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RESUMEN



Los compuestos nocives contenidos en el taubaco y su humo ba
jo sus diversas formus de uso causan dafio directo al or anismo.
La asociacién entre el tabaguismo y las enfermedades pulmona -
reg, es mdy estrecha y este hdbito es un ructor de riesgo en la
insuficiencia coronaria y en el infarto agudo del miocardio.
Lo anterior nos motivé pars estudiar la respuesta inmune anti-
tabaco. En un modelo experimental se mezclaron los antisueros
de conejo con diverdos extractos de tabaco obtenidos con PBS,
5DS, TW-20 6 TR-X-100 incubéndose a 37°C por 30 min., se cen -
trifugaron y el sobrenadante se pasé por Sephacryl S$-200, Los
éobrenaduntes mostraron resultados positivos por CIEF, MDID ,

‘hemaglutinacibn, electroforesis en geles de PAA-SDS y determi-
nacidén de proteina por el método de Lowry y col., A las frac -
ciones resultantes se les determino protefna por el mismo métgo
do anterior. Los resultados por CIEF y MDID fueron negativos -
para cada fraccién con los diferentes extractos de tabaco tra-
tados con suero inmune. La hemaglutinacién fue positiva en al-
gunus de las fracciones husta 1:8.

Los sueros de pucientes con IAM fumadores y no fumadores -
fueron positivos por CIEF, por la precipitacién con PEG 6000 ,
asi como por la electroforesis en gel de PAA-3DS del precipita
do. Estos resultados reveluron la presencia de anticuergos con
tra tabaco y una proteina de peso moleculur aproximado o 18000

daltones que puﬁde corresponder a la glicoproteina del tabaco.

" En sujetos normales, los cuales fueron donadores de sangre,
fumadores ¥ no fumadores, también revelaron la presencia de an
ticuerpos contra:.tabaco pero no de la proteina de peso molecu-
lar aproximado a 18000 daltonés.

BEn este trabajo se demostrd que existen comple jos inmunes -
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circulantes en el suerc de pacientes con IAM fumudores y no fu
madores que reconocen al tebaco y gue pudieran ser algunos de
los factores patogénicos responsubles gque intervienen en cier-

tos cusos de insuficiencia coronaria e JAM.
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" INTRODUCCION



El individuc normal tiene la capacidad de defenderge de los
agentes nocivos gue encuentra en su medio ambiente, gracias a
una serie de mecanismos presentes desde el nacimiento, algunos
de los cuzles no dependen para su efectividad de experiencias
prévias con un microorganismo & antigeno determinado, en tanto
que otros si. A este conjunto de mecunismos de defensa se le -
llama inmunidad (1).

El sistema inmunoldégico esta integrado por 2 componentes ——
principalesz la inmnidad celular ¥y la itmunidad humoral. Es -
tos componentes se desmarrollan a 1o largo de vias de diferen

ciacidn separades pere interreluacionadas, donde intervienen di
_versos tipos de células y tejidos. El linfocito es la célula -
central en inmunologla y los egtudios realizados hun permitido
la identificacién de 2 poblaciones principales de linfocitos -
designados como linfocitos T y linfocitos B (2).

Los linfocitos T (células T) son llamados asi porque derivan
del timo o son influidos por el durante su desarrollo y son -
los gésponsables de diversas funciones en la inmunidad celulur,
ipqlﬁyendo la reaccién cuténea retardada, le defensa contra -
‘ciertos microorganismos, el rechazo inmunitario de los injertos
¥ la inmunidad antihumoral {2).

Los linfocitos B (ec&lulas B) son denominados asi debido & -
gue se desarrollan en la bolsa de Fabricio en las aves Yy en la
médulae Osea de algunas'especies, quizéd incluyendo lu humans.
Los linfocitos B y su progenie, las células ﬁlasméticas, son -
los responsables de las funciones de la inmunidad humoral, la
cual se expreaa a través de la producéién de proteinas plasmati
cas circulantes de slevado peso molecular denominadas anticuer
pos 6 inmunoglobulinas. ' '

. Los anticuerpos se originan como respuesta a las sustancias
extraias introducidas en el orgenismo, las cuales han sido lla
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madas inmundégenos 6 antigenos (2).

Las inmunoglobulinas comprenden un grupo heterogéneoc de pro
tefnas que constituyen del 10 al 20% de las proteinas plasmdati
cas totales y son llamadas también gammuglobulinas porgue en -—
1a'e1ectroforesis del suero, la mayorla de ellas migran a la -
zona designada como gamma. Las inmunoglobulinas son glicopro =
teinas compuestas de 82-96% de aminodcidos y de 4-18% de carbo
hidratos, siendo el componente polipeptfdico el que posee casi
todas las propiedades bioldgicas asociadas con las moléculas -
de los anticuerpos. En los humanos existen 5 tipos de inmuno -
globulinas que son: IgG, IgM, IgA, IgE e IgDh, de los cuales la

- IgG ea la mé&s abundante en el suero.

Los inmunbégenos mé&s importantes son las proteinas macromole
culares 'de peso molecular superior a 100 000, pero los polisa~
céridos, los polipépridos sintéticos y otros pqlimeros gintéti
cosbcomo la polivinilpirrolidona son iﬁmunégenés en condicio -
nes apropiadss, siendo regla genmeral las moléculas de peso mole
culgrgmayor de 10 000 (2).

Le sintesis de anticuerpos especificos pueden interactuar -
‘con los antfgenos que originaron su produccién y unirse a ellos
por medio de enlaces no covalentes y por las mismas fuerzas de
atraccién entre las moléculas para formar compleJoz inmunes,

Lla respuecstu inmune tiene el propbsito de eliminar y/o neutra~
lizar los antigenos, béneficiandO'al huésped, como en el caso
de algunos virus y toxinas. Sin embargo, no hay duda de que la
formaci6én de l¢s complejos inmunes puede ser perjudicial (3).

Los efectos nocivos de los comple jos inmunes fueron sugeri-
dos al principio de este siglo por Von Pirquet (3), quien pro-
puso que durante el atague y el curso de una enfermedad el sue

ro podia tener "factores tdxicos" producidos por la interac —-
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cidn del anticuerpo y del untizeno. Observaciones similares --
fueron hechas posteriormente por Longcope({3), Rich y Gregory -
(3) y Hawn y Janeway {(4).

