NITROGENO.
MONOXIDO DE CAREONO
DIOXIDO DE CARBONO
OXIDO NITRICO
SULFURO DE HIDROGENO
SULFURO DE CARBONILO .
ANHIDRIDO SULFUROSO
SULFURO DE CARBONO
TIOFENO

SULFURO DE DIMETILO
DISULFURO DE METILO
. MEZCLA DE OFGANOSULFURADOS
ACETONA

MEOFITADIENO

PLOMO

TENOL
ORTOCRESOL

META ¥ DARACRESOL
CATLCOL

ACIDOS DEBILES
ACIDO PALMITICO
ACIDO OLZICO
ACIDO I,INOLEICO
ACIDO ESTEARICO
ACIDO LINOLZMNICO
INDOL

ESCATOL
FEMANTRENO

BINZO (A) AMNTRACENO

. BEN20O (A) PIRENO

GLICEROL
CANNARBINOIDES
MINUEL

CADMIO
DPOLONIO

COBRE

ZINC

MERCURIOQ
ESTARO




la oxidacién completa Je los compuestos orgdnicos y aguf s8lo
queda un residuo de polvo formado por sales minerales de color
claro. 4

Las particulas del humo inhaladas se retienen en un 80 a 50% Dor
el aparato respiratorio del hombre si la respiracidn se sostiene
de dos a cinco segundos,estas particulas penetran en las vias res
piratorias y pueden depositarse en la sumerficie de los bronguio-
los respiratorios y hasta los alveolos en donde penetran al teji
do o bién son eliminadas 140)

La cantidad de alquitrdn que oroduce el hurio de un cigarrillo
varfa entre 3 y 40 mg dependiendo del tamafioc & la longitud del
mismo ,del uso de filtro,d=s la porosidad del vanel con que esta
hecho ,del contenido de.tabaco.del'peso v de su nrocesamiento(6).
Adem&s existe una destilacién seca que se caractezfza vor el des
prendimiento de cases de los hidrocarburos,aldehidos,nicotina,
vapor de agua y otros productos volatiles(6,40).El1 alcuitrfn con
tiene numerosos carcindgenos sSiendo los m&s relevantes los hidro
carburos policiclicos.

lLos dafios vroducidos por el tabacd sobre el individuo fumador no
se manifiestan inmediatamante sino gque hay un perfode de latencia
que buede ser de varios afios entre el momento del inicic del h&-
oito tab&quico y laaﬁuic#h de los vrimeros sintomas de las enfer
medades relacionadas con &1,c6mo ocurre con el c&ncer pulmonar,
broncuitie crénica,gastritis v Glcera gé&strica.fl tabacuismo en
las mujeres embarazadas puede alterar el desarrocllo normal del -
oroducto provocando que los oroductos pesen de 300 a 400 g menos

que los de mujeres no fumadoras .2n el sistema circulatorio del



producto hay vasoconstriccidén y trastornos de la motilidad gastro
intestiﬁal,asi cfmo un aumento de la frecuencia respiratoria,por
todo lo anterior se dificulta el manejo de un recien nacido cde
madre fumadora (6,18)

Las enfermedades m4&s graves y frecuentes de los funadores estan
relacionadas directamente con el nfimero de cigcarrillos consumidos
diariamente,asf como la influencia de. otros factores como la edad
a.la que se inicia el h&bito,duracidn del nmismo,tipo de tabaco y
de cigarrillos consumidos,gradc de inhalacién del humo,fumar el
cigarrillo hasta el final,etc. (6) (figura 1)

Debemos considerar que el cigarrillo no sSlo afecta a los fumado
res ,sino también a los no fumadores que inhalan los »roductos de
la combustidn del tabaco en atmésferas Saturadas de humo exronien
Sose estos ;ndividuos a consecuencias similares a las que se ob-
servén en fumadores.En Alemania Maramatsu ha demostrado cue una
cersona que se encuentra en un sitio viblico donde se esté fuman-
do(restaurantes,cafeterias,oficinas,etc.) inhala una cantidad de
nicotina equivalente a un cigarrillo por hora'suponiendo ocue tie-—
ne un reguerimiénto de 1 m3 de aire por hora(26) .l.os efectos que
tiene un ambiente de este tipo puede ocasionar en los fumadores
involuntarios desde una leve irritacién de los &jos 6 de garganta
kasta un ataque de angina de pecho o un cuadro asm&tico de tipo
alérgico.En nifios exrnuestos constantemeﬁte al humo se presenta ma

yor incidencia de infecciones respiratorias qgue en los adultos,
7a aue estos tienen una mavor ventilacién pulmonar por minuto(38)

1os estudios sobre la inmunogenicidad del tabaco realizados re-

cientemente han demostrado gque esta vlanta(hojas de tabaco,extrac
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Figue 2.- CAMBIOS INMUNOPATOLOGICOS MAS FRECUENTES LIGADOS AL TABAQUISMO ‘
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to salino de tabaco.y condenéado de humo de tabaco) contiene
compuestos caraces de inducir una respuesta inmune humoral (2,8,19,
11,16,23,25). Harkavy(11,14) demosgrd que los extractos salinos
de tabaco inyectados intraperitonealmente inducian uﬁa respuesta
inmune humoral antitabaco.Posteriormente Chu y col.(8) verifica-
ron gque algunos componenetes presentes en el extracto de tabaco
también eran inmunogénicos para los conejos.lLeher y col. (16} de-
mostraron la capacidad inmunogénica del condensado de humo del
tabaco al inyectarlo en cdnejos y obtener sueros antiéabaco en
estos conejos inmunizados.Las "precipitinas®" contra tabaco se en-—
contraron en el suero inmune y presentaron una movilidad electro-
forética y peso molecular correspondiente a las inmunoélobulinas
(16) .Estos resultados apoyan que el humo del tabaco contiene com-
nuestos capaces de inducir una respuesta inmune humoral en cone-
jos(2,8,16) .Becker y col. (2,3,4) aislaron y purificaron una qlico
protefna de 18,000 daltones de PM con 0.3% de Fe++,a partir de ta
baco procesado y del condensado de humo del cicarrillo con la cu-
al inoculavon a conejos obteniendose anticuerpos contra tabaco de
clase IgE e IgG esvecificos contra esta glicoproteina(2).Al invec
tar intracut&neamente éste material ourificado a 31 voluntarios
fumadores,20 de ellos presentaron hipersensibilidad inmediata.
Por reacciones de inhibicién de la hemaglutinacién pasiva se ha
demostrado que una sustancia con movilidad electroforética simi=
lar a la glicoproteina de 18,000 daltones aislada por Becker

se encuentra presente,ademés del tabaco,en otros miembros de la
familia Solanaceae cumo la berenjena,el pimentén,la papa v el ji-

tomate,demostrandose que estos contienen antfgenos de reaccién



cruzada con la glicoproteina o gue tienen el mismo antigeno(s)
(12,15).

Dor reacciones de dobleinmunodifusién se ha demostr-ado la exis'—
tencia de anticuerpos contra antigenos del tabaco en el 1ll% de
una poblacién de 361 fumadores sanos de ambos éexos.la posit1§i!
dad fue independiente de la duracidn del habito v del ntimero de .
cigarrillos consumidos diariamente'(31}32,33,34) .También se encon
‘traron estos anticuerpos en el suero de algunas vergsonas due ha=
bian dejado de fumar durante alcfin tiempo,pero no fueron detecta
dos en ninéﬁno de los no fumadores(31.32).

