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RESUMEN

El humo del tabaco es un aerosSol que contiene gases, va-
fores orgénicos y material rarticulado con actividad carci-
norénica, ademds algunos productos del tabaco tienen efecto
mutagénico; cuand. se rurifican los produc-tos derivados de
la combustidén del tabaco se logra una mayor actividad onco-
génica.

50 he demostrado que uno de los productos presentes en
el humo del tabaco corresponde al uretano. Este compuesto
tiene la capacidad de inducir adenocarcinomas pulmonares en
ratones que han recibido dicha sustancia, debido a que pre-
senta la: siguientes propiedades: narcético, antimitético,
oncogénico y carcinocldstico y que en bajas concentraciones
puede actuar sobre los cromdsomas provocando mutaciones y
rompimientos.

La inmunos'upresién por medios quimicos y fisicos incre -
menta la incidencia de tumores y favorece el crecimiento de
las retdstasis pulmonzres. En el cédncer se ha postulado que
hay miltiples factores que inciden en el desarrolle de la
enfermedad, uno de es't-os corresponde a la respuesta inmune
antitumoral que se desarrolla en los vertebrados y cuando
esta no es suficiente da lugar a la muerte del hospedero.

Se ha tratado de establecer a que nivel de la resruoesta
inmune estd ejerciendo su accién inhibitoria el tabaco, ya
.sea zobre la>producci6n de anticuerpos o la inmunidad celu-

la:.



En este trabajo se intenté determinar la acecién del u -
retano sobre los receptores para Pc y C3b de la membrana
de.los macréfagos alveolares, debido a que la via de entra
da natﬁre.l del humo del tabaco en los fumadores actives y
pasivos eé la respiratoria y que la célula mencionada es
una de las més importantes en el iarimer contacto .entre el
organismo y los productos del humo del tabaco.

Lé determinacién de dicha accidn se realizd por medio
de la prueba de formacién de rosetas, con eritrocitos sen-
sibilizados con IgG y C3b.

La purificacién de los macréfagos alveolares se realizé
en cubreojbetos de vidrio para permitir la adherencia de
las célules fagociticas y que fueron viables, se lavaron
con medio de cultivo y después se incubaron durente 15 mi-
. nutos con diversas concentraciones de uretano ( 10 mg a 1
ng/ml ), posteriormente se afiadieron los eritrocitos y fi-,
nalmente se procesaron para tefiirlos con hematoxilina-go -
aina. '

Los resultados seflalan que las dosis altas de uretano
son téxicas para los macréfagos y dosis mencres no afectan
la viabilidad, pero s{ provecen una dismimcién en el por -
centaje de rosetas, ademéds de que el ndmero de eritrocitos
unidos & los mecréfagos estd en relacién con la dosie de u~
retano empleada.

Debido a sus caracter{sticas, el uretanc puede modificer



la capacidad de los macréfagos alveolares para reconocer al
fragmento Pc de IgG y de C3b, siendo posible que inhiba la
expresién de los receptoreé, o que disminuya la afinidad
existente entre los mismos.

En forma especulativa se puede proponer que el uretano
induce una modificacién en las funciones de la respuesta
inmune que son efectuadas por los macréfagos alveolares,



INTRODUCCION

El individuo que tiene la cppacidad para defenderse de
los agentes nocivos que se encuentran en el medio que lo
rodea, lo hace gracias a una serie de mecanismos fisiolé-
gicos presentés desde el nacimiento; algunos de éstos Son
constitutivos y no requieren de experiencias previas con
el agresor, El conjunto de mecanismos de defensa se cong
ce como estado de inmunidad ( 37 ) .

SISTENA INLUNE )

El sistema inmune est4 integrado por la inmunidad celu-
lar y la inmunidad humoral, Estos componentes se desarro-
llan por vias de diferenciacién separadas pero estrechamen
te relacionadas, donde ademds intervienen otros tipos de
células y tejidos., El linfocito es el eje central de la
inmunidad, identificéndose 2 poblaciones principales, de =
signadas como: linfoeitos T ( LT ) y linfocitos B ( LB )
(7).

Loa LT o células T, son llamadas as{ porque al pasar
por el timo son modulados por &1, permitiendo su maduracién
¥ son los responsables de la inmmnidad celular; también se
encuentran subpoblaciones de linfocitos T que corresponden
a células supresoras, cooperadoras y citotéxicas ( 17 ) .

Los IB o células B, maduran en la bolsa de Pabricio de
las cves, o en los anflogos de la bolsa&de Pabricio, la mé

dula ésea de otras especies, incluyéndose a la humana,



lios LB y su progenie, las células plasmAticas, son los
responsables de la inmunidad humoral, la cual se expresa a
través de la produccién de inmunoglobulinas (FIGURA 3) .

Los fagocitos mononucleares (¥H) interactdan con los lin
focitos en la regulacién de la respuesta de tipo humoral § -
celular, § ambas { 36 ) .

Estas células fagoc{ticas se originan de los promonoci =
tog que se producen en la médula 6sea de los vertebrados,
circulen en la sangre como monocitos y luego migran a los
tejidos,

Log monocitos se transforman en macréfagos cuando llegan
a los diversos sitios anatémicos, incluyéndose el tejido co-
nectivo donde se denominan histiocitos, médula 6sea, cavidad
peritoneal, sistema nervioso central (microglia), cavidades
serosas (macréfagos pleurales), tejido &seo ( osteoclastos),
en pulmén (macréfagos alveolares), el bazo y ganglios linfé-
ticos (libres y fijos) y el hfgado (células de Kupffer)( 16 ).

Los macréfagos varian en su morfologfa y funcién dependien
do del lugar en donde se encuentren y en ocasiones puedem so-
brevivir durante meses en clertos tejidos. Poseen diversos
receptorea, enzimas y proteinas transportadoras en la super =
ficie de la membrana celular , Existen cuatro grupocs genera-
les de receptores ds membrana en los macréfegos:

- receptores para la porcién Pc de las moléculas IgGl e Igi3;

~ receptores para el fragmento C3b;

- receptores " ineaspecificos " que ligen partfculas como les
esferas de lédtex, de diversas proteinas, eritrocitos trata-



dos con aldehidos y
- receptores para lectinas ( 1, 17, 18, 32, 37, 38 ) .
TABAQUISKO ’

Existen varias enfermedades, como la bronquitis y el en -
fisema, que se han asociado con el hfbito del tabaco., Es i)_o_
gille que se induzca una resyuesta inmune humoral y celular
contra algunos componentes del tebaco, ya sea en forma natu-
ral o experimentalmente inmunizando & diversas es=zecies ani-
males ( 28, 31 ) .

El numo del tabaco contiene sustancias que son caraces de
inhibir los mecanismos de defensa del aparato respiratorio
tales como: produccién de la pardlisis del movimiento ciliar
( 3 ), aumento en el nimero total de glébulos blancos, pero
disminucién en el porcentesje de linfocitos (' 9 ); ademds al-
teracién de la capacidad fagocitica de los macréfagos alveo-
lares ( 19 ); e inhibicién de la adhesividad y posiblemente
modifiquen el papel inmunorégulador de los mismos { 25 ).

