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RESUMEN

El tabaguismo es una enfermedad que afecta a la sociedad.
Este hfbito provoca el desarrollo de diversas enfermedades -~
cardiopulmonares.

Se obtuvieron anticuerpos antitabaco producidas en cone-
jos y se formaron complejos inmunes tabaco-antitabaco in vitro.
Se demostré la presencia de dichos inmunoreactantes usando téc
nicas inmunoserclégicas y por electroforé&sis en gel de polia-
crilamida. E1 nGimero de sistemas antigeno-anticuerpo fue de
1 ad.

En el suero de 46 sujetos normales, fumadores y no fuma-
dores, se demostré la presencia de anticuerpos antitabace en
el 438 de fumadores y en el 71% de no fumadores; en los sueros
de los individuos estudiados se evidenciaron antigenos de taba
co por técnicas inmunol6gicas. El nlmero de bandas en geles de
acrilamida fueron de 2 a 9 en ambos grupos.

En el suero de 56 pacientes con neumopatfa, fumadores y
no fumadores, se demostr6 la presencia de anticuerpos antitaba
co en el 100% de los casos. En el 44% de los fumadores se de-
mostré el antigeno y en el 41% de los no fumadores. En ambos
grupos el n(mero de bandas en acrilamida fueron de 2 hasta 6.

No se encontrd antigeno del tabaco libre en los sueros de
sujetos sanos no fumadores ni tampoco en los fumadores.

La concentracién de IgA en los complejos inmunes de pa-
cientes con enfermedad pulmonar fue mayor que en individuos sa

nos, independientemente de si eran 6 no fumadores.

(1)



INTRODUCCION

TABAQUISMO

El tabaquismo se debe a la inhalacién del humo producido

al quemar la planta del tabace (Nicotina tabacum) que es origib

naria de América y pertenece al orden de las solandceas. Las
sustancias producidas en la combusti6n de la hoja de tabaco -
nocivas para el organismo son el alquitrén, el monéxidc de car
bono (5%) y la nicotina {0.006-2 mg) entre otras. El alquitrén
contiene polonio (0.03-1.0 pCi;) y niquel (3 mg) elementos re=-
lacionados con la patogénesis del céncer broncogénico, y el ben
zopireno (10-50 mg) que es un potente carcindgeno (Tabla A).
La mayoria de los componentes carcinogénicos que contiene el
alquitrdn del humo del cigarrillo no estdn presentes en la ho-
. ja del tabaco antes de su procesamiento, 51;0 que se forman -~
durante la combustién. Como cualquier otro proceso de combus-
tién en la del tabaco pueden distinguirse fisicoquimicamente
tres zonas principales: la zona carbonosa que es la formacifn
en carbén (600°C) de los compuestos orgéinicos de la hoja (pro
tefnaa, celulosa, etc.): la zona de incandescencia que es don
de se produce la combustién de la zona carbonosa con el oxige
no (800°C), el carbSn se oxida en esta regién transforméindose
en di6;ido de carbono, y en monbxido de carbono en la parte -
con oxigenacién mis deficiente (107); la zona de ceniza que es
cuando la oxidacién ha sido completa, queda como residuo una
ceniza formada por sales minerales de color claro.
El humo del tabaco es un aerosol que contiene millones de
partfculas cuyos tamafios oscilan entre 0.1 ¥y 1 u. El fumador

'
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Tabla A.- CONSTITUYENTES DEL HUMO DEL TABACO

AGUA

ALCALOIDES, NICOTINA
ALQUITRANES
ISOPROPENO
ACETALDEHIDO
ACROLEINA
FORMALDEHIDO

CIANURO DE HIDRCGENO
OX1IDO DE NITROGENO
MONOXIDO DE CARBONO
DIOXIDO DE CARBONO
OXIDO NITRICO
SULFURO DE HIDROGENO
SULFURQ DE CARBONILO
ANHIDRIDO SULFUROSO
SULFURO DE CARBONO
TIOFENOG

SULFURO DE DIMETILO
DISULFURO DE METILO
MEZCLA DE ORGANUSULFURADOS
ACETONA

NEOFITADIENO

PLOMO

FENOL
ORTOCRESOL

META Y PARACRESOL
CATECOL

ACIDOS DEBILES
ACIDO PALMITICO
ACIDO OLEICO
ACIDO LINOLEICO
ACIDO ESTEARICQ
ACIDO LINOLENICO
INDOL

ESCATOL
FENANTRELNO
BENZ0 (A) ANTRACENO
BEN20 (A) PIRENO
GLICEROL
CANNABINOIDES
NIQUEL

CADMIO

POLONIO

COBRE

ZINC

MERCURIO

ESTARC

(3)



aspira el humo del tabaco, con las sustancias quimicas conte-
nidas en la hoja que son las precursoras y condiciocnantes de
los compuestos que aparecen en el humo durante la combustibn,
El fumador retiene entre el 80 a 90% de las pmarticulas conte=-
nidas en el humo cuandc la inhalaciBfn es sostenida por 2 a 5
segundos; las particulas del humo penetran en la¢ vias respira
torias y se depositan en la superficie de los bronguiolos del
parénquima pulmonar. El humo del cigarrillo es una mezcla de
gases, vapores no condengsados, y particulas. La cantidad de a}
quitvén gue se produce en el humo de un cigarrillo es de 0.3

a 40 mg., dependiendo del tamaiio del mismo, longitud, porosi-
dad del papel con que estd hecho y uso de filtro {9). Ademés
existe una destilacién seca, que se caracteriza por ol despren
dimiento de los gases de los hidrocarburos, ambniaco, aldehi-

dos, nicotina, vapor de agua y otros productos volétiles (107).

El dafio provocado por el tabaquismo no se manifiesta de
inmedi{ato, generalwente pasan algunos afios entre el momento -
en que se iniclid el h&bito de fumar y la aparici6n de los pri
meros sintomas de las enfermedades c¢omo ¢l céncer de pulmbn,
de labios 6 faringe, infarto del miocardio, arterocesclerosis,
enfisema pulmonar, bronquitis crénica, trastornos digestives
gastritis y Glcera gistrica, entre otros (8) (Figura 1). El ta
baquismo en mujeres embarazadas puede alterar el desarrollo

normal del producto {56).

(4
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De los resultados experimentales y de estudios clinicos
se proponen las siquientes causas como probables de la patolo-
gla producida por el humo del tabaco (75):

1.~ Hipersensibilidad

2.~ Irritacién inespecifica

3.~ Toxicidad farmacolgica

Desde hace varias decadas se ha asociado la enfermedad pul
monar (bronquitis y enfisema) con el hibito del tabaquismo, y
existen evidencias de que se puede inducir una respuesta inmu-
ne humoral y celular contra alg@n o algunos de los componentes
del tabaco en los individucos fumadores (74,64).

Los mecanismos patog€nicos de las bronquitis por el taba-
quismo se desconocen, Yy se han observado alteraciones morfols-
gicas y fisiol6gicas en el pulmbn, causadas'por el humo del ta
baco {35). Por ello se ha tratado de asociar el tabaguismo con
la bronquitis crénica y la facilitacidn de las infeccilones bac-
terianas, sugiridndose que el humo del tabacc contiene sustan-
cilas capaces de inhibir los‘mecanismés antibacterianos en el
aparatoe yespiratorio en la movilidad de los cilios, la secre-
cibn del moco, la tos a nivel mecinico, y la estimulacifn ines
pecifica de las células linfolides entre otras y actuando sobre
los macrdfagos alveolares, inhibiendo la actividad fagocftica,
la adhesividad a superficie y, posiblemente, modificando el pa
pel inmunoregulador de los macr8fagos (58).

En sujetos fumadores se ha observado una falla en los me~
canismos de defensa lo cual propicia las infecciones respirato

{5)



rias, por las siguientes alteraciones:

1.~ par§lisis del movimiento ciliar, provocado por los compues
tos presentes en el humo inhalade (3).

2.- en lavados bronguiales se ha observado que las células to- ’
tales aumentan, pero el porcentaje de linfocitos disminuye
(12).

3.- la IgG aumenta en las secrecicnes bronguiales y en el sue-
ro, y las inmunoglobulinas se pueden alterar por una modifi
cacién en la glicosilacidn de las mismas (83).

4.~ la capacidad fagocitica de los macr6fagos alveolares se en

cuentra disminuida. (38)

Es posible que todas estas modificaciones sean debidas al
efecto t6xico de los mfiltiples componentes del humo del tabaco,
y desde luego a su accién farmacolbgica; pero la respuesta in-
mune hacia el tabaco participa también en las lesiones que se

. forman en las vfias respiratorias. (12)

A nivel bronquial y parenquimatoso se han observado alte-
raciones morfoldgicas en la enfermedad pulmonar obstructiva --
crénica (EPOC) de fumadores, debidas a que:

a) en los lavados broncoalveolares de los fumadores hay ma

yor cantidad de macréfagos y ¢é&lulas polimorfonucleares
con una elevacifn de elastasa y colagenasa y de otras

enzimas lisosomales, (25)

(6)



b} la actividad de antiproteasas, especificamente la al-
fa l-antitripsina, se encuentra inhibida por radicales
superbxidos que se liberan en la combustifn del tabaco
Yy que son inhalados, o por componentes del tabaco como
el cadmio: cabe sefalar que los radicales super6xido
ademds de inactivar a la alfa l-antitripsina, producen
una lesibn celular directa sobre las membranas celula-
res (92).

c

la inhibicién de la antiproteasa condiciona una mayor
accibn de las elastasas sobre la elastina, y probable
mente sobre los proteoglicanos y la fibronectina, fa-
voreciendo el desafrollo del efisema (12,103).

d

hay una mayor permeabilidad del epiFelio alveolar, lo
que facilita el paso de bacterias y virus, asi como de
otras células inflamatorias, o de sus productos metabd
licos que llegan al intersticio lesiondndolo. (12)

e

—

estd inhibida la sintesis de proteinas y col&gena lo

que modifica los procesos normales de reparacién (12).
EL EFECTO DE LOS PRODUCTOS DEL TABACO SOBRE EL SISTEMA INMUNE

Estudios realizados por diversos investigadores han demos
trado la capacidad inmunogénica del tabaco. Harkavy (50,36) de
mostrd que los extractos de tabaco inyectados intraperitoneal-
mente a ratas, "sensibilizaron" los tejidos de los animales y

por lo tanto los extractos fueron capaces de inducir una res-

(7)



puesta inmune antitabaco.