Lo anteriormente mencionado demuestra gue la formacidn de los
ﬁnticuerpos contra antigenos del tabaco se debe a la estimulae-
cién antigénica provocada por los compuestos »rovenientes del mis
mo y pueden dar lugar a una reaccidn de hipersensibilidad en aloid
nos individuos (33)

Los sueros de 70 pacientes con isquémia§ IAM (infarto acudo al
miocardio) ,de los cuales 49 fueron fumadores v 21 n8 fumadores,
fueron orobados contra cuatro diferentes extractos antigeénicos de
tabaqo por ‘reacciones de dobleinmunodifusién,encontrandose la ore
sencia de anticuerpos antitébaco en 13 de los vacientes fumadores
mientras que l1os no fumadores fueron nqgativés.?ér:alelanente a
estos estudios a todos los pacientes ge les practicaron pruebas
intracutdneas usando los cuatro diferentes extractos antigédnicos
de taSaco,detetminandose que las reacciones que se opresentaban
entre 5-8 hrs.fueron especificas y mnis £recuenges e intensas
en los fumadores gue presentaban "precipitinas” antitabaco en el

suero.La vresencia de anticuernos precivitantes se correlaciond
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con las reacciones cutfineas tardias.Estos hechos indican la vosi-
ble existencia de una hipersensibilidad tipo III contra el tabaco
en cierto nimero de racientes con enfermedad coronariaf{3l,32,33)
~ En fumadores cbn enfermedad arteriocoronaria se encontrd hiper
sensibilidad tipo III al tabacs y algunos trastornos inmunoldgi-
cos c8mo el incremento de inmunoglobulinas vy 1;3 disminucién de
los niveles de complemento sé€rico como C3 y C4 sugeriendose 1la
oresencia de complejos inmunes circulantes en los vacientes estu-
diados (33,34).

Los complejos inmunes estan involucrados en el desarrolllo de le=~
siones inflamatorias de pacientes v aﬁimales experimentales (32).
También se ha demostrado que estos complejos inmunes nueden depo-
sitarse en las paredes vasculares o estar circulando en la sancre
de pacientes arterioesclerbdbticos lo..cual puede jugar un papel sig_
niﬁ.cativc‘en el desarrollo de las manifestaciones clinicas de
las enfermedades cardiovascularesi(1,26,27). '

Estudiando el efecto de la respuesta inmine celular contra el ta
baco en 80 sujetos aparentemente sanos,45 de ellos fumadores v 35
-no - fumadores,se observé gue todos produjeron el factor inhibidor
de la migracidn de leqcoc.{tds sutilizandose un extracto de tabaco
como' antigeﬁo.Se encontré cque los fumadores y no fumadores libe-
ran una cantidad similar del factor inhibidor de la migracién de
'J.eucocitos,conéluyendose que el inmundgeno contenido en el humo
- del 'tabaco induce una respuesta inmune en un alto pox_'cent.aje 'de.
la poblacidn saunque esta no fume activamente(5);sin embargo aan
se reguiere estab'lecer s8i el factor fue liberado por otros compg

estos no antigénicos que tienen efectos farmacoldgicos directos

sobre 1o6s linfocitos.
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Con anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes subpo=
blaciones de linfocitos T: OKT3,0KT4,0KTS,0KT8, se encontré§ cue
la relacion de linfocitos OKT4/OKT8 estaba disminuida en los fuma
dores comparativﬁmente con los no fumadores o fumadores moderados.
ra disminucién de 1la pdblacidn de los linfocitos OKT4,que correg=-—
ponden a la subpoblacién de linfocitos inductores y/o cooperados~
res,v el incremento de los linfocitos OKT8,que son citotdxicos
y/70 suvresores,dan lugar a la depresidn de la resovuesta innune(9).

Bl antigeno(s) del tabaco interacciona con los sistemas de ampli
ficacién del oproceso inflamatorio v nuede activar la coagulacidn
a través de la modificacién del factor de Hageman.y éste a su vez
tiene relacién con los productos activos del sistema inrmune y del
sistema del complemento. (3).Un compuesto de 1000 daltones presen-
te en el condensado de humo activa al complemento nor la Gfa al=
terna a partir del tercer componente del complemento(34).

Los mecanismos propuestoc de la interaccidn .del tabaco con la resg
presta inmune y con otros sistemas de amplificacién inflanatoria

se resumen en la figura 2.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLZEMA

Al efectuarse la combustién del cigarrillo,los antigenos del taba
co son arrastrados por la succién del humo generado y al ponerse
en contacto con la superficie de los bronguios del parenquinma pul
monar y ael sistema inmune del huésped son capaces de inducir una
respuesta inmune humoral.

Z1 objetivo de este trabajo es: demostrar que el humo del tabaco
producido durante la combustién del cigarrillo arrastra proteinas
(como ocurre con la ASB colocada en los cigarrillos) a través de
las regiones de menor temperatura del cigarrillo;aproximadamente
60°C en 1la parte media y en el extremo opuesto a la combustidn
gue estd en contacto mSs directo con la rersona fumadora(37°C} v
que al llevarse a cabo éste fendmeno estas moléculas conservan
sus propiedades inmunoquimicas,demostrandose esto por las técni-
cas inmunoseroldégicas cualitativas y cuantitativas cume la CIZF,
IEF,inhibicién de la hemaglutinacidn vasiva e ixmunodifusién ra=

dial.
HIPOTESIS

Si en el humo vroeducido durante la combustiédn del cicarrillo se
arrastran proteinas antigénicas sin .que éstas sufran descomvosi-
eién o que sea minima,entonces si colocamos una proteina,cono la
ASB,en un cigarrillo y después se inicia la combustisdn en un ex-
tremo del cigarrillo la albfinina Dresente en la »arte media y en

el extremo opuesto a la combustién,seré arrastrada con el humo
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del tabaco y pasard a formar varte del CH desnaturalizanddse
en proovorcién minima ,lo cual podrd demostrarse nor tdcnicas inmg
noseroldcicas cualitativas y cuantitativas usando sueros anti-ASE

vara revelar a la AsSB.
DISEfI0 EXTERIMENTAL

Se emplearon dos series de cigarrillos para cada experimento: a
una de estas series se le dgnomino experinental vy se le aplicd la
albtimina sé&rica bovina en la siguiente forma:

Al cicarrillo No.l se le invectd un voiﬁmen total de 3 ml de la
diluciétn de ASB distr;buido en tres puntos diferentes dejando una
concentracidén total de 330 nmg/cigarrillo.De ista manera se orosi-
quid con los siguientes cigarrilles usando concentraciones meno-
res de ASB (tabla NO.1). la otra serie de cigarrillos cque sirQid
de control no recibid ASB pero si se le aplicd un voldmen similar
de solucién salina.

Las diversas series de cigarrillos se dejaron secar durante
48 hrs a temperatura ambiente,al término de 6ste tiempo se procé-
di&s a llevar a cabo la combustién y condensacién de humo de cada
uno de los cigarros (experimentales o testigos) en un voldmen de
19 ml1 de SSF a una temperatura de 4°C y dejando un tiempo de cqé
densaciédn de 10 min. para cada uno (figura 3).

También se llevé a cabo la combustisn de tres cigarrillos experi
-mentales con la misma concentracidén de ASB cada uno,o testigos
sin ASB,en un voldmen de 10 ml de SSF dejando un lapso de 19 min
entre la combustidn de unoby otro cicarrillo vara fa?orecer la

condensacién de humo a una temperatura de 4°C.En forma parecida

15



se procediS con los otros ciagarrillos usando concentraciones m=no
res de ASB.

A cada condensado de humo ol:;tenidc se le determinés la concentra-
cién de proteinas por el método de Lowrv (19) v sus proriedades
inmunoguinicas,procediendose a llevar a cabo las sicuientes prue-
bas inmunoserolfgicas:contrainmunoelectroforésis,innunocelectroio-
résis,hemaglutinacién pasiva,inhibicién de la hemaclutinacidén pa~-

siva e inmunodifusién radial.
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‘Tabla } .~- Concentracibn de albtmina serica bovina aplicada a cada grupo de

cigarrillos .