Estos cambios pueden ocurrir debido al efecto téxico y
farmacolégico de los componentes del humo del tabaco ( Ta-
bla 1l ) y también a los cambios en la respuesta inmune ha -
cia esos compuestos que pueden participar en las lesiones de
las vias respiratorias ( 9 ) .

El uretano es una sustancia que se encuentra en el humo
de un cigarrillo a nna concentracién de 10 a 35 per ésta
sustancia tiene propiedades narcéticas, antimitéticés, car-
cinogénicas y carcinoclédsticas, Tembién existen otros com -

puestos en el humo del tabaco con diversas concentraciones



TABLA I:

|.- FASE PARTICULADA.

A.= FRACCION NEUTRA

~-- Benzopireno .......
Dibezoantraceno
S-metilcrisenn ....
BRenzofluorantenos .

sre e

B.— FRACCION BASICA

-- Nicotina ..
-~ N-nitrosonornicotina

C.= FRACCION ACIDA

-~ Catecol ...

Ce s s ans

40 a 280

0.~ RESIDUO

SUSTANC | AS MUTAGENICAS ¥ CARCINOGENICAS PRESENTES EN
EL HUMO DEL TABACO.

CONCENTRACION EN EL HUMO DE
UN CIGARRILLO

-~ Niquel ..... cssres s eassesasssissseses O 3 3 ué
-~ Cadmio ... veaaa e eesreseasss BO ng
-~ Polonio ... s s s st sssansrsasasres 0,03 a i pCi
11.~ FASE VAPOR

~= Hidracina s.isaeess . eessss 32 Hg
-~ Cloruro de vinile . . 1 ats ng
-= Uretano ...«.. P . . 10 a 35 Mg
“~ Formol «.eovveovens . . 20 a 29 HQ
-- Oxido de nitrégeno . 16 a 600 HQ
-+ Nitwrosodietilamina . 0.1 a 28 ng

REF, 13




{ Tabla 1 ) , Su accidn puede ser sinérgica con los efec~
tos producicos por el uretano ( 12, 26, 40 ) .,

El uretano fué utilizado en medicina como agente anti -
neoplédsico y como hipnético, y como bzctericida tépico a -
sociado con la terapia de sulfonamida.

El uretano en grandes dosis produce depresién de la mé~
dula 8sea por lo aue fué utilizado d\irante un tiemro en el
tratamiento de la leucemia crénica y el mieloma mdiltiple,

{ 22 ), sin embargo el posible riesge del efecto carcinogé~
nico en el hombre obligd a su eliminacién de la terapéutica
antineoplésica. .La actividad carcinogénica fué sefialada i-
nicialmente por las observaciones de Netileship y sus cola~
boradores ( 34 ) desde 1943, quienes probaron la carcinoge-~
nicidad del uretanc en ratones; sumindose a ésta informaciédn
los estudios de Mirvish, con lo gue se comprobé el alto rieg
go de usar al wretano en humanos y en el édrea de la veteri ~
naria, donde frecuentemente se emplesba como anestésico en
varias especies ( 26 ) .

Ia via ée administracidén y la dosis determina el desarro-
1lo de las neoplasiass, l¢ cual también =e relaciona con el
sexo y la edad de los sujetos que reciben la droga.

E1 uretano és carcinogénico en ratones, ratas y hamsters
después de administrarlo por via oral, respiratoria, subecu-
tédnea e intraperitonealmente, produciéndose tumores pulmona
res, linfomas, hepatomas, melanomas y tumores vasculmres
(22). )

Los ratones jévenes y los recién nacidos son més suscep -



tibles al céncer inducido por uretano que los ratones adul -
tos ( 22 )} . La mayor proporcién de ratones que son aneste-
giados con uretano presentan tumores pulmonares de 4 a 6 me—~
ges después; la dosis éptima del uretano para desencadénar
un proceso neoplédsico pulmonar en estos animales es de 1 mg
por gramo de peso corporal { 12 ) .

La respuesta inmune puede alterarse al iniciarse el pro-
ceso neoplédsico, as{ como la produceién de las metdstasis
{ 26 ), 1o que permite la progresién tumoral en los adeno =
carcinomas. Se ha intentado establecer a que nivel de la
respuesta inmune estd actuando el tabaco y sus componentes,
provocandose la inhibieién de la produccién de anticuerpos y
la depresidn de la inmunidad celular ( PIGURA 1 ), pero se
resuieren mds estudios sobre los efectos del uretano en el
sistema inmune, especialmente en las fases iniciales de la
relacién hospedador-tumor { 26 ).

Las evaluaciones del Sector Salud sobre las principales
causas de muerte entre los mexicanos muestran que existe un
incremento en pacientes con céncer pulmonar {( 26.) . Los es
fuerzos realizados en varios pafses para conocer y manipular
1los mecanismos de proteccién contra el céncer son intensos,
sin embargo alin se desconocen 1os pasos iniciales del desarrg
1lo tumoral, & pesar de que se conoce la asociacién entre
ciertos productos quimicos y la incidencia de neoplasias({ ‘26 ).

En individuos con tabaquismo hay una exposicién constan-
te a diversos agentes cancer{genos { 43 }; as{ mismo a esta
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adiceidn se incorporan otras enfermedades ( FIGURA 2 ), pero
no se conocen atin todos los mecanismos moleculares y celula-
.res que condicionan este tipo de patologfe ( 2, 6, 9, 10, 13,
23, 25, 30, 3%, 33, 38, 40, 42 ) .

RL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Se sabe que en toda reaccién inmunolégica es muy importan~
te el sistema del complemento ( C ), que estd formado por una
conjunto de proteinas que normalmente estan presentes en el
guero, y que son relativamente independientes de la respues-
ta inmune, El C normalmente estd inactivo, y para su acti -
' vacién se requiere de varios factores. Las dos vias del C
que se conocen song
-~ la via clésica, que se activa fundamentalmente por la reag

cibén Ag-Ac,
~ y 1la via alterna que se inicia por lipopolisacdridos (Zimo-

sédn), IgA agregada, endotoxinas, inulina y dextranas y en
la que existen de manera permanente complejos activos{ FI-

GURA 3 ) .

Las funciones biolégicas del complemento activado por

cualquiera de las vias sons

~ fnmanocitoadherencia, - inactivacién de virus,
~- opsonizacibn, - lisis,
- proinflamatoria, - promueve la coagulacién.

El ¢ ezt formado por una serie de protefnas, cada una
de ellas con ciertas funciones dentro de la via de activa-
cidn en la que participa ( Tabla 2 ) .

