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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo ea,demostrar que el humo del tab~ 

co generado durante la combustión del cigarrillo, arrastra las 

p~oteínas que estan en las zonas de menor temperatura del ciga­

rrillo; aproximadamente 60ºC en la parte media y 37°C en la re­

gión opuesta a .la combustión.y que al llevarse a cabo el fenóm~ 

no,estas moléculas conservan sus propiedades inmunoquímicas.Para 

demostrar lo anterior se diseñd' un modelo en-el cual se·utiliz~ 

ron dos series de 10 cigarrillos cada una,una experimental y 

otra testigo; a cada cigarrillo experimental se le inyectó un 

volúmen constante de diferentes concentraciones de albúmina se­

rica bovina(ASB), mientras que a los cigarrillos testigo se les 

inyectó un volúmen similar de SSF sin proteína.Ambas series se 

dejaron secar durante 48 hr a temperatura ambiente.Al cabo de 

este tiempo se procedió a la combustión de cada uno de los cig~ 

rrillos por separado y el hwno producido fue condensado a 4ºC en 

10 ml de soluci6n salina (CH) .se observ6 que los CH provenientes 

de cigarrillos a los cuales se les había inyectado una mayor co~ 

centraci6n de ASB presentaban un aumento de la concentración de 

proteína total comparado con los CH provenientes de los cigarri­

llos testigos. Para identificar y cuantificar la ASB en los CH 

se emplearon técnicas inmunoaeroldgicas usando sueros anti-ASB 

obtenidos por la inmunizaci6n de conejos.Los CH experimentales 

y testigos se, enfrentaron contra el suero anti-albúmina por las 

t6cnicas de contrainmunoelectroforésis e inmunoelectrofor~sis 

obteniendose en algunos de los ~H experimentales bandas de inm!!_ 

noprecipitaci6n,comprobandose que los CH problema conten!an ASB 
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la cual conserva sus propiedades inmunoquímicas ya que fue reco­

nocida por los anticuerpos anti-ASB.Ningfmo de los CH testigos 

presento banda de inmunoprecipitaci6n al enfrentarlo al anticuer 

po anti-albOmina.Habiendo identificado_ la presencia de ASB en los 

CM experimentales,se procediO a llevar a cabo su cuantificaciOn 

por las t4cnicas de inhibiciOn de la hemaqlutinaci6n pasiva e in-. 

munodifusi6n radial encontrandose de 6.S a 114 pg/rnl,dependiendo 

de la cantidad de ASB a9licada a cada cigarrillo. 

En baae a los resultados obtenidos se concluye que el humo genera­

do por la cor.lbustidn del tabaco y aspirado por el fumador es capaz 

de acarrear prote!nas las cuales sufren una descomposici6n níni~a 

por la ter.iperatura y otros factores fisicoCYU~nicos. 
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INTRODUCCION 

E1 tabaquismo es un hábito que constituye un qrave prob1ema de 

salud que afecta a rnil1ones de personas en todo el mundo y que 

actualmente ocupa un primer plano entre los ~roblemas médicos 

pues está re1acionado con enfermedades ~raves y crónicas,enco~·· 

trandose entre las más frecuentes aquellas que afectan al aparato 

respiratorio (l,6,38). 

El tabaco (Nicotina tabacum) es una p1anta originaria de Ar.lérica 

y pertenece al orden de las SOlanaceas,~énero Nicotina,del cual 

existen alrededor de 60 especies,crece en climas cálidos y te.~­

plados.A la 1legada de 1os eRpañoles e1 tabaco se fur.\aba con fi­

nes ceremoniales o medicinales,principalmente en las antillas, 

México,arasil,Florida y Virqinia.Posteriorrtente fue introducido 

a Europa donde en principio se consideró que el ~umarlo era des~ 

qradable y sucio,adernás de dañino a los pulmones y al cerebre, 

pero a pesar de esto su consumo se genera1izd a todo el mundo 

atribuyendole propiedades medicina1es para tratar diversos ~~le~ 

tares como dolor de muelas,reurnatismo e indigestión entre otros 

(38). 

En el sig1o XX,e1 tabaquismo se extendid entre ho:nbres y mujeres 

consumiendose cigarrillos.su genera1izacidn se ha asociado a1 i~ 

cre.~ento de varios padecimientos como el c~ncer de diversos dr~~ 

nos,es!)E!cia1rnente el pulrnonar,así como enfisema,bron~uitis crón! 

ca,cardiopatía isquE!mica y otros accidentes cardiovasculares l3) 

E1 consumo de tabaco en nuestro país se ha incremcntaco en los 

áltimos años determinandose ademAs que la edad a la que se inicia 
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el hábito tabaquico está entre los 12 y 13 a5os,tarnbién el con~ 

rno de tabaco por parte del sector f enenino se ha incre..~entado n2 

tablemente (38).Los mexicanos compran alrededor de 1,200 millones 

de cajetillas al año desprendiendose de esto cue en el presente 

año se tendrA un incremento del 60% en la producción del tabaco 

en relación a 1985.-

Las hojas del tabaco contienen centenares de componentes pero 

dos grupos de ellos son característicos de esta planta: uno es 

la nicotina y los alcaloides derivados de ella,el otro es el gr~ 

po de los ·isoprenoides.Las sustancias más nocivas Dara la salud 

del fumador son el alquitrán.el rnonOxido ce carbono,~, la nicoti­

na. Del alqui trAn se han aislado 1?.olonio, N iauel y Cad..":!io C"Ue se ha 

relacionado con la patogénesis del daño pulmonar y c&ncer bronc2 

génico,así corno el benzopireno que es un !?C)tente carcinOgeno.Cu~ 

dro l. 

La mayoría de los componentes carcinogénicos identificados en el 

alquitrán del humo del cigarrillo no estan precentes en la hoja 

natural del tabaco sino que pueden formarse durante el proceso 

químico que se da a ésta para formar el cigarrillo o bién durante 

la combustión de este.En el ci~arrillo pueden describirse tres:2 

nas principales de la cornbusti6n:la zona carbonosa,que es la 

transformación al carb6n(600º) de los compuestos orgánicos de la 

hoja(proteínas,celulos& etc.): la zona de incandescencia que es 

donde se produce la combustión de la zona carbonosa con el oxí~~ 

no(SOOº),el carbdn se oxida en esta recidn transfornandose a di­

óxido y rnon6xido de carbono;la zona de ceniza aue corresponde a 
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Cuadro 1.-CONSTITUYI:NTZS DEL HUMO DEL TABACO 

AGU.A 

ALCALOIDES,NICOTINA 

ALC'1UIT~1ES 

ISO!'RZNO 

ACETA!.DHl::IDO 

ACRO!.EINA 

FOR?-IALD3!i IDO 

CIANURO D!l: HI!lROGENO 

OXIDO DE NITROGENO. 

MONOXIDO DE CARBONO 

DIOXIDO DE CARBONO 

OXIDO NITRICO 

StJLFURO DE HIDROGENO 

SU!.FURO DE CARBONILO. 

ANHIDRIDO SU!.~UROSO 

SULFURO DE CARBONO 

TIOFENO 

SULFURO DE DI~.ETILO 

DISULFURO DE METILO 

MEZCLA DE OP.r.ANOSULFURADOS 

ACETONA 

MEO~ITADIENO 

PLOMO 
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~ENOL 

ORTOCR:::SOL 

META Y !'ARACP.ESOL 

CA':'ECOL 

ACIOOS OEBILl::S 

ACIDO :!?AL~ITICO 

ACIDO OIZICO 

AC!OO LINOLEICO 

ACIOO ESTEA..~ICO 

ACIOO LI?IOL:J:?JICO 

UTOOL 

ESCATOL 

FE~JANTI'.ENO 

B:::NZO (1\) ANT~CENO 

EE~JZO (A) !'IRL:NO 

GLICERO:!'. 

CAmTABUTOIO!l:S 

MIC'!UEL 

CADM!O 

!'OT,ONIO 

COBRE 

ZINC 

~'.2RCURIO 

ESTA.i'10 



la oxidaci6n corn~leta ce los compuestos orgánicos y aquí s6lo 

queda un residuo de polvo formado por sales minerales de color 

cla~. 

Las partículas del humo inhaladas se retienen en un 80 a 90% por 

el aparato respiratorio del hombre sí la respiracidn se sostiene 

de dos a cinco segundos,estas partículas penetran en las vías re~ 

piratorias y pueden depositarse en la suoerficie de los bronquio­

los respiratorios y hasta los alveolos en donde penetran al tej! 

do o bién son eliminadas 140) 

La cantidad de alquitrán que produce el huno de un cigarrillo 

varía entre 3 y 40 mg dependiendo del tamaño 6 la longitud del 

misr.io,del uso de filtro,d~ la porosidad del ~a~el con que esta 

hecho ,del contenido de tabaco,del ~eso y de su procesarniento(6). 

Además existe una destilaci6n seca que se caracteriza por el de~ 

prendimiento de gases de los hidrocarburos,aldehídos,nicotina, 

vapor de agua y otros productos volatiles(G,40).El alquitrán co~ 

tiene numerosos carcin6genos siendo los r.i4s relevantes los hidr~ 

carburos policÍclicos. 