Cigarrillos/serie

Concentracidén de ASB
adicionada en cada punto

mg/ml

0 O NN e W N

-
(-]

110.0
55.0
27.0

"13.0

6.5
3.2
1.6
0.8
0.4
0.2

Concentracidn total de ASB
por cigarrillo:;
ng

330.0
165.0
81.0
39.0
19.5
9.6
4.8
2.4
1.2
0.6
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MATERIAL ¥ METODOS.

. DETERMINACION D-E PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY.

1.~ Se prepar6 una curva patrdn con albidmina sérica boviﬁa(ASB)
hgciendoue diluciones de &sta para obtener las concentracioﬁes
de 110,55,37.5 y 6.8 pg/ml.

2.- Las muestras pzo_blema se diluveron 13§10 v 1:29 con solucién
‘salina boratos 0.15M PH 8.4.

3.* Se tomaron 0.1 ml de las diferentes diluciones de albimina v
de l.aa muestras problema por duvlicado asi como 0.1 ml de solu-’
c16n salina borato para prevarar el blanco. . ‘

4.~ Se adicionaron 2 ml de la solucién A a cada. uno de los tubos
agitaﬁdose inmediatamente.Se dejaron revosar estos Dor J.Ob nin. a
températura ambiente.

’5.-' Se agregaron 9.2 ml de la solucién B,se mezclaron tié&n cada
una de las muestra y se dejaron reposar a temperatura ambiente

. por ‘30 min. : -

6.~ 5e midis: la densidad dbtica tanto de la curva patr&n como de.
los problemas en un espectofotdnetro a 750 nm.

7.= Se !iizo una curva estandar sobre la cual se extrapolaron los
resuitadoa oroblema y se hicieron los calculos correspondientes
para expresar las cantidades en mg/ml. o '

Soluciones enmpleadas: -

" Solucidn A T
' tartrato é_!e sodic a 2% o ’ T 0. m1
Sulfato ¢:!e ccbre al 1% : ) . C 01 ml
Carbonato de sodio a1 2% en YaOH 9. 1\: o 10ml
So"uciOn 3 ‘ ' : :
' Reactivo de fenol S ‘1.0 m1
Ag;xa destilada : . . 1.0m1



CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

1.- Se disolvid agarosa al 0.8% en solucidn reguladora para
;IEF(V/V) con agua desionizada,agregando 0.1% de azida desodio
cbmo conservador en baifio Maria a 92°C.

2.~ Se colocaron 3 ml de agarosa fundida por laminilla dejan-
dola gelificar qurante 30 min a temperatura ambiente.

3.~ Las placas se guardaron en una cdmara hdmeda a 4°C hasta

el momento de usarse.
4.- Con un horadador se hicieron seis pares de orificios en
cada laminilla.

5.- Se extrajo la agarosa de ellos y se procedid a llenarlos -
con los antidenos y anticuerpos correspondientes asi cuwmo con
las muestras experimentales.En una de los pozos se adiciond
azul de bromofenol-ASB como indicador del corrimiento electro
fordtico. .

6.~ Las placas Se colocaron en la cdmara de electroforésis que
dando los antigenos y muestras experimentales en la regidn ca-
T tédica Yy el anticuerpo en la anddica.El contacto con la solu-
cidn de barbital se llevd a cabo usando tiras de pabel filtro.
7.~ La fuente de poder fue conectada a la cdmara de electrofo-
rdégis y se pasd una corriente de 2.0 mA por cada laminilla has
ta gue el indicador recorrid 2.5 cm a partir del punto de apli
cacién. '

8.- Las placas'fueron incubadas 1 dfa. a temperatura ambiente
en c4mara himeda y posteriormente fueron lavadas con solucidn

salina borato(0.15M pH 8.4) durante 5 dfas a 4°C realizandose

dos cambios de esta solucidn.
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9.- Las placas se dejaron 2 hr en agua destilada.
10.-Las placas se cubrieron con papel filtro y se dejaron se~
car a tempejrgtura ambiente durante 24 hrs.
.11.~-Las plac.is se tifieron con azul brillante de Coomassie du=-
_rante el tiempo necesario (aproximadamente 10 min) y se con-
'--eiast:azon con la solucién decolorante.

“112.-8e registraron las bandas de precipitacién obtenidas.

R

' INMUNOELECTROFORESIS. }

1.- Se licud agarosa al 0.8% en solucidn raguladora para IEF
diluida(v/y¥) con agua desionizada,agregando 0.1% de‘ ‘azida de
sodio como conservador,en un bafio de _agu# a 92°c.
2.- Se colocaron 3 ml de agarosa fundida por laminilla,dejandg
’ ise, gelificar dur‘ante 30 min a temperituta ambiente.Las placas
fueron guardadas en cémara. héGmeda a‘ 4°C hasta el ﬁomento de su
us;. - A o
. 3.~ Con u'nﬁcortador se realizaron perforaciones paia los pozos
y Eanales.;l:.a ai;a‘rosa se retird de los pozos para colocar en su
lugar a los antigénoa correlpondeintal.
En uno de los pozos se adicloné azul de bzomofencl-ksa como in
dicador del corrimiento clectrotor‘uco. ‘
4.-_,Las pPlacas fueron colocadas en la. cdxﬁa'ra de electroforésis

-usandose solucidn de barbital como amortiguador.

El contacto del amortiguadoz con la aga:osa se establecid medi

’ ant:e papel filtro.
"S5.~ Se cubrid la cdmara de electroforésis y fue conectada a la

" fuente de poder;se pasd una corriente de 2.5 mA por cada lami-
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nilla.El corrimiento del indicador fue de 2.5 cm a partir déi
punto de origen. »

6.- Las laminillas fueron retiradas de la cdmara de electrofo-
résis sliminandose el gei de los canales.

7.- Cada canal fue llenado con 100 plldel sucro inmune corres-—
pondiente.

8.‘- Las placas se incubaron por 3 dfas a 20°C en cdmara humeda
para gue se 1levara a caSovla inmunodifusidn.

Las placas se lavaron en solucidn salina borato (0 15M pH.8.4)
durante 5 dfas a 4°C realizando dos cambios de esta so;ucion.y
después se dejaron 2 hrs en agua destilada.

9.; Las placas se cubrieron con papel filtro y se.dejaron se-
car.. ‘

10.-Las placas fueron tefiidas con azul brillante dé'COomassie.y
se contxastaron'éqn ia solucidn deco;oiante. ‘

11.-El1 nimero de bandas de precipitacidn Eué registrado.

HEMAGLUTINACION PASIVA
a) Sensszlizac16n de globulos rojos.

- Se ngd125 el acoplamxento de ASB a eritrocitos humanos del’ gry
pe sanguinec "O" 3h(+) por medio de glutaraldheidq al 2% ; g
mo controles se usaron eritrocitos sometidos a'misﬁo'tragamien?

to de fijacidn pero sin afiadir ninQun’&ntfgehon '

i.;‘La sangre con anticuagulante se centrifugé a 500 g. du =
rante 5 min desechandose el plasma.El paquete'de‘globﬁlos rojos
‘fue lavado 3 Qéces con gblucian salina fosfato(SSF) 0.15M pH7.3
qentrifugando a 500 g ./5 min cada vez.

Los eritcsocitos fueron resuspendidos al 50% en la misma solu-

cidn amortiguadora.
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Tablall .- Procedimiento de sensibilizacidn de globulos rojos por medio

de glutaraldheido al 2%.