Posteriormente Chu y colaboradores {17) verificaron que
algunos componentes presentes en el extracto de tabaco de ci~
garrillos tambifn eran inmunog&nicos para los conejas.

Recientemente se ha comprobado que los extractos de hojas,
el humo y el condensado de humo del tabaco tienen sustancias
capaces de inducir una respuesta inmune humcral (5,53,33). Ade
més, se ha purificado una glicoprotefna, con un peso molecular
de 18 Kd (GP-18B) que contiene 0.3% de Fet++; también se han aisg
lado sustancias semejantes a la quercetina {5,6), las cuales son
capaces de inducir upa respuesta inmune humoral. El corazén se
considera como un 6rgano blanco de la anafilaxia y se puede pro
ducir “choque anafiléctice” en el corazén de conejos y los pul
mones de cobayos inyectados con la glicoproteina {54}, esta in-
duce anticuerpos antitabaco de clase IgE, asi mismo se han de-
mostrado anticuerpos de clase IgG contra la GP-~18 en el suero

de conejos. {53}

Se han determinado anticuerpos antitabaco en el suero de
fumadores, encontrédndose una positividad del 11.8%; en pacien-
tes con enfermedad cardf{aca coronaria y gue son fumadores, la
positividad fue de 26%. No se demostraron anticuerpos antitaba
co en los sujetos no fumadores por la técnica de inmunodifusitn
doble (77,78, 79) y se concluye que la formacién de los anti-
cuerpos contra los antfgenos del tabaco pueden ser el resulta-

do de una reaccidn de hipersensibilidad, estos anticuerpos espe

8)



cificos estaban presentes s6lo en algunos fumadores crénicos

y con alto grado de tabaquismo, pero se detectaron en el suere
de otros individuos. Se propone la posibilidad de que en indi
viduos predispuestos puedan formarse complejos inmunes de an=-
ticuerpos y antfgenos del tabaco. Estos complejos inmunes po-
drian ser responsables de algunos de los trastornos cardiovas

culares observados frecuentemente en fumadores {78).

Por otro lado, en pacientes fumadores con infarto agudo -
del mioccardio se encontraron anticuerpos antitabaco en el -
94.7%. La diferencia de porcentaje de positividad entre el re
porte de Romanski y colaboradores (77,738 y 79) y el de Morales
{68) vy el de Preciade (75) radica posiblemente en que en los

7

primeros se uso inmunodifusién doble y en los dos Gltimos con

trainmunoelectroforésis, dque tienen una mayor sensibiljdad -

(91).

En el estudio de Morales (68) los individuos donadores de
éangre y los pacientes con infarto agudo del miocardio no fu~
madores presentaron anticuerpos antitabaco en el 80 y 100% de
los casos respectivamente; asi mismo en el estudio de Preciado
{75) el porcentaije de pesitividad de anticuerpos antitabaco en
sujetos sanos fumadores y nc fumadores 6 con infarto agudo del

miocardio no tuvo diferencia significativa.

Estudiando el efecto de la respuesta inmune celular con-

tra el tabaco en 80 sujetos aparentemente sanos, 33 de ellos

(9)



na fumadores y 45 fumadores todos produjeron el factor inhi-
bidor de la migracién de leucocitos, utilizando un extracto de
tabaco como antigeno, Se encontrSé que tanto los fumadores como
los no fumadores tenfan up nivel similar de sintesis del fac~
tor inhibidor de la migracifn de leucocitos {FIL) y se conclu-
y8 que el inmundgeno contenido en el humo del tabaco es capaz
de sensibilizar pasivamente a un alto porcentaje de la pobla-
cifn, aunque esta no fume activamente (B). Otra posibilidad es
que los productos tbxicos del tabaco lesionen a los linfocitos
y por ello se libere el MIF.

Con los anticuerpos monoclonales, dirigidos contra dife-
rentes subpoblaciones de linfocitos T, OKT3, OKT4, OKTG6, ¥
OLT8, Be encontrd que la relacifn de linfocitos OKT4/OKT8, es-
taba disminufda en los fumadores comparativamente con los no
fumadores o fumadores moderados. La disminucifn de la poblacibn
de linfocitos OKT4, que corresponden a los linfocitos inducto-
res /o cooperadores, y el incremento de los OKTS que son cito
tbxicos y/o supresores dan por resultado una depresibn de la
respuesta inmune (31}.

La GP-18 también tiene efecto sobre el complemento, ya que
activa al tercer componente del complemento (48).

Se sabe que el antigeno(s) del tabacoc estd en relacién con
los sistemas de amplificacifn del proceso inflamatorio, va que
puede activar la coagulacifn a través de la modificacidn del
factor de Hageman y este tiene relacidn con los productos ac~

(1e)



tivos del sistema inmune y del sistema del complemento (6).
Los mecanismos propuestos en la interaccién del tabaco con la
respuesta inmune y los sistemas de amplificaci6én inflamatoria

se resumen en la Figura 2.

{11}
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En vista de que el tabaco contiene compuestos capaces de
inducir una respuesta inmune humoral se propone que los indi-
viduos fumadores tienen complejos inmunes circulantes formados
por antfgenos del tabaco y anticuerpos, y estos participan en
la patogenia de los trastornos pulmonares observados. El obje
tivo de este trabajo es caracterizar y evaluar la presencia de
complejos inmunes en el suero de pacientes con enfermedad pul-
monar, con y sin tabaguismo; y establecer la presencia del an-
tigeno(s) del tabaco y de los anticuerpos correspondientes en
dichos complejecs.

Para cumplir el objetivo de esta tesis primero se demos-~
trard la formacifn in vitro de complejos ininunes tabaco-antie
tabaco, con anticuerpos producidos en conejos, esto permitird
conocer las caracterfsticas de los complejos inmunes tabaco-
antitabaco y permitir tener un patrén de referencia para com
parar los complejos inmunes formados in vivo en sujetos sanos
y enfermos, fumadores y no fumadores.

Se determinarin los complejos inmunes en los sueros de pa
cientes con enfermedad pulmonar precipiténdolos con PEG 6000 y
se evaluaran por medio de t&cnicas inmunoserolfgicas y elec-
troféresis en geles de poliacrilamida, y se estableceri si con

tienen inmunoglobulinas y sustancias provenientes del tabaco.

(13)



Se realizard un andlisis comparativo de los constituyen-
tes de los complejos inmunes tabaco~antitabaco én personas sa
nas fumadoras y no fumadoras, y en individuos con otras enfer
medades.

HIPOTESTIS

5i el humo tiene compuestos immunogénicos provocar§ la
induccibn de anticuerpos antitabaco de clase IgE, IgG, Igﬂ,
Igh 6 IgM en los individuos fumadores, que al aspirar el humo
se estar8n exponiendo a la penetracién de m&s antfgenos del
tabaco que propiciard, entre otros fenfmenos, la formacién de
complejos inmunocpatogénicos que afectarfin en menor o mayor gra

do al tejido pulmonar,

(14)



MATERIAL Y METODOS

.Obtencién del extracto salino del tabaco

Se utilizé el contenido de una cajetilla de cigarros (De-~
licados, Tabacalera Mexicana) de 18 gramos aproximadamente se
elimin6 el papel del cigarrillo y el tabaco se molieron en li=-
cuadora con solucidn salina-fosfato (SSF) (pH 7.4, 0.15 M) y
una vez homogenizado, se extrajeron los compuestos en volume-
nes de 450 ml de SSF quedando finalmente al 4% (p/v), es decir
que 18 gr. de tabaco en 450 ml. de SSF, se extrajeron a 4°C
con agitacibn contf{nua durante 18 horas,

Se filtré la mezcla a través de una gasa y después con pa
pel Whatman No. 1, en un embudc buchner, se-repitié la opera-
cifn dos veces mis y el filtrado se centrifugb a 19000 rpm, a
4°C durante 30 minutos, guedando un Sobrenadante transparente
de color ambar, al cual se le determind la concentracién de
proteina por el mé&todo de Lowry y col. (57). Se ajusté a una
concentracifn similar al condensado de humo, se hicieron alfi-

cuotas y se congelaron a -20°C.

Obtencién del condensado de humo

Se condens6 humo de 40 cigarrillos, con 450 ml de SSF.
Se determind su concentracifn prot8ica ajusténdose a una con-
centracién de 1.3 en el extracto y 1.4 mg/ml para el condensa

do de humo.

(15)



En la figura 3 se esquematiza el sistema usado para la

condensacifn del humo de cigarrillos.

Obtencifn de anticuerpos antitabaco

El esquema de inmunizaci6n fue el siguiente: el primer
dfa se aplicaron 10 mg del extracto salinc & del condensado de
humo, homogenizados con 1 ml de adyuvante completo de Freud
por via subcut&nea en varios sitios del costado de log conejos.
Se usaron 10 conejos albinos (Nueva Zelandia) hembras, con un
peso promedio de 2.5 Kg; a los 8 y 15 dfas siguientes se le -
aplicaron 10 mg del antfgeno, la désis correspondiente al dfa
15 se homogeniz6 con 1 ml de adyuvante incompleto de Freud, al
dia 22 se aplicaron 10 mg del antigeno por via intraperitoneal
y el dfa 30 se sangrS a los conejos por la vena marginal de
la oreja. Se dAf6 una d6sls de refuerzo en los dfas 60 y 90 con
10 mg del antigeno por via intraperitoneal, sangrando a los cg
nejos 8 dias después. La sangre se dej& coagular durante 2 ho-
ras, se centrifugbé a 2500 rpm durante 10 minutos y se separ®

el suero.