La via cldsica consta . de una serie de reacciones no e=

11



FIGURA No.2 CAMBICS INMUNOPATOLOGICCS MAS FRECUENTES

LIGADOS AL TABAQUI SNO.
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FIGURA No. 3 DIAGRAMA ESQUENATICO DE LOS MECANICMOS DE ACCIOM REM
CADENA DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO CC) EN LA SUPERFICIE
DE ALGUN ACTIVADOR DEL COMPLEMENTO (P = PROPERDINA;
B = FACTOR B; D = FACTOR DD
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_ PROPIEDADLS DE LOS COMPONENTES ¥ REQULADORES DEL
TABLA 114 COMPLEMENTO.
CONCENTRAG 1 ON
MOVIL | DAD
NOMBRE S1NONIMOS ELECTROFORETICA [SERICA APROX.
vie ciaates | NN R D

Clq
Cir
Cls
c2
c3
c4

C*0, proteina {15
Esterasa de Cli

AsC
AeE

Via allernativ

‘ez

Factor B

Factor D

Factor 1

Factor H
Properdina

Factor A, factor sensj
ble a la hidracina
(HBF)

Proactivador de

C3 (C3PA)
Glucoproteina-A rica
en glicina (GBG)
Glucoproteina 11 fia
Convertasa del proac-
tivador C3 (C3PAsa)
Glucoproteinasa-3
rica en glicina (GBG)
Insctivador de C3b,
KAF, C3b INA

f1H, acelerador del
inactivador de C3b

A
ra

1,300

200

34

500
25




}
_ PROPIENADES DL LOS COMPOMENTES Y REGULADORES DEL
TABLA 118 COMPLEMENTO.
CONCENTRAC L ON.
PESO MOVIL IDAD
NOMBRE S1NONIMOS MOLECUL AR |ELECTROFORET ica|FER ! CA AEROX.
csa A F 191,000 s 7Q
Té 126G, 000 2 &4
c7 110, 000 2 Zé
ce t51, 000 v 55
ce 71,000 a 59
PR Inhibidor de la ester
] o <
Inhibidor 4°C1 asa de Ci, in. de CI 105, 000 az 180
C4 que se fija ——
a proteina Cdbip 500, 000 n
Inactivador de C3b
F s
actor 1 KAF, C3b INA 88, 000 B 34
A1y aeilzrador de!l - .
Factor H i activador de C3b 180, 000 a1 g%0
Properdina 220, 000 ra 25
Inhibidor del comple-
Protefina § jode ataque a la mem- 88, 000 a 505
brana, INH CAHM
Inactivadar delAl, S5CPB, carboxipep- . .
anafilatoxina {tidasa N 300,000 @
Troteinas ancrates mm_—
Factar C3 NeF, NF 160,000 v ———

nefritico C3




quimoleculares, en la cual debe efectuarse la interaccién
Ag~Ac el cual puede ser una molécula de IgM o dos molécu~
las de IgG, uniéndose el antigeno en dos o més sitios ac=
tivos de los anticuerpos, sucediéndose cambios conforma -
cionales en el dominio constante de la fraccién Pc de la
inmunoglobulina que permite el reconocimiento del dominio
02}! por el primer componente del complemento { Clq ), &ce
tivéndose el complejo Clq,r,8,que tiene una gran activided
enzimdtica para degradar al componente C4 en sus respecti-
vos fragmentos C4a y C4b, que se une al complejo anterior
y en presencia de iones magnesio fragmenta al componente
C2 en C2a y C2b, Este componente (2a tiene como funcién
biolégica aumentaz; la permeabilidad vascular y la contrac-
cién de las fibras musculares lisas. Los fragmentos C2ay
C4b se asocian para formar la €3 convertasa, denominada g
sl por que fragmenta al componente C3 en C3a, que tiene
funcién de anafilotoxina, y C3b que promueve la secrecifn
de proteasas por los macréfagos, la inmunocitoadherencia,
opsonizaéidn y estimula a LB. BEBste fragmento C3b, unido e
C4bC2a forma le C5 convertasa, y fragmenta al componente
€5 en C5a con funcién de anafilotoxina y actia como factor
quimiotédctico para polimorfomicleares { FMN ) .

E1 fragmento C5b, resultante de la degradacién de C5,se
une a los componentes ¢6, C7 y ¢8, para formar un complejo

16



que se va a polimerizar en presencia de 12-18 moléculas
del componente C9 para dar origen a lo .que 8e conoce co-
mo complejo de a'{aque a la membrana ( CAM ) que sltera las
funciones de la membrana celular llevéndose a cabo la 1i -
sis celular. Bl complejo que queda como C5 converta:a se
encargard de romper mAs moléculas del componente C5 en sus
respectivos fragmentos ( FIGURA 4 ) .

La via alterna necesita que el componente 03 se una al
factor B, dando como resultado el complejo C3B que con io-
nes magnesio ( Mg” ) ¥ el factor D, forméndose el mq\m
tiene gran actividad enziméAtica para degradar al C3 en sus
fragmentos C3a y C3b, dando origen al complejo conocido cg
mo C3 convertasa lenta o I, con la diferencia de que ésta
es menos activa que la obtenida por la via clésica.

Una parte de C3b se une a moléculas de agua, que en pIe
sencia del inactivador HI, origina C3bi y otra parte se u-
ne a la superficie de las membranas celulares, que contie-
nen los activadores de via alterna, activando al C3bB que
con los iones magnesio ( Mg'' ) y el factor D, divide el
factor B en Ba y Bb forméndose C3bEb o sea C3 convertasa
que con la properdina forma C3uPBb gue es més activa y ee
table y rompe a C3 en sus respectivos fragmentos C3a y se
forma { C3b )nPBb que fragmenta al componente C5 en CS5a y

C5b, que continda igual que la via clésica hasta la produgc

cién del CAM y la lisis celular resyectiva.
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FIGURA No. 4 CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DE LA ACTIVACION DEL COMPLENENTO.
¢ P = PROPERDINA; B = FACTOR B; D = FACTOR D >
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Bstos fenémenos ocurren como mecanismos de la regula -
cibn del complemento en el organismo y su participacién

en la amplificacién del proceso inflamatorio,

LA CAPACIDAD CITOFILICA DE LAS INMUNOGIOBULINAS Y EL RECEP
TORPARA Fc DE IgG EN MACROFAGOS

Berken y Benacerraf ( 1966 ), usando la prueba de rose-
tas, establecieron que el anticuerpc anti-IgG2 del cobayo
ge une al receptor para la porcién Fc en macréfagos alveo-
lares.

La importancia biolégica del fragmento Fc fué enfatizada
por Abramson y colaboradores ( 1970 ), empleando eritrocitos
sensibilizados con anticuerpos anti-Rh(D) y monocitos ﬁara
la formacién de rosetas. El fragmento Pc de IgG humana inhi
bié la formacién de rosetas, mientras que el fragmento deri-
vado del tratamiento con la pepsina { fPc' ) no bloqued a
las rosetas.

La reduccién y alquilacién del fragmento Fec produce cam-
bios que anulan la actividad citofflica concluyéndose que la
porcidn amino-terminal del dominio CHZ del fragmento Fc esm
la que interacciona con el receptor para Pc en monocitos.

También se tienen datos que implican la interaccién del
dominio CH3 de la IgG humana con el receptor de macréfagom
(37) .

Los eritrocitos sensibilizados con IgG humana forman ro-

setas con macréfagos peritonenles del cobayo y el fragmento
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Pe y pPc' de IgG humana son capaces de inhibir la formacién
de rosetas,

Okafore y colaboradores { 1974 ) usaron un sistema homb—
logo compuesto por eritrocitos humanos cubiertos con anti -
cuerpos anti-D y monocitos de sangre periférica. El frag -~
mento pPc', de IgGl e IgG3 de protefnas de mieloma, fué més
efectivo como inhibidor de la formacién de rosetas que los‘
Tragmentos e’ derivados de IgG2 o .,IgG4.