E-Solos
Eritrocitos al 50% 1.5 m
Solucidén salina Fosfato(0.15M,pH 7.3) 48:0 ml
.Albdmina serica bovina al 22% -
Glutaraldhefdo al 2% en SSF - . 1.5 ml

-Se agitaron durante 60 min a 20°C

-Se centrifugaron & 500 g por 5 min

-~El paquéte de globulos rojos fue lavado dos veces con SSF.
Los eritrocitos se resuspendieron en glicil-glicina

al 0.35% en SSF 0.15M pH 7.3 30.0 ml

E-ASB
1.5 ml
47.3'm}
1.5 ml
1.5 ml

30.0 ml

La suspensidén de eritrocitos se agitd durante 1 hr a temperatura ambiente y

ge dejds a 4°C durante toda la noche.

Los eritrocitos fueron centrifugados y resuspendidos con 75 ml de SSF(0.15M ,

pH 7.3) con 0.1% de azida de sodio como conservador y 0.1% de gelatina.



b) Determinacién de anticuerpos v antigenos nor microhemaglutina-
cién.

En placas mara microtitulacidén en fondo en "U" sze colocaron por
triplicado 59 pl del suero anti~ASSB en la primera hilera de pozos
en las siguientes hileras se adicionaron 25 pl de SSF-Az-Gelatina
v se realizaron diluciones al doble con el microdilutor.

A cada dilucidn del suero se le adicionaron 25 pl Qe eritrocitos
sernisibilizados con ASB.

Controles requeridos:

A) Control del diluvente:

1.- Se denogitaron 25 pl de SST-Az-Gelatina en una hilera de no-
zos ¥ se agregaron 25 pl de la suspensifn de eritrocitos sensibi-
lizados al 1.0%, Esta reaccién fue negativa.

'B) Contrel del suero:

1.- Se probaron las mismas diluciones del suero nroblema con eri-

trocitos sin sensibilizar. Zsta reaccién fue negativa.

INHIZ2ICION DE LA HEMAGLUTINACION PASIVA COUW AS3 Y COMNDENSADO DE
HUMO DE TABACO CON Y SIMN ASB.

En placas para microtitulacién con fondo en "U" se colocaron en

el primer pozo de cada una de las hileras 5C pl de una solucidn
estandar de ASB éon una concentracién de 2.2 ng/ml,o0 CE de tabaco
exverimental con ASB o CH testigo,en las sicuientes hileras de
Dozos se adicionaron 25 pl de SSP-Az-Gelatina v se realizaron en-
tonces diluciones al doble con el microdilutor.

A cada una dé las diluciones de ASB o del CH,se les adicioné 25 pl

de una dilucidén 1:500 del suero anti--ASB del conejo MNo.l(previa-
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mente se orobaron diferentes diluciones del suero anti-ASB deter-
minandose qué la diluci6n Sotima mara é&sta prueba era de 1:5C9,
con la cual se detectd una concentracién minima de S.8 a 13.€ pg/mil
de ASB).

Las vlacas se incubaron a 37°C durante 30 nmin,agitandose cada 10
min. A cada uno de los pozoz se le adicionaron 25 pl de eritroci-
_tos sensibilizados (S-AS3).Las placas se ajitaron v se dejaron re-
posar durante 3 hrs.a temveratura ambiente .

Controles regueridos:

A) Control del diluvente:

Se devositaron 25 pl de SSF-Az-Gelatina en una hilera de pozos v
se acregaron 25 pl de la suswensidn de eritrocitos sensibilizados
al 1.0%.Esta reaccién fue negativa.

B) Control del suero:

Se probaron las diluciones del suwero del conejo Mo.l1 (1:189,1:200,
1:300,1:400,1:500) con eritrocitos sensibilizados (Z-ASB).3sta

reaccibn fue negativa.
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INMUNODIFUSION RADIAL.

1.- Se disolviS§ agarcsa al 1.6 %en soiucidn reguladora de Map
cini agregando 0.1% de azida de sodio como conservador,en un
bafio de agua a 80°C durante 60 a 50 min,filtrandose posterio-
mente a traves de una gasa.

2.~ Se dejd enfriar a una temperatura de 45 a 50 °C y se adi-
ciond el suero anti-albumina en diferentes diluciones: 1:2,1:4,
1:8 y 1:16. A 4 ml de agarosa al 1.6% se le afiadid un volumen
de 4 ml de la dilucidn corrxespondiente de suero anti-ASB mez-
clandose con la agardsa.

3.~ Se colécaron 8§ ml de la muestra a cada caja de IDR y se de
jd enfriar y gelificar a temperatura ambiente durante 30 min.
Se guardaron las placas en una cdmara hdmeda a 4°C hasta el mo
mento de usarse.

4.~ Se practicaron horadaciones en el agar y en cada una de
ellas se colocd un volumen de 10 pl de la albumina estandar a
diferentes concentraciones,as{ como de las muestras experimen-
tales.

5.~ El estandar y los problemas se dejaron difundir durante

72 hr. a temperatura ambiente en cdmara hidmeda.

6.~ Se lavaron las placas en solucién salina borato (0.15M

pH 8.4) durante 5 dias a 4°C haciendose dos cambics de la mis-
ma .

7.- Al cabo de este tiempo se procedid a med;r el didmetro de
1a§ zonas de precipitacidn de las diferentes diluciones del an
tfgeno estapdar usando una regla que did los valores en mm ele

vados al cuadrado.
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7.- Para trazar la curva estandar de la placa se utilizd una

hoja de papel milimétrico: en el eje de las abscisas se colo-

caron los valores de la conczntracidn de cada una
ciones del antigeno estandar en mg/ml Y en el eje
nadas se colocaron los valores correspondientes a
tenida al cuadrado de la zona de precipitacidn de
cion.Asf se obtuvieron los puntos de la curva que

dieron una linea recta,cuyo punto de insercidn en

de las dilu
de las orde
la cifra ob
cada dilu-:
al unirse

2l -eje de

las ordenadas fue de 9 mm.Este punto fue constante para todas

las placas usadas y correspondid al didmetro de los pozos en

los que se colocaron los antfgenos.

Para determinar la congentracién del antfgeno en las muestras

experimentales se procedid a medir en las mismas condiciones

que se describieron antes,el didmetro de la zona de precipita

cién y este valor se situd en el eje de las ordenadas de agqui

se trazo una linea recta hasta encontrar la curva estandar y

en el punto donde se cruzaron se trazo una linea vertical en

el eje de las abscisas qgue did directamente la concentracidn

"del antfgeno en la muestra experimental correspondiente al

condensado de humo gque contenia la ASB.
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SOLUCIONES

SOLUCION SALINA BORATO (SSB) 0.15M pH 8.4

a) Solucidn reguladora de boratos

Acido bérico

Borato de sodio

Cloruro

Agua destilada c.s.p.

Ajustar el

b) Mezclar

de sodio

PH a4 8.4 con HCl o NaOH

5 partes de la solucién reguladora de boratos con

partes de solucidén salina 0.15 M,

SOLUCION REGULADORA SALIWNA FOSFATO 0.15M pH 7.4 (SSF)

Cloruro de
Fosfato de
Fosfato de

Mezclar la

7.88 g en 900 ml de

sodio
sodio dibdsico . 2.12 g en 100 ml de
sodio monobdsico - 0,52 g en 25 ml de

solucidn de cloruro de sodio con la de fosfato de

6.18 ¢
3.53 g
.4,38 g
1000 ml

95

agua
agua
agua

SO~

dio dibdsico y ajustar el pH a 7.4 con la solucidn de fosfato de

sodio moncb&sico.

28



SOLUCION REGULADORA SALINA FOSFATO CON AZIDA DE SODIO
pH 7.2 (SSF-Az) '
Fosfato de sodio dibd&sico anhidro 0.01 M

Fosfato de sodio monob4sico anhidro 0.01 M

Azida de sodio 0.1%

Cloruro de sodio 6.15 M
Mezclar la solucidn de fosfato de sodio dib&sico a la de cloruro

de sodio y ajustar el pH a 7.2 con la solucidn de fosfato de

sodio monobdsico.Posteriormente afadirle el azida de sodio.