Para probar los sueros producidos en conejos se utiliza-
ron las té&cnicas inmunoserolégicas de contrainmunoelectroforé&-

sis y microdobleinmunodifusién.

Contra inmunocelectroforésis

El método implica la electroforésis en agarosa del antige

no y/o del anticuerpo en direccién opuesta y simulténea a par-

{16)
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tir

de pozos separados, lo cual acelera la formacién de las

bandas de precipitacifn. (63)

1l.-

10.-

Se disolvif agarosa al 0.8% en una mezcla salina con pH 8.6
para electroforésis (Sigma), con agua desionizada (v/v)
agregando 0.1% de azida de sodio, en un bafio de agua a 92°C.
Se colocaron 3 ml de agarosa fundida por laminilla, dejan-
do gelificar durénte 30 minutos a 20°C.

Se hicieron 6 pares de orificios en cada laminilla

Se extrajo la agarosa de ellos y se procedid a llenarlos
con los antigenos y anticuerpos correspondientes, se utili
26 azul de bromofenol-ASB como indicador.

Se colocaron en una cémara de electrofor@sis que contenfa
la mezcla salina pH 8.6 especial para electroforésis (Sig-
ma), se pasb una corriente de 1.0 mA por cada laminilla hag
ta que el indicador recorrif 2.5 cm.

Se incub6 3 dfas a 20°C en clmara htmeda.

Se lavaron las placas en S5B 0.15 M pH 8.4 durante 5 dias

a 4°C realizando 2 cambios de esta solucibn, posteriormen-
te se dejarcn 2 horas en agua destilada.

Se cubrieron las placas con papel filtro y se metieron en
una estufa a 37°C hasta que se secaron.

Se tiferon con azul brillante de Coomassie durante 10 minu-
tos y se contrastaron con la solucién decolorante.

Se registr6 el nimero de bandas de precipitacién obtenidas,

(18)



Microdobleinmunodifusifn

El principioc de la prueba de difusifn doble en agar se

basa en que el antfgeno y el anticuerpo difunden a través de

un medio semisblido, las bandas de precipitacifn que se obser

van aparecen en la 2ona de eqguivalencia donde la concentracifén

del antfgeno y del anticuerpo son 6ptimas para su precipita-

cién, la MID es 10 veces menos sensible que la CIEF, (62,104)

1.~

Se disolvid agar al 1.5% en SSB y azida de sodio al
0.1% en un bafio de agua a 92°C

Se depositf el agar en portaobjetos gue tenfan moldes
de lucita y se dej6 gelificar durante 30 ﬁinutos a 20°C
Se guardaron las placas a 4°C en c8mara hfimeda durante
18 horas,

Se colocaron 50 ul de la muestra antigénica problema,
que corresponden a la capacidad del orificio del molde
de lucita especial para la MID, en el pozo central de
cada molde y en los pozos periffiricos se depositaron
los antisueros.,

Se dejbé difundiendo durante 3 dfas a 20°C en una cé&mara
himeda.

Se retiraron los moldes y se lavaron las placas en SSB
durante 5 dfas a 4°C, realizando 2 cambios cada tercer
dfa al sexto dia se lavaron en agua destilada durante

2 horas.

Se tifieron las placas con azul brillante de Coomassie

durante 15 minutos y se contrastaron con la soluci6n

(19)



decolorante.

Se registraron las bandas de precipitacién obtenidas.

Con el antifgeno(s) y anticuerpos antitabaco se procedié a

la formacifn de complejos inmunes tabaco-antitabaco "in vitro':

1.-

Se mezclaron 0.5 ml de extracto de tabaco a una concen-
tracién protéica de 0.68 mg con 1 ml de antisuero anti-
tabace de conejo del primero al cuarto sangrado, y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos.

Se centrifugé a 2000 rpm durante 5 minutos para elimi-
nar los complejos inmunes macromoleculares

Se tomaron 0.5 ml del sobrenadante el cual contiene los
complejos inmunes scolubles. Para llevar a cabo la pre-
cipitacién, la concentracifn de estos en las tablas -

(I1I, I y V).

Téenica I para la obtencién de complejos inmunes:

1.~

Se mezclaron 500 yl de los complejos tabaco-antitabaco
con 1500 ul de una solucibn reguladora de EDTA y 5 ml
de PEG 6000 al 6%.

Se incubd la mezcla a 4°C durante 18 horas

Se centrifugb a 2500 rpm durante 20 minutos

se elimind el sobrenadante y se resuspendid el botfn en

5 ml de PEG 6000 al 5% {en dos ocasiones).

Se desech6 el sobrenadante y se resuspendid el botén en

200 1l de PBS-AZ.

(20)



6.~ 5e dejbé 20 minutos a 20°C con agitacién constante para
disclver el precipitado. )

7.- Se congelaron a -20°C hasta su uso. (44)

Las muestras precipitadas se estudiaron por electroforésis

en geles de poliacrilamida e inmunoelectroforésis.

Electroforésis en gel de poliacrilamida-SDS

En la electroforésis la migracibn de las proteinas es de-
pendiente de la carga, tamafio y forma de las moléculas. Sin em
bargo en presencia de SDS todas las protefinas se cargan negati
vamente y en proporcién de su peso, debido a la unién de molé&-
culas del detergente con las proteinas. Cuando &stas son pues-
tas en un campo eléctrico, la separacibm de las protefnas de--
pende soloc de su tamafio y forma. Segfin la concentracifn del qel
de poliacrilamida, se emplearon patrones con diferentes pesos
molieculares. (44,105)

a.- Preparacibn de los geles:

1.~ Se prepararon geles de B cm de largo y 0.5 cm de
difmetro con la solucibn reguladora del fosfato
y las soluciones de acrilamida.

2.~ Se depositd la mezcla con upa pipeta pasteur en tu-
bos de vidrio hasta la marca de 8 cm.

3.- Se adicion6 agua hasta el borde de los tubos para
evitar la desecaci6n del gel y para que la polime-

rizacién fuera homogénea.
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4.- Se mantuvieron a 20°C durante 12 horas hasta el

momento de su uso.

b.- Preparacién de la muestra:

l.- Se incubaron 10 ul de la soluci6n digestora del gel
con 90 ul de la muestra obtenida por la técnica de
precipitacién I, en un bafio marfa a 90°C durante
5 minutos.

2.- Se enfriaron a 20°C y se les agregd 70 ul de solu=-

cién indicadora.

c.~ Electroforésis:

l.~ Se elimin6 el agua de la parte superior de los tu-
bos y se colocaron 50 ul de la muestra o de un con-
trol de protefinas con pesos moleculares conocidos
(de 12 a 90 Kb},

2.- Se acomodaron los tubos en la clmara para electrofo
résis.

3.~ Se adicionS SSF 0.1 M pH 7 con ayuda de una pipeta
pasteur a cada tubo y posteriormente -en la cdmara.

4.~ Se aplicd una corriente de 4 mA por tubo hasta que
la muestra pasé el extremo superior del gel, y des-
pues se aplicaron 8 mA por tubo.

5.~ Se considerb terminada la electroforé&sig cuando el
colorante indicador llegd al extremo inferior del
tubo (aproximadamente 4 horas).

6.- Se sacaron los geles de los tubos y se midif el
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frente del colorante.

7.~ Se metieron los geles en una solucidn fijadora duran-~
te 24 horas.

8.- Se sacaron y se tifieron con azg} brillante de Coomassie
durante 40 minutos.

9.- Se contrastaron con una solucibn decolorante.

10.- Se registr6 el nfimero de bandas obtenidas

11.~ Se determind su Rf mediante la siguiente f&rmula:

Distancia de migracién de la protefna

desde el orfgen (banda)
Rf=

Distancia desde el origen al punto de referencia

(frente del colorante)

Inmunoelectroforésis
Esta t&cnica combina la difusién por separacién electro-
forética y la precipitacién inmunitaria de las protefnas y
muestra la identidad de éstas. (82)
1.~ Se cubrieron las placas con agar al 1% y se dejaron
gelificar.
2.~ Se perford el agar y se extrajo de 1lo0s pozos por
succidn.
3.~ Se pusieron las muestras en los pozos y se agregd una
gota azul de bromofenol al suero.
4.- Se llen6 la cdmara de electroforésis con la solucidn

reguladora del CIEF.
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~ 5.~ Se ajust6 a 100 volts (2.5 mA por laminilla), y
se llevd a cabo la electroforésis hasta que el
colorante se desplazb 2.5 cm del punto de orfgen.
6.- Se sac6 el agar de los canales y se pusieron en
ellos los anticuerpos antiproteinas séricas del
conejo, estos aptisueros se obtuvieron inmunizando
cobayos de acuerdo al esquema sefialado al finalizar
la t8cnica de IEF.
7.- Se dej6 difundir de 12-24 horas, y se registré el
nGmero de bandas y la posicién.
8.~ Se siguié la misma metodologfa para lavados y tin-
cién utilizadas en CIEF y MID.
d.~ Obtencifn de anticuerpos antiproteinas totales de cone-
jou
Se inmunizaron cobayos con suero de conejo, el primer
dfa 0.5 ml (250 mg de protefna) mis 0.5 ml de A.C.F.
por via intraperitoneal, el dfa cuatro 0.5 ml del suero
de conejo por vfa intraperitoneal, el séptimc dfa 0.5 ml
de suero de conejo m&s 0.5 ml de A.I.F., via intramuscu
lar, el décimo dfa 0,5 ml del suvero de conejo via intra
muscular, el dfa décimo tercero se hizo un sangrado de
ﬁrueba por via intracardfaca y se probd por IEF, el dia
déeimo sexte se volvi6 a inmunizar con 0.5 ml del suero
de conejo via intramuscular, y el dfa vig&simo primero

se hizo un sangrado a muerte por via intracardiaca.
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Técnica II para la obtencién de complejos inmunes:

1.-

5.-

Se dializaron 3 ml del suero de conejo con solucibn
8SB durante 18 horas a 4°C para eliminar compuestos
de bajo peso molecular.