Ia actividad citofflica de los fragmentos de inmunoglobu_
linas fué demostrada por inhibicién de rosetas por bloqueo
con IgG intacta marcada radioactivamente y con macréfagos
peritoneales de ratén ( Dissanayake y Hay, 1975 ) . La inhi
bicién de rosetas comparada con la sctividad citofflica de
la inmunoglobulina completa permite la evaluacién de la u-
nién de los fragmentos Pc y pFc' de IgG2b de protefnas de
mieloma de ratén., Los fragmentos ng pPe' tuvieron menop
afinidad que la molécula de XIgG2b-~-I para bloquear la u-
nién con los macréfagos. La caracterizacién del fragmen~
to Pacb de IgG de conejo consistfa de una inmunoglobulina
que carecfa del dominie CH3 ( PIGURA 5 ) y que permanecia
la actividad de unién a Clq ( Colomb y Porter, 1974 ) .«

Ovary y colaboradores ( 1976 b ) estudiarcn la interac-
cién entre eritrocitos de carnero cubiertos con el frag-
mento Fatb de anticuerpos de conejo y con los macréfagos
alveolares de cobayo. Los eritrocitos cubiertos con Pach

formaron rosetas tan efectivamente como los sensibilizados
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Pigura 5 Representacibn de la molécula de IgG
mostrando el arreglo de los dominios
de 1o inmunoglobuline



pero solamente él fragmento m&s largo de Pc muestira una
adherencia fuerte a los receptores de macréfagos. $sta
preparacién contenia una mezcla de frasmentos de uniones cg
valentea ( ¢Pc ) y no covalentes ( nPe ) en relacién molar
2:1 .

Ia estrecha similitud entre la actividad relativa de
unién de la preparacién de Fec { 0.6 ) y la fraccién molar
de cPc ( 0.67 ), permite inferir que la unién de los freg -
mentos covalentes al receptor para Pc son responsables pri-
mariog de la actividad citofflica., Esta posibilidad fué
apoyadé por la observacién de que al reducir los puentes di-
sulfuro en el cPec ge anulaba la actividad citofilica{

La regién OHZ de IgG2 probablemente contiene el sitio de
unién con el receptor y esta regitn es 14bil, requiriéndose
la porcidn amino-terminal y carboxilo~temminal de los domi-
nios de ;3 para mentener su configurecién nativa ( 37 ) .

En conejos la actividad de uniém citof{lica esta en el
fragmento Fc completo indicando que en esa zona también
participa la regién CHQ en la unién al receptor Fc de macrd.-
fagos { 37 ) . BEl fragmento Pc de conejo difiere con res -
pecto'al del cobayo, ya que la actividad citof{lica no es g
bolida por la eliminacién de la unién disulfuro, seflalando
una gran estabilidad de la estructura terciaria de la regién
CH2 en la IgG de conejos. Esta observacién apoya que la ac-
tividad citofilica reside en el fragmento Pacb { 37 ) .

BEn un intento por resolver los conflictos aparentes en

los datos obtenidos de diferentes especies con diferentes
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con anticuerpe integro y la inhibieién de la formacidn de
rosetas fué debida al fragmento Pe¢ intacte de conejo pero
no por el fragmento pPc', indicando que 1la regién CH2 es
la que se une con el receptor Pc del macréfago.

La dificultad para la interpretacidn de este estudio fué

haber usadc una combinacidn heterbloga entre anticuerpos y
macréfagos. Sin embargo, la demostracidn de que los moné -
meroa de IgG de conejo dan reaccién cruzada con los recep -
tores de inmunoglobulinas homblogas en macréfagos peritonea
les de cobayo { 37 ) apoyan la validez de éstas observacio-
nes.

La valoracién cuantitetiva de la acti\}idad citof{lica de
los fragmentos de ®ab, Pc y los subfragmentos de Pc, se ha
hecho en el ratén, cobayos, conejos y en el hombre ( 37 } .

La afinidad aparente de unién de los fragmentos deriva -
dos del Pec al receptor Fec, se ha calculade por le compara -
cién de loa promedios de la actividad de los fragmentos que
tiene que ser expresada como una fraccién de la constante
de afinidad de la inmunoglobulina nativa ( Tabla 3 ) .

La actividad citofflica de los anticuerpos estd restrin-
giéa a la regién Pc de lag inmunoglobulinas, La actividad
expresada por el fragmento Fc¢ aislade de la proteina IgG2a
de ratones fud considerablemente mds baja que la observada
con la XgG2a nativa (.37 ) .

Bn los cobayos se estudié une serie de fragmentos Pc pre

parados por digestién con papafna y pepsina ( FIGURA 6 ),
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«~ ACTIVIDAD DE UNION DE FRAGMENTOS Fc DE 130 A
TABLA I11.- ACTIVIDAD | 9

Actividad relativa de unidn ant

ubClase » ’

Especie de 196 1gG6 Fab Fe ifc Fc pFc
Cobayo (Alexander,
teslie, y Cohen, 1962 1 + 0.03] 0.60 O.11 0.00 0.02
1976) .,
Ratédn (Unkeriess vy —_ . _—
Eisen, 1975), 19G2a 1 0.00} 0.20
Conejos
{Ganezakowsk{ y 196 1 ~ 0.05] .20 - - 0. 07
Lteslie, 1979)
Hombre (Alexander y _— _— _
colaboradores, 1978) TgG ! 0.30 0.07

REY. 36
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PFe

N34E
'
PM
Fc(COVALENTE) 56,000
P.M
Fe{NO COVALENTE) 56,000
(]
Fc{INCOMPLETO) 39, 000
]
Fe! 23,000
PM
26,000

Fipura & : Representacién esquemftica de los fragmentos

Pc de IpG2 de cobayo obtenidos nor hidr6lisis

con papeina y pepsina



experimentos, Alexender y sus colaboradores ( 1978 ) compa~
raron la actividad citof{lica de 1la 1gG2 del cobayo con la
IgG humana empleando macréfagos homblogos en la formacién
de rosetas y los mondémeros de las IgG para inhibirlas.

Los resultados apoyan que el dominio 0H2 de ambas espe -
cies inhibieron la unién de los monémeros de IgG marcados
con radioisétopos,

Bl porcentéje de méxima formacién de rosetas greficado
contra el logaritmo de la concentraciédn de inhibicién de
las rosetas por la IgG intacta y el fragmento Pc fué simi-
lar,

El bloqueo parcial de las rosetas fué observado con el
fragmento pfc' de las inmunoglobulinas humasnas y de cobayos
en sistemas homélogos, En ambos casos afin cuando la inhi -
bicién se hizo excediendo un 30% de la mAxima concentracién
de inhibicién examinada y el bloqueo de la actividad de pPe?
fué consistente.

La determinacién exacta del sitio responsable de la cito
filia no ha sido llevado a cabo, sin embargo Ciccimara y. co
laboradores ( 37 ) reportaron ( 1975 ) que un decapéptido
del dominio de GHB de 1gGl humana posee la actividad citof{
lica homéloga. Subsecuentemente se mostré por datos crists
logréficos que este péptido, inclufdo dentro del dominio
CH3, no es §til para la interaccién con el receptor citoff-

lico con ligandos largos en.su forma nativa ( 37 ) .
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HIPOTESIS

El uretano inyectade por via intraperitoneal a ratones
produce cAncer pulmonar experimental, sin embargo se desco-
noce la participacién del sistema inmunocompetente en el
.desarrollo de los carcinomas pulmonares experimentales.,

Una posible accién del uretano es sobre las células del
sistema inmune, alterando los receptores para el fragmento
Pc de JgG y C3b, especialmente en los fagocitos mononuclea-~
res pulmonares, disminuyéndose la cantidad de dichos recep-
tores y/o modificando el funcionamiento correcto de los mig
mos, provocéndose cambios en el procesamiento y presenta -
cibén de los antfgenos a los linfocitos T.