SOLUCION COLORANTE DE AZUL BRILLANTE DE COOMASSIE,.

Metanol 454 ml
Aqido acético glacial 92 ml
Agua destilada 454 ml

1.25 g

Azul brillante de Coomassie R-250

Mezclar el azul brillante de Coomassie con el metanol y agitar

durante 24 hr a 20°C en frasco ambar.

Filtrarlo y adicionarle el dcido acético glacial y el agua.

Guardarlo en frasco ambar a 20°C.

SOLUCION DECOLORANTE.

Acido acético glacial SQ ml

Metanol So'ml

Glicerol 10 ml‘
1000 ml

Agua destilada c.s.p.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA REACTIVIDAD DE LOS SUEROS ANTI-ASBV

Los sueros anti-ASB obtenidos (conejo 1 y conejo 2),fueron proba-
dos frente a una solucién estandar de ASB por las té&cnicas de CIEF
IEF y hemaglutinacifén pasiva,obteniendose los resultados éue se
presentan en la tabla II.

Por CIEF se determind,que la concentracidn minima de ASB detecta-
da por el sueroc anti-ASB de ambos conejos (conejo 1 y coﬁejo 2) ,fue
de 13.0 a 25.0 pg/ml,mientras gque por IEF s6lo se detectaron concen
traciones mayores a 52 pg/hl de ASB debido a que ésta té&€cnica es me
nos sensible que la CIEF.Con ambas técnicas se obtuvieron hasta dos
‘bandas de inmunoprecipitacién.

Poé la técnica de hemaglutinacién pasiva el suero anti-~ASB del co-
nejo No.1l,presentd un titulo de.1=1024,y el suero del conejo No.2
presentd un tftulo de 1:520.

DETERMINACION DE LA CORCENTRACION DE PROTEINA EWN EL CH DE CIGARRI-
LLOS EXPERIMENTALES Y TESTIGOS.

Se llevs a cabo la deterﬁxnacién de la concentracicn de protefnas
tanto a los CH experimentales tratados con diferentes concentracio
nes de ASB,asf é&mo a los CH testigos tratados sélo con solucidn
salina.A los resultados gque se obtuvieron de &sta determinacién pa-
ra los CH de unvsélo cigarrillo en el gue el humo del tabaco produ-
cido fue condensado en 10 ml de solucién salina,se le restS la con
centraclién promedio de proteina del CH testigo(l.3 mg/ml) para obte
ner una concentracidén total de vrotefna,obteniendose los resultados

gue se presentan en la tabla III.
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Como se puade obsgservar el rango de protefna total promedio estuvo
comprendaida entre 0.23 y 1.88 mg/ml,corresvondiendo las concentra-
ciones m&s altas de protefna a los CH No.8,9,10 provenientes de ci=-
garrillos tratados con concentraciones altas de ASB{ 330,165 y 81
mg) .Para los CH de cigarrillos tratados con concentraciones meno-
res a 19.5 mg de alblGmina,la concenéracién de protefina total pro-
madio fue muy similar,teniendo un rango de concentracifn de 0.23 a
0.45 mg/ml de proteina.

Los resultados de &sta determinacidn para los CH de tres cigarri-
llos,es decir para aguellos en los que tres cigarrillos éon la mis-
ma concentracién de ASB se quemaron uno despuds de otro con un lap
80 de 5 min entre cada uno y el humo del tabaco producido mor los
tte; se condenss en un s8lo volfimen de 10 ml de solucién salina,se
' muestran en la tabla III.

De acuerdo con los resultados,para el CH de tres cigarrillos se tie
ne un rango de concentracifn Jue va de 5.2 a 10.6 mg/ml,correspon-~
diendo la concentracidn m&s alta para el CH Ho.l proveniente de
tres cigarrillos tratados con una concentracisn total de 990 mg de

ASB.La concentracidn promedio de protefna mara el CH testigo en es-

te experimento fue de 3.8 mg/ml.

DETERAINACION DE ASE EN EL CH POR LA TECNICZ +E CIEF

Los CH experimentales y testigos fueron probados frente a los sue-
ros anti-ASB obtenidos de loé conejos 1 y 2 por la t€cnica de CIEF.
Los resultados de esta determinacidn para los CH de 1 y 3 cigarri -

ilos respectivamente se presentan en la tabla IV.

Como se puede ver en los resh}tados los sueros anti-AS3 de ambos

conejos reveian la presencia de esta protefna en los siguientes
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Porcentajes:

1) El suero del conejo No.1l.reveld la presencia de ASB en el 100%
de los CH No.l y 2 provenientes de cigarrillos ttatado# con 330 y
1653 mg de alblimina respectivamente y s&lo en el 40% del CH ilo.3 de
cigarrilios a los cuales se les aplicSé una concentracién de 81 mg
de ASB.

2) E1l suero del conejo No.2 detectd la presencia de albimina en el

100% del CH No.l y s8lo en el 22% del CH No.2.

Con respecto al CH de tres cigarrillos enfrentados al suero anti-
ASB,el suero del conejo No.l mostrS la presencia de albdmina d&sde
el CH No.l (la concentracidn total de ASB aplicada fue de 990.0 mg)
hasta el CH No.53 (la alkGmina total aplicada.l fue de S58.5 mg).El sue
xe del conejo No.2 evidencids la albimina deéesde el el CH No.l hasta
él CH No.4.Los CH obtenidos de un s8lo cigarrillo y que provienen
de cigarrillos a los que se les arlicS una concentracién menor a
81 mg de ASB presentaron una reaccifn negativa frente a ambos sue-
ros{Figura 4-~-A}., _ .
Los CH testigos no mostraron reactividad frente al.suex'o anti-ASB,
al realizar &sta prueba se utilizd un control vositivo: se probd
una  solucidn patiou de ASB al 22% frente al suero de arbos conejos,

presentandose en ambos casos una reaccidn positiwva.

DETERMINACION DE ASB EN EL C& POR LA TECNICA DE I.E.F.
Todos los CH al igual que una solucidn patrén de ASB, fueron »roba-
dos frente al suerc anti-ASB de los conejos 1y 2 obteniendose los

resultados que se presentan en la tabla V.
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Los resultados de positividad de los CH por &sta reaccién son los
gsiguientes:

1) Con el suero anti-ASB del conejo No.l se obtuvo un 100% de posi-
tividad para el CH No.1l y s6lo un 44% de positividad para el CH No.2
2) Con el suero anti-ASB del conejo No.2 sc presentd un 44% de posi
tividad vara el CH No. 1

Con respecto a los CH Ge tres cigarrillos,con el suero No.l ée pre
sentd positividad desde el CH No.l hasta el CH No.4 y con el suerc
Wo.2 se tuvo reaccidn positiva hasta el CH No.3.
En todos los casos positivos,se observd una sola banda de inmuno-
precipitacidn que presenté el mismo corrimiento inmuncelectroforé&-’
tico @ue la solucidén patrén de ASE usada para ¢sta prueba y que ade
m&s fue emnpleada para inocular a los conejos No.l1 y 2 (figura 4B)
Los CH testigos no presentaron reaccitn oositiva al enfrentarlos a
log sueros anti-ASB.
La frecuencia de posgitividad para ¢sta prueba disminuyd con respec-
to a la CIEF,debido a que es una té&cnica menos sensible y se requie
re una mayor concentracién de antfgenc para que este vueda ser de-
tectado (tablas IV y V).

Se puede concluir,que la ASB se encuentra presente en algunos de
los CH experimentales y que esta protefna no presenta alteraciones
en sus determinantes antigénicos,ya que ha sido reconocida por anti

cuerpos especificos.

CUANTIFICACION DE LA ASB PRESENTE EWd LOS CH EYPERIMENTALES POR LA
TECNICA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION PASIVA.