Los daños producidos por el tabaco sobre el individuo fUl'lador no 

se manifiestan inrnediatamante sino que hay un período de latencia 

que puede ser de varios años entre el momento del inicio del h4-

oito tab4quico y laaparici6n de los primeros síntomas de las enf~r 

medades relacionadas con ~l,c6?!IO ocurre con el cáncer pulnonar, 

bron~itis crdnica,gastritis y 6lcera g&strica.El tabaauisrno en 

las mujeres embarazadas puede alterar el desarrollo normal del 

producto provocando que los productos pesen de 300 a 400 g menos 

que los de mujeres no f\L~adoras .~n el siste~.a circulatorio del 

6 



producto hay vasoconstricción y trastornos de 1a noti1idad gastr2 

intestinal,así c~rno un aumento de la frecuencia respiratoria,por 

todo lo anterior se dificu1ta e1 manejo de un recien nacido de 

!:ladre fumadora (6,18) 

Las enfermedades m4s graves y frecuentes de 1os fu~adores estan 

re1acionadas directamente con e1 nOmero de cigarri1los consumidos 

diariamente,así como la influencia de. otros factores como 1a edad 

a la que se inicia el h4bito,duración de1 mismo.tipo de tabaco y 

de cigarrillos consumidos,grado de inhalación del humo,fur.tar el 

cigarrillo hasta el final.etc. (6) (fig.ura 1) 

Debemos considerar que el cigarrillo no sólo afecta a los fu.~ad2 

res.sino también a 1os no fumadores que inhalan los ?reductos de 

la combustión del tabaco en atmósferas saturadas de hu.~o exponie~ 

dose estos individuos a consecuencias similares a las que se ob­

servan en fumadores.En Alemania Maramatsu ha demostrado que una 

persona que se encuentra en un sitio público donde se esté fúman­

do (restaurantes,cafeterias .oficinas ,etc.) inhala una cantidad de 

nicotina equivalente a un cigarrillo por hora suponiendo ~e tie­

ne un requerimiento de 1 m3 de aire ;>or hora (26) .r.os efectos que 

tiene un ambiente de este tipo puede ocasionar en los fumadores 

involuntarios desde una leve irritaci6n de los ojos 6 de garganta 

hasta un ataque de angina de pecho o un cuadro asmático de tipo 

a1érgico.En niños ex~uestos constantemente al hu.~o se ~resenta m~ 

yor incidencia de infecciones respiratorias que en los adultos, 

ya aue estos tienen una ~ayor ventilación pulmonar :,>er minuto(38) 

Los estudios sobre 1a inmunogenicidad del tabaco realizados re­

cientemente hán demostrado que esta planta(hojas de tabaco,extra=. 
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to salino de tabaco.y condensado de hlll:lo de tabaco) contiene 

compuestos ca~aces de inducir una respuesta inmune hu.~ora1(2,8,10, 

11,16,23,25). Harkavy(ll,14) dernostrd que los extractos salinos 

de tabaco inyectados intraperitoneal:mente inducían una res?uesta 

inmune hUl!loral antitabaco.Posteriormente Chu y col.(O) verifica­

ron que algunos componenetes presentes en el extracto de tabaco 

también eran inmunoqénicos para los conejos.Leher y_col.(16) de­

mostraron la capacidad in..~unoqénica del condensado de humo del 

tabaco al inyectarlo en conejos y obtener sueros· antitabaco 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 inmunoqlobulinas 

(16).Estos resultados apoyan que el humo de1 tabaco contiene com­

puestos capaces de inducir una respuesta inmune humoral en cone­

jos (2, S; 16). Becker y col.(2,3,4) aislaron y purificaron una glic~ 

proteína de 18,000 daltones de PM con 0.3% de Fe++,a partir de t~ 

baco procesado y del condensad~ de humo de1 cigarrillo con la cu~ 

a1 inocula•on a conejos obteniendose anticuerpos contra tabaco de 

clase ZqE e ZgG específicos contra esta glicoprote!na(2).Al inye~ 

tar intracutAneamente éste material purificado a 31 voluntarios 

fumadores,20 de ellos presentaron hipersensibilidad inmediata. 

Por reacciones de inhibición de la hemaqlutinaci6n pasiva se ha 

demostrado que una sustancia con movilidad electroforética simi~ 

lar a la qlicoproteína de 18,000 daltones aislada por Eecker 

se encuentra presente,ademAs del tabaco,en otros miembros de la 

familia Solanaceae c~mo la berenjena,el piment6n,la papa ~ el ji­

tomate,demostrandose que estos contienen antígenos de reacci6n 
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cruzada con la glicoprote!na o que tienen el l'!lismo antíqeno(s) 

(12,15). 

Por reacciones de dobleinmunodifusión se ha demostrado la exis ... 

tencia de anticuerpos contra antígenos del tabaco en el 11% de 

una pobl<1.ci6n de 3-Gl fumadores sanos de ambos sexos,la :90Bitivi ... 

dad fue independiente de la duracidn del hábito y del neir.tero de 

cigarrillos consumidos diariamentel31,32,33,3~).Tambi~n se enco~ 

•traron estos anticuerpos en el suero de algunas personas c;!Ue h~­

b!an dejado de fumar durante alq6n tiempo,pero no fueron detect~ 

dos en ning6no de los no fur.iadores(31.32); 

Lo anteriormente mencionado demuestra que la formación de los 

anticuerpos contra antígenos del tabaco se debe a la esticula­

ci6n antig4nica provocada por los com9uestos ~rovenientes del mi~ 

mo y pueden dar. lugar a una reacción de hipersensibilidad en al.q!l 

nos individuos (33) 

Los sueros de 70 pacientes con isqufimia6 ·rA.~ (infarto agudo al. 

miocardio),de los cuales 49 fueron fumadores~ 21 no fumadores, 

fueron probados contra cuatro diferentes extractos antigd'nicos de 

tabaco por.reacciones de dobleinmunodifusión,encontrandose la ~r~ 

sencia de anticuerpos antitabaco en 13 de los pacientes f\l?!ladores 

mientras que los no fumadores fueron negativós.Paralelar.iente a 

estos estudios a todos los pacientes ae les practicaron ~ruebas 

intracut4neas usando los cuatro diferentes extractos antiq4nicos 

de tabaco,determinandose que las reacciones que se presentaban 

entre 6-8 hrs.fueron específicas y ~s frecuentes e intensas 

en los fumadores que presentaban "precipitinas• antitabaco en el 

suero.La presencia de anticuer~s precipitantes se eorreiacion6 
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con las reacciones cutaneas tardías.Estos hechos indican la posi­

ble existencia de una h'ipersensibi1idad tipo :r:r:r contra el tabaco 

en cierto nGmero de ~~cientes con enfermedad ~oronaria(31,32,33) 

- En fumadores con enfermedad arteriocoronaria se encontr~ ~iper 

sensibilidad tipo· :r:i::r a1 taba.oeo y algunos trastornos inr.iunoldgi­

cos c6rno el incremento de inmunoglobulinas y la disminucidn de 

los niveles de complemento sérico como C3 y C4 sugeriendose la 

presencia de comp1ejos inmunes circulantes en los pacientes estu­

diados ( 33, 34). 

Lo• complejos inmunes astan involucrados en el desarrollo de le­

siones inflamatorias de pacientes y animales experir.lentales(32). 

T.21ilbi6n se ha demostrado que estos cornp1ejos inr.iunes ~ueden depo­

sitarse en las paredes vasculares o estar circulando en la san~re 

de pacientes arterioesc1er6ticos lo .·cual puede jugar un papel sig_ 

nificativo en el desarrollo de las manifestaciones clínicas de · 

las enfermedades cardiovascularesll,26,27). 

Estudiando el efecto de la respuesta im:iune celular contra el t~ 

baco en 80 sujetos aparentemente sanos,45 de ellos fumadores y 35 

.no fumadores,se observ6 que todos produjeron el factor inhibidor 

de la migración de leucocitos,utilizandose un extracto de tabaco 

como antígeno.Se encontró que los fumadores y no fumadores libe­

ran una cantidad similar del factor inhibidor de la ~igraci6n de 

1eucocitos,conc1uyendose que el inmuné!qeno contenido.en el humo 

del tabaco induce una respuesta inmune en un alto porcentaje de 

1a poblaci6n ,aunque esta no fume activamentelS)1sin embargo aon 

se requiere establecer si el factor fue liberado por otros comp~ 

e•tos no antigánicos que tienen efectos f arnacoldgicos directos 

sobre los linfocitos. 
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Con anticuerpos monoclonales dirigidos contra diferentes subpo~ 

blaciones de linfocitos T: OICT3 ,OKT4 ,OKT5 ,O!~':'S, se encontró C!Ue 

la re1acidn de linfocitos OKT4/0KTS estaba disminuida en los fu.~!!. 

dores comparativar.iente con los no fumadores o fu..~adores moderados. 

La disminucidn de la poblacidn de los linfocitos 01:':'4,que corres­

ponden a la subpoblaci6n de linfocitos inductores y/o coo~erado~ 

res,y el incremento de los linfocitos OKT8,que son citotOxicos 

'!ir7o supresores,dan lugar a la de!)resi6n de la res~uesta inmune(9). 