Otra alternativa ser{a el cambio de la afiniduad por el
fragmento Pc y C3b, debida posiblemente a que el uretano
afecta la membrana e impide que se manifiesten, o que aun -
que se manifiesten no tengan la misma capacidad de recono -
cer al enticuerpo; inhibiéndose la regulacién de la produc-~
cién de anticuerpos y deprimiendo la inmunidcd celular.

Inicialmente observaremos lo gque sucede con dichos recep-
tores " in vitro ", que suponemos serd alteracién en lau -
nién y afinidad por el fragmento Fc y C3b, comprobéndolo por
el nimero de rosetas formadas y la cantided de eritrocitos
presentes en cada roseta, y saber si se disminuye el nimero
de los receptores o si s6lo disminuye su afinidad._
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PLAHNTEAKIENTO DEL PROBLEMA

Ya que atn se desconoc2 a que nivel de la respuesta inmu-
ne actda el tabaco y sus derivados, para alterar la inmuni -
dad humoral y celular, se decidié en este trabajo analizar
el efecto del uretano, que es un compuesto presente en el
humo del tabaco, sobre los receptores pdea el fragmento Fe
de Igé y de C3b presentes en la membrana de los macréfagos

alveolares de ratas.

28



MATERIAL Y METODOS
1.~ Obtencién de glébulos rojos de carnero al 1%

Los eritrocitos de carmero permsnecieron en una solu =
cién de Alsever (vv/v ), ¥ se usaron de una a cuatro se -
manas después de haberlos tomado ( 14 ) .

La sangre se centrifugé a 2000 rpm durante 15 minutos,
se quité el plasma sobrenadsnte, se lavaron los glébulos
rojos en 2 § 3 veces su volumen de solucién salina de fos-
fatos ( SSP ) pH 7.4 y se repitié el proceso tres veces,

Se tomé 1.0 ml del paquete globular y se llevd a un vo-
lumen final de 100 ml con SSP pH 7.4 adicionado de gelati-~
ne a una concentracién de 1 mg/ml,

2.,- Determinacién de la unidad subaglutinante

Se colocaron 100 ul de cada una de las diluciones de
anticuerpos contra glébulos rojos de carmero ( GRC ) ( he-
molisina ), y =e afiadié un volumen igual de una suspensién
de eritrocitos de carnero al 1%. Se incubaron a 37°C por
30 minutos y se dejaron a 4°C dqurante una hora para obser-
var la hemaglutinacién.

Las diluciones del anti-cuerpo anti~GRC se efectuaron de

1la siguiente maneras -

ml de . ml de SSP pH 7.4 con
Dilucidn hemolisina Lelati
1) 1l:2 1.0 1.0
2) 1:20 0.1(1) 0.9
3) 1:40 0.5(2) 0.5
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4_)‘ 1:80 0.5(3) 0.5

5) 11160 0.5(4) 0.5

6) 11320 0.5(5) 0.5

) 13640 0.5(6) 0.5

8) 111280 0.5(7) | 0.5

9) 132560 0.5(8) 0.5

10) 115120 0.5(9) 0.5( desechar
0.5 ml )

La unidad aglutinante se di§ en el tubo 6 que corresvon-
dié a una dilucién de 11320 y para la sensibilizacién de
los eritrocitos se utilizé una dilucién final de 1:640.

En toda ocasién en que se requirié de sensibilizar a los
eritrocitos con hemolisina, ésta se diluyé 15300 en SSF pH
T.4 y gelatina y se afiadié un volumen igual de eritrocitos
al 1%, y la dilucién final de la hemolisina fué de 1:600.

Se colocaron 0.1 ml de hemolisina por cada 29.9 ml de
SSP pH 7.4-gelatina., Se mezclaron la hemolisina ( 30 ml )
¥y los eritrocitos de carnero al 1% ( 30 ml ) y se incuba-
ron a temperatura ambiente en agitacidn constante durante
una hora. Se ceatrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos
¥ se eliminé el sobrenadante, se lavaron con un volumen dos
veces mayor al del paquete globular de SSP pH 7.4-gelatina
¥ se repitié el proceso 3 veces., Se resuapendi el botén
en el volumen inicial de eritrocitos al 1% en medio de cul=-
tivo TC-199 conteniendo gelatina en una concentracién de
1 mg/ml. Los glébulos rojos de carnero al 1% sensibiliza -
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dos con hemolisina fueron utilizados en la prueba de rose ~

tas,.
3.- Sensibilizacién de eritrocitos con C3b de rata

Los eritrocitos de carnero al 1% sensibilizados con he~
molisina, se utilizaron para preparar los eritrocitos EAC3h,
de 1la siguiente manera; se colocaron 4 ml de &stos eritroci-
tos con 4 ml de suero normal de rata dilufdo 1:50 en medio
de cultivo TC-199 ( 0,1 ml de suerc normal de rata con 4.9
ml de medio TC-199 ) .

Se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos,
y terminndo el tiempo de incubacidén, se centrifugaron a
2000 rpm durante cinco minutos y sin lavar se resuspendie-
ron en 4 ml de medioc de cultivo Tc—lgg-gelatina y antibié-
ticos. Yos eritrocitos permanecieron a 4°c hasta el momen

to de su utilizaciédn en la prueba de rosetas BACIb.

4.~ Prueba de rosetas para receptores del fragmeﬁto P
de IgG y de C3b en macréfagos alveolares de rata

Se sacrificaron 3«5 ratas Wistar anestesiéndolas con é-
ter., Por puncién cardidca se obtuvo la gsangre de la cual
gse scpard el suero de.rata normal, éste suero se utilizé
en 1a sensibilizacidén de eritrocitos para BAC3b.

Se realizd una incisién en el cuelle y se disecd la tré-
guea para colocar un cateter por el cual se inyectaron 10ml
de SSP pH 7.4 estéril, con penicilina y estreptomicina; los
pulmones se lavaron succionando 2 § 3 veces la miama alfcug

ta, que contenia a los macréfagos alveolares,
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Se efectuaron tres lavados u cada rata y se mezclaron
todas las alfcuotas de las suspensiones alveolares man -~
teniéndose a 4°C durante el proceso. Se centrifuzé a
1000 rpm durante cinco minutos y se resuspendié el paque
te celular en 2 ml de medioc TC-199-gelatina y antibidéti-
cos,

Se tomé una muestra de 100 pl y se mezclé con 100 mul de
azul de tripano al 0.2% en SSP., Se incubaron por cinco mi
nutos y se colocé una muestra en la cémara de Neubauver, pa
ra determinar la cantidad y el porcentaje de viabilidad de
los macréfagos presentes en las suspensiones dlveolares.