Por medio de esta técnica,se realizd la cuantificacién de la ASB
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contenida en los CH experimentales utilizando para ello solamente
el suero® anti-ASB del conejo No.l. Al realizar la estandarizaci&n
de esta técnica se determind que la dilucidén Sotima del suero anti-
ASB a usar era de 1:500. La concentracién de albdmina obtenida pa-
ra cada uno de los CH experimentales se presentan en la tabla VI.

La concentracién méxima de ASB detectada en los Ci de un s&lo ciga
rrillo correspondid en p»romedio al CH No.l gue presentd una concen-
tracién de 50.0 pg/ml de albfimina,esta concentracién fue disminu-~
vendo para los siguientes condensados (CH No.2:27.5, CH No.3:14.48)
hasta encontrar una concentracién mfnima de albdmina en el CH Ho.4
¥ cue fue en promedio de 2.2 ug/ml,.

Para los CH de tres cicarrillos,la concentracidn mixima de ASB en-
contrada fue para el CH ilo.1 (110.0 ug/ml),esta concentraciédn fue
disminuyendo hasta obtener para el CH ¥o.5 una concentracidn de

-'13.75 pg/ml.

Se establiecid adends que la concentracidén mfnima de AS3 estandar de
tectada usando esta dilucidn del suero anti-albtimina era de 6.5 a
13.0 pg/ml.En los CH testigos la reaccidn de inhibicidén de la hema-—

glutinacidn pasiva fue negativa.

CUANTIFICACION DE LA ASB PRESENTE =W LOS CH POR LA TECINICA DE
INMUNODIFUSION RADIAL.

Al llevar a cabo la estandarizacién de esta técnica,se determind
que labdilucién adecuada del suero anti~ASB del conejo No.l a usar
era de 1:16.A1 efectuar la cuantificacidn de alhiimina en los CH ex-

perimentales se obtuvieron los resultados que se presentan en la

tabla VII.
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De acuerdo con los resultados gque se encontréron vara los CH de un
s88lo cigarrillo,se determind,que la mayor concentracifn de alb@imina
fue obtenida en el CH No.l ¥y tuvo un promedio de 60.11 pg/ml;: la cog
centracidén fue disminuyendo en forma casi proporcional para los si-
guientes condensados (CH No0.2:2.35 v CH #0.3:15.77 ug/ml de ASB).
Zn los CH provenientes de un sélo cigarrillo tratados con concen-
traciones menores a 81 mg de albGmina,nc se encontrd esta nrotefna
usando la inmunodifusidén radial (figura 4C).

Al efectuar la cuantificacidn de albimina en los CH de tres cigarri
llos se obtuvo para el CH Jo.l1l una concentracién de 114.0 pg/ml y
la concentracidn menor la mostré el CH No.4 (26.0 pg/ml de ASB).La
concentracidn minima de ASB aplicada a los cigarrillos y gque puede
ser asf mIsmo detectada y cuantificada enAel CH vor las té€cnicas de
" inhibicisdn de la hemaglutinacién pasiva e IDR es de 39 mg por ciga-
rrillo.Las concentraciones menores de ASB aplicada a los cigarri-
llos posiblemente puedan ser detectadas =n el CH por té&cnicas mds

sensikles tal como la técnica inmunoenzimatica ELISA.
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Tabla No.11.- CARACTERISACION DFE LA REACTIVIDAD DE SUEROS ANTI-ALBIMINA SERICA BOVINA

Concentracién de ASB

detectable vor CIFF

Suero Anti-ASB HemaglutinaciSn vasiva®
del conefo No. titulo

4 " 111024
. 2 11520

Concentracién de ASB

detectable por I.E.F.
52 ug/ml

52 ug/ml

* Se emplearon eritrOcitos glutaraldehizados y sensibilizados con ASB del qrupo sangufneo "O™ Rh oositivo

al 1.08



Tabla 111, - DETERMINACION DE PROTEINA EN EL CONDENSANO DI

LE

Cigarrillo

No.

L - - R B - S B I

Concentriacidn de ASB

Scrie No.l

L Serig ﬂo;Z

Serie No.3

Aplicada {mgp/ml) A B 14 C
330.0 1.60%." 2,20 1.50 2.00 145
165.0 0,30 0.80 1.20 1.10

81.0 : . 0710_ZA 1 0.60 0.35 1.10
+39.0 Cu.as 0.80 0.20 " 0.80
TR T 0.30 0.60  0.20 1.00

‘9 ; 0.60 0.35  0.00

0.35 0.00 -0.20
0.20 -0.20  0.20
0.60  -0.45  0.40
0.20  -0.20  0.00

HUMO - DE CIGARRILLOS CTRAFADOS - CON ALBUMINA SERICA BOVINA.

1.88
0.90
0.68

0.73

0.65
0.45
0.23
0.32
0.40
0.28

ds
0.31
0.27
0.30
0.33
(;.29
0.25
0.25
0.30
0.45
0.37

* mg/ml
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Tabla 1v. ~ ldentificacién de albGmina serica bovins en el condensado de humo de tabaco por la técnica

de Contrainmuncelectroforésis.

Condensado de humo

del cigarrillo No. 1 2 3 s 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Suero anti-ASB Conejo 1 . Suero anti-ASB Conejo 2 K
No.de bandas de inmunoprecipitacién obtenidas‘ No.de bandas de iniunbgréiigitncidn obtenidas
8erie No: 1 - o . : R o . S
A ' 1 " - - - St 1 » . L Y K Lol
B . 1 1 - - - <. ISR ‘ TR R S

c ‘ 1 17
Serie No. 2 '

A .
® o o

c 11
Seric No. 3 )

A 1 1
B 11
C 1 1
Serie No. 4 1

.

* 13.75 pg/m1 deASB .doterminados por CIEF.



Tabla V ..= Identificacidn de albd@mina serica bovina en el condensado de humo de tabaco nor la tdcnica

de inmunocelectrofordsis.

Condensado de humo

del cigarrillo No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0. 1 2 3 4 5 6. .7 8 9 10
Suero Anti-ASBS Conejo 1 LT Suero Anti—-ASB Conejo- 2
No,de bandas de inmunoprecipitacidn 6br,en1da§ No.yde bandas de inmunoprecipitacidn obtenidas.

Serie Wo. 1

A BEE S PRI = - B S

B : 1
c ' 1
Serie No. 2

A . ; i
B

c . 1
Serie No.3
A
B

Cc B *

T R

Serie No.. 4

* La sensibilidad del mdtodo corresponde a 52 pg/ml’
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Tabla V1 .~ Cuantificacidn de albimina serica bovina en el condensado de hurmo de tabaco por la técnica

de inhibicién de 1a hemaglutinacién pasiva.

Condensado de humo
del cigarrillo No. 1 2 3 4

Serie No. 1

10

$5.00% 27.50° 13.78 6.80

B 55.00 27.50 6.80 -
$5.00 55.00 27.50 6.80
Seyie No. 2 ) .