El papel patogénico de los comple jos inmunes fue demostrado
durante los afios de 1950 por los trabajos de Germuth (3,5), Di
xon y asociados (3,6,7), quienes confirmaron y amplificuron la
teoria originul de Von Pirquet, usando a conejos en su modelo
experimental. ]

Otras células mononucleares que interactian con los linfoci

tos para desencadenar una respueata inmune de tipo humoral y/o
celular son los macré6fagos (1l). Estas célulus fagociticas se o
riginan en los vertebrados de los promonocitos existentes en -
la médula 6sea, circulan en la sangre com6 monocitos y 1uegd -
migran a los te jidos. Una vez en los tejidos los monocitos evo
_lucionan a macréfagos (histiocitos) en diversos sitios anatémi
cos incluyendo la cavidad peritoneal, la médulz Szea, el pul -
mén, el bazo, los ganglios linfé4ticos y el higado (células de
Kupffer) (2).

Los macrdfagos varian grandemente en su tamafio y morfologia
dependiendo del lugar en donde se encuentren y pueden sobrevi-
-vir durante meses en los tejidos. Poseen diversos rgcqptdres,-
enzimas y proteinas transportadoras sobre su superficie celu -~
lar, Existen,cuando menos 4 grupos generales de receptores de
membrana sobre los macréfagos: receptores para la porcién Fc -
de las moléculas IgGl e IgG3; receptores para fragmentos de --
C3b; receptores iheapeé;ficos que }iggn particulgs como lag -
cuentas de létex, aglutinados de proteina, ‘eritrocitos tratados

" con aldehidos y hemocianina y receptores para lectinas'de las~
plantus, los cuales les son Ytiles para poder llevar a cabo su

funcidbén inmunitaria.(2)



Se ha consiZercdo lua posibilidad de gue los preductos cel
tabuco fuarun lec cuuswentes de onfermedrdes, inciuyendo lru -
nas en lus que inte:vienen mecunismos inmunoclégicos (:8).

A confinuacién se describird una breve historia del tabaco.

El tabaco (Nicotina tubacum) es unu plante originaria de améri

ca pertenece «i orden de las Solanfceus ¥y ul género Nicotina,
del cuxl existen alrededor de o0 especies, crece en climus cé-
lidos y templados. El tubaco cultivado y usado moderadamente -
por los indoamericanos, quienes lo fumabun con fines ceremonia
;es y terapduticos principulmente en las Antillas, México, Bru
8il, la Florida y Virginia, fue introducido por los conquista-
- dores del Nueve Mundo & Europa, primero como curiosidad y des-
prués solicitado por poeseer un valos medicinal, extendiendo su
cultivo'y consumo a todo el mundo (8,9,10).

Durante los siglos XVII y XVIII el tabaco fue recomendado -
coro la "panacea", para tratar diversos malestares, desde el -
dolor de muelas y reumatismo hasta intoxicacién sanguinea e in
digestién. Por un tiempo el uso del tubaco en forma inhalada -
fue aceptado, pero después este se usé fumandolo, siendo usu -
do casi exclusivamente por hombres; cuundo se futricaron los -
cigarrillos en el siglo XX también las mujeres iniciaron el ha
bito del tabaguismo. Desde entonces el uso del tabaco contimia
incrementindose a¥in con la aedvertencia de que es perjudicial -
para la saludv(ll). .

El centro principal de produccién del tabaco es Norteaméri-
ca; incluyendo ¥éxico, Canadd y los Bstados Unidos, después le
siguen China, India, Paquistén, Brasil, la URSS, Japén, Turquia,
Grecia y Bulgaria. )

Se sabe que las enfermedades crénicuas que se presentan gene

ralmente entre los fumadores se hullan en relacién directs con
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el nimero de cigarrillos gue consumen, ademés, de otros fucto-
res que modifican la cantidad del d«iio que causa el habito de
fumur, como son: edad a la gque se adquiere el hébito; tipo de-
tabaco y de cigerrillos ( el filtro ayuda a mitiga¥ los etec -
tos dafiinos); duracién del habitoj; mantener el cigarrillo en -
la boca entre fumada y fumude haciendo que la accidn de la nico
tina sea mayor y fumar el cigarrillo hasta el final, lo que -
provoca una mayor iphalacién de sustancias nocivas. Pero los -
cigarrillos no solo perjudican a los fumadores, sino tumbién =a
quienes, sin fumur, tienen que soportar una atﬁbafera saturada
de humo. Pruebas realizadas en Alemania demuestran que una per
sona no fumadora que se encuentra en sitios de fumadotes (res-
taurantes, cafés, oficinas, etc.), inhala uns cantidad de nico
tina equivalente & la que se consume fumando un cigarrillo por
nhora. Los efectos que produciria un ambiente de este.tipo de =
penden de las caracteristicas del individuo que lo inhala en -
contra de su voluntad, causando en los adultos desde una irri-
tacidén de los ojos o la garganta, hasta un ataque de asma o de
angina de pecho en person«s jredispuestas, Y en los nifics una
mayor incidencia de enfermedades respirutorias debido a que tie
nen una mayor sensibilidad y ventilacidn pulmonur por minuto y
por peso corporal {(8). ‘

Estudios realizados por diversos investigadores han demostra
do la capucidad antigénica del tabaco y de ellos se hablard a
continuacibén. Harkavy (12,13) demostrd que los extractos de ta
baco inyectudos intraperitonealmente a ratas, "sensibilizaron®
sus tejidos ¥y que por lo tunto los extractos eran antigénicos.

Posteriormente Chu y colaboradofes (14) demostfaron que al-

gunos componentes presentes en el eeracto de tabaco de ciga ~
rrillos eran antigénicos para cone jos.
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W43 recientemente se ha demostrado que los extractos de hg
Jjas, 21 humo ¥y €l condensudo de humo de tabaco tienen sustan -
cias capaces de inducir uns respuesta inmune humoral (15, 16 ,
17). Adeﬁ&s, se ha purificado una glicoproteina, de peso mole-
cular de 18 000 daltones, que contiene 0.3% de Pe y'también se
han aislado sustancius semejantes a la quercetina (15,18). Uti
lizando esta proteinu, se hu logrwdo sensibilizar a conejos, -
obteniéndose IgE especifica contra la glicoproteins producién-
doge reacciones de hipersensibilidad (19,20).