El antígeno(s) del tabaco interacciona con los sistemas de ampl! 

ficaci6n del proceso inflamatorio y pue~e activar la coagulación 

a trav6s de la codificación del factor de Hageman.y éste a su vez 

tiene relación con los productos activos del sistema iJll'\une y del 

sistema del complemento. (3).Un compuesto de 1000 daltones presen­

te en el condensado de huno acti•.ra al co!!lplemento r:>Or la vía al.:. 

terna a partir del tercer componente del com!)lemento(34). 

Los mecanismos propuestoc de la interacción del tabaco con la re~ 

puesta inmune y con otros sistemas de am9lif icaci6n inflamatoria 

se resumen en la figura 2. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Al efectuarse 1a combusti6n del cigarrillo,los antígenos del tab~ 

co son arrastrados por la succi6n del humo generado y al ponerse 

en contacto con la superficie de los bron~uios del parenquina pul 

monar y del sistema inmune del huésped son capaces de inducir una 

respuesta inmune humoral. 

El objetivo de este trabajo es: demostrar que el humo del tabaco 

producido durante la co!:lbusti6n del cigarrillo arrastra proteínas 

(como ocurre con la ASB colocada en los cigarrillos) a traves de 

las regiones de menor temperatura del cigarrillo ;aproximada.'71ente 

60ºC en la parte media y en el extremo opuesto a la combustión 

que está en contacto rn!s directo con la persona fwr.adora(37ºC) y 

que al llevarse a cabo éste fen6meno estas moléculas conservan 

sus propiedades inmunoquímicas,demostrandose esto por las técni­

cas in.'71unosero16gicas cualitativas y cuantitativas c:umo la CIZF, 

IEF, inhibici6n de la hemaq1utinaci6n pasiva e in.'!lunodifusi6n ra­

dial. 

H:I!'OTES:IS 

Si en el humo producido durante la combusti6n del cigarrillo se 

arrastran proteínas antigdnicas sin que estas su~ran descomposi­

ci6n o que sea mínima,entonces si colocamos una proteina,como la 

ASB,en un cigarrillo y después se inicia la cor.tbusti6n en un ex­

tremo del cigarrillo la alb<ír.lina presente en la ~arte media y en 

el extremo opuesto a la combusti6n,ser4 arrastrada con el humo -



del tabaco y pasar~ a formar parte del CH desnatura~i:andóse 

en proporci6n m!nima ,lo cual podra demostrarse ?Or t~cnicas in~~ 

noserolOqicas cualitativas y cuantitativas usando sueros anti-ASB 

para revelar a la ASB. 

DISEQO E..~~~RI?~TAL 

Se e.~?learon dos series de ciqarrillos para cada experimento: a 

una de estas series se le denomino experimental y se le aplic6 la 

albt\rnina serica bovina en la siguiente forma: 

Al ci~arrillo No.1 se le inyectd un volilrnen total de 3 ml de la 

diluci6n de ASB distribuido en tres puntos diferentes dejando una 

concentración total de 330 rng/ciqarrillo.De ~ata manera se prosi­

quió con los siguientes ciqarrillos usando concentraciones meno­

res de ASB (tabla NO.l). la otra serie de cigarrillos que sirvió 

de control no recibió ASB pero sí se le aplicó un volúr:ten similar 

de soluci6n salina. 

Las diversas series de cigarrillos se dejaron secar durante 

48 hrs a temperatura ambiente.al térrnino de este tiempo se proce­

dió a llevar a cabo la combustión y condensaci6n de hu.~o de cada 

uno de los ciqarros(experimentales o testigos) en un volllmen de 

10 ml de SSF a una temperatura de 4°C y dejando un tiempo de ce~ 

densación de 10 min.para cada uno (figura 3). 

También se llevó a cabo la combustión de tres cigarrillos experi 

mentales con la misma concentración de ASB cada uno,o testigos 

sin ASB,en un volumen de 10 ml de SS~ dejando un lapso de 10 min 

entre la combustión de uno ~ otro ciqarrillo para favorecer la 

condensación de humo a una temperatura de 4°C.En forma parecida 
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se procedi6 con los otros cigarrillos usando concentraciones men~ 

res de ASB. 

A cada condensado de humo obtenido se le deterr.iind ia concentra­

cic5n de proteínas por el método de Lowr.}' (19) y sus propiedades 

illl!lunoquL~icas,procediendose a llevar a cabo las siquientes prue­

bas inmunoserol0gicas:contrainmunoelectroforésis,innunoelectro=o­

résis,hemaqlutinaci6n pasiva,inhibici6n de la hm::.aglutinacidn pa­

siva e inmunodifusión radial. 



... .... 

Tabla~.•-· Concentraci6n de albfunina eerica bóvina aplicada a cada 9rupo. de 

ci9arrilloa. 

Ci9arrilloe/aerie 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Concentraci6n de ASB 

adicionada en cada punto 

mg/ml 

110.0 

55.0 

27.0 

13.0 

6.5 

3.2 

1.6 

o.e 
0.4 

0.2 

Concentraci6n total de ASB 

por cigarrJ.llo:;" 

330.0 

165.0 

81.0 

39.0 

19.5 

9.6 

4.8 

2.4 

1.2 

0.6 
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MATERrAL Y ?4.E'l'ODOS. 

DE'l'ERMr?lACrON DE PRO'l'ErHAS !?OR . .E:L METODO O?:: LO!-ffiY. 

1.- Sa prepar6 una curva patrdn con alb\lnina sérica bovina(ASB) 

haciendose diluciones de ~ata para obtener las concentraciones 

da 110,55,37.5 y 6.8 pq/ml. 

2.- Las muestras problema se diluyeron lilO y 1:20 con solucidn 

salina boratos O.lSM pH s.4. 
3.• Sa tomaron 0.1 ml de las diferentes diluciones de albúmina ~ 

da las muestras problema por duplicado as! como 0.1 ml de solu-· 

ci6n salina borato para preparar el blanco. 

~-- se .adicionaron 2 ml de la solucidn A a cada uno de los tubos 

agitandose in."!lediatamente.se dejaron re90sar estos por l.O !!lin. a 

temperatura ambiente. 

s.~ se aqreqaron 0.2 ml de la solucidn B,se nezclaron bién cada 

una de las muestra y. se dejaron re:r;>osar a tºempe.ratura a..'!lbiente 

por J.O rnin. 

6. - Se midi6 · la densidad 6ptica tanto de la curva patrtln como de·. 

los problemas en un espectofotdmetro a 750 nm. 

7.- se hizo una curva estandar sobre la cual se extrapolaron los 

resultados problema y se hicieron los ca1cuios correspondientes 

para expresar l.as cantidades en mq /ml. 

Solucionas empleadas: 

So1ucidn A 

So!.ucidn · B 

tartrato de sodio a 2• 

Sulfato de cobre al l• 

Carbonato de sodio al 2i en NaOH O.lN 

Reactivo de fenol 

Aqua destilada 

0.1 ?!ll 

0.1 rnl 

10 ml 

1.0 m1 

1.0 ml 



CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 

1.- Se disolvid agarosa al 0.8% en solucidn reguladora para 

CIEF(v/v) con agua desionizada,a9re9ando 0.1% de azida desodio 

como conservador en baño María a 92•c. 

2.- Se colocaron 3 ml de agarosa fundida por laminilla dejan­

dola gelificar durante 30 min a temperatura ambiente. 

3.- Las placas se guardaron en una c~mara hWtieda a 4•c hasta 

el momento de usars~. 

4.- Con un horadador se hicieron seis pares de orificios en 

cada laminilla. 

S.- Se extrajo la agarosa de ellos y se procedí& a llenarlos· 

con los ant!genos y anticuerpos correspondientes as! Cv•no con 

las muestras experimentales.En una de los pozos se adiciond 

azul de brornofenol-ASB como indicador del corrimiento electr~ 

forético. 

6.- Las placas se colocaron en la c~mara de electroforésis qu~ 

dando los antígenos y muestras experimentales en la regi6n ca­

t6dica y el anticuerpo en la an6dica.El contacto con la solu­

cidn de barbital se llevd a cabo usando tiras de papel filtro. 

7.- La fuente de poder fue conectada a la c<futara de electrofo­

r~sis y se pasd una corriente de .2.0 mA por cada laminilla ha~ 

ta que el indicador recorrid 2.5 cm a partir del punto de apl~ 

caci6n. 

8.- Las placas fueron incubadas 1 d!a a temperatura ambiente 

en cámara húmeda y posteriormente fueron lavadas con solucidn 

salina borato(0.15M pH 8.4) durante 5 días 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 fil. tro y se dejaron se­

car a temperatura ambiente durante 24 ~·· 

. __ 11. -Las placas se tiñeron con azul. br1.llante de Coomassie du­

rante el tiempo necesario (aproximadamente 10 m1.n) y se con­

··.trastaron con la soluci6n decolorante. 

--~12. -se registraron las bandas de precipitación obten1.das. 

I:NMUNOELECTROFORESIS. 

1.- Se licucS agarosa al o.a• en aol.ucidn raguladora para IEF 

diluida (v /V) con agua des ionizada, agregando O. l'i; de azida de 

sod_io como conservadl.)r,en un baño de agua a 92•c. 