5.00 27.50 13,75 -

B 37.50 13.75 6.80 -

$5.00 13.75 13.7s -

Serie No. 3

55.00 27.50 27.50 6.80

B 27.50 27.50 6.90 -

c . $5,00 27.50 13.7% -
Serie No. 4 110,00 55.00 55.00 27.50

Serie Testigo - - - -

* Concentracidn de albdmina serica bovina en rg/ml
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Tabla V 1 1.~ cugnt(f!caclén de albimina serica bovina en el condensado de

de inmunodifusidn radial.

humo de

tabaco por la técnica

Condensado de humo

del cigarrillo No. 1 2 3 4 5 6

10

Serie No. 1

A . 69.0* 48.0 22.0 - - -
B 48.0 29.0 14.0 - - -

c 76.0 54.0 30.0 - - -
Serie No. 2

60.9 38.0 18.0
42.0 20.0 -
58.0 - 26.0 16.0
Serie No. 3
A 66,0 34.0 25.0
'56.0 32.0 -
c 72.0 40.0 17.0
Serie No. 4 114.0 - 88.0 ‘52.0
'Serie Testigo - - - - - -

* Concentracidn de albdmina serica bovina en pa/ml



Fig.4A: Se observa vor contrainmanoelectrofor&sis
una banda da precipitacién entre el CH ex-
oerimental con 288 (A y B) y el suero anti-
ASB (1 y 2). E1l CH testigo sin ASB( C )con-
tra el suero antifASB ( 3 ) no dejé ninguna

banda de precipitacién.
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Fig 4B

En la inmunoelectroforésis se observd una

banda de precipitacién al enfrentar el CH
experimental con ASB (A yB) contra el

suero anti-ASB (eanal 1).
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Fig 4C: Se observan los halos de precipitacidn obte-
’ nidos por IDR.Se colocaron cantidades decre-

cientes de ASB en los prozos 1,2,3 y 4.En los
pozos 5 a 11 se colocd el CH experimental con
ASB resultando vositivos los ntmeros 5,6 y 11
el resto fueron negativos.
En el pozo No.l1l2 se colocSd un CH testigo sin
ASB.La reaccién fue negativa.
La agarosa contenfa el suero anti-ASB diluido

1:500.
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DISCUSION

La pnresencia de ASB en el condensado de humo de cigarrillos a
los cuales se les aplicS previamente esta proteina,permite afirmar
que en las condiciones de la combustifn de los cigarrillos,es Do~
sible gue una »rotefna(s) del tabaco pueda estar formando parte
del humo,y si =sta orotefna se pone en contacto con el sistema in-
munocompetente del tracto respiratorio,desencadenard la produccidén
de anticuerpos antitabaco.Al incinerar un cigarrillo se destruye
el material protéico presente en las hojas del tabaco,sin embargo,
se considera gque se forma un gradiente de temperatura en eéste ci-
garrillo desde la zona de incandescencia(200°C) hasta el sitio que
ests en contacto con los labios del fumador,lo cual podria originar
que el humo del tabaco fuera capaz de arrastrar y contener compo-
nentes de bajo peso molecular asi como algfina proteina del tabaco,
que al introducirse como aerosol en el aire inhalado durante la as
piracién del humo,estimularfa la respuesta inmune contra los cons-
tituyentes del mismo tabaco.Las particulas del humo del tabaco de
10 micras de difmetro,se depositan en vias resviratorias altas co-
mo la traquea,b en conductos respiratorios mayores nediante la se-
dimentacidén gravitacional o .la fijacién a las paredes.las narticu~
las menores a 0.1 nmicra llegan a los alveoles gracias a su alto
coeficiente de Qifusidn;las de (.5 micras se mantienen en el aire
y son expulsadas nediante la exhalacidn,mientras que las particu-
las de una micra tienden a depositarse en las paredes del pulmén
gue es el sitio donde ocurre el intercambio gaseoso(40) .La ddsis
total de particulas absorbidas dependerd de la ventilacién/minuto
del sujeto,y en consecuencia,aumentar& con el ejercicio.La respi-

racién por la boca permite mayor penetracién de este material en

45



el phlmdn que la respiracidén oor via nasal,de manera que las condi
ciones del ambiente pueden influir en el riesgo de madecer o no,
una enfermnedad por los agentes respirados(26).

£l fumador puede retener hasta el 80 o 903 de las varticulas con-
tenidas en el humo cuando la inhalacidn es sostenida durante dos

a cinco segundos(6).Leher(1l7) utilizéd tres productos de la hoia de
tabaco procesado y precipitando las protefnas con sulfato de amo-
nio,conprobd por inmunodifusién gque los extractos son inmunogeni-
cos para conejos;asf nismo demostrdS la capacidad inmunogénica del
Cil de tabaco al inyectarlo>en conejos y obtener sueros anti-tabaco
en los conejos inmunizados.Gleich (10) utilizd hojas de tabaco »ro-
cesadas y condensado de humo lhiaciendo las extracciones con eter de
patroleo,al analizar sus muestras por electroforésis en geles de
poliacrilamida-SDS,el CH presentsS srotefnas de 11 y 14 K3,y tres
de 60 a 99 Kd,8&sto3 oroductos fueron inmunogénicos para el conejo.
darkavy(1ll)demosgtrd8 gque u5 extracto crudo de tabaco fue inmunogé-
ﬁico para conejos,Chu(8) también utilizdé un extracto crudo de ta-
baco y obtuvo hasta tres bandas de precipitacién por CIEF al en-
frantar el extracto al antisuero é&e conejos.llorales(1385) v Pre-
ciado(1984) utilizaron cigarrillos comerciales para obtener extrac
tos salinos y condensado de humo demostrando por medio de CIDF que
son innmunogénicos para conejos.!oreno (1286) puso de evidencia la
oresencia de anticuerpos céntra el CH vy contra el antfgeno homélo-
go en conejos inmunizados con extracto salino de tabaco.Dos de cin
co coneios iﬁnunizados con el condensado de humo,produjeron anti-
cuarpos contra este vy todos contra el exztracto salino.

En base a la informacidn anterior se concluye que alginos de los

productos de tabaco son inmunog€nicos en conejos,utilizando diver-

46



sos antigenos que incluyen la hoja,el tabaco procesado ¢ en Sorma
de cigarrillos,los cuales recibieron diferentes tratamientos y se
probzion con distintas técnicas lnmunoseroldgicas,se comorobd gue -
en todos los casos,con mayor o manor positividad los productos del
tabaco fueron inmunogé&énicos para el conejo.

En individuos fumadores y no funadores se han demostrado anticuer
pos antitabaco;los primeros pPor una exposicidn activa y los sequn--
dds por el contacto pasivo con los productos del tabaco.becker(2,
3,4) vurificSd una glicoprotefna de 18 Xd que es inmunogénica nara
el conejo y el cobayo y gue despierta una reaccién cutdnea Zde hi-
persensibilidad inmediata tanto en los individuos fumadores como
en los no funadores,Romansky(31,32,33) obtuvo extractos de hoja
con diferentes solventas,enpleando una rarte del nulverizado de la
‘hoja ¥y dos partes del solvente,logrd cuatro preparaciones con una
concentracidn similar.uUtilizd la dobleinmunodifusién Para analizar
los sueros de 70 pacientes con isquémia o infarto agudo del niocary
dio de los cuales 49 eran fumadores y 21 no fumadoras y también
practicd pruebas intracutineas.Zn &stas dltimas,41 nacientes fuma-
dores resultaron positivos y 8 fweron negativos y en los no fumadg
res resultaron vpositivos 7 de 21.También se encontraron anticuerpos
antitabaco en el suero de 13 pacientes fumadores peré ro en el de
los no funadores.ilorales(24) y Preciado(30) obtuvieron wun alto por
centaje de positividad de anticuer..‘pos antitabaco tanto en indivie
duosg Tumadores como en no fumadores debido probablemente al tiro
de extraccidn ¥ a gue la CIEF utilizada fue nds sensible que la
debleinnunodifusidn snpleada en otros estudios (25,30,31,32,33).

La informacién seifialada en cuanto a la produccidn de anticuernos

Per sujetos fumadores activos,pasivos,o ambos se explica por la
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oresencia del antigeno(s) del tabaco en el humo.jo es »osible des-
cartar en este estudio otras »osibilidades cumo la reaccecidn cruza--
da con otros antigenos de solandceas(pava,jitomate,berenjena entre
otros) que »udieron intervenir en la induccidn de anticuerwmos anti-
solanaceas,familia a la gue Dertenece el tabaco(22,25,390).