De acuerdo a la cantidad de células alveolares se afia -
dié el volumen de medio TC-199-gelatina-antibiéticos nece-
sario para obtener una concentracién de 1 x 1':)6 células/ml.

Los macréfagos se incubaron sobre un cubreobjetos de vi-
drio de 1 cm de didmetro y se deposité en un tubo de ensa -
yo de fondo plano, se colocaron 200 pl conteniendo 2 x 105
células, incubdndose durante 60 minutos a 37% y. en ambien=-
te himedo, para permitir la edherencia al vidrio de los ma-
créfagos.

Transcurrido el tiempo de adherencie se lavé con SSP pH
7.4-gelotina y antibibticos. estéril por 2 6§ 3 veces y se
eliminaron las células no adherentes y sg{ se enriquecié la

preparacién con macréfagos alveolares,
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Se marcaron los tubos y se afiadieron 200 M de las di-
luciones de uretano a los mecréfagos adheridos al cubrech
jetos, y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambien
te ( 20% ), después se lavaron con SSP pH T.4-gelatina -
antibibéticos, para eliminar el exceso de uretano.

Se agregaron 200 pl de las suspensiones de los eritro-
citos para formar rosetas EA y BAC3b, se incubaron a tem-
peratura ambiente ( 20°C ) durante una hora, para facili-
tar la formacién de las rosetas y que los eritrocitos no
fueran fagocitados.’

Los cubreobjetos con los macréfagos y eritrocitos se la-
varon con SSF pH 7.4-gelatina-antibiéticos por 3 veces pa -
ra eliminar los eritrocitos que no se unieron a los recep -
tores correspondientes de los macréfagos.

Las células se fijaron con etanol al 96%, durante 6 mi-
nutos y se tifleron las preparaciones con la téenica de He-
matoxilina-eosina, en la cual para obtener buenos resulta=
dos deben considerarse los tiempos y el orden mencionados
a continuaciént

1) Pijar con etanol del 96% ..eesncsns 6 min,
. 5 min.
.e 10mine.
4) BOSINA sevesrenssssscossasssscrssne 1 min.
5) Btanol del 96% .ccseccascescsssscss 1 min.

2) Hematoxilina seevescssccsccasns

3) Agua corriente ..cesesecomincs
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6) Etanol del 70% eeetereeacisiriannoe 1 min,

7) I00Propanol sessessscccscsssessssas 2 min.
8) Isopropancl~xilol V/V sceessscecess 2 min,
9) X110 cavecrcenccccssstacsssennanas 2 min.

10) Montar con Bélsamo de Canad4, no muy concentrado pa=
ra evitar la formacién de burbudé.a que impidan contar al
colocar la preparacién en el microscopio.

Se contaron 300 células considerdndose como rosetas
aquéllas que tenfan 3 6 mAs eritrocitos por célula. Ade-
més se agruparon de acuerdo &l nimero de eritrocitos por
célula ens
negativos, rosetas de 3 eritrocitos, 4 a 6 y més de 7 eri

trocitos por macréfago.
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ANEXO

Tabla IV,- Composicién del medio de cultivo TC-199

para macréfagos.

compuesto

L-arginina
L-histidina
L-lisina
L-tirosina
DL-triptofanc
DL-fenilalanina
L-cistina
DL-metionina
~Dl-serina
DL-treonina
DL-leucina
DlL-isoleucina
DL-valina
DL-Acido glutédmico
DL-4cido aspArtico
DL-alanina
L-proline
L-hidroxiprolina
Glicina
Cisteina
Adenina
Guanina
Xantina
Hipoxantina
Tiamina
Urecilo
Tiamina

compuesto ng/L
Riboflavina 0,010
Piridoxina 0.025
Piridoxal 0.025
Niacina 0.025
Niacinamida 0.025
Pantotenato 0.01
Biotina 0,01
Acido félico 0.01
Colina 0.50
Inositol 0.05
Ac.p-aminobenzoico 0.05
Vitamina A 0.10
Calciferol(¥it.D) 0.10
Menadiona(Vit.K) 0.01
-tocoferol fosfato
(Vit.E) 0.01
Acido ascbrbico 0.05
Glutationa 0.05
Colesterol 0.20
Tween 80(Ac.oléico)20
Acetato de sodio 50
L-glutamina 100
Adenosin-trifosfato 10
Acido adenflico 0.2
Nitrato férrico 0.1
Ribosa 0.5
Desoxirribosa 0.5

El medio TC-199 fué preparado de acuerdo a la férmula da-
da por Xorgan,Morton y Parker y Parker, excepto el contenido
de la solucidn salina balanceada de Hanks { DIFCO ),

35-



Este redio contenfa una solucién salina balanceada con
fosfatos, Se afladieron al medio gelatina ( DIFCO ) 1 mg/m
y d-s antibiéticos: estreptomicina 50 }xg/ml Y renicilina
100 U/ml. También se agregé HEPES ( SIGMA Co., ) 1M, 2ml
por cada 200 ml de medio.

OTRAS SOLUCIONES
Solucién de Alsever,-

GlUCOSE eeecsnrerssssrsccsses 2.05 &

Citrato de S0di0 eesessesess 0.80 g

Cloruro de s0dio sseessseses 0.42 g

Se llevan & 100 ml con agua destilada y pH 6.1 con dci-
do cftrico. Esterilizar con filtro bacteriolégico o al au~
toclave 10 minutos a 110°C y 10 libras ( 8 )

Solucién salina de fosfatos pH 7.4~gelatina ( SSF=G ).-

3e utilizaron soluciones de cloruro de sodio, fosfato gi
bésico de sodio y fosfato monobédsico de sodio ( Na(l,
!{22}504 v Na}{2P04 ) todas en una concentracién 0.15 M, pa-
ra lo cual fué necesario preperar 900 ml de cloruro de sSo -
dio, nesando 7.89 g y disolviendo en agua destilada, Se di
solvieron 2.12 g de fosfato dibdsico de sodio en 100 ml de
agua destilada y se mezeclaron con los 900 ml de cloruro de
sodio, se ajusté el pH a 7.4 con los 50 ml de fosfato mono-
bésico, que tienen disueltos 1,03 g del compuesto.

Se esterilizé y cuando se enfrié se afiadieron los anti -
bibticos y la gelatina al 5% de acuerdo a las siguientes

cantidadess
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Gelatina 5% s.eoeseees 0.4 ml por cada 20 ml de SSP.
Bstreptomicina «s..s.s 100 pg por cada 1 ml de SSF.
Penicilina sédica +... 100 U por cada 1 ml de SSF.

Se guardd en refrigeracién para utilizarlos en el lava -

do de los glébulos rojos de carmero y para los lavados de
rulmén en las ratas, as{ como los cubreobjetos con los ma -
eréfagos adheridos.

Solucién de azul de tripano al 0.2% ,-

La preraracién de la solucién de azul de tripano rara
determinar la viabilidad de las ¢élulas, se hizo pesado
20 ug de azul de tripano y se disolvieron en 10 ml de SSP
tH 7.4-gelatina-antibibticos y se guardd a 4°C hasta que
se utilizé.