2.- Se colocaron 3 ml. de agarosa fundida por laminil.l.a,dejand~ 

se gelificar durante 30 mi.n a temperatura ambiente.Las pl.acas 

fueron guardadas en cámara h6meda a 4•c hasta el. momento de su 

uso. 

3.- Con un cortador se realizaron perforac1.ones para los pozos 

y canales.La agarosa se retird de l.os pozos para colocar en su 

lugar a los antígenos correspondeinte•. 

En uno de loa pozos se ad1.cion6 azul .de bromofenol-ASB como 1.E_ 

dicador del corri.m.iento electrofori6tico. 

4.- Las placas fueron col.ocadas en la c4mara de electrofordsis 

usandose solucidn de barbital come amortiguador. 

Bl contacto del amort:l.gUador con la aqaro•a se establ.ecid med! 

ante papel f :l.ltro. 

s.- se cubr:l.4 la cámara de electroforc!sis y fue conectada a la 

fuente de poder¡se pasd una corriente de 2.5 mA por cada J.~:1.-
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nilla.El corrimiento del indicador fue de 2.s cm a partir del 

punto de oriqen. 

6.- Las laminillas fueron retiradas de la cámara de electrofo­

r~sis eliminandose el qel de los canales. 

7.- Cada canal fue llenado con 100 µl del suero inmune corres­

pondiente. 

a.- Las placas se incubaron por 3 días a 2o•c en cámara humeda 

para qlle se llevara a cabo la inmunodifusión. 

Las placas se lavaron en solución salina borato (O.lSM pH,8.4) 

durante 5 d!as a 4"C realizando dos cambios de esta solución.y 

después se dejaron 2 hrs en aqua destilada. 

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

car. 

10.-Las placas fueron teñidas con azul brillante de Coomassie y 

se contrastaron con la solución decolo~ante. 

11.-El número de bandas de precipitación fue registrado. 

HEMAGLUTINACZON PASZVA 

a) sensibilizaci6n de qlobulos rojos. 

SeJ:ealiz6 el acoplamiento de ASB a eritrocitos humanos del gr~ 

po sanquineo "O" Rh(+) por medio de qlutaraldheido al 21 r c!;! 

mo controles se usaron eritrocitos sometidos a mismo tratamien-

. to de fijacid'n pero sin añadir ninqun antlgeno •• 

1.~ ·La sangre con anticuagulante se centrifuqd a 500 g. du ~­

rante 5 cú.n desechandose el plasma.El paquete de globulos rojos 

fue lavado 3 veces con solución salina fosfato(SSF) O.lSM pH7.3 

centrif"Ugando a 500 CJ .• /5 min cada vez. 

Los erit:ocitos fueron resuspendidos al 501 en la misma solu­

ci6n amortiguadora. 
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Tabla l·J. .- Procedimiento de sensibilizacidn de globulos rojos por medio 

de glutaraldheido al 2%. 

Eritrocitos al 50% 

Solución salina Fosfato(0.15M,pH 7.3) 

Alb\Írnina serica bovina al 22% 

Glutaraldhe!do al 2% en SSF 

-se agitaron durante 60 min a 20°C 

-se centrifugaron A 500 g por 5 min 

E-Solos 

l..5 ml 

48.0 ml 

1.5 ml 

-El paquete 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 JO.O ml 

E-ASB 

1.5 ml 

47.3 ml 

1.5 ml 

1.5 ml 

JO.O ml 

La suspensión de eritrocitos se agit& durante 1 hr a temperatura ambiente y 

se dej6 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) Determinaci6n de anticuer!?OS ., antígenos nor nicroher::a<Jlutina­

ci6n. 

En placas para microtitulaci6n en fondo en "U" se colocaron por 

triplicado 50 pl del suero anti-ASS en la primera hilera de pozos 

en las siguientes hileras se adicionaron 25 µl de SSF-Az-Gelatina 

y se realizaron diluciones al doble con el microdilutor. 

A cada di1uci6n del suero se le adicionaron 25 pl de eritrocitos 

sensibilizados con ASB. 

Controles requeridos: 

A) Control del dilu~rente: 

1.- Se de~ositaron 25 µl de SS~-Az-Gelatina en una hilera de· po­

zos y se agregaron 25 µl de la suspensi6n ne eritrocitos sensibi­

lizados al 1.0%. Esta ~eacci6n fue ~egativa. 

B) Control del suero: 

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

trocitos sin sensibilizar. Esta reacci6n fue negativa. 

XNHIBICION DE LA HEMAGLUTINACIO?-l PASJ:VA COH AS:S Y CONDENSADO PE 

HUMO DE TABACO CON Y SIN ASB. 

En placas para microtitulaci6n con fondo en "U" se colocaron en 

el primer pozo de cada una de las hileras SO p1 de una solución 

estandar de ASB con una concentraci6n de 2.2 mq/ml,o C~ de tabaco 

experimental con ASB o CH testigo,en las si~uientes hileras de 

pozos se adicionaron 25 pl de SS':'-Az-~elatina ~· se realizaron en­

tonces diluciones al doble con el micro~ilutor. 

A cada una de las diluciones de ASB o del CE,se les adicion6 25 p1 

de una dilución 1 :500 del suero anti--ASB del conejo ~lo.1 (previa-
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mente se probaron diferentes diluciones del suero anti-ASB deter­

minandose que la diluci<5n 6_ptima ::iara ésta prueba era de 1:500, 

con la cual se detect6 una concentraci6n mínima de s.e a 13.6 µg/!!11. 

de ASB). 

Las placas se incubaron a 37ºC durante 30 ~in,agitandose cada 10 

rnin. A cada uno de· los pozoz se le adicionaron 25 µ1 de eritroci­

tos sensihilizados(Z-ASB).Las ~lacas se agitaron~ se dejaron re­

posar durante 3 hrs.a temperatura ar.ibiente • 

Controles requeridos: 

A) Control del dilu~ente: 

Se depositaron 25 µl de ss~-Az-Gelatina en una hilera de _pozos y 

se a~reqaron 25 µ1 de la sus~ensi6n de eritrocitos sensibilizados 

al 1.0% Esta reacci6n fue negativa. 

B) Control del suero: 

Se probaron las diluciones del suero del conejo No.1 U:lC0,1:200, 

1:300,1:400,1:500) con eritrocitos sensibilizados (Z-ASS) .~sta 

reacci6n fue negativa. 
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INMUNODIFUSXON RADIAL. 

1.- Se disolvió agarosa al. 1.6 % en soluc.i<Sn reguladora de Ma!2_ 

cini agregando 0.1% de azida de sodio como conservador,en un 

baño de agua a 80°C durante 60 a 90 min,filtrandose posterio­

mente a traves de una gasa. 

2.- Se dej6 enfriar a una temperatura de 45 a SO ºC y se adi­

cion6 el suero anti-albilmina en diferentes diluc. iones: l: 2, l: 4, 

1:8 y 1:16. A 4 ml de a9arosa al 1.6% se le añadió un volúmen 

de 4 ml de l.a dilucidn correspondiente de suero anti-ASB mez­

clandose con la agarosa. 

3.- Se colocaron 8 m1 de l.a muestra a cada caja de IDR y se d~ 

jd enfriar y gelificar a temperatura ambiente durante 30 min. 

Se guardaron las placas en una cámara hllmeda a 4ºC hasta el m~ 

mento de usarse. 

4.- Se practicaron horadaciones en el. agar y en cada una de 

ellas se coloc6 un voldmen de 10 µl de la albdmina estandar a 

diferentes concentraciones,as! como de las muestras experimen­

tales. 

S.- El estandar y los prob1emas se dejaron difundir durante 

72 hr. a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

6.- Se lavaron l.as placas en soluci6n salina borato(O.lSM 

pH 8. 4) durante 5 días a 4 ºC haciendo se dos cambios de la mis­

ma • 

7.- Al cabo de este tiempo se procedid a medir el diiÍmetro de 

las zonas de precipitacidn de las diferentes diluciones del a~ 

t!9eno estandar usando una regl.a que did los valores en mm ele 

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

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

caron los valores de la concGíitracidn de cada una de las d.11:!!_ 

ciones del antígeno estandar en mg/mJ. y en el eje do las ord~ 

nadas se colocaron los valores correspond.ientes a la cifra o~ 

tenida al cuadrado de la zona de precipitac.ión de cada dilu-i 

e.ion.As! se obtuvieron los puntos de la curva que al unirse 

dieron una linea recta,cuyo punto de inserción en el-eje de 

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

las placas usadas y correspondi& al d.iimetro de los pozos en 

los que se colocaron los ant!genos. 

Para determinar la concentracidn del antígeno en las muestras 

experimentales se procedió a medir en las mismas condiciones 

que se describieron antes,el diámetro de la zona de prec.ipit~ 

cidn y este valor se situ6 en el eje de las ordenadas de aquí 

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 que dió directamente la concentración 

"del antígeno en la muestra experimental correspondiente al 

condensado de humo que contenía la ASB. 
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SOLUCIONES 

SOLUCION SALINA BORATO (SSB) O,lSM pH 8,4 

a) Solucid'n reguladora de boratos 

Acido bdrico 

Borato de sodio 

Cloruro de sodio 

Agua destilada c.s.p. 