Un grupo de ratones fueron expu2astos al humo del tabaco durante
60 dias con una exposicién diaria,evaluandose posteriormente la
sfntesis de anticuerpos antitabaco por la té€cnica inmunoenzindtica
(ELISA) .los resultados mostrafon que estos ratones desairollaron
una respuesta inmune humoral antitabaco lo cual apoya la presencia
de inmundgenos del tabaco en el humo ¥y adem&s de gue este naterial
puede desencadenar la produccitn de anticuermnos que reaccionan con
los antigenos extraidos ael tabaco © gQue se encuentran en el con-
densado de humo( comunicacién personal :Redrfguez G.,U.i{.E.,Facul-
tad de ‘fedicina,U..A.3.,1986).

Los condensados de humo provenientes de cigarrillos a los cuales
se les adiciona ASB fueron enfrentados con sueros anti-ASB por la
técnica de CIEF dando lugar a una reaccién positiva.Se comnrobd la
presenéia de 2SB inmunoreactiva en el 100% de los CE lo.l tratados
con 330 mg/cigarrillo de albdmina.La frecuencia de positividad dis
minuyé hasta llegar a 0 en los CH del grupo :10.3 »nrovenientes de
cigarrillos tratados con una concentracidn de ASE menoxr dGe 81 mg/
cigarrillo.En los CH gue se presentd reaccidn positiva,al igual
gue en una solucién estandar de ASB,se observé una sola banda de
inmunoprecipitacidn,la posltividad de la reaccidn £fue mayor para
los CH en los gue se usaron tres cigarrillo,observandose una ban-
da de inmunoorecipitacién hasta el Cll de tres cigarrillos trata-

dos con una concentracibén total de 5£.5 mg de ASB.
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Por I.d.F. se determind que el 100% de los CH del gruvo Jo.l y el
453% de los Ci del grupo ilo.2 presentaban reaccién de inmunonrezini
tacidn positiva frente al suero anti-ASB del conejo No.l.La concen
tracidn minima detectaibble de AS3 estandar usando este antisuero -
fue de 109 pg/ml.En todos los casos positivos se nresentd una sola
banda de inmunoprecipitacién con un corrimiento inmunoelectroforés--
tico similar al que presenta la 2SB que se usd para inocular a los
éonejos y para tratar a los cigarrillos.El nfinero de casos nositi-
vos usando IZF fue menor que para la CIEF debfdo a gque esta dltima
tiene mayor sensibilidad.EZstos resultados permiten determinar que
la AS3 se encontraba presente en los CH y que podfa.ser detectada
P0r los antisuéros corresvondientes.
‘La concentracién minima de ASB detectable por la técnica de inhibi
‘eifn de la hemaglutinacidn vasiva con el suero anti-ASS8del conejo
tio.1 diluido 1:500 Zue de 6.8 a 13.6 ug/ml.

Comparando la concentracién de ASB presente en los CHcon la posi
tividad que presentaron estos CH en la prueha de CILF,s3e nuede se-
flalar gque los Cli con una concentracidn nayor de 14.0 pg/ml de ASE
fueron nositivos frente al suero anti-253 del conejo I7o.l.

Como se puede observar en la tabla VII,los resultados en la concen
tracidn de AS3 son sinilares a los obtenidos »or la t&cnica de in-
aibici6n de la hemaglutinaci®n pasiva,mor lo gue es posible indi-
car gque la sensibilidad de ambas té&cnicas fue similar al usar el
suero del conejo iio.l.

Con respecto al CH de tres cigarrillos,la concentracién fue de

112 pg/nl para el CH io.l y de 26.0 pg/ml para el CiI lo.5.La can-
ticad de 2SB aplicada a los tres cigarrillos con.los_cuales Se pre

par8 &ste condensado fue de 117 mg.
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Comparando estos resultados podemos determinar,que los CH que pre-
sentan una conceatracién mayor a 50 pg/ml de ASB mostraron una -
reaccién positiva por la té&cnica de IEF frente al suero anti-ASE.
Se debe tomar en cuenta que de la protefina total amlicada al ciga
rrillo,sélo se recupera entre el 50 y 60% de ella y gque la protef-
na inmunoreactiva representa menos del 1% de la cantidad inicial
en el cigarrillo. (Tablas III,IV,V,VI,VII).Esta cantidad es sufi-~
ciente para desencadenar la respuesta inmune lumoral antitabaco y
las reacciones de hirmersensibilidad nediadas po.r I6G,Ig!l o Igl
(fig.1 y 2).

La evaluaciodn estadistica se realizd por la prueba de "t" de Stu~
dent (27) .Los resultados fueron divididos en 10 grupos de condensa-
dos de humo de acuerdo a la concentracion de ASB que se arlicé a
cada uno de los cigarrillos.Se realizaron las evaluaciones estadis
ticas de las combinaciones entre los grupos y sélo sé indican aque
llas gue tuvieron significancia estadistica.

Con respecto a los CH provenientes de cigarrillos a los gue se les
aplicaron concentraciones menores de 33 mg/ ml de ASD no se obser-
v6 una diferenciz estadistica significativa entre este gruvro y el
gruoo de CH testigo en relacién a la concentracidn de orotefnas
totales(p=0.05).Sin embargo en el grupo CH provenientes de cigarri-
l1los tratados con cantidades nayores a 81 mg de ASE se presenta
una diferencia significativa en la concentracidn de protefnas ob-
tenidas(p% 0.001) .Los resultados alcanzados por la técnica de CIEF
entre el grupo C3 No.2 y el grupo CH #o.3 mostraron que fue mayor
la frecuencia de positividad de la reaccidn vara el CE H0.2(ps$0,002),
&sto puede deberse a que la canntidad de ASE aplicada al cigarrille

Ho.2 fu2 mayor que la aplicada al cigarrillo Wo.3(165.0 y 81 mg/ml
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da AS3 respectivamente).

Por IEF se observs una mayor frecuencia de positividad en el CH

HNo.1l que en el Cii No.2 ( »s 0.001).

mas diferencias entre el grupo ¥o.l que oertenece a los CH nrove-
nientes de cigarrillos tratados con 330 mg de albmina v el grupo
Ho.2 provenientes de cigarrillos tratados con 165 mg de ASB fueron
estadisticaniente significativas(p=0.001) en lo que 3¢ refiere a
la concentracidn de ASB.Al comparar los resultados del CH Ilo,2 con
el resultado del CH Ilo.3 se observd una diferencia significativa
(2=0.002).

Los datos de estos mismos grupos obtenidos por la técniica de ID>=
no3 muestran que tambidn hav una diferencia estadfsticamente signi
ficativa entre el CH Wo.1 ¥ el CH 10.2 (p=0.001),al comparar el-
CZ Wo.2 con el CH ilo.3 se observa una difererncia significativa

(o= 0.002).

La prusha de correlacidén estadfstica(27) realizada entre los re-

sz2ltados obtanidos de la concentracidn de »rotefnas »or la téScnica

de inhibdicisn de la hemaglutinacién pasiva y la de IDR rostxS la

suiente informacidn: En el grupo CH 2lo.1 la correlacidn fue de

%]

.75, para el grupo CH (0.2 se presentS una correlacién de 0.83 v

(=2

para el grupoe Cii lio.3 la correlacidén encontrada fue de 0.84.

ios resultados obtenidos de este trabajo perniten concluir gue el
aAu=o del tabaco producido durante la combustidn del cigarrillo se
mez2cla con protefnas y otros productos de la degradacisdn del taba-
co arrastrandolas a través del cigarrillo y gue parte del naterial
srotefco sufre una descomposicidn mfnima por la temperatura y otros
factores fisicocguimicos.Asf mismo estas mol&culas pueden ser denos
por t&cnigas inmunoseroldgicas usando los
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anticuerpos correspondientes,lo gue aroya su cavacidad de inducir
una resouesta inmune en animales de laboratorio y peosiblemente en

Personas que esten exwvuzsstas al contacto con los productos del L

tabaceo.
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