37



RESULTADOS

El ndmero de rosetas formadas entre los EA y los BAC3b
con los macréfagos alveolares provenientes de ratas Wis ~
tar tuvo pequefias diferencias que no fueron significati -
vas { Tabla 5 ); consideréndose ademds que la purificacién
de los macréfagos por medio de la adherencia al vidrio df
por resultado una poblacién celular uniforme en la expre =
8ién de receptores para Pc y C3b ( Tabla 5 ), Sin embar -
g0 se observaron diferencias morfolégicas en el tamaflo de
las células ( Pigura 14 ), algunas de &stas presentaron 2
6 més nicleos ( Figura 2y 3 A ) y el citoplasma de algu-
nos macréfagos conten{a mayor cantidad de vacuolas { Pi -
gura 1A ).

La viabilidad de los fagocitos extraidos . medida por
la exclusién de azul de tripan, fué mayor del B85% y suma-
da a la agherencia al vidrio, que requiere la vitalidad
celular, dié una viabilidad final mayor del 95% en las Cé
lulas adheridas, ya que los macréfagos muertos no se adhie
ren al vidrio { i'igum 2A).

La purificacién de los macréfagos por la técnica de a-
dherencia permite la elimina¢ién de las células no adhe -
rentes y de los glébulos rojos de la vata que contaminé-
ron ocasionalmente a las suspensiones celulares ( PFigura
24 ).

En las preparaciones de macréfagos que sirvieron oomo
cultivos controles el porcentaje de rosetas totalea fue -
ron desde 90 al 95% para BA y 86 a 89% para EAC3b ( Tabla
6) .
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TABLA V&

EFECTO DEL URETANO SOBRE LOS RECEPTORES Fc DE Ig6 Y DE C3w DE
MACROFAGOS DE RATA.
: [ ™M ™M

: t‘¢ ?g 4T2>E #;12 r:@ 32 4-6E | +7E r—1¢ g‘s 4-2E +7g
CONTROL €A (7.3%] 4.6]14.3]73.%[10.%| 3.5]15.0]71.%|5.0%| 7.0] 9.0!79.°
EAC3s {12.0]18.0]57.0]13.7{14.0] 6.0!73.0| 7.7{11.0] 3.0{77.0} 9.7
URETANO EA |60.3)31.3| 7.0| 1.3/69.0{20.0] 6.5{ 4.5/64.0|21.0| 9.0{ 6.0
10* EAC3: |85.4| 4.6| 7.0{ 3.0{84.0| 3.0{ 9.5| 3.5|81.0] 6.4 9.0| 3.6
URETANO tA [65.8{16.6]10.0| 7.6|63.3]17.7|11.0| 8.0{61.0[14.0{16.0{ 9.0
1* EAC3n [64.7[16.3]15.0] 4.3{67.5{17.5[13.0] 2.0|64.6|15.0{15.0| 5.4
URETANO EA |60.4[15.3[15.3] 9.0|58.4]15.8]14.2{11.6{55.0/11.0[19.0[15.0
0.1¥ EAC3, |58.8]18.6]13.0( 9.6(55.9/16.0[15.6|12.5|56.5| 5.0]22.0{16.5
URETANO EA |56.1{14.3[18.3{11.3|51.0{11.3]20.0/17.7|46.0}10.6]25.5|18.0
o.01* EAC3» [27.1(22.3[32.3|18.3|52.6| 2.0{32.0{13.4{47.4[10.0{30.0{12.8
URETANO EA [16.7]14.0|24.0{45.3|11.0] 5.0|21.3(62.7] 9.3] 6.6]32.1{52.0
0.001* | €AC3s [11.8]11.3]60.6|16.23|17.0] 6.6]61.0|15.4{11.9|17.1[56.0{15.0
URETANO EA | 6.1] 3.3{13.0{77.8| 2.0| 1.0{22.0]75.0| 0.5| 2.6{10.0|86.9
0.0001*| EAC3s [11.5|16.6|60.3{11.6| 9.3{ 0.5|74.0{16.2] 1.6] B.4|77.0/13.0

My MACROFAGOS
E  ERITROCITOS

+ % DE ROSETAS
e DE 15 A 20 E
~ DE 8 A 13 E
EAC3b  EA+ EAC3L







" PIGUEA A *

Se muestran los macréfagos alveolares
formando rosetas con eritrocitos cu -~
biertos de 186 anti-glébulos rojos de
carnero ( 1 ).

Se consideraron positivos los que tig
nen 3 6§ més eritrocitos por célula.
Ia poblacién de células adherentes
muestra diferencias en el tamaflo y.-en
las vacuolas citopldsmicas {( 1 ).

Los macréfagos adherides al vidrio y
después tratados con uretano ( 0y 1
mg/ w1l ) no se desprendieron, conser -
véndose la heterogeneidad morfolégica
pero el nimero de rosetas disminuyé ng -
tablemente ( 2y 3 ). Concentraciones
decrecientes de uretano afectan en me-
nor grade la membrana del macrdfago y
se observan células formadoras de ro -
setas ( 4 ).

Al



La dosis de uretsno correspondiente a 10 mg/ml dismiw
nuye hasta el 31% a las rosetas BA y 14% a las EAC3b;
concentraciones mayores de uretano ;irovdcan la destruc -~
cidn de la mayor parte de los fagocitos mononucleares
( datos no presentados ).

Al ir disminuyendo la cantidad de uretano se observé
el incremento del porcentaje de rosetas y con 0.001 mg/
ml. se tuvieron valores cercanos a los obtenidos en los
cultivos controles { Tablm 6 ). )

Un dato preliminar, que requiere ser amalizado, es que
con 0.0001 mg/ml se notd un discreto incremento del nime~
ro de rosetas comparado con los controles siendo este del
94 21 99% para EA y de 88 a 98% para EACIb, por lo que se
considerd la posibilidad de una estimulacién de los maerd
fagos por el uretano que ocasiond una mayor expresidn de
los receptores estudiados ( Tabla 6 ),

Con €l fin de evaluar la eficiencia de los macrbfagos
para formar rosetas se decidid agruparlos de acuerdo al
niimero de EA § EAC3b por cada cdlula fagocftica con los
siguientes valores: O a 25 negativos y 3, 4 a 6 y més de
7 eritrocitos por célule, como positivos,

Los controles tuvieron entre 71 y 79% de rosetas EA con
mds de 7 eritrocitos por é&lules. Para BAC3b fueron de 57
a 77% de rosetas con 4 a 6 eritrocitos por célula.

Con la dosis de 10 mg/ml de uretano las rosetas EA dis~

minuyen notablemente y ademfis la mayorfa de las rosetas so
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TABLA VI~ TOTAL DE POSITIVOS
CONTROL EA 92.5 ** 90.0 950
EAC3b 88.0 86.0 890
URETANO EA 39.6 31.0 360
10% | EAC3w 14.7 16.0 190
URETANO £A 344 36.7 390
1* | EAC3n 35.7 32.5 354
URETANO EA 39.6 41.6 450
0.1* | EAC3n 41.4 4“1 435
URETANO EA 44.0 49.0 540
0.01* | EAC3 73.0 47.4 526
URETANO EA 83.4 89.0 90.7
0.001* | EAC3B 88.4 83.0 88.1
URETANO EA 94.0 98.0 995
0.0001%| EAC3H 88.7 90.7 984
* mg / ml
% Parciento de Rosetas,

EAC3b EA+ EAC3Db



O TESS MO prgr
" U BBLIOTEGy

1o tuvieron 3 EA por fagocito { 21 a 31% ) ( Tabla 5 ).