Ajustar el pH a 8.4 con HCl o NaOH 

6,18 g 

9,53 g 

4.38 g 

1000 ml 

bl !iezclar 5 partes de la soluci6n reguladora de boratos con 95 

partes de soluci6n salina 0.15 M. 

SOLUCION REGULADORA SAL:r.:>A FOSFATO O. lSM pH 7, 4 (SSF) 

Cloruro de sodio 7,88 g en 900 ml de agua 

Fosfato de sodio dibásico 2.12 g en 100 ml de agua 

Fosfato de sodio monobásico 0.52 g en 25 ml de agua 

Mezclar la sol.ución de cl.oruro de sodio con l.a de fosfato de so-

dio dibásico y ajustar el. pH a 7.4 con l.a sol.uci6n de fosfato de 

sodio monobásico. 

28 



SOLUCION REGULADORA SALINA FOSFATO CON AZIDA DE SODIO 

pH 7. 2 (SSF-Az) 

Fosfato de sodio dib4sico anhidro 0.01 M 

Fosfato de sodio monob4sico anhidro 0.01 M 

Azida de sodio 0.1% 

Cloruro de sodio 0.15 M 

Mezclar la soluci6n de fosfato de sodio dib4sico a la de cloruro 

de sodio y ajustar el pH a 7.2 con la so1uci6n de fosfato de 

sodio monob~sico.Posteriormente añadirle el azida de sodio. 

SOLUCION COLORANTE DE AZUL BRILLANTE DE COOMASSIE. 

Metanol 

Acido acético glacial 

Agua destilada 

Azul brillante de Coomassie R-250 

454 ml 

92 ml 

454 ml 

1.25 g 

Mezclar el azul brillante de Coomassie con el metanol y agitar 

durante 24 hr a 20ºC en frasco ambar. 

Filtrarlo y adicionarle el ~cido acético glacial y el agua. 

Guardarlo en frasco ambar a 20°C. 

SOLUCION DECOLORANTE. 

Acido acético glacial 50 

Metano l. 50 

Glicerol. l.O 

Agua destilada c.s.p. 1000 

29 
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RESULTADOS 

CARACTERIZACION DE LA REACTIVIDAD DE LOS SUEROS A..~TI-ASB 

Los sueros anti-ASB obtenidos (conejo 1 y conejo 2),fueron proba-

dos frente a una soluci6n estandar de ASB por las técnicas de CIEF, 

IEF y hemaglutinaci6n pasiva,obteniendose los resultados que se 

presentan en la tabla II. 

Por CIEF se determin6,que la concentración mínima de ASB detecta­

da por el suero anti-ASB de ambos conejos (conejo 1 y conejo 2),fue 

de 13.0 a 25.0 µg/ml,mientras que por IEF s6lo se detectaron conce~ 

traciones mayores a 52 µg/ml de ASB debido a que ésta técnica es m~ 

nos sensible que 1a CIEF.Con ambas técnicas se obtuvieron hasta dos 

bandas de inmunoprecipitaci6n. 
, 

Por la técnica de hemaglutinaciOn pasiva el suero anti-ASB del co-

nejo No.1,present6 un titulo de 1:1024,y el suero del conejo No.2 

presento un título de 1:520. 

DETERMI:lACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN EL CH DE CIGARRI­

LLOS EXPERIMENTALES Y TESTIGOS. 

Se llevo a cabo la deterin~naci6n de la concentraci6n de proteínas 

tanto a los CH experimentales tratados con diferentes concentraci~ 

nes de ASB,as! cf0mo a los CH testigos tratados sOlo con solución 

salina.A los resultados que se obtuvieron de ésta determinación pa­

ra los CH de un s01o cigarrillo en el que el humo del tabaco produ­

cido fue condensado en 10 m1 de solución salina,se le rest~ la co~ 

centraci6n promedio de proteína del CH testigo(l.3 mg/ml) para obt~ 

ner una concentraci6n total de prote!na,obteniendose los resultados 

que se presentan en la tabla III. 
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Como se puede observar el rango de proteína total promedio estuv.o 

cornprendaida entre 0.23 y 1.88 mg/rnl,correspondiendo las concentra­

ciones m.§s altas de proteína 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.S mg de alb6mina,la concentraci6n de proteína total pro­

medio fue muy similar,teniendo un rango de concentraci6n de 0.23 a 

0.45 mq/ml de proteína. 

Los resultados de ~sta determinaci6n para los CH de tres cigarri­

llos ,es decir para aquellos en los que tres cigarrillos con la mis­

ma concentraci6n de ASB se quemaron uno después de otro con un la2 

so de S min entre cada uno y el humo del tabaco producido por los 

tres se condenso en un s6lo volli.men de 10 ml de solución salina,se 

muestran en la tabla III. 

De acuerdo con los resultados,para el CH de tres cigarrillos se ti~ 

ne un rango de concentraci6n que va de 5.2 a 10.6 mg/ml,correspon­

diendo la concentraci6n m.§s al.ta para el CH :~o.1 proveniente de 

tres cigarrillos tratados con una concentraci6n total de 990 mg de 

Asa.La concentraci6n promedio de proteína !?ara el CII testigo en es­

te experimento fue de 3. 8 mg/ml. 

DE'l'ER.:·lXNACXON DE .:!\SS E~ EL CH POR LA TECNIC1· l E CIEF 

Los ca experimentales y testigos fueron probados frente a los sue­

ros anti-ASB obtenidos de los conejos l y 2 por la técnica de CIEF. 

Los resultados de esta determinación para los CH de 1 y 3 ciqarri · 

llo• respectivamente se presentan en la tabla IV. 

Cor:io ae puede ver en los reEultados los sueros ant1-ASa de ambos 

~one)o• revelan la presencia de esta proteína en los siguientes 
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?Orcentajes: 

l.) El suero del conejo No. l. revel6 la presencia de ASB en el l.00% 

de los CH No.l. y 2 provenientes de cigarrillos tratados con 330 y 

l.65 mg de albQmina respectivamente y s6lo en el. 40% del C!I i~o. 3 de 

cigarrill.os a los cuales se les apliccS una concentraci6n de Bl. mg 

de ASB. 

2) El. suero del c~nejo No.2 detectd la presencia de albúr.tina en el 

100% del CH No.l y s6lo 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. mostr6 la presencia de albúmina désde 

el CH No.l (la concentracicSn tot<tl de ASB aplicada fue de 990.0 mg) 

hasta el CH No.5 (la al.hCunina total aplicada fue de 58.5 mg).El. su~ 

ro C:el conejo No.2 evidenci6 la albúmina desde el el CH No.l hasta 

el CH No. 4. Los CH obtenidos de un s6lo cigarril.l.o y que provienen 

de cigarrillos a los que se les apliccS una concentraci6n menor a 

Bl. mg de ASB presentaron una reacci6n negativa frente a ambos sue­

ros (Figura 4-A) •. 

Los CU testigos no mostraron reactividad frente al suero anti-ASB, 

al realizar ésta prueba se utilizcS un control positivo: se probó 

una soluci6n patrOn de ASB al 22% frente al. suero de ambos conejos, 

presentandose en ambos casos una reaccicSn positiva. 

DETE~Ul'IACION DE ASB EN EL C<i POR LA TECNICA DE :r.E.F. 

~odos los CH al igual que una solucicSn patr6n de ASB,fueron proba­

dos frente al suero. anti-ASB de l.os conejos l y 2 obteniendose los 

resul.tados que se presentan en l.a tabla V. 
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Los resultados de posi.tividad de los CH por ésta reacción son lo·s 

siguientes: 

1) Con el suero anti-ASB del conejo No.1 se obtuvo un 100% de posi­

tividad para el CH No.1 y sólo un 44'5 de positividad para el CH No. 2 

2) Con el suero anti-ASB del conejo No.2 se presentó un 44% de posi 

ti.vi.dad para el CH No.1 

Con respecto a los CH de tres cigarrillos,con el suero No.1 se pr~ 

sentó positividad desde el CH No.1 hasta el CH No.4 y con el suero 

••o.2 se tuvo reacción positiv·a hasta el CH No.3. 

En todos los casos positivos,se observó una sola banda de inmuno­

precipitación que presentó el mismo corrimiento inmunoelectroforé-· 

tico a ue l.a solución patrón de ASB usada para esta prueba y que ad~ 

mas fue emnpleada para inocular a los conejos No.1 y 2 (figura 4B) 

Los CH testigos no presentaron reacción positiva al enfrentarlos a 

los sueros anti-ASB. 

La frecuencia de positividad para esta prueba disminuyó con respec­

to a la C:CEF,debido a que es una técnica menos sensible y se requi~ 

re una mayor concentración de antígeno para que este pueda ser de­

tectado (tablas :CV y V). 

Se puede concl.uir,que la ASB se encuentra presente en algunos de 

los Clt experimentales y que esta proterna no presenta alteraciones 

en sus determinantes antigénicos,ya que ha sido reconocida por anti 

cuerpos específicos. 