A 1 ml de suero dializado se le agregb 0.5 ml de PEG
6000 al 6% y se centrifug6f inmediatamente a 2500 rpm
durante 10 minutos.

Se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado

3 veces con solucibn salina al 9%,

El precipitado obtenido de los lavados se resuspen-
di6é en 25 ul de una solucién de Acido citrico 0.33 M.

Se congel6 a -20°C hasta su uso (72).

Caracterfsticas de la poblacifn_estudiada

l.-

Los

Suercs de pacientes con enfermedad pulmonar del Ins-
tituto Nacional de Enfermedades Respiratoris (INER)
en los pardmetros clinicos, pruebas de funcionamiento
respiratorio, laboratorio y de biopsia {16}.

Sueros de sujetos sanos desde el punto de vista cli-
nico {sin manifestaciones aparentes de problemas in-
fecto-contagiosos recientes), se obtuvieron de suje-
tos a los cuales se les realiz6 una revisifn de ruti-
na, y de donadores voluntarios.

dos grupos de sujetos estudiados se dividieron en dos

subgrupos:
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a) Fumadores
b) No fumadores
Las caracterfisticas de las poblaciones estudiadas se des-
criben en la tabla B.

Metodologfa empleada en el procesamiento de lag muestras:

Al suero de los pacientes y controles se les realiz6 CIEF.
Se precipitaron los complejos inmunes de ambos grupos por la -
técnica I y II, el precipitado obtenido por la té&cnica I se uso
para determinar los constituyentes del complejo inmune por elec
troforésis en geles depoliacrilamida e inmuncelectroforesis.

La obtencién de anticuerpos antiproteinas totales del hu-
mano se hizo en conejos que fueron inmunizados con 1 ml de sue
ro humano siguiendo el esquema sefialado para la obtencién de

anticuerpos antitabaco.

El precipitado obtenido por la técnica II se sometif a
CIEF, despufs de disociar el complejo inmune con una solucién
de dcido cftrico para demostrar la presencia del antfgeno y del
anticuerpo. En los dos grupos de sujetos estudiados se realizf
inmunodifusién radial para cuantificar la IgA en los complejos

inmunes obtenidos por la técnnica I.

Inmunodifusifn radial

Se utilizaron placas para inmunodifusifn Tri-Partigen (lio
echst) que contienen agar en el cual se ha incorporado el sue-

ro anti~inmunoglobulina A humana y 1 mg/ml de azida de sodio,
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Tabla B.- Caracterf{sticas de la poblaci6n estudiada

SEXO EDAD PROMEDIO

No. casos F M F M
INDIVIDUOS
SANOS 46 12 34 40 40
NEUMOPATAS : 56 33 23 44 58
Enfermedad pulmonar obstructiva crbnica 22
Asma bronquial 12
Fibrosis pulmonar 9
Neumonitis intersticial 5
Alveclitis alérgica extrinseca 4
Cincer pulmonar 2
Brongquiectasia 1
Bagasosis 1
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Esta determinacidén se hizo porque el sistema inmunosecretor

raespiratorio tiene un papel importante en la interaccibn del

tabaco con el sujeto.

l.-

Los pozos 1,2,3 se llenaron con 5 nl respectivamente
del estindar de inmunoglobulina A (Hoechst).

Los pozos 4~6 se llenaron cada uno con 5 pl del com-
plejo inmune en estudio.

Se cerr6 la placa y se dej6 a temperatura ambiente;
la evaluacibn fue hecha despu€s de 50 horas de difu-
si6n.

Se midieron los difmetros de los anillos de precipi-
taci6én formados en cada placa empleando una reqla ca
librada (0.1 mm)

Los difimetros al cuadrado de los anillos de precipi-
taci6n obtenidos con las diluciones estandar 1,2,3
se graficaron contra sus respectivas concentraciones
sobre el papel milimétrico. Se obtuve una linea rec-
ta; los valores para los complejos inmunes se deter-

minaron por extrapolacién en esta grafica.

La evaluacibn estadfstica se hizo por las pruebas de "t

de Student y la de Xz, teniendo en cuenta que la poblacién en

estudio fue dividida en 8 grupos; primeramente dos grupos: el de

enfermos

dores y no fumadores y por filtimo cada uno de estos se dividie-
ron de acuerdo al sexo. Se realizaron las evaluaciones estadisti-

cas de las combinaciones posibles entre los grupos y Gnicamente se

y los controles sanos, estns tenian subqrupos de fuma-
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discutirén aquellas gue tuvieron una significancia estadistica,

SOLUCIONES

Sclucibn salina borato (SSB) 0.15 M pH 8.4

a) Solucibén reguladora de boratos

b

Acido bérico 6.18 g
Borato de sodiv 9.5 g
Cloruroc de sodio 4,38 g
Agqua destilada c¢.s.p. 1000 ml

Ajustar el pH a 8.4 con HCl & NaOu
Mezclar 5 partes de la solucidn requladora de boratos con

95 partes de solucién salina 0.15 M,

Solucibn colorante de azul brillante de Coomassie

Metanol 454 ml
Acido acético glacial 92 ml
Agua destilada 454 ml
Azul brillantec de Coomassie R-250) " 1.25 4]

Mezclar el azul brillante con el metanol y agitar durante
24 horas, a 20°C en frasco &mbar.
Filtrarlo y adicionarle el acido acético v el agua

Guardarlo en frasco &mbar a 20°C.

Solucibn decolorante

Acido acético glacial 50 ml
Metanol 50 ml
Glicerol 10 ml

Agua destilada c.s.p. L 1000 m}
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Splucifn reguladora de EDTA 0.2 M pH 7.5

EDTA disédico 76.0 g
Agua destilada c.s.p. . 1000 ml

Ajustar el pH a 7,5 con NaOH 1 N

Solucién reguladora salina borato (SSB) pH B.3 para preci~

sitacién de complejos inmunes.

Acido bérico 0.1 M
Tetraborato de sodio 0,25 M
Cloruro de sodio 0.75 M

Mezeclar las 3 soluciones y ajustar el pH con NaOH & HC1

Polietilenglicol 6000 50 g

SSB pH 8.3 para precipitacibn de complejos inmunes 1000 ml

Solucién fijadora para geles de poliacrilamida.

Acido tricloroacético 57.0 g
Acido sulfosalicflico 17.0 g
Metanol 150 ml
Agua destilada 350 ml

Solucibn salina-fosfato 0.15 M, pH. 7.4 (SSF)

Cloruro de sodio 0.1 M

Fosfato de Sedio dibdsico 0.1 M

Fosfato de sodio minobésico 0.1 M

Mec¢clar la solucibén de cloruro de sodio Eon la de fosfato

de sodio dib&sico y ajustar el pil a 7.4 con la solucibn
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de fosfato de sodio monobisico

Solucidn requladora salina fosfato con azida de sodio pH

7.2 (PBS-AZ} para complejos inmunes.

Fosfato de sodio dibdsico anhidro 0.01 M

Fosfato de sodio monobfisico anhidro 0.0, M

Azida de sodio 0.1%

Cloruro de sodio 0.15 M

Mezclar la solucién de fosfato de sodio dibfisico a la de
cloruro de sodio y ajustar el pH a 7.2 con la solucién de
fosfato de sodio monobésico, Posteriormente se ahade azi-

da de sodio.

Soluci6n decolorante para geles de poliacrilamida

Metanol 5%
Acido acético 5%
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

s 0 io
0.2 M con 0.2 % de SDS 12.5 ml
Acrilamida al 40% 4,69 ml
Bisacrilamida al 2% 2.54 ml
Agua destilada 4.0 m}
Persulf.ato de amonio 5 mg/ml de agua 1.25 ml
TEMED 0.025 ml
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Solucifn digestora

Solucidn reguladora de fosfatos 0.1 M pH 7 80 ml
sbS al 10% 10 ml
Beta-Mercaptoetanol 10 ml

Solucién Indicadora

Solucién reguladora de fosfatos 0.2 M con 0.2%

de SDS 5.0 ml
Beta-Mercaptoetanol 0.5 ml
Azul de bromofenol 2.0 mg
Glicerina 5.0 m}
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RESULTADOS

Propiedades Inmunoguimicas del tabaco

El extracto de tabaco utilizado tuvo una concentracibn pro
téica similar al condensado de humc de tabaco. El extracto sa-
lino di6 1.40 mg/ml, el condensado tuvo 1.36 mg/ml. Por CIEF y
MID se les enfrentd contra los anticuerpos antitabaco obtenidos
en conejoé inmunizados con extracto salino y con condensado de
humo, se observaron hasta 4 bandas de precipitacibn (tabla II).
{Figura 4).

La prueba de EGPA con 50 ml (70 gg)del condensado de humo
mostrd hasta 4 bandas con pesos moleculares de 18 a 67 kd -
(Pfabla I , Figura 5). La EGPA de 50 ml (210 Pg) del extracto
salino permitié la observacién de 2 bandas, ‘una de 18 Kd y 1la
otra de 67 Kd.

Caracteristicas de los complejos inmunes tahaco-antitabaco for-

mados _in vitro .

Para counocer las caracteristicas de los complejos inmuncs
tabaco~-antitabaco, se procedif a la inmunizacién de conejos pa-
ra la obtencibn de los anticuerpos antitabaco y estos se mez~
claron 1in vitro <on los antigenos de tabaco a concentraciones
conocidas, los complejos inmunes formados fueron sometidos a un
anflisis inmunoserolégico que permitib tener un patrbén de refe
rencia para comparar los complejos inmunes in vivo, en sujetos

sanos y enfermos, fumadores y no fumadores.
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El complejo inmune formade in_vitro por el suero antita
baco y el extracto salino aislado de acuerdo a la t&cnica de II
y disociado posteriormente con 4cido citrico, se enfrentd en
CIEF al extracto salino y se observé una banda de precipitacidn
en el B80% de los conejos, lo cual permite inferir la presencia
de anticuerpos en el complejo inmune gue reaccionaron con los
antigenos del tabaco. Al enfrentar los complejos inmunes a los
antisueros antitabaco se observé una banda de precipitacibén en
el 90% de la poblacifn, lo cual seiala la presencia del antfge
:w en el complejo inmune, por lo anterior conclufmos que este
complejo inmune contiene los inmunoreactantes correspondientes
a los anticuerpos antitabaco y el antigeno(s) del tabaco.