Se ha prcbado por la inhibicién de la hemaglutinucién que o
tros miembros de la familia Solanageae, incluyendo ademéfs del
-tabaco, a la berengena, al pimentén, a la papa y al Jitomute,
contienen antigenos de reaccidén cruzadea, con una movrilidad e—-—
lectrofdrética similar a la glicoproteina del tabaco (15).

Romanski y col. (21) demostraron la presencia de anticuerpos
contra tabaco por precipituscién en gel en un 11.8%, de una po-
blacién de 361 fumudores sanos de ambos sexos e independiente~
mente de la duracidén del hébito y del mimero de cigarrillos =
'conéumidos diariumente; los anticuerpos antitabaco también se
encontraron en personés que habfan de jado de fumer por algin -
tiempo; pero no observaron estos anticuerpos en 1los no fumado=
res sanos; lo anteriorhindica una estimulacidén antigénica en -
los sujetos fumadores provocada por compuetos provenientes del
tabaco. .

También se demostrdé la presencia de estos anticuerpos con -
tra tebaco en un 29, 34% de una poblacién de 184 fumadores con
sintomas de coronariopatia crénica 6 IaM (22).

En una poblacién de 70 pacientes con isquemia 6 IAM, de los
cuales 49 fueron fumadorqg ¥ 21 no fumadores y trabajundo con

4 diferentes extractos de tabaco se encontraron anticuerpos es
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pecificos en el suero de 13 de los pacientes fumwdores, pero -
no en el suero de los no fumadores (23). )

En fumudores con enfermedad arteriocoronaria se encontr —-
que existe alerfgia tipo III al tabaco y que algunos cambios in
munoldgicos, tales como el incremento de inmunoglobulinas y la
disminucién de los niveles de componentes del comple jo sérico
como el C3 y C4 sugieren la presencia de inmunocomplejos circu
luntes en los pacientes estudiados (24).

Existe la evidencia de que los comple jos inmines estan inve
lucrados en el desarrollo de lesiones inflamatorias - en varios
érganos de pacientes y en animales experimentales. También se
ha demostrado que estos comple jos inmunes pueden ser deposita-
dos en las paredes vusculares y estar circulgndo en la sangre
de pacientes artericescleréticos, los cuales pueden jﬁgar un -
significunte papel en el desarrollo de las manifestuciones cli
nicas de enfermedudes cardiovasculares (25).

» Se encontrd que la mis alta'incidencia de estos complejos'-
inmunes detectados en el suero de pacientes con enfermedades —~
vasculares fue en pacientes con IAM (28%), por lo que se exami
né geriadamente los cambios en la concentracifn de estos cbmplg
jos inmunes desde el primer difa del atague del infarto hasta -
el final de la tercera semana del periodo de observacién, por
medio del consumo cdel complemento y precipitacién con PEG, ob-
servéndose 3 tipos de cambios de nivel de complejos inmunes, -

los cusles fueron asociados con el curso clinidéo de la enferme

d=d (25).



FUNDAMENTOS DE LA ELECCION DEL TEMA



i1 uso del tubuco en sus diversas formws ha sido asociuado -
cor una inportante morhilidud y wortelicad (26). Sus erectos -
adversos los han atribuido grandemente a la mirfada de compues
tos nocivos contenidos en el tabaco y su humo (27)(Cuadro 1j.

Los compuestos de la combustién del tabuco han sido reuni -~
dos en 4 grandes grupos: gases, alquitruanes, alcaloldes y ceni
zas(28).

Entre los gases que se producen estans
1) Monéxido de curbono: este se incorpora a la sangre y se com

bina rédpidamente con la hemoglobina formando la carboxihemg

globina, compuestc muy estuble y que en las personas fumado
ras aumenta hasta en un 20% & més. Al aumentar la cuntidad

de carboxihemoglobina se disminuye el transporte de oxigeno
¥y por consiguiente baja la oxigenacidén en todo el oréanismo.

Ademis, aumenta la permeabilidad capiluar favoreciendo la ar

~tericesclerosis y la hipertensién.

2) Oxido nitroso: produce efectos t6xicos sobre la mucosa pul-
moﬁar, la que se paraliza, destruye los cilios del arbol —-
respiratorio y altera la eliminacién del moco fuvoreciendo
la obstruccidén del Arbol bronguisal.

3) Acido cianhidrico: es un veneno altamente téxico.

No hay duda de que existan en el tabaco sustancias carcino-
cénicas derivadas del élquitrén, las cuales se acumulan en to-
do el tracto respiratofio, ge absorben, se metcbolizun y se pro
duce una irritacién constante sobre los epitelios, lo cual pre
dispone a la aparicién de procesos dggenerativos.

Respecto a los alcaloides, hay varios que se producen por -
la combustién del tabaco, pero el més conocido es la nicotina,
que parece ser el compuesto que causa la adiccién al tubaco, =n
demés, la nicotina produce, entre otras muchas cosas, vasocong

triccidn con el aumento de gusto cardiaco, lo que aunado a lua
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dismirmeidn ie oxigeno rer la produceidn del monéxide de carbg
ne 3cn los factores responsables de los wmccidentes por enferme
dud coronuriua obstructiva del corazén.

‘Las cenizas del tabaco son considerade.s como las que menocs
daflan & la salud.

Los compuestos contenidos en el tabaco y en el hwno del taba
co causan dafio directo al organismo, ya que'es muy estrecha la
asociacién del tabagquismo con las enfermedudes pulmonares como
el enfisema, ls predisposicidén a bronquitis de repeticién y al
céncer pulmonur (29,30).

Se considera que el tabaguismo es un fuctor de riesgo en el
desarrollo de insuficiencia coronaria y en el infurto del mio-
cardioc.