CUA.~IFICACIO~-l DE LA ASB P:::U::SENTE E;.• LOS CH EXPERI~TAL:C:S POR LA 

TECNICA DE I!•HIBl:CIOH DE LA HEMAGLUTINAC:C01' PASIVA. 

Por medio de esta técnica,se realizó la cuantificaci6n de la ASB 
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contenida en los CH experimentales utilizando para ello solamente 

el suero anti-ASB de1 conejo No.l. Al realizar la estandarizaci6n 

de <!Sta técnica se determin6 que la dilución d?tima de1 suero anti­

ASB a usar era de 1:500. La concentraci6n de albi1mina obtenida pa­

ra cada uno de los CH experimentales se presentan en la tabla vr. 
La concentración máxima de ASB detectada en los en de un s61o cig!!_ 

rri1lo correspondiO en ?remedio al CH No .1 que present6 una concen­

traciOn de 50. O µg/ml de alblímina,esta concentraci6n fue disminu­

yendo para los siguientes condensados (CH No.2:27.5, CH :•o.3:14.48) 

hasta encontrar una concentraci6n mínima de albúmina en el CH No. 4 

y que fue en ?rornedio de 2.9 µg/ml. 

?ara los CH de tres cigarrillos,la concentraci6n máxima de ASB en­

contrada fue para el Cñ :10.1 ( 110. O 11g/ml) ,esta concentracid'n fue 

disminuyendo hasta obtener para el CH ::10.5 una concentracid'n de 

13. 75 µg/ml. 

Se establ.eci6 adernás que la concentracid'n rn!nima de AS:a estandar d~ 

tectada usando esta dilución del suero anti-albllrnina era de 6.? a 

13.0 µg/rnl.En los CH testigos la reacción de inhibici6n de la hema­

glutinaci6n pasiva fue negativa. 

CUANT:IE'ICACIO~• DE LA ASB PRESE1-lTE ;::"¡ LOS CH POR LA TEOlICA DE 

r:-lMUl•ODIFUSI0¡1' PJ\DI.1\L. 

Al llevar a c<U>o la estandarizaci6n de esta técnica,se determinó' 

que. la di1uc16n adecuada del suero anti-ASB del conejo !-lo. 1 a usar 

era de l:i6.A1 efectuar la cuantificaci6n de alhú..~ina en los CH ex­

perimentales se obtuvieron los resultados que se ?resentan en 1a 

~abla VII. 
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De acuerdo con los resultados que se encontraron para los CH de un 

sólo cigarrillo,se deterrain6,que la mayor concentraci6n de alb(Í.~ina 

fue ol:>tenida en el CH No.1 y tuvo un promedio de 60 .11 µg/ml; la co!l 

centraci6n fue disminuyendo en forma casi proporcional para los si­

guientes condensados (CH No.2 :2.35 y CH No.3: 15. 77 µg/ml de ASB). 

Zn los CH provenientes de un s6lo cigarrillo tratados con concen­

traciones menores a 81 mg de albdntina,no se encontr6 esta proteJ:na 

usando la inmunodifusi6n radial (figura 4C). 

Al e::ectuar la cuantificaci6n· de albú.'nina en los CH de tres cigarr!_ 

llos se obtuvo para el CH :~o.1 una concentraci6n de 114. O µg/rnl y 

la concentración menor la mostr6 el CH No.4 (26.0 µg/ml de ASB).La 

concentración míniraa de ASB aplicada a los cigarrillos y que puede 

ser as! mismo detectada y cuantificada en el CH por las t€cnicas de 

inhibici6n de la hemaglutinaci6n pasiva e IDR es de 39 mg por ciga­

rrillo.Las concentraciones menores de ASB aplicada a los cigarri­

llos posible:::iente puedan ser detectadas en el CH por técnicas más 

sensi!::les tal como. la t~cnica inmunoenzim.:\tica ELISA. 
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Tabla No.11.- QRACTBRIIACJ:Olf OF. LA RBAC'J'I'1IOAD DE SflEROS A"ITI-ALBfl .. Il\IA BE'llICA BOVINA 

Suero Anti-ABB Hemaqlut~nac16n '!;)&Biva• CIRP' Concentraci~n de ABB I.E,P', concentrecitln de llSB 

del cone1o 1110. titulo !fo.de bandas detectable oor CIP.P' "lo.de bandas detectable por 

~ 111024 1-2 13.0 uq/1111 1-2 52 uq/ml 

2 11520 1-2 25.0 ug/ml 1-2 52 uq/ml 

• Se emplearon eritrftcitoa qlutaraldehiaados y aens1b111aadoa con ASB del qru.,,o aanquCneo •o• Rh !DO•it~vo 

al 1.0• 

I,E.F. 



Tabla 111.-DETERMINACION ílll l'RO'l'HINi\ l:N 1:1. CONllHNSi\1111 IH: llllMO 111: c1<:An1111.1.ns TllJ\!1'1\llOS t:ON 1\1.llllMINA Sl:RICA BOVINA. 

Cigaa·ri l lo 

No. 

3 

6 

9 

10 

• mg/ml 

Conccntraci&n de ASB Serie No.1 

Aplicada (mg/ml) 

330.U 

16S.O 

81.0 

·39.0 

19.5 

9.6. 

A ll 

1.lill* 2.20 

0.3ll ·0.60' 

0.10. 

.. ·o. 4S 

0;60 

'0.40 

o·. 3o· o ;.is 

. 'o. 4s ·· .. o: 4s 
>.:',>0:20:,· i..io'·' 

·(¡;·.20 i. 20 

-º~~-:~~~:.:~,~~:c .. '·.·? .<;;~·kr~~.~r>:_:.·_., .. -
::·:\/:: _.,~·;~_< ·.: :::- .,.s:~-T:~(. 

. 4 .. 8. 

2:4 

i.z·:e .. " 

e " 

. 2 •. 21) 

í .10 

: 0.60. 

,1. 30 

0:60· 

·º· 35 

0.20 
;'",• 

0.35 

0.80 

0.20 

!l. 

.2. Zll 

:· 1 •. 0ll 

'· 1. 00 

·.·t.10 

o • .7S 

1. 00 

o. 3S 

o. 90 

o. 3S 

o. 20 

Serie No. 2 Serie No.3 

ll e A ll e _x_ 

2.20 L65 l .Su z.oo 1' 45 l. 88 

i';ii5 l. 00 0.80 l. zu l. 10 0.90 

u.·90 0.90 0.60 0.3S 1.10 0.68 

0.63 0.90 o.so o.zo 0.80 o. 73 

1.00 1.00 0.60 o.zo '1. 00 0.65 

0.30 o.so 0.60 0.3S º·ºº 0.45 

o.oo ·o.6s 0.3S o.oo ·0.20 0.23 

·O. SO o.oo o.zo ·O.ZO 0.20 0.32 

0.35 0.65 0.60 ·O. 4 S 0.40 o .40 

0.20 O.SS 0.20 ·O. 20 o.oo o. 28 

..!!.L 
0.31 

u. 27 

o. 30 

o. 33 

ll.Z9 

0.25 

o. 25 

o.3o 

0.45 

0.37 
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Tabla J.V. 

Condensado de humo 

del cigarrillo No. 

§erie No; 1 

A 

B 

e 
Serie No. 2 

A 

B 

e 
Serie No. 3 

A 

B 

e 
Serie No. 4 

Identificación de albúmina serica bovina en el condensado de humo de tabaco por la tt!cnica 

de ....:ontrain•Unoeiectroforésis. 

z 3 4 5 6 7 8 9 10 1 z 3 .. 5 6 7 8 

Suero anti.-ASB Conejo 1 Suero anti-ASB Conejo 2 
9 10 

No.de bandas de i.naunoprecipitaci6n obtenidas No.de bandas de inaunoeresieitacidn obtenid11s 

1• 1 •• 
1 -· 1 

· .. --: .'. 
'..:, 

l. 

1 

~- 1 

• 13.75 P9/mi deASB doterminadoB por CIEF. 



Tabla V .. -

Condensado de humo 

del cigarrillo No. 

Serie 'lo. l 

A 
..... 
•o B 

e 
Serie 

A 

B 

e 

Serie 

1\ 

B 

e 

Serie 

* La 

Identificclci&n de albdmina serica bovina en el condc~nartcio de humo de tabaco nor la tdcnica 

de inmunoaloctroforAais. 

l 2 3 .. 5 6 7 e '·9 10 1 2 .. 6 7 

Suero AntL-ASB conejo Suero Anti-ASB Conejo 2 

e 9 10 

~o.de bandas de inmunoorecipitaci&n obtenidas No.de bandas de inmunoprecipitaci6n obtenidas. 

1 1• - .1. 



... 
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Tabla Vl .- Cuantif:icaci&n de albdmina •erica bovina en el conden•ado de humo de tabaco por la t6cnica 

de inhibicidn de la hemaglutinaci6n pa•iva. 