Las rosetas con BAC3b presentaron un porcentaje simi -
lar con 3, 4 a 6 y 7 eritrocitos por célula { Tabla § ) .

Las concentraciones de uretano con 0,001 a 0,000l mg/ml
no modificé el porcentaje total de rosetae ( Tabla 6 ) e
inclusive parece que se produjo un discreto incremento
( Tabla 6 } . Las células fagoc{ticas con mds de 7 BA o
con 4 g 6 EAC3b se encontraron con va.lores-parecidoe a loa
observados en loe controles { Tabla 5 ).

Con 0,001 mg/ml de uretano se modificé la relacién de
BA o BAC3b con x"especto al macréfago, disminuyéndose el
ndmero de eritrocitos por célula ( Tabla 5 ), aunque el
porcentaje total se acercé al valor de los controles ( Ta-
bla 6 ).

Batos datos apoyan que posiblemente el uretano afecta
a las moléculas que estan en la superficie de la r;:embmna.
ya‘sea por ocasionar un dafic en la misme e impedir que los
receptores se manifiesten, o borque ya manifestados alte ~
re su estructura, siendo esto para loe receptores paxa Pe
y C3b ( Tablas 5 y 6 ), que se manifests por la disminu =
cién en el porcentzje de rosetas y un menor mimero de Bi
o EAC3b por macréfago ( Piguras By C ) .
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" PIGURA B »

Las células tratadas con 0.01 ( 1 ),
0.001 ( 2 ), 0.0001 ( 3 ) y 0.00001
mg/ml de uretano ( 4 ), presentaron
caracterfsticas morfolégicas simila-
res a las seflaladas en la figura A y
en las preparaciones con 0.0001 ( 3 )
y.0.00001 mg/ml ( 4 ) de uretano tu -
vieron una cantidad de rosetas pareci-
das a las células controles no trata -

das,

L1






" PIGURA O *

5S¢ muestran los macréfagos alveolares
controles formando roa;atas' con eritro
citos cubiertos con el fragmento C3b.
las concentraciones elevadas de uretg
no provocaron una dréstica disminu -
¢ién de las rosetam, y solo con O.1mg
/ol ( 2 ) se logré observar la forma -
cifn de algunas rosetas. Algunos de
los mﬁcﬂfugos fueron binucleados ( 2
y3d

Las concentraciones de 0.001 mg/ml no
afectaron la formacién de rosetas
EAC3D ( 4 ) .
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se considera que al inhalar el humo procedente de la
combustidn de un cigarrillo se introducen al organismo
miltiples compuestos entre los que se encuentra el ure-
tano ( Tabla 1, 13 ) el cual tiene diversas acciones sg
bre las células de mamiferos y aquf se demostrd el efec
to dosis-respuesta y los cambios que se produjeron en
los receptores de macréfagos alveolares cultivados " in
vitro * ( 7, 12, 22, 34, 37, 40, 41, 42 ).

El uretano es citotéxico para los macréfagos a la con
centracién de 10 mg/ml, sin embargo quedaron adheridos
al vidrio algunas células las cuales estuvieron lesiona-
das{ Pigura 24, 1 y 2B ), Dosis menores de uretano pue-
den afectar a los receptores para Fc y C3b pero se desco
noce el tipo de cambios moleculares sobre dichos recep -~
tores.

Los experimentos realizados fueron de corta duracién,
por lo cual desconocemos lo gue ocurre a - largo plazo a
las células y en particular a los receptores para Pc y C3b.

También parece que losg receptores pera CJb fueron més
susceptibles al uretano a dosis de 10 mg/ml comparativa -
mente con los receptores para Pc, lo cual se podris expli~-
car toﬁando en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas

de cada receptor ( 1, 18, 37 ) .
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En la figura 1 se esquematiza el posible papel del hu-~
mo de tabaco sobre los elementos del sistema immnocompe-
tente; si solo tomamos en cuenta el dafio que produce el
uretano sobre los macréfagos y los linfbcitoa B, haciendo
hincapié en que ambas poblacicnes tienen receptores pars
Pe¢, para C3b o para ambos,con 10' cual se modificerd el
funcionemiento regular de la respuesta inmune, ya sea por
la citotoxicidad del uretano o porque la concentracidn del
uretano modifica a los receptores inhibiéndolos ¢ aumentan
dp su expresién, circunstancias que alteran la inmunoregu-
lacidn,

El 90% del uretano introdutide al organismo por diver-
pas vias se elimina en el aire easpirado a través de los
pulmones, sitlo en el cual se encuentran macréfagos y lin
focitos { 17, 37 ) per lo cual se tiene la posibilidad de
modificar lz respuesta inmune ¥ in situ " y favorecer el
desarrolle de adenocarcinomas pulmonares, lo cual puede
ser debido también al efecto del uretano scbre las célu -
las pulmonares ( Pigura 1 ) .

El ureteno asociado © no a otros compuegtos del hume
del tabaco interactia con el sistema de la coagulacién y
~ del complemento activéndolos y da lugar a cambios infla~
matorios, los gque a su vez permitirsn la etraccidn de ma-
yor cantidad de células insunocompetentes favoreciéndose
la retencién de los productoa derivados del humo del te-
baco que son inhalados por los individuos funmadores { 42,
43 ) .
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Los receptores para Pc de IgG reconocen diversas por-
ciones de los dominios cﬂz Y CH3 de IgG lo cuml sugiere
que existe una microheterogeneidad en los receptores o
bien en los macrSfsgos, que posiblemente durante la ma-
duracién de los fagocitos mononucleares hay una seleccin
de estos que puede reconc;cer con maeyor éficiencia la re-
gibn corre.spondiente al Pc de IgG, Lo anterior implica
diferencias moleculares de los receptores y explicarfa
porque algunes células tienen feceptores néa resistentes
al efecto del uretano ( 7, 12, 22 ).

Los receptores para C3b también tienen diferencias mo-
leculares que apoyaran la propuesta para receptores de
Pe.
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CONCLUSIONES

En los macréfagos alveolares incubados con diverses
centidedes de uretano se pierde su capacided rara recono-
cer a1l fregmento Pc de IgG (- EA ) y al fragmento C3b ( EA
¢3b ).

Este fenémeno es dependiente de la concentracién de
uretano con la cual se incubaron los macréfagos.

El receptor parz C3b fué més sensible al efecto del
uretano comparativamente con el receptor para Fc tomando
en cuenta el porcentaje de positividad y el mimero de eri-
trocitos unidos a cada macréfago.

Los macréfagos incubados con 32 6 més mg/ml de ureta-
no fueron destruidos y con dosis de 10 mg/ml 6 menores se
detectd que la viabilided de estas células fué buena al e~
valuar su capscidad de adherencia 2l vidrio y &l determinar
las células formadoras de rosetas.

En base a los resultados se puede especular que los
macréfagos alveolares pueden ser dafiados en diversos gra -
dos por el uretano y que los receptores para Fc de IgG y
para C3b rueden alterarse por el uretano provocéndose una

modificacién en el proceso de regulacién de la respueste

inmune en el trscto respiratorio.
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