El interés que ha resurgido sobre la asociacién entre el ta
baco y la respuesta inmune antitabaco ha motivado lu elakora -
cién de este trabajo, por lo cual se eligid como tem. de tesis,
para fratar de demostrar la presencia de complejos inmunes ta-
baco-antitabaco circulanies que pueden ser en parte, los res =
. ponsables de algunos tru.stornos cardiovasculaures observados con
frecuencia en los individuos fumadores ¥ con infurto del mio -
cardio.
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Cuadro 1. Alteraciones mds frecuentes lifuadas &l tabaguismo (28).

| CARDIOFATIA ISQUERICA]

]

| ARTEROESCLEROSIS

PERMEABILIDAD MUSCULAX
Y DEPOSITO DE LIFIDUS

{MONOXIDO DE_CARBONO

| PRECARCINOGENO| |DEPENDENCIA |
RESPUESTA o ESTIMULACION
INMUNE - [AXQUITRAN | DEL SNC
[NIcOrINA]
ANTIGENO J——————————{" "miBaquisMO |

1

: IRRITACION BRONQUIAL

TRANSPORTE MUCOCILIAR

+ DISMINUIDO

. 1Y BRONQUIOALVEOLAR

[Fagoc ITOSIS ALVEOLAR|

I INMUNOGLOBULINA A

{_PAVORECE INPECCIONES |

NEUMONIA }————)

| BRONQUITIS CRONICA | | aBscEsos | {BrONQUIECTASIS] |SEPTICEMIA |

| ENPISEMA PUIMONAR]




" PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



Se hw. demostre«do que el tubaco contiene COmpueSt0S CapPaCEs
de inducir una resrTuesta imnune humorwl; se¢ pluntew la posibi~
1idad de que se formen comple jos inmunes con 108 an: {yenos del
tubaco y gue estos sean responsubles de los trastornos cardio-
vasculares observados en personas fumadoras, por lo que se  —-
quiecre demostrar y evaluar la presencia de gomple jos inmuneg -
en el suero de pacientes fumadoras con y sin infarto del mio -
cardioc, asi como demostrar los antipgenos Jel tabaco y de los
anticuerpos correspondientes que forman los comple jos inmunes

patogénicos.
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OBJETIVOS



1) Demostrar "in vitro" el efesto de los complejos inmunes ma~
cromoleculares sobre fugocitos mononucleares, usando anti -
cuerpos antitabaco producidos experimentalmente en cone jos,
mez2clados con diversos extractos de tabaco con PBS, SD3, T
20 y Ti-~-X-100.

2) Determinur la presencia de complejos inmunes en los sueros
de pacientes con IAM y demostrar que estos comple jos contig

nen sustancias pfovenientes del tabaco.
3) Realizar un unilisis comparativo de la presencia o ausencia,

de los comple jos inmunes tabaco-antitabaco en personas sa -
nas, fumadorus y no fumudoras y con IAM.
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HIPOTESIS




1) Si los comple jos inmunes tabaco-antitabaco solo se encuen -
trun en pacierltes con IAM que tengan antecedentes tabdéqui -
cos y no en los sujetos fumudores sanos se podrd postular -

la patogenicidad de estos comple jos inmunes.

2) Si los individuos fumadores tienen anticuerpos antitabuco
de clase IgG y/o I1gB, una nueva exposicién frente al antige
no 6 alergeno del tabaco induciré la formacidén de complejos
inmunes tabace-antitabaco, los cuales pueden ocasionar dafio,
fundamentulmente en los vasos saunguinees y este puede ser -
por cualesquiesra de los mecanismos siguientes:

a) Activar las pluguetas llevéandolas a la coagulacidén, pos-
- teriormente a fibrindlisis y finalmente al dafio vascular.
(Cuudro 2).
b) Pijar complemento, prdceao que tncrementa la inflamecifbn
¥y que da luger a dafio vascular (Cuadros 2 y 3).
¢) Sensibilizar células cebudas, liberando sustancias vaso-
activas que participan en la inflamacién y en el dufio .-
vasocular (Cuadro 2). -
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Cuadro 2. El tabaquiéxno ¥y su relacién con 1a respuesta inmune.
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Cuadro 3. Activacién del complemento por la via clésica.
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METODOS DE TRABAJO



INMUNIZACION Y SANGRADO (31)

Se inyectd extracto salino de tabuaco a conejos de 2.5 Kg. -

e peso, en las siguientes fechas y condiciones:

Dia

1
8
15

22
30

60
68

o8

-2 ml del extracto + 1 ml de adyuvante completo de Freud

2 ml de extracto

2 ml del extracto + 1 ml de adyuvante incompleto de
Freud.

Estas 3 primeras inyegciones fueron por via subcutdnea y

en varios sitios del costado de los consjos.

2 ml del extracto, via intraperitoneal.

Sangrado de cone jos

Se obtuvieron los antisueros contra el extracto y se con
gelaron a -20% hagta el momentc de usarlos.

2 ml del extracto, via intraperitoneal.

Sangrado de cone jos )

2 ml del extracto, via intraperitoneal.

Sangrado de cone jos.
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1)

2)

3)

4)

5)

7)

8)

9)

OBTENCION DEL EXTRACTO SALINO DE TAPBACO (31, 32)

Se pulverizd el conrtenido de una 6 mé&s cwjetillas de ciga -
rrillos (Delicades, Tubscalera Mexicana).

S¢ pesaron 18 g de tubaco y extrajeron los compdéstos en un
volumen de 450 ml de PBS 0.15 N, pH 7.2, quedando finalmente
al 4% (p/v).

Se dejd a 4°¢ y con ugitacidn continua por 18 hrs.

Se filtré la mezcla a travéds de una gasa y despuds con pa —
pel whatman No. 1 en un embudo.

Se repitié la operaciénm por 2 veces.

Se centrifugd el filtrado rcesultante a 38 000 x g & 4% por
30 min.

Para las extraciones del tabaco con detergentss se ariadieron
al PBS, TR~X-100 al 0.1#%,8 Ti~20 al 0.5% 6 SDS al S#.

Se determin6é la concentracién de proteina por el método de
Lowry y col. (23).a todos los extractos.

Se etiquetaron y se congelaron a —20°C hasta el momento de

8U Ts80.



DETECMINACION D2 TROTEINA DOR EL METODO DE LORY (33).

1)
2)

3)

4)

5)

6)

Se reulizd una curvae pabrdédn con ASB a lus concentruciones -
de 110, 55, 27.5, 13.7 y 6.8 ug/0.1 ml.
Las muestras problema se diluyeron 1:10, 1320, 1:40 y 1:80

con SSB 0.15 M pH B.4.

Se tombé 0.1 ml de las diferentes diluciones de ASB y de lus
muestras problema, esto fue por duplicado. Como blanco se -
usd SSB.

Se afimdieron 2 ml de solucién A (+), se mezclaron y dejaron

reposar por 10 nmin.

Se agregaron 0.2 ml de la solucién B (++), se mezclé bién y
se:de jaron reposur las mezclus g una temperatura de 20°
por 30 min.

Se leys la densidad &ptica en un fotocolorimetro a 750 nm ¥

en la regién infrarrojo.