Condensado de humo 

del cigarrillo No. 1 2 3 4 5 6 7 e 

Serie ffo. 1 

A 55.00• :n.so· 13.75 6.ao 

B 55.00 27.50 6.80 

e 55.00 55.00 27.50 &.ao 

Sefie Mo, :a 1..., 

·A 55.00 27,50 13,75 

B 37.50 13.75 6.80 

e 55.00 13,75 13,75 

Serie No. 3 

A 55.00 27.50 27,50 6.80 

B 27.50 27.50 6.80 

e 55.00 27.50 13.75 

Serie No. 4 110.00 55.00 55.00 27.50 13.75 

Serie 'J'eatigo 

• Concentracidn de albdmina serica bovina en µg/ml 
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Tabla V l .l.- CUantificacicSn de albC.mina serica bovina en el com1ensar1o de humo de tabaco por la t&cnica 

de inmunodifusicfo radial. 

Condensado de humo 

del ciqarrillo No. 1 2 3 4 5 6 7 9· 9 10 

Serie No. 1 

A 69. O* 48.0 22.0 

B 48.0 29.0 u.o 
e 76.0 54.0 JO.O 

Seri.e No. 2 

~ A 60.0 38.0 18.0 

B 42.0 20.0 

e se.o 26.0 16.0 

Serie No. 3 

A 66.0 34.0 25.0 

B so.o 32,0 -· 
e 72.0 40.0 11.0 

Seri.e No. 4 114.0 88.0 ".52.0 26.0 

Ser:le Testigo :-

* concentraci&n de albúmina serica bovina en pg/ml 



Fig. 41~: Se observa por contrainm:.tnoelectroforésis 

una banda de precipi tacic5n entre el CH ex-· 

perimental con J'.SD (A y B) y el suero anti·­

ASB (1 y 2). El CH testigo sin ASB( C )con­

tra el suero anti··ASB ( 3 ) no dejó ninguna 

banda de precipitaci6n. 
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Fig 4B En la inmunoelectrofordsis se observ~ una 

banda de precipitacic5n al enfrentar e1 CH 

experimental. con ASB (A y B ) contra e1 

suero anti-ASB (eanal 1). 
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Fig 4C: Se observan los halos de precipitaci6n obte­

nidos por IDR.Se colocaron cantidades decre­

cientes de ASB en los pozos 1,2,3 y 4.En los 

pozos 5 a 11 se coloc6 el CH experimental con 

ASB resultando positivos los ntímeros 5,6 y 11 

el resto fueron negativos. 

En el pozo No.12 se colocó un CH testigo sin 

ASB.La reacci6n fue negativa. 

La ágarosa contenía el suero anti-ASB diluido 

1:500. 
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DI:SCUSI:ON 

~a presencia de ASB en el condensado de humo de cigarrillos a 

los cuales se les a?lic6 previa.mente esta proteina,permite afirmar 

que en las condiciones de la combusti6n de los cigarrillos,es po­

sible que una ?rote~na(s) del tabaco pueda estar for!'Jando parte 

del humo ,y si .. sta 9roteína se pone en contacto con el sistema in­

munocompetente del tracto respiratorio,desencadenará la producci6n 

de anticuerpos antitabaco,Al incinerar un cigarrillo se destruye 

el material protéico presente en las hojas del tabaco,sin enbargo, 

se considera que se forma un gradiente de temperatura en este ci­

garrillo desde la zona de incandescencia(eOOºC) hasta el sitio que 

est~ en contacto con los labios del furnador,lo cual podría originar 

que el humo del tabaco fuera capaz de arrastrar y contener compo­

nen tes de bajo peso molecular así cómo alg~na proteína del tabaco, 

que al introducirse corno aerosol en el aire inhalado durante la a~ 

piraci6n del humo,estimularía la respuesta inmune contra los cons­

tituyentes del mismo tabaco.Las partículas del humo del tabaco de 

10 r.ticras de diámetro,se depositan en vías respiratorias altas co·· 

mo J.a traquea,6 en conductos respiratorios mayores nediante la se-· 

dimentaci6n gravitacional o la =ijacidn a las paredes.Las partícu­

las r.1enores a 0.1 micra llegan a !.os alveolos gracias a su alto 

coeficiente de difusi6n;las de 0.5 rnicras se mantienen en el aire 

y son expulsadas mediante la exhalaci6n,mientras que las partícu­

las de una micra ·tienden a depositarse en las paredes del pulrn6n 

que es el sitio donde ocurre el intercambio gaseoso(40).La ddsis 

total de partículas absorbidas dependerá de la ventilaci6n/ninuto 

del sujeto,y en consecuencia,aumentará con el ejercicio.La respi­

raci6n por la boca permite mayor penetraci6n de este material en 
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el pulm6n que la respiración ?Or vía nasal,de manera que las cond! 

cienes del ambiente pueden influir en el riesgo de padecer o no, 

una enfer::iedad por los agentes respirados(26). 

;:;1 fumador ¡;>uede retener hasta el 80 o 90i de las partículas con­

tenidas en el hu.-no cuando la inhalaci6n es sostenida durante dos 

a cinco segundos(6).~eher(17) utiliz6 tres productos de la hoja de 

tabaco procesado y precipitando las ?rote:Cnas con sulfato de a::lo­

nio,com:?robó por inmunodifusi6n que los extractos son inmunogéni­

cos para conejos; as! ?:1isr:10 dernostr6 la ca:?acidad inmunogénica del 

CH de tabaco al inyectarlo en conejos y obtener sueros anti-tabaco 

en los conejos irununizados.Gleich(lO) utiliz6 hojas de tabaco :?re­

cesadas y condensado de hU."!10 !1;1cie:'ldO las extracciones con eter de 

~atroleo,al analizar sus rnu~stras ?Or electroforasis en geles de 

poliacrilaiaida-SDS,el CH ?resent6 prote!nas de 11 y 14 Kd,y tres 

de 60 a 90 Kd,asto' productos fueron innunogén~cos para el conejo. 

aarkavy(ll)demoatr6 que un extracto crudo de tabaco fue inmunogé­

nico :?ara conejos,Chu(8) ta?:lbién utilizó un extracto crudo de ta­

baco y obtuvo hasta tres !:>andas de p:::-ecipitaci6n por CIEF al en·­

frentar el extracto al antisuero ce conejos .:torales (l'.)85) y Pre­

ciado (1984) util.izaron cigarrillos comerciales para obtener e:ttra.s_ 

tos salinos y condensado de h~~o der:iostrando por medio de CIEF que 

son inmuno'Jénicos para conejos.:1oreno (l.986) puso de evidencia la 

?resencia de anticuerpos contra el CH y contra el antígeno ho".llól.0-

90 en conejos inmunizados con extrac=o sal.ino de tabaco.Dos de ci~ 

co conejos inmunizados con el condensado de hu.-:to,produjeron anti­

cuerpos contra ~ste y todos contra el extracto salino. 

~n basa a la infor.:iación anterior se concluye que algúnos de los 

productos de tabaco son inmunogénicos en conejos,utilizando diver-
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sos antígenos que incluyen la hoja, el tabaco procesado ó en forr.ia 

de cigarrillos,los cuales recibieron diferentes trata.~ientos y se 

J?roba:..-on con distintas técnicas inrnunoserol6gicas, se com9robó que 

en todos los casos,con mayor o m9nor ?Ositividad los 9roductos del 

tabaco fueron inrnunogénicos ?ara el conejo. 

~n individuos fumadores y no fu.~adores se han demostrado anticue~ 

pos anti tabaco; los primeros por una exposici6n activa y los segun·· 

dos por el contacto J?asivo con los productos del tabaco.necker(2, 

3,4) purific6 una glico?rote!na de 19 ~d que es inmu.~ogénica ?ara 

el conejo y el cobayo y que despierta una reacción cutánea c!e hi­

persensibilidad in.~ediata tanto en los individuos ftL~adores como 

en los no ftL-:tadores.Romansky(31,32,33) obtuvo extractos de ~oja 

con diferentes solventes,empleando una parte del ?Ulverizado de la 

·i1oja y dos partes del solvente,logrd' cuatro pre?araciones con una 

concentración si:nilar. Utilizó" la dobleinrnunodifusi6n !_)ara analizar 

los sueros de 70 pacientes con isqu~nia o infarto agudo del mioca~ 

dio de los cuales 49 eran fwaadores y 21 no fu.~adores y t~.bién 

practic6 pruebas intracutáneas.~n éstas dltimas,41 pacientes fuma­

dores resultaron positivos y 13 fi.eron negativos y en los no fuma:!'=. 

res resultaron positivos 7 de 21.También se encontraron anticuerpos 

a..~titabaco en el suero de 13 pacientes fur.iadores pero no en el de 

l.os no ftL-:iadores.:lorales(2~) y Preciado(30) obtu•rieron un alto po~ 

centaje de positividad de anticuer?os antitabaco tanto en indivi·· 

duos fumadores como en no fu.":ladores deb!do probablemente al tipo 

de extracci6n y a que la CIEF utilizada fue nás sensible que la 

dcl:>leinr.1unodifusi6n e•.1pleada en otros estudios(25,30,3l.,32,33). 

:;:.a inforrnaci6n señalada en cuanto a la producci6n de anticuer9os 

~ar sujetoa fu.~adores activos,pasivos,o ambos se ex~lica por la 
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?resencia del antígeno(s) del tabaco en el humo.:io es posible des­

cartar en t!ste estudio otras ?asibilidades como la reaccid'n cruza-­

da con otros antígenos de solanáceas{papa,jitomate,berenjena entre 

otros) que ?Udieron intervenir en la induccid'n de anticuerpos anti­

solanaceas,=amilia a la que ?ertenece el tabaco(22,25,30). 