La EGPA de los complejos inmunes obtenidos de acuerdo a la
tfcnica I mostr§ de 1 a 2 bandas con un peso molecular de 50 a
79 Kd (Tabla III).

El complejo inmune formado in vitro por el antisuero an-
titabaco y el condensado de humo y procesado seg@in la técnica
II en la cual se trat8 a los complejos con &cido citrico, se
enfrentaron por CIEF al condensado de humo y se observé una -
nanda de precipitacién en 90% de la poblacibn; al enfrentar el
complejo inmune disociada al antisuero contra tabaco producido
en conejos, se observ6 una banda de precipitacién en el 100%
del grupo.

La EGPA del complejo inmune aislado por la té&cnica I mos-
tr6 de 1 a 2 bandas en el 70% de la poblacién y el peso molecu

lar oscilé entre 7 hasta 67 Kd (Tabla IVyFig. 6).
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Los antisueros de conejo antitabaco mezclados solamente
con SSF fueron procesados por la tfcnica I1 para la separa-~ -
cibén de los complejos inmunes, que pogiblemente se formaron -
in vivo y después de disociar estos complejos inmunes se pro-
baren por CIEF, demostréndose una banda de precipitacién en el
80% de los conejos contra el extracte salino y en el 90% con-
tra el condensade de humo. Al enfrentar los complejos inmunes
disociados contra los anticuerpos antitabaco obtenidos en co-
nejos se observé una banda de precipitaciSn en el 100% de los
conejos. Lo anterior apoya la presencia de los complejos inmu

nes circulantes formados in vivo en los conejos inmunizados -

con productos de tabaco. -

La EGPA de los complejos inmunes obtenidos por la téeni-
ca I de los sueros, mostraron de 1 a 2 bandas con peso molecu
lar entre 50 y 78 Kd (Tabla V). Los complejos inmunes de los
conejos inmunizados con tabaco y obtenidos seqln la t8cnica I
mostraron por inmunoelectrofBresis una banda de precivoitacifin
en la reqién de la albfimina en el 100% de los conejos y de una
a dos bandas en la regién de las gammaglobulinas del 80% de -~
estos animales.

Presencia de antfgenos de tabaco_y anticuerpos antitabaco en

¢l suero de pacientes con enfermedades pulmonares.

Se estudif una poblacidn de 56 pacientes con diagnBsticos
de problemas pulmonares crénicos, de los cuales 25 eran fuma-

dores y 31 no fumadores.
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La CIEP mostr$ que el 100% de los fumadores fueron positi
vos al enfrentarlos contra el extracto salinc y negativos con
el condensado de humo. Al enfrentarlos a los antisueros el 44%
fueron positivos,en los no fumadores: el 100% presenté una ban
da de precipitacifn contra el extracto saline y fueron negati-
vos cuando se enfrentaron al condensado de humo, El 41% de los
sueros reaccinaron con el antisuero antitabaco, apoyindose la
presencia del antfgeno(s) del tabaco en la circulacibn de los

pacientes. (Tabla 1IV)

Determinacién del antigeno de tabaco en el suero de personas

sanas.

Se estudiaron 46 sujetos clinicamente sanos,de los cuales
32 fueron fumadores (25% del sexo femenino y 75% del sexo mascu
lino) y 14 no fumadores {72% femeninos y 28% masculinos). Al
enfrentar los sueros del grupo de fumadores por CIEF contra el
extracto salino el 44% fue positivo (Tabla IV). Contra el conden
sado de humo fue positivo el 53% los dos grupos presentaron una
banda de precipitacién. En el grupo de no fumadores, constituf
do por 14 sujetos, el 71% tuvo una banda de precipitaci6én por
CIEF al enfrentarlos al extracto salino (Tabla VI). El 71% fue

positivo contra el condensado de humo. {Figqura 7)

Tanto el grupo de fumadores como no fumadores fueron neqa
tivos al enfrentarlos contra los antisueros antitabaco obteni-
dos de conejos lo que permite sefialar la ausencia del antigeno
del tabaco libre en el suero de sujetos sanos.
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Presencia de IgA en los complejos inmunes de pacientes fumado-

res vy no fumadores con enfermedad pulmonar,

En el grupc de 25 paclentes fumadores el 100% tuvo IgA en
.

el complejo inmune con una concentracidn de 0.46 a 2,84 mg/ml y
un promedio de 1.41 (+ 0,76) mg/ml (Tabla VI). )
En el grupo de 31 pacientes no fumadores con enfermedad =~
pulmonar el 96% tuvieron IgA y su concentracifn en el complejo
inmune fue de 0.29 a 2.75 mg/ml con una media de 1.26 (+0.85)

mg/ml (Tabla VI} (Figura 8).

Presencia de IgA en los complejos inmunes de controles sanos

fumadores y no fumadores.

En el grupo de los sujetos controles sanos fumadores, cons
titufdo por 32 personas el 100% de los casos fueron positivos,
con una concentracién de IgA en los complejos inmunes de 0.14

mg/ml a 0.34 mg/ml y una media de 0.19 {(+ 0.06) mg/ml (Tabla VI).

Los individuos controles sanos no fumadores estuvo consti-
tuido por 14 sujetos siendo positivos el 100% con una concentra
ci6n de IgA en los complejos inmunes de 0.11 a 0.29 mg/ml y

una media de 0.15 {+ 0.05) mg/ml (Tabla VI). (Figura 9).

Contenido de inmunoreactantes en los complejos inmunes de pa-

cientes con enfermedad pulmonar y controles sanos.

Por electrofor&sis en geles de poliacrilamida-SDS se tuvo
un 92% de positividad para el grupo de fumadores formado por

25 pacientes: se registraron de 3 a 6 bandas, con una media de
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4.0 (+1) bandas por paciente; el peso molecular fue entre 14 a
90 Kd; de 31 pacientes no fumadores el 93% fue positivo regis-
tréndose de 2 a 6 bandas con una media de 4(+ 1) bandas y el pe-
80 molecular fue entre 14 a 68 Kd (Tabla VI}. (Figura 10).

En los controles sanos se tuve una positividad del 100%
para el grupo de fumadores constitufdo por 32 sujetos; se regis
traron de 2 a 9 bandas con una media de 7 (+2) bandas y su pe-
so nmolecular fue entre 12 a 90 Kd de los cuales 14 sujetos sa-
nos no fumadores el 92% fue positivo, registrando de 2 a 9 ban
das y una media de 6.0 (+ 2) bandas y su peso molecular fue en

tre 14 a 95 K4 (Tabla VI) {Fig. 1l).

Presencia de ant{genos de tabaco y anticuerpos antitabaco en el

complejo inmune de pacientes con enfermedad pulmonar.

Al complejo inmune obtenido seglin la técnica Il se le rea-
1iz6 CIEF; al enfrentar los complejos inmunes del grupo de fu-
madores contra el extracto salino el 72% fue positivo y contra
el condensado de humo fue positivo el 60%, ambos grupos presen
taron una banda de precipitacién; al enfrentarlos al antisuero
antitabaco producido en conejo de 100% fue positivo (Tabla VI)
con 2 bandas de precipitacién.

En el grupo de no fumadores el 65.0% fue positivo el ex-
tracto salino (Tabla Vi) y con el condensado de humo se tuvo
una banda de precipitacidn, al enfrentarlos al antisuero anti-
tabaceo producido en conejo el 100% fue positivo (Tabla VI) con

una banda de precipitacibn.
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Pregencia de antigenos de tabaco y anticuerpos antitabaco en

el complejo inmune de personas sanas.

Al complejo inmune obtenido segln la t8cnica II se le ra-
1iz6 CICF; en el grupo de fumadores contra el extracto salino
el 56.2% fue positivo (Tabla VI) y contra el condensado de hu-
mo 12.5 %, ambos grupos presentaron una banda de precipitacién
pero al enfrentarlos al antisuero antitabaco fueron negativos
{Tabla VI). Bn el grupo de noc fumadores el 28% fue positivo
{Tabla VI) al enfrentarlo al extracto salino con una banda de
precipitacién y contra el condensado de humo fue negativo; al
enfrentar los sueros contra el antisuero antitabacoe producido

en conejos los resultados fueron negatives {Tabla VI).

La inmunoelectroforésis de los complejos inmunes obteni-
dos segn la tfecnica I revelS un componente en la regibn de la
alblmina, uno en la de gammaglobulina y uno & dos mds que co-

rrespondfan a otras protefnas del suero.
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Tabla 1.~ Propiedades inmunoquimicas del tabaco

Concentracién *C IEF *MID Bandas en electroforésis

Preductos de tabaco protéica (mg/ml) . de GPA-SDS
Extracto

SSF 4.20 1~4%* 1-4 2

Extracto

SSF 1.40 1-4 1-4 0
Condensadoe de

humo 1.36 1 Neg 1-4

*El antisuero antitabaco fue producido en conejos
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Tabla 1.~ Propiedades inmunoquimicas del tabaco

Concentracidn *C I EF *mIp Pandas en eleCtroforésis

Productos de tabaco proté&ica (mg/ml) - de GPA-SDS
Extracto

88pP 4,20 1-4% 1-4 2

Extracto

SSF 1.40 1-4 1-4 0

Condensadc de

humo 1.36 1 Neg 1-4

*E]l antisuero antitabaco fue producido en conejos
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Tabla II.- Reactividad de los antisueros antitabaco contra antigenos

de tabaco
c MI
ANTISUERO DE
CONEJO ET* Chx* ET* CH*#*
aNTI BTV
1 4 1 1 Neg
2 1 Neq 1 Negq
3 3 Neg 4 Neg
4 1 Neg 2 Neg
5 1 Neg 2 Neg
ANTI CH
6 1 1 ’ 2 Neg
7 2 1 2 Neg
8 3 Neg 2 Neg
] 1 Neg ) 2 Neg
10 1 Neg 1 Neg

*Extracto de tabaco SSF ** Condensado de humo

+Antisuercs obtenidos en el cuarto sangrado. Ver esquema de inmunizacibn
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Tabla III.~ Caractreristicas de los '.‘m'.plhjos inmune tabaco-antitabaco

formados "in vitro"
Extracto de tabaco-SSF Concentracién  © E F Electroggrgiigbgn geles
+ Antisuero de Conejo Protéica Ag+ Ac++
(mg/m1) Nggisgsde P.M. {Kd)

1 1.12 1 1 1 68

2 1.12 1 1 1 76

3 1.20 1 1 1 74

4 1.20 Neg 1 1 74

5 0.60 Neg 1 1 74

6 0.90 1 1 1 74

7 0.60 1 Neg 1 74

8 0.80 1 1 1 74

9 1.15 1 1 2 78 y 50

10 0.84 1 1 1 58

+Extracto de tabaco - SSF

+Xnticuerpos antitabaco elaborados por conejos
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Tabla IV.~ Caracteristicas de los complejos inmunes del condensado
de humo y anticuerpos antitabaco formados

In Vitro
Condensado de humo Concentracibén [ 1 E F Electroforésis en qeles
+ Antisuero de protéica del c1*  Ag' actt de PA-SDS
conejo {mg/m1) NGmero de P.M. (Kd)
bandas
1 0.55 1 1 1 67
2 1.12 1 1 1 67
3 1.00 1 1 1 60
4 0.88 Neg 1 1 " 54
5 0.84 1 1 Neg -
6 0.75 1 1 2 70 y 65
7 0.95 1 1 Neg -
8 0.47 1 1 Neg .-
9 1.15 1 1 1 KL e 56
10 0.93 1 1 Neg -

*Condensado dé humo

++Anticuerpos antitabaco elaborados en conejos
*Complesc inmune (43)



Tabla V.- Caractertsticas de complejos inmunrs con antisuero de

conejo y solucibn requladora de fosfatos

Suero de conejo Concentracién c 1 £ F Electroforesis en geles
antitabaco + SSF protéica del CI " de PA-SDS
(mg/ml) ETSSF CH I\c+ NGmero de
bandas P.M. (Kd)
1 0.23 1 1 1 1 68
2 0.28 1 - 1 1 76
3 0.29 1 1 1 1 74
4 0.12 - 1 1 1 74
5 0.17 - 1 1 1 74
6 0.12 1 1 1 1 74
7 0.12 1 1 1 1 74
8 0.12 1 1 1 1 74
9 0.11 1 1 1 2 78 y 50
10 0.26 1 1 1 1 58

+I\nt:icuer:pu:\s antitabaco producidos en conejos
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Tabla VI,- Dateccién y andlisis de 1gh, anticucrpos y antfgenos de tabaco
en complejos inmunes circulantes de pacientes con enfermedades

pulmonares y sujetos sanos, fumadores y no fumadores

Enfermos pulmonares Enfermos pulmonarcs Sujetos sanos

sujctos sanos

fumadores no fumadores fumadores no fumadores
No. casos 25 31 32 14
v hombres a4 6 75 28
% mujeres 16 94 25 2
Igh en Vv positividad 100 96 10 on
Cll rango (mg/ml) 0.46-2.84 0.29-2,75 0.14-0,34 0.11-0.29
% D3 (mg/ml) 1,41%0,76 1.2640,85 0,1940.06 0.1540,05
EcPA? o positividad 02 93 100 92
No. bandas 3-6 -6 2-9 2-9
X 4l 411 142 642
l‘.i‘l.3 (&) 14-90 14-68 12-30 14-9%
ciezr® v poaittvos
can 8 n n
puero detec. Ac 100 100
total Vv positivos
dotec. ho® a“ a 0 0
C1EP % pasgitivo
con detec. Act 12 65 56 28
pptade & positivo
PEG! detec, A 100 100 o 0
1,~ Complejo inmune
2.~ Electrofordsis en gel de poliacrilamida ~5DS
3,- Peso molecular
4, Contrainmuncelectroforentis
5.- Anticuerpes libras detectados por medio de un cxtracto de tabaco
6.~ Antfgenos solublas detectados por medio de un suero antitabaco
7.~ Polietilenglicol 6000
8,- Anticuerpos en complojos inmunes disociados
9.~ Antigenos en complejos {nmunes disociados
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Tabla VII.- An&lisis de los datos que tuvieron una significancia

estadfstica en la poblacién estudiada

Enfermos (A) Sanos (B}
Fumadores No fumadores ’ Fumadores No fumadores
Masc.(l) Fem. (2) Masc. (3) Fem. (4) Masc. {5) Fem. (6) Masc. (7) Fem. (8)

Se observS mayor frecuencia de anticuerpos contra el extracto salino en el grupo de
enfermos fumadores masculinos (1) que en sanos fumadores masculines (5). x2 H
P < 0.0009

Mayor frecuencia de los anticuerpos contra el condensado de humo en el grupo de en-
fermos fumadores masculinos(l) que en sanos fumadores masculinos (5) XZ: P.. 0,001

Mayor frecuencia de los anticuerpos contra el extracto salino en el grupo de enfer-
mas fumadoras femeninas (2) que en sanas fumadoras (6} xzz P < 0.0002

Mayor frecuencia de anticuerpos contra el condensado de humo en el grupc de mujeres
sanas fumadoras (6) que en mujeres enfermas no fumadoras (4) X“: p < 0.006

La poblacifn de enfermos({A) se detectS antfgenos de tabaco en su forma libre y diso-
ciada de los complejos inmunes y en los sanos(B) fue negativo. xzz p < 0.001

Bl contenido de IgA en los complejos inmunes de enfermos(A) fue mayor en relacién con
los sanos(B)} t: p< 0.001
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Figura 4 Bandas de precipitacibn entre el extracto
salino (pozo central) y los anticuerpos
antitabaco producidos en conejo,

(pozos periféricos)
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« Pigura 5.- Electroforésis en gel de poliacrilamida-SDS
del condensado de humo (A y D), del PEG 6000 (B)
y del extracto salino (C), observindose los com-

ponentes con pesos moleculares de 18 y 67 Xd.
{
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Figura 6.~ Componente de 67 Kd, en los complejos inmunes

de los sueros de conejo antitabaco y el con-

densado de humo obtenidos in vitro .

(49)
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Figura 7.- CIEF en donde se enfrenta el extracto de
tabaco~SSF (A-B-C-C-E-F) en contra de
sueros de individuos sanos no fumadores.

(1-2-3-4-5-6) .
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Figura 8.- Halos de precipitacitn obtenidos por IDR,
curva de referencia de IgA (1,2,3) comple-
jos -inmunes precipitados con PEG 6000 de
pacientes con enfermedad pulmonar y taba-
quismo negativo (4), y complejos inmunes
de pacientes con enfermedad pulmonar y ta

baquismo positivo (5 y 6).
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Figura 9.~ Halos de precipitacién obtenidos por IDR,
curva de referencia de Iqa, {1,2,3) complejos
inmunes precipitados con PEC 6000 de contro-

. les inmunes precipitados con PEG 6000 de un

control sano con tabaquismo negativo. (6)
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Figura 10.

Patrén de bandas en la electroforésis en

gel de PA-~SDS de: (A) proteinas de PM co
nocido: lisosima (12 Kd), inhibidor de la
tripsina (20Kd), anhidrasa carb6nica (30 Kd),
OvoalbGmina (43 Kd), alblmina (67 Kd) y fos-
fatasa b (94 Kd), muestras de complejo in-
munes obtenidos por la técnica I de pacien-

tes fumadores (B-C) y de pacientes no fuma-
dores. (D-E-F)
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Figura 1l.- Se muestra el patrdn electroforético en gel
de PA-SDS de: (A) protefnas de PM conocido:
lisosima {12 Xd), inhibidor de la tripsina
(20 Kd), anhldrasa carb6nica (30 K4d),
ovoalbGmina (43 KA), albGmina (67 'Kd} y fos-
fatasa b{94 Kd); muestras de complejos inmu-
nes obtenidos por la técnica I de controles
sanos fumadores, (B-C) y de controles sanos
no fumadores (D-E-F}.
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DISCUSION

Al fumar un cigarrillo la incineracifn puede destruir el
material protéico. Por 1o que se considerS que la formacibn de
un gradiente de temperatura en el cigarrillo, puede arrastrar
algunos componentes de bajo peso molecular o productos parcial
mente desnaturalizados de las protefnas del tabaco, que al in-
troducirse como un aerosol en el aire inhalado durante la as-~
biraci6n del humo del tabaco, podrifan estimulét la respuesta -
inmune contra los constituyentes del tabaco. Las partfculas =
del humo de tabaco de aproximadamente 10 micras de didmetro se
depositan en vias respiratorias altas, tréquea o conductos res
piratorios mayores mediante sedimentacibn gravitacional 6 fija
cién a las paredes. Las particulas menores de 0.l micra llegan
a los alveolos gracias a su alto coeficiente de difusibn, las
de 0.5 se mantienen en el aire y son expulsadas durante la ex-
halacibén y las partfculas de una micra tienden a depositarse
en las partes del pulmén donde ocurre el intercambio gaseoso.

La d6sis total de partifculas absorbidas dependeri de la
ventilacién/minuto del sujeto y, en consecuencia, aumentard -
con el ejerciclo. La respiracibn por la boca permite una mayor
penetracién de este material en el pulmSn gue la respiracibn
por la nariz, de manera que el ambiente puede influfr en el -
riesgo de padecer una enfermedad causada por los agentes aspi-
rados (100).

El fumador retiene entre el 80 y el 90% de las particulas
contenidas en el humo cuando la inhalacibn es sostenida duran-

te dos a cinco segundos (9).
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Se tiene evidencia de que al inyectar albfimina con dife-
rentes concentraciones en cigarrillos y estos ser sometidos al
proceso de combustidén, se detecta la albGmina en el condensado
de humo por medio de técnicas inmunoserol6gicas y por la con-
centracién protéica que se obtiene en el condensado de cigarri
1los tratades con albGmina. (Comunicacidn personal, Chévez, R,

y Martfnez R.D.)

Con el objeto de estandarizar la extraccibn y obtenci6n
del condensado de humo se usaron varias cantidades del tabaco
definidos por gramo de peso y por nimero de cigarrillos inci-
nerados. En el proceso de extraccién utilizamos 18 gr. de ta-
baco y en el condensado de humo 36 gr. para tener una concen=-
tracién similar en ambas preparaciones y poder comparar los
resultados. En las pruebas inmunoserclégicas realizadas se vié
que una concentracibn de 1.4 mg/ml, tanto del extracto como
del condensado de humo, fueron adecuadas para analizar las
protefnas del tabaco. Para las pruebas de electroforsis en ge
les de poliacrilamida se requirieron 4.2 mg/ml en la identifi
cacién de los componentes protéicc; del tabaco solamente en

el extracto.

En la preparacién del extracto salino se utiliz6 el taba
co de los cigarrillos sin someterlo a ningtin cambio fisicoguf
mico. Se demostraron de 1 a 4 sistemas antigeno-anticuerpo por
CIEF y MID, con el extracto frente a un suero hiperinmune. En

electroforésis se obtuvieron 2 bandas, una con un peso de 18 Kd
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y otra de 68 KA la primera tiene un peso similar a la glicopro-

. tefna del tabaco que fue descrita por Becker y col., (5) y po-
" drfa ser que la protefna de 68 Kd se degrade y dé lugar a la
de 18 Kd.

En el condensado de humo se identificé un sistema antige-
no-anticuerpo por CIEF y.en la electroffresis se obtuvieron de
1 a 4 bandas con un peso de 18 a 68 Rd. Estos resultados indi-
can que en el extracto salino se detectan mis componentes an-
tigénicos que en el condensado, aungue ambos tienen un nfmero
similar de componentes prot&icos: uno de 68 Kd y otro de 18 Kd.

Las variacicnes en el tabaco utilizado en las técnicas de
extraccién y los estudios inmunoserol6gicos gue se han realiza
do con &stos determinan variaciones en los estudios sobre el «
tabaco y la respuesta inmune antitabaco. Lehrer (53) utilizé
tres productos de la hoja de tabaco procesada, precipitando
las proteinas con sulfato de amonio y por inmunodifusi6n com-
prob8 que los extractos son inmunogénicos para conejos. Gleich
(33) utiliz6 hojas de tabaco, hojas de tabaco procesadas y con
densado de humo (Laboratorios Meloy) haciendo sus extracciones
con eter de petr6leo y al pasar sus muestras por EGPA-SDS el
condensado de humo tuvo bandas de 11 y 14 Kd y 3 de 60 a 69 Kd;
en la hoja de tabaco hubieron 5 bandas de 17 a 68 Kd ¥y en las
hojas procesadas devtabaco hubieron 2 bandas de 15y 30 kd y
3 de 60 a 69 Kd, estos productos fueron inmunogénicos para el
conejo. Harkavy (13) demostr§ gue un extracto crude de tabaco

fue inmunogénico para conejos. Chu (17) también utilizé un ex

(57)
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tracto crudo de tabaco y obtuvo hasta 3 bandas de precipitacién
por CIEF al enfrentar el extracto al antisuerc de conejos.
Morales {68) y Preciado (75) utilizaron cigarrillos comercia-
les para obtener extracto salino y condensade de humo y demos
traron que son inmunogénicos para conecjos por mediu de CIEF.
En todos los conejos empleados en nuestro trabajo fueron inmu
nizados con ol extracto salino, demostrindose anticuerpos que
reaccionaron contra el antigeno homblogoe y contra el condensg
do de humo en 1/5 animales. Dos de los 5 concjos inmunizados
con el condensade produjeron anticuerpos contra €ste y todos
contra el extracto salino ({Tabla 11). ,
En base a la informacifn anterior y nuestros resultados,
podemos concluir que algunos productos del tabaco son inmuno-
génicos en conejos, utilizando diversos productos de tabaco
como antfgenos gque incluyen la hoja, ¢l tabaco procesado 6 en
forma de cigarrillos los cuales adem&s recibicron diferentes
tratamientos y se prcharon con distintas técnicas inmunosero-
l6gicas; en todos los casos con mayor o menor positividad los
productos del tabaco fucron inunogénicos para el conejo.
También se han valorado antigenos del tabaco ¢n indivi~-
duos fumadores y no fumadores, Becker (S5) purificd una qlico-
proteina de 18 Kd que es inmunogénica para el conejo y cl co~
bava, que despierta una reaccidn cutdnea de hipersensibilidad
inmediata tanto en los individuos fumadores como no fumadores.
Romanski {79} obtuvo un extracto de hoja de‘tabaco y lle
v6 a cabo su extraccidn con diferentes solventes empleando una

parte del pulverizado de la heja de tabaco y 2 partes del sol -
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vente, la extraccién fue a 4°C por 14 dfas; obtuvo 4 prepara-
ciones con una concentracién similar en las 4 y utilizb el mé-
todo de dobleinmunodifusién de Ouchterlony (91) con los sueros
de 70 pacientes con isquemia o infarto del miocardio de los cua
les 49 eran fumadores y 21 no fumadores y también practicé prue
bas intracut@neas. En las pruebas cutlneas 41 pacientes fumado-
res fueron positivos y 8 fueron negativos, en los no fumadores
resultaron positivos 7 de 21. También se encontraron anticuer=-
pos antitabaco en el suero de 13 pacientes fumadores pero no -
en el de no fumadores.

Morales (68) y Preciado (75) obtuvieron un alto porcenta-
je de positividad de anticuerpos antitabaco tanto en individuos
fumadores como no fumadores quizd debido a que los métodos de
extraccibn y las técnicas inmunoserolégicas utilizadas fueron -
mis sensibles gue las empleadas en otros trabajos.

lLos resultados que obtuvimos en pacientes con enfermeda-
des pulmonares fueron similares a los de otros trabajos (68,
75) en los gue tambi&n hay una elevada frecuencia de anticuer-
pos antitabaco.

En el estudio de los complejos inmunes en tabaquismo se
_obtuvo la siguiente informacidn: El extracto 6 condensado mez
clado con el antisuero de los conejos mostré por CIEF que el
complejo inmune in vitro reconocif al antfgeno y al anticuer-
pou, pero por MID los resultados fueron negatives. La IEF del
complejo inmune y los anticuerpos contra el suero de conejo
mostrd una banda de precipitacifn en la regifn de la alblmina

en 100% de las muestras y en ¢l 70% presentaron una banda de
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precipitacibén en la regibén de las gammaglobulinas; la albfimina
puede corresponder a la de los conejos o a la del albuminoide

del propio tabaco (107), pero se necesitan més estudios al -
respecto.

Al realizar la electroforésis en geles de PA-SDS encontra
mos en la mayorfa de los conejos de 1 a 2 bandas y su peso mo-
lecular oscilé de 7 a 78 Kd siendo similar el patrbn del com-
plejo inmune formado in vitro con el ES y el CH, esto permite
tener un patrén de referencia de lo que posiblemente esté ocu-
rriendo in vivo en el conejo.porque al precipitar solamente el
antisuero de conejo en solucién reguladora'de fosfatos se ob-
tiene un complejo inmune circulante en el suero del animal en

el que por CIEF se demuestra al antfgeno(s) de tabaco y al an~

ticuerpo antitabaco sugiriéndose que el conejo in vivo tiene
complejos inmunes, por lo anterior se apoya la similitud del

patrén obtenido in vivo e in vitro en conejos.

Las diferencias entre la situacifn natural de exposicibn
a los antigenos del tabaco gue ocurre en humanos al aspirar
el humo y el modelo experimental en conejos son:
a) la via de entrada es diferente ya que en el humano
. esa través del aparato respiratorio y se estimula
principalmente al sistema inmunocompetente del pul-
mén, en cambio en el conejo se inocula por via sub-
cutfinea e intraperitoneal.

b

la d6sis de antigenos de tabaco en el humano es muy

variable de acuerdo a las caracterfsticas del hébito
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tabaqufco y en los conejés la inoculacién se hace con
las concentraciones conocidas y con una periodicidad
establecida.

la obtencifn de los sueros en humanos con anticuerpos,
ant{genos y complejos inmunes de tabaco-antitabaco ocu
rre en tiempos vartables y en los conejos la obtencifn
del suero es en tiempos preestablecidos.

en el caso de la formaéiﬁn de complejos inmunes in vi-
tro los antisueros antitabaco y los antigenos de ta-
baco son mezclados en cantidades conocidas y 165 com~
plejos inmunes resultantes se analizaron por las téc~
nicas I y II (ver material y m&todos).

los sueros provenientes de humanos no se mezclaron con
antf{genos de tabaco in vitro y s6lo se analizaron eg
tos sueros siguiendo las técnicas I y II.

en el modelo natural se hizo la determinacifn de IghA

en el complejo inmune; sin embargo no se llevé a cabo

" 1la bisqueda de IgA en el modelo experimental.

El anflisis estadfstico realizado en los individuos estu

diados indica que con respecto a la‘'edad no hay diferencia en-
tre el grupo de controles y de enfermos fumadores y no fumado-
res del sexo femenino, en cambio en el sexo masculino si hay

una‘diferencia'significativa en la edad de los sanos compara-
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dos con enfermos fumadores y no fumadores ( p 4 0.001). Hay mu-
cho més hombres fumadores, tanto sanos como enfermos que, muje-
res fumadoras.

No hay diferencia en el n@imero de cigarrillos que consu-
men los hombres sanos y enfermos que es en promedlo 17 cigarri
llos al dfa; las mujeres sanag y enfermas fumadoras consumie-
ron un promedio de 12 cigarrillos por dfa.

La diferencia de la duraci6n del hébito tablquico entre
hombres sanos y enfermos fue significativa (p< 0.001}), siendo
de 13 afos eﬁ los sanos ¥ de 33 en los enfermos.

En los hombres fumadores predominé el diagnbstico de en-
fermedad pulmonar obstructiva crénica (p< 0.0009) compar&ndo-
los con el grupo de mujeres enfermas no fumadoras, que tuvie-
ron asma bronquial con mayor frecuencia.

La informacibn anterior apoya la importancia del nfimero
de afios de tabaguismo en la generacisn de dafio pues incrementa
el riesgo de padecer diversas enfermedades cardiopulmonares
{106,107), especialmente de padecimientos pulﬁonares como la
enfermedéd pulmonar obstructiva crénica (76,12)

Se comprobd la presencia de anticuerpos contra el extrag
to de tabaco en el 100% de los sueros de individuos enfermos
fumadores y no fumadores asf como en el 44% y 71% de estos -
subgrupos de sanos.

No se demostraron anticuerpos contra productos del conden

sado de humo en 1las condiciones en que se realiz6 la prueba
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de CIEF (63). Estos resultados apoyan los informes sobre la
alta frecuencia de los anticuerpos antitabaco en fumadores Yy
no fumadores (68,75).

El antisuero antitabaco producido en conejos permitié de
mostrar antfgeno circulante en el suero del 44 y 41 % de los
individuos enfermos fumadores y no fumadores respectivamente.

Los sujetos sanos fumadores tuvieron 53% de positividad
contra el CH y los sujetos sanos no fumadores un 71%. En ambos
grupos no se encontraron los antigenos de tabaco por pruebas
de CIEF, aunque no se demostré la presencia del antigeno(s) de
tabaco en el suero de estos individuos, los cuales estén en -
contacto con el antfgeno de tabaco pero el n(mero de afios de
consumo de cigarrillos es menor en relacién a los pacientes
enfermos fumadores.

Es importante resaltar gue en los individuos sanos no se
demostraron complejos inmunes tabaco-antitabaco ni tampoco se
observé antfgeno libre, lo cual indica la importancia de los
antfgenos del tabaco o de sus complejos inmunes como probables
causantes de dafio en diversas enfermedades. Sin embargo, ser8
necesario llevar a cabo estudios con té&cnicas como el inmuno-
ensayo § la inmunoelectrotransferencia que son mis sensibles y
que permiten discriminar la 6 las clases de inmunoglobulinas
antitabaco y la especificidad de los anticuerpos contra los
antfgenos del tabaco.

Los resultados permiten sefialar la alta frecuencia de in-

dividuos con anticuerpos antitabaco,pero 86lo aguellos que son
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m&s susceptibles y que tienen complejos inmunes circulantes
presentardn dafio tisular teniendo en cuenta el nlmero de afios
del consumo de cigarrillos y los problemas pulmonares a los
que &stos sujetos se enfrentan. En general estos fumadores -~
tienen una incapacidad para eliminar agentes infecciosos que
los pueden llevar a una muerte temprana (12,68,75,76,106,107).
Los datos de los pacientes gue cobtuvimos difieren de los repor
tados por Romanski y col. (77,78,79 ) porque nuestra pobla-
cibén es de pacientes con enfermedad pulmonar y Romanski y col
estudiaron a pacientes con infarto del miocardio; ademfs la
obtencifn de los extractos del tabaco y las técnicas inmunose
rolGgicas fueron diferentes (77,78,79). En relacibn a la res-
puesta inmune celular medida por la cantidad del factor inhi-
bidor de la migracién liberado por linfocitos de fumadores y
no fumadores sanos expuestos a los antigenos del tabaco fue -
similar en ambos grupos (8}, lo que apoya que los productos
contenidos en el humo de tabaco son capaz de inducir anticuer
pos y respuesta inmune celular en un alto porcentaje de la pé
blacién, aunque esta no fume activamente (8), sin embargo es
posible que la presencia de complejos inmunes produzcan dafio
e hipersensibilidad celular.

Se ha expuesto al condensado de humo a un grupo de rato-
nes durante 60 dfas, con una exposicibn diaria y se ha evalua
do la presencia de anticuerpos antitabaco por la técnica de
ELISA; los resultados p;eliminares sefialan que estos ratones

desarrollan una respuesta inmune humoral antitabaco (comuni-
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cacibén personal Rodriguez G., U.M.E., Facultad de Medicina,
U.N.A.M. 1986). Otros autores han informado sobre el efecto
del tabaco en nifios de padres fumadores, en los cuales hay un
aumento en la susceptibilidad de padecer infecciones respirato
rias repetidas (69,97), y en otros estudios se describen tras-
tornos sobre la funci6fn respiratoria en no fumadores que estén
en contacto cercano con fumadores (52).

La concentracibn de IgA en suero, secreciones salivales y
lavados bronguiales de fumadores enfermos estaba elevada ademés
esta inmunoglobulina reaccionb con un antigeno viral (23,55).
El humo de cigarrillos ejerce una accldn supresora en la pro-
duccibén de IgA secretoria en sujetos sanos, pero no se modifi-
ca en sujetos con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (23).
La presencia de IgA en los complejos inmunes obtenidos en pa-
clentes 6 animales experimentales se han demostrado in vivo e
in vitro (28,47,73). En ratas se demostr$ la presencia de com-
plejos inmunes que contenfan IgA y estos fueron capaces de cau
sar dafio pulmonar en la rata (47)., En pacientes también se ha
obgervado una relacifn entre la presencia de IgA en los comple
jos inmunes de enfermos con dafio glomerular y plirpura hemorri-
glca y existe el informe de un paciente que fallecib a conse-
cuencia de una miocarditis eosinofflica causada por la presen-

cia de Igh en las arterias coronarias (28,47, 73).
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En la poblacifn estudiada en este ﬁrabajo se encontrd
que la concentracidn de IgA en los complejos inmunes séricos
no se presenta diferencia significativa entre fumadores y no
fumadores, pero si hayvconcentraciﬁn mayor de IgA en los com-
plejos inmunes de los enfermos comparados con la de los indi-
viduos sanos (p < 0.001).

Con objeto de establecer las caracteristicas de los antf
genos que participan en los complejos imnmunes en el suero de
la poblaci8n estudiada se realizd electroforésis de geles de
poliacrilamida~SDS. Los enfermos fumadores y no fumadores tu-
vieron un promedic de 4 componentes, y en estos hay moléculas
de antfgenos del tabaco y de anticuerpos antitabaco, tomando
en cuenta los pesos moleculares que van de 14 a 90 Kd. Los re
sultados en individuos sanos no difieren en el nfimero de ban-
das obtenidas en fumadores y no fumadores, siendo el promedio
de 6 bandas. En relacifn al nlimero de bandas por electroforé-
sis en geles de PA~SDS se observ6 que los enfermos tienen me~
nor n{imero de compuestos gue los sanos (pg 0.05). La inmuno-
electrofor&sis reveld un componente en la regibn de la alblmi .
na, una en la regién de las gammaglobulinas, y de ! a 2 mis =
que corresponderfan a otras protefnas del suero 6 del tabaco,
sin embargo se requiere un mayor andlisis de estos componentes.

La presencia de antfgenos y anticuerpos antitabaco en en-
fermos fumadores y no fumadores fue similar por CIEF, en las
muestras precipitadas y evaluadas por la técnica II (ver ma~

terial y m&todos). Sin embargo es diferente en los sujetos sa-
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nos fumadores y no fumadores gque tuvieron menor porcentaje de
positividad. Los complejos inmunes en pacientes tiénen inmuno
globulinas de clase IgA y posiblemente IgG por el estudio in-
munoele;troforético. Ademés se observa la presencia de la al-
blmina que pudiera estar precipitfindose inespecificamente con
los compleijos inmunes. El hecho de que no se pudiera demostrar
los complejos inmunes con las té&cnicas usadas ni tampoco el an
tigeno de tabaco en su forma libre en los sujetos sanos, apo-
yan parcialmente la posibilidad de que estosg, los complejos -
inmunes y el antfgeno de tabaco libre, pudieran tener cierto
papel en el inicio y mantenimiento de la inmunhopatologfa pul-
monar, sin olvidar que se requiere otros factores para desen-

cadenar las enfermedades pulmonares,
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CONCLUSIONES

Se demostrS la presencia del antfgeno del tabaco en el 80%

'y del anticuerpo antitabaco en 90% de los complejos inmunes

formados in vitro.

Se comprobS en el suero la presencia del anticuerpo antita
baco en el 100% y del antfgeno del tabaco en ?1 44% de pa-
clentes con enfermedades pulmonares y tabaquismo positivo.
En pacientes con enfermedades pulmonares y tabaquismo nega
tivo el 100% tuvieron en el suerc anticuerpos antitabaco y
el 41% tuvo antfgeno de tabaco libre.

En los cqmplejos inmunes aislados con polietilenglicol ydi
soclados con &cido citrico de pacientes con enfermedades
pulmonares y fumadores el 72% tuvieron ahticuerpos antita-
baco y el Ag estuvo presente en el 1008 de &ste grupo y
adem&s se observaron 2 bandas.

El grupo de pacientes con enfermedad pulmonar y no fumado-
res de los cuales se alslaron complejos inmunes por polie-
tilenglicol y fueron disociados con fcido c¢itrico, los an-
ticuerpos antitabaco estuvieron presente en el 658 de los
casos y el antfgeno de tabaco en el 100%, con una sola ban
da en promedio.

El 43% de las personas sanas fumadoras tuvieron anticuerpos
antitabaco y, en las no fumadoras el 71% fue positivo, no
se encontrd el antfgeno del tabaco libre en el suero de

los sujetos sanos.
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Los sujetos sanos fumadores no tuvieron complejos inmunes
El contenido de IgA en los complejos inmunes de paclentes
con enfermedades pulmonares fue mayor en relacidn con los

individuos sanos tanto en fumadores como en no fumadores.
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