" Soluciones empleadass

Solucién A (+) , . .
Tartrato de sodio al 2% 0.l m

Sulfato de cobre al 1% 0.1 ml

Carbonato de sodio al 2% en Na0H 0.1 N 10 ml

Solucibn B (++)
Reactivo de fenol : o 1l ml
Agua destilada 4 1m

s 20 =



1)

2)

3)

4)

5)

6)

PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULPATO DE AMONIO (28)

Se tomaron alicuotas de 20 ml de extracto salino de tabaco

Yy se les ariadieron 15 g de sulfato de¢ amonio, quedando a u=-

na concentracidén final del 75%.

Se agitd continuamente por 2 hrs. a 20°C. Después se¢ mantu-
vo a 4°C durante 18 nrs.

Se centrifugaron las alfcuotas a 11 000 x g a 5°C por 15 -
min. para recuperar las proteinas precipitadas.

Se resuspendid el botén en 5 ml de agua destiladu y se dia~
1iz6 exhaustivemente durante 3 dfas en SSB utilizando una -
membrana que retuviera moléculas mayores de 12 000 de peso-
molecular.

Se cemprobé la completa eliminacidén del sulfato de amonio -
con cloruro de bario al 10% en &cido clorhfdrico al 0.5 N.
Se determin6 la concentracidn proteica de cada unoc de los —
precipitados y se guardaron a ~ 20°¢ hasta el momento de u-

sarlos.
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FIJACION DE ERITROCITOS CON GLUTARALDERIDC (34)

1) Se lavaron los eritrocitos 3 veces con PBS 0.15 M pH 7.3

2) A 0.25 ul del botén de eritrocitos se le awiadidé 16 ml de -
PBS y 0.5 ml de glutaraldehido al 2% en PBS y se agitbd du -
rante 60 min a 20°C.

3) Se centrifugaron y lavaron por 2 veces con PBS 0.15 M pH7.3

4) Se atiadieron 10 ml de glicilglicina a 0.35% con PBS 0.15 M
pPH 7.3 ¥y se agitd durante 60 min. a 2cc. .

5) Se guardaron en el cuarto frio (4°C) por 18 hrs.

6) Se deseché el sobrenédante y se resuspendié el botén de eri
trocitos en 25 ml de GVB, quedando asi listos para usuarlos.

Notat En todos los experimentos se usaron eritrocitos del gru-
po A Rh positivo.
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MICLROHFMAGLUPINACION ( 35,26)

1} Se colocaron 25 ul de GVB en cada uno de los pocitos de la
placa .en "V" paru hemaglutinecién, menos en la primera fila.

2) ﬁn los primeros po%zos se¢ pusicvron 50 ul de cadu exuraéto, -
menos en el control y se hicieron lug diluciones correspon=
dientes.

3) Se procedid a colocar en todos los pocitos 25 ul de eritro-
citos glutaraldehizados al 1% y se cubrié la placa con pa -
pel celoféan. ' ‘

4) se incubd durante 1 hr. a 3700 con agitacién constante.

5) Las plucas se llevaron &l cuarto frio (4°C) ¥y a las 24 hrs.

gse leyd el titulo de awglutinucidn.



1)

2)

3)
4)

L3
~r

7)

8)

MIGHODOBLEINMUNODIFUSION {36,37)

Se disolvid apur al 1.5% en 3SB 0.15 M pH 8.4 y azida de so
dio al 0.1% en un bufio de asua a 9200.

Sé depositd el wour en sortauobjetos con moldes de lucita ¥
se dejb gelificur durante 30 min. a 20°C

Se guardaron las placas a 4OC en camara humeda por 1€ hrs.

Se colocaron 50 ul de lu muetra problema {(antigeno) y del -
antisuero, en el pozo central de cuda molde y en los pozos

periféricos respectivamente.

Se permitid¢ la difusibn durwnte 3 dfas a 20°¢ en una cémura
hume la.

Se retireron los moldes y se lavaron luas pluacas en SSB 0.15
M pH 8.4 durante 5 dfas a 4°¢c, reslizando 2 cambios. Al sex
to dia se lavaron en agua destilada por 2 hrs. ‘

Se tifderon las placas con azul brillante de cdomaﬁsie duran
te 15 min. y se contrastaron con la solucidén decolorante.

Se registraron las bandas de precipitacién obtenidas.

Y.



CONTRAINMUNOELLCTROFORL3IS (35)

1) 3e disoivi6 afarosia al 0.6% en solucidén reguludora para CIEF
v/v con afua desionizuda, agregando 0.15 de azida de sodio,
én un ﬁaﬁo de aguu a 9200.

2) Se colocaron 3 ml de agarosa fundida por laninilla, dejundo
gelificar durwnte 30 min. a 20%%.

3) Se guardaron las placas en cdmara himedae a 400 por 1€ ars.

4) Se hicieron 6 pares de orificiocs en cada laminilla.

5) Se extrajo la agarosa de ellos y se procedid a llenarlos -
con los antigenos y anticuerpos corresnondientes, asi como
con las muestras problema.Se utilizd azul de bromofenol-ASB
csmo indicador. |

6) Se pusé una corriente de 2.5 mA por cada laminilla en la ci
mara de electroforesis hasta que el indicador recorrid 2.5
cm. .

7) Se incubd 3 dias a 20°C en camara humeda.

8) Se lavaron las placas en SSB 0.15 M pH 6.4 durante S dius a

4°‘C realizando 2 cambios de esta solucidn, posteriormente
se dejaron 2 hrs. en.agua destilada.

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

10) Se tifieron con azul brillante de coomassie durante el tiem
po necesario y se contrastaron con la solucién decolorante.

11) Se registrd el mimero de buandas de precipitacibén obtenidas.



CALIBRACION PARA PESO MOLECULAR DE UNA COLUMNA CROMATOGRAFICA

1) Se pesaron 2 mg de dextran azul 2000 (peso molecular 2x106)
¥ e disolvié en 0.5 ml de SSB 0.15 M pH 8.47a 57°C con agi
tacidn.

2) Se wriadieron 2 mg de citocromo C (peso molecular 12 348) y
se dieolvié a 20°C con agitacidén.

3) Se agregaron 2 mg de ASB ( peso molecular 66 500) y se disol
vié a 20%.

4) Esta mezcla se paséd por une columna de Sephacryl S-200, e =
quilibrada con SSB.

5) Se colectaron las fraccioneg ¥y se leyeron en un espectrofo-
témetro a 415 nm, 620 nm y 750 nm, las 2 primeras longitu -
des de onda el espectro en visible y la Ultima en infrarro-
jo. .

6) Se les .determinf la concentracidén de proteina por el método
de Lowry y col.



1)
2)

3)

4)
5)
6)
7)

Se

PRECIPITACION CAPILAR (2)

marcaron capilares a distuncias iguales,

Se introdujo el antisuero por cupilaridad hasta la primera
marca. .
De ls misma manera se introdujo el extracto de tabaco hasta

la
Se
Se

segunda marca.

selld el capilar con plastilina.

hizo lo mismo con diferentes diluciones del extracto.
incubaron a 37°C por 72 hrs.

midié el precipitado formado en el tubo capilar.
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FORWMACION DE COMPLEJOS INMUNES * IN VITRO *

1) Se mezclarcn 0.5 ml del extracto de tabaco con } ml de anti
suero y se incubaron a 37°G por 30 min.

2) Se centrifugd a 550 x g por 5 min. con el objeto de eliminar
los comple jos inmunes macromoleculares.

3) Se tomaron 0.5 ml del sobrenadante el cual contenia los com
ple jos inmunes solubles y se pasd por una columna de Sepha~-
eryl-5200, equilibrada con SSB. .

4) Las fracciones obtenidas se estudiaron por CIEF, MDID, micro
hemaglutinacién y se les determiné la concentracidén de pro-
tefnas por el método de Lawry y col.
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1)

2)

3)

4)

5)

ORTENCION DE MACROFAGOS ALVwOLARES (dc)

Se gacrificaron perros a los que posteriormente se les dise
céd la yraquea Y se les introdujo un cateter.

Los maéréfagos alveolares se obtuvieron mediante varios la-
vados traqueobrongueales con 60 a 100 ml de PBS 0.15 M pH
7.4 conteniendo estreptomicina (20 ug/ml).

Las células se muntuvieron entre 2 a 4°C durwnte todo el -
procedimiento.

Se lavaron 3 veces con PBS y se centrifugaron a 550 X g du-
rante 10 min. a 4°C, desechando el sobrenadante en cada ca-
80.

Los mucrbéfagos se glutaraldehizaron.
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GLUTARALDEHIZACION DE MACROFAGOS ALVEOLARES (34)

1) A un paguete de 0.25 ml conteniende aproximedamente 2OOxlO6

macrifagos lavados con PBS se les agreguaron 16 ml de PBS y
0.5 ml de glutarsldehido al 2% en PBS y se agitaron durante
60 min. a 4°C.

2) Se centrifugaron a 550 x g por 10 min. a 4°.

3) Se lavuron 2 veces con PBS.

4) Se les afiadieron 10 ml de glicilglicina al 0.35% en PBS y.
se agltaron durante 60 min. a 4%c.

5) Se deseché . el sobrenadante y se resuspendieron lags células
hasta tener una concentracidén fingl de 20 x 106 células por
ml. en medio TC-199 y gelatiné (1 mg/ml).

6) Se contaron laes células en una cémara de Neubauer.
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2)
3)
4)
5)

6)

Se

CUENTA DE MACROFAGOS ALVEOLALES

homogenizé la suspensién de macréfugos y se lleno una pi

peta para cuenta de glébulos blancos huste la marcua de 0.5

Se
Se
Se
en
Se

afordé la pipeta hasta la murca de 11 con PBS.

agité por 3 min. 4

desecharon las 3 primeras gotas ¥y la cuarta gota se puso
una cémara de Neubauer.

observé al microscopio y se contaron las células presen—

tes en los cuatro cuadrantes de los extremos.

Se
de

maltiplicé el mimero de células contadas per un factor -

50 para obtener el mimero total de célulus por ml.
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PRECIPITACION DE COMPLEJOS INMUNES CON PEG 6 000 (39).

1) Se arnadieron 500 ul de la muestra en que se sospeché la exig
tencia de complejos inmunes mds 1 500 ul de una solucién re
¢uledora de EDTA y 10 ml de PEG al 6%.

2) Se incubd la mezcla « 4°¢ por 1E hrs.

3) Se centrifugé a 1 000 x ¢ por 20 min.

4) Se elimind el sobrenadunte y se resuspendié el botén en 10
ml de PEG al 5%, recentrifugdindose.

5) Se deseché el sobrenadante y se resuspendid el botén en 200
ul de PBS-AZ.

6) Se dejs 20 min. a 20°C con agltacibn constante para disol -
ver el gprecipitado.

7) Se etiguctaron y congelaron a -20°C hasta su uso.



PIJACION DE COMPLEJOS INMUNES A MalROPAGOS ALVEOLaHES

1) Se tomaron 100 ul de la gsolucibn que contenfia los comple jos
inmunes precipitados con PEG 6 000 y se incubaron a 3700 -
por 2bhrs. con 100 ul de macréfagos alveolares de perro (

2 x 10%é1ulas). '

2) Se afiadieron 900 ul de PBS-AZ.

3) Se centrifugaron a 1 000 X g por 10 min.

4) Se determiné en el sobrenadante la presencia del antigeno y
anticuerpo antitabaco por CIEF, microhemaglutinucién y se -
midié la concentracién de proteina por el método de Lowry ¥y
col. (33).

'5) Se lavé el botén celular resuspendiendoloc en 900 ul de PB3=-
AZ y se centrifugd a 1 000 X g por 10U min,

6) Se deseché el sobrenadante y el botén resultante se procesé
por las técnicus de electrofogesis en gel de PAA-SDS y/o in

munofluorescencia.



1)
2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)

INMUNOFLUORESCENCIA (39, 40, 41)

Al botén celular de mucrdifagos con los comple jos inmunes se
les afiadieron 100 ul de anticuerpos contra gammaglobulina -
humeana fluoresceinados, diluidos 1i5 con PBS. °

Se incubaron a 3700 por 30 min.

Se lavaron 3 veces con PBS-AZ desechdando el sobrenadante en
cada caso.

Se resuspehdieron en 100 ul de PBS-AZ.

Se colocaron los macréfagos en un portuobjetos, se les agre
&6 una gota de glicerinapPBS‘y les puso un cubreobjetos.

Se obgervaron en un microscopio de epifluorescencia con lég
para de mercurio OSRAM HBO 200 W, ¥ un filtro de barrido -
BG 12/3, asi como filtros de absorcidn de 500 y 440 nm. lLa
presencia de anticuerpo y/o antigeno del tabaco en la éupeg
ficie de los macrbéfagos se evidencid por inmunoflﬁorescenciu
Sé contaron 100 células indicandose el porcentaje de célu -
las positivas,

Se utilizaron los controles correspondientes para cada inma
noreactante y de macréfagos gue no recibieron ningin trata-

miento.



1)

DISOCIACION DE COMPLEJOS INMUNES

Al botén de mucréfagos alveolares que tenian fijados los -
comple jos inmunes se les afiadieron 300 ul de SDS al 1% para
disociar dichos comple jos inmunes de la membr&ﬁa de los ma-
créfagos.

Se incubaron a 3709 por 30 min.

Se procesaron los eluidos por electroforesis en gel de Paa-
SDS para identificar los anticuerpos y los untigenos de tu~
baco provenientes de los comple jos inmunes.



A)

ELECTROFOXESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS (39,43)

Prepuracién de los geles:
1) Se prepuraron geles de & cm de largo y 0.5 cm de diéme -
tro con las giguientes soluciones:

Solucibn reguludora de fosfauto de sodio

0.2 M con C.2% de SDS 12.5 ml

Acrilamida al 40% 4.69 ml
Bisacrilwamida sl 2% 2.54 ml
agua destilada 4.0 ml
Persulfato de amonio 5 mg/ml de agua 1.25 ml
TEMED : 0.025 ml

2) Se mezclaron en este orden con agitacibn constante.

3) Se depo.ité la mezcla con ung pipeta pasteur en tﬁbos -
de vidrio hasta la marca de 8 cm.

4) Se adiciond agua hasta el borde de los tubos para eviilar
. lu desecacibn del gel y paraque lu polimerizacién fuera
homogénea. '

5) Se muntuvieron a 20°C hasta el momento de usurlos.

Preparacibén de la muestrat

1) Se calentaron 10 ul de la solucidén A (+) con 30 ul de la
muestra problema, en un bafio maria a 60°C durante 15 min.

2) Se enfriaron a 20% y se les agregd 70 ul de solucidn B

(+4).

Solucién a (+)

Solucién reguladora de fosfatos O.1 M pH 7 80 ml
SDS 41 10% , 10 m1
B-mercuptoetanol ' 10 mlL



Solucidén B (++)
Solucidn reguladora de fosfatos

0.2 M con 0.2% de SDS 5.0 ml
B- Mercaptoetanol 6.5 ml
Azul de bromofenol 2.0 mg
Glicerina 5.0 ml

C) Electroforesis:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7).
8

9
10)
11)

Rf=

Se eliminé el agua de la parte superior de los tubos y .
se les colocafbn 50 ul de cada una.de las muestras pro =
blema y de un contfol de proteinas con peso molecular co
nocido.

Se acomodaron los tubos en la cAmara para electroforesis.
Se adicioné PBS 0.1 ¥ pH 7 con ayuda de una pipeta pus-
teur a cada tubo y posteriormente a la cimaru

Se pasé una corriente con 4 mA por cada tube hasta que -
la muestra pasd la interfase.

Se incrementé la intensidad de la corriente hasta dar 8.
mA por tubo,.

Al finalizar la electroforesis se sacaron los geles de -
los tubos y se midié el frente del colorante.

Se metieron los geles en una solucién fijadora por 24 hrs
Se sacaron ¥y se tiiieron con azul brillante de coomassie
durante 40 min. '

Se cont;aataron con una solucidn decolorante.

Se registré e} minero de bandas obtenidas.

Se determiné su Rf mediante la siguiente férmula:

distancia de migracidén de la proteina desde el origen

diatancia desde el origen al punto de referencia
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MATERIAL BIOLOGICO



ANIMALES EXTERIMUNTALES:

1) Conejos de Nueva Zelunda de 2 a 2.5 Kg de peso, umbos sexos,
a los guales se les identificd con las levras A y B

2) Perros de'la a 15 Kg de peso, ambos sexos obtenidos del big
terio del INC. |

GRUPQS DE INDIVIDUOS:

1) Los sueros de pacientes con IAM ée obtuvieron del laborato-
rio de Urgencias del INC. El diugnéstico de IAM se estable-
cié de acuerdo a parametros clinicos, electrocardiograficos

¥y de laboratorio (45). _ _

2) Los sueros de sujetos sanos desde el punto de vista clinico

¥ aplicundo las pruebas rutilarias se obtuvieron de donado-

res del banco de sangre del INC.

Los 2 gruzos de sujetos estudiados se dividieron en 2 sub ~.
gruypos:
a) Pumadores

b) No fumadores
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PREPARACION DE SOLUCIONES



SOLUCION SALINA BORATO (SSB) 0.15 ¥ pH €.4

a) Solucibn reguladora de borato

Acido borico - 6.18 g
Borato:.de sodio 9.53 g
dloruro de sodio 4.38 ¢
Agua destilada c.B.Pp. 1 300 ml

Ajustar el pH a 8.4 con HCl 6 NaOH
b) Mezclar 5 paurtes de la solucién reguladora de borato con 95

partes de solucién salina 0.15 M.

SOLUCION COLORANTE DE A4UL BRILLANTE DE COOMASSIE

Metanol 454 ml
dcido acético glacial 92 ml
Agua destilads 454 ml
Azul brillante de coomussie R-250 1.25 g

Mezclar el azul brillante con el metanol y agitar durante -
24 hrs. a 20°C enfrasco dmbar.
Fiifrarlo y adicionarle el &cido acético y el agua.

, Gﬁardarlo en frasco &mbar a 20°C.

SOLUCION DECOIORANTE

Acdido acético glucial = 50 ml
Metanol ' o - _ 50 ml
Glicerol B : - 10 ml
Aguu destilada c.s.p{ ' . 1 000 ml

SOLUCION REGULADORA DE EDTA 0.2 M pH 7.5
EDTA disédico | 76.0 g
Agua destilada c;s.p. : . 1 000 ml
AjJustar el pH a 7.5 con NaOH 1 N.



SOLUCION REGULADORA SALINA BORATO (SSB) pH 8.3 PARA PRLCIPITa-
CION DE.COMPLEJOS INMUNES.

‘Acido bérico 0.1 M

Tetraborato de sédio 0.25 M

Cloruroc de sodio 0.75 H

Mezclar las 3 soluciones y ajustar el pH con NaOH & HCl.

POLIETILENGLICOL &6 000 AL 5% p/v (PEG &6 000)

Polietilenglicol 6 000 .50 g
SSB pH 8.3 para precipitacién de
comple jos inmunes. 1 000 ml

. SOLUCIOH REBGULADORA DE GELATINA-VERONAL (GVB) pH 7.4
' Solucidn 1 St

Cloruro de.sodio 7 85 .0 g
Dietil barbiturato de sodio , 3,25 g
Agua destilads ' 1400 m

. Solucidn II o :
Acido dietilbarbitarico | 5.72 g
Agua destilada 500 ml
1) Mezelar la solucién I y II y dejur enfriur.
2) Agregar 2 g de gelatine para la solucién final 0.1%
3) Aforat a 2 litros con agua destilade y guarder en el re-
frigerador. Para su uso diluir 1:5 con agua destilada.

SOLUCION PIJAD@RA PARA GELES DE POLIACRILAMIDA.

Acido tricloroacético ' 57.0 &
‘Acido sulfosalicilico . 17.0 g
Hetanol 150 ml

Afua destilada ' ' 350 ml



SOLLIOR 5GULADORA Sallils FOSFAP0 (FGLS) V.15 M, pH 7.4
Cloruro de sodio 0.19 M
Fosfato de sodio dibasico 0.1% M
Fosfuto de sodio monoblsico 0.15 M
Wezelar la solucidn de cloruro de sodio con lu de fosfato -
de s0ilo divasico y ajustar el pH o 7.4 con la solucidn de

fosfauto de =odio monowasico.

SOLUCION REGULADOGA Paia CTIEF pH t.0

Barbitwl de sodio 3.0 g
Azida de sodio ‘ 1.0 ¢
acido clorhidrico 1 N “ 6.5 ml
Apud desionizuda C«8.pe ) 1 000 ml

Mezclar todo ¥ ajustar el pH a £.6 con NaOH 1 N.

SOLUCION REGULADORA SaLINA FOSFATO CON A4IDA DE SODIO (PBS-AZ)
PH 7.2 PARaA CONPLEJOS INNUNES.
Postato de sodio dibdsico anhidro 0.01 M
Fosfuto de sodio monob&sico anhidro 0.0l M
Azida de sodio 0.1%
Cloxuro de sodio 0.15 M
Mezclar la solucidn de fosfato je sodio dibisico a La de =~
cloruro de sodio y ajustarle el pH a 7.2 con lu solucidn de
fosfito de sodio monobisico. Posteriormente aadirle la azi

da de sodio.

SOLUCION DECOLORANTE PaiA GiLES DE POLIACHILAMIDA

Metanol . , 5%
acido acético ' 5%
Agua destiluda CeSeLe. : : : L V.V oml
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PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS DE IOS EXTRACTOS DE TABACO.

Los extractos de tabuco denctados con el subindice 1 se re-
fieren a los extructos salinos que fueron obtenidos tal como -
esta espécificauo en muterial y métodos. El extracto con PBS y
el-de SD3 tuvieron una concentracién proteica de 2.5 mg/ml; los
extrucfos con TW~Z0 y TR-X-100 fueron de 1.9 y 4.4 mg/ml res -
pectivamente (Tabla I-A).

Los extractos de tubaco denotados con el subindice 2 fueron
sometidog a una precipitacién con sulfato de umonio, pura el -
aislamiento de las protefnus del tabaco. La concentracidén de -
dstas fue inferior a la encontrada en los extractos sefluludos
_con el subfndice 1 (Pablas I-A y I-B). El extracto con PBS y
el de TR-X-100 tuvieron 0.37 y 0.35 mg/ml respextivamente; con
SDS y TW-20 se tuvieron concentraciones de 0.17 y 0.19 mg/ml -
regpectivamente. ’

Un tercer extracto con PBS (TPBS3) en el gue se usé tabaco
al 14.8% (p/v) se tuvo 11.5 mg/ml de protefna (Tubla I-A).

Loé 3 grupos de extructos que se probaron por aglutinacidén
dicron t{tulos de 1l:2. Por CIEF se les enfrenté contra los an-
'ticuerpos antitabaco obtenidos en cone jos inmunizados con ex -
tructoa salinos y ge obgservuron hastu 4 bandas de precipita ~=
cibén (Tablas I-A y I-B).

La electroforesis en geles de PAA;SDS de los extractos con
PBS3 h'g TR-XFlObl, mostraron bandas con pesos moleculwres de
1.55 x 10" a 6.8 x lO4 daltones (Tabla I-C y Figuras 1 y 2). El
paivrén usazdo como referencia fue desde 1.44 x 104 hasta 9.4 x

10%

.-

-dultones (Piguras 1 y 2).

PROPIEDADES DE LOS ANTISUEROS ANTITABACO

Se utilizaron antisueros de < conejos (denotados como A y Bl
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ambos inmunizudos con el extracto coanteniendo PBS (31). Estos
antisueros tuvieron una concentricidédn proteica de 81 y 71 mg/ml
reaspectivumente. Los titulos de x«rslutinucidn con eritrocitos —
humanos (A Rh positivo) fueron desde 1:2 para el conejo A, has
tu 1:64 para el conejo B. ) )

Al enfrentar los 2 antisueros contra antigenos del extracto
de tabato ﬁor CIEF se registraron de 1 a 4 bandas de precipita
cibn. Los resultudos se muestrun en la tabla II.

PRUEBAS INMUKOSBROIOGICAS DE 1038 COMPLEJOS INMUNES FORMADOS
"IN VITRO" ENTRE ANTIGEROS DE TABACO Y ANTISUEROS ANTITABACO

Los extractos denotados con el subindice 1,2 y 3 tuvieron
.1as carapterlsticas sefialadas en las tablag I-~A, I-B y I-C ¥
de los antisueros en ls tabla II.

| La mézcla de los antisueros ¥y los extractos mostraron acti-
vidadmaglutinanfé y ademds un ligero exceso de unticuerpos en
la ciﬁr; as{ mismo no fue posible demostrar la presencia de an
t{genos libres en lus mezclas de extracto de tabaco subfncide
1 cpnlanx;suero Y en los extructos con SDS2 Y TR—X—lOOa, a 86X~
cepcibén de-l’PﬁSz y TTW-20,
mostrar la existencia de antfgenos libres (Tabla III