Un gru?o de ratones fueron expuestos al ~u.~o del tabaco durante 

60 d!as con una exposición diaria,evaluandose posteriormente la 

síntesis de anticuerpos antitabaco por la técnica inrnunoenzimatica 

(ELISA).Los resultados mostraron que estos ratones desarrollaron 

una res?uesta inmune humoral antitabaco lo cual apoya la presencia 

de inmunOgenos del tabaco en el humo y ademas de que este r.iaterial 

puede desencadenar la producción de anticuerpos que reaccionan con 

los antígenos extraídos del tabaco o que se encuentran en el con­

densado de :tu."ilo( comunicación personal :Rodríguez G. ,u.•·l.!:. ,!"acul·­

tad de :iedicina,U.cl.A.:·1.,1986). 

Los condensados de hllr.lo provenientes de cigarrillos a los cuales 

se les adiciona ASB fueron enfrentados con sueros anti-ASB por la 

t~cnica de CIEF dando lugar a una reacci6n positiva.Se com?rob6 la 

presencia de .l'.SB inmunoreactiva en el 100% de los CH ~Jo.1 tratado::: 

con 330 mg/cigarrillo de albt1r.lina.La frecuencia de positividad di~ 

minuyó hasta llegar a O en los cg del grupo :.10.3 !?rovenientes de 

cigarrillos tratados con una concentración de ASB r.ienor de Bl rng/ 

cigarrillo.En los CH que se presentó reacción positiva,al igual 

que en una solución estandar de ASB,se observo un& sola banda de 

inmunopreci:;>itaci6n,la positividad de la reacción fue mayor para 

los CH en los que se usaron tres cigarrillo,observandose una ban­

da de in,-nunoprecipitaci6n :-iasta el CU de tres cigarrillo.s trata­

dos con una concentraci6n total de se,s mg de ASB. 
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l?or :r.;;:.F. se determinc5 que el 100% de 1.os ca del grupo :.~o.1 y el 

~5% de los Cli del grupo 1lo.2 presenta!:>an reaccic5n de inmuno!;)re::i!?i 

tacic5n ?Ositiva frente al suero anti-ASB del conejo :~o.1..La conce~ 

traciOn ra!nima detectable de AS.9 estandar usando este antisuero ·­

fue de 1.00 µg/rnl.En todos los casos :;>ositivos se ?resent6 una sola 

i:>anda de in.-nunopreci9itacic5n con un corrimiento inmunoelectroforé-­

tico si~ilar al. que presenta la ASB que se uso para inocular a los 

conejos y para tratar a los cigarrillos .El nú.°""ero de casos !?Ositi­

vos usando I3F fue rnenor que !?ara 1.a CIEF debido a que ~sta 1:lltirna 

tiene l':iayor sensibilidad.Estos· resultados pe=iten determinar que 

la AS3 se encontraba !?resente en los CH y que podía ser detectada 

por los antisueros corres!;>ondientes. 

La concentracic5n mínima de ASB detectable por la técnica de inhibi 

·ci6n de 1.a hemaglutinación !?asiva con el suero anti-ASBdel conejo 

Uo.l diluido 1:500 fue de 6.8 a 13.6 µg/ml. 

Comparando la concentracic5n de .a.SB ?resente en 1.os c·H con l.a pos!_ 

tividad que presentaron estos CH e1"l la pru~ba de CIEF, se ?uede se­

ñal.ar que 1.os CH con una concentracic5n nayor de 14. O µg/ral. de 1'.SE 

fueron :;>ositivos frente al. suero anti-?,SB del. conejo :To.l.. 

Como se :;>uede observar en la tabla VII,los resultados en 1.a conce~ 

tración de AS3 son similares a los obtenidos :;>or l.a tácnica de in­

~ibicic5n de la hernagl.utinaciOn !?asiva,!;)or 1.o que es ~osibl.e indi­

car que l.a sensibilidad de ar:\bas técnicas fue similar al usar el. 

suero del conejo ilo.1. 

Con respecto al. CH de tres cigarril.los, la concentracic5n fue de 

112 µg/nl. para el. Cn '10.l y de 26.0 µg/nl. para el. CH :10.S.La can­

ti~ad de ASD aplicada a los tres cigarrillos con.1.os cual.es ae ~r~ 

paró ~ste condensado fue de 117 ~g. 



Co~?arando estos resultados podemos deterr.tinar,que los CH que pre­

sentan una conce:'ltración mayor a 50 µg/ml de -1\53 mostraron una 

reacción positiva por la técnica de IEF frente al suero anti-ASB. 

Se debe tomar en cuenta que de la proteína total aplicada al cig~ 

rrillo,s6lo se recupera entre el 50 y 60% de ella y que la proteí­

na .inmunoreactiva representa menos del 1% de la cantidad inicial 

en el cigarri1lo. (Tablas III,rv,V,VI,VII).Esta cant.idad es sufi­

ciente ?ara desencadenar 1a respuesta in."1u."le :1u.'!loral antitabaco y 

las reacciones de hi9ersensibi1idad mediadas por IgG,I9:1 o Ig:: 

(fig.1 y 2). 

¡.a evaluacic5n estadística se realiz6 por la prueba de "t" de Stu­

dent (27) .!.os resu1tados fueron divididos en 10 ')rupos de condensa­

dos de hUI:10 de acuerdo a la concentraciOn de ASB que se aplicó a 

cada uno de los cigarr.illos.Se real.izaron las evaluaciones estadí~ 

t.icas de las combinaciones entre los grupos y sc5lo se indican aqu~ 

llas .:¡ue tuvieron significancia estadíst.ica. 

Con respecto a los CH provenientes de cigarrillos a los que se les 

aplicaron concentraciones menores de 39 mg/ ml de ASD no se obser­

vó una diferenci~ estadística significativa entre este grupo y el 

gru?o de Cñ testigo en relaci6n a l.a concentración de proteínas 

totales(~0.05) .Sin embargo en el grupo CH provenientes de cigarri­

llos tratados con cantidades r.iayores a 81 mg de ASD se presenta 

una diferencia significativa en la concentraci6n de proteínas ob­

tenidas (p~ o. 001) .Los resultados al.canzados por la técnica de CIEP' 

entre el grupo es No.2 y el grupo CH i:1o.3 mostraron que fue mayor 

la frecuencia de positividad de la reacci6n para el CE 3o.2(p~0.002), 

ésto puede deberse a que la cantidad de A53 aplicada al cigarrillo 

~.;o.2 fue mayor que la aplicada al cigarrillo :~o.3(165.0 Y lll mg/ml 
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de AS3 res?ectivamentel • 

Por IE~ se observo una nayor frecuencia de positividad en el CH 

:-lo. l. que en el CH '"º. 2 !?:!!' 0.001). 

¡.as di::erencias entre el. grupo No .1 que ?ertenece a l.os CII !)rove­

nientes de cigarrillos tratados con 330 mg de al.btlmina y el grupo 

:10.2 ;irm.'enientes de cigarrillos tratados con 165 mg de ASB fueron 

estadisticai:1ente signi::icativas(p.:f 0.001) en l.o que se refiere a 

l.a concentraci6n de .:!\SB.Al. conparar los resultados del CH llo.2 con 

el resultado del CH :10. 3 se observ6 una diferencia significativa 

{?~0.0()2). 

Los datos de estos mismos gru9os obtenidos por la técnica de ID~ 

nos muestran que tarnl::>ién hay una diferencia estad!stica~ente sign~ 

::icativa entre el CH :10.l y el CH :10.2 (p:!i 0.001),al corn:;:>arar el• 

O! •lo. 2 con el. CH :lo. 3 se observa una di:fererncia significativa 

C?.s 0.0021. 

~a ;ir~eoa de correlaci6n estad!stica(27) reali~ada entre los re­

s:;J.tados oatenidos de la concentración de ?rote!nas ?Or la t~cnica 

de inhi~ici6n de la hernaglutinacic5n pasiva y la de ID~ nostrc5 la 

siguiente inforr.iación: En e.l gru90 Cli :10. l. la correlaci6n fue de 

O. 75, para el grupo CH :To. 2 se ?resent6 una correlaci.Sn de O. G3 !' 

.:;>ara el grupo Cil :10. 3 l.a correlacic5n encontrada fue de O. 84. 

~s resultados obtenidos de ~ste trabajo perniten concluir que el 

~u=>o del tabaco producido durante la combustión del cigarril.lo se 

r.iszcla con ;irote!nas y otros ?reductos de l.a degradaci6n del taba­

co arrastrandolas a través del cigarrillo y que parte del material 

?roteíco sufre u:ia descOW!?OSición !.1!ni:'.1a por la ten!?eratura y otros 

=actores fisicoquí:nicos .Así :nis::io eotas r.iolécul.as pueden ser der.10~ 

tradas y cuanti=ica~as por técnicas inmunoserolc5gicas usando los 
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antic~er2os correspondientes,lo que apoya su capacidad de inducir 

una respuesta in.~une en anioales de laboratorio y posiblemente en 

personas que esten ex?uestas al contacto con los productos del 

tabaco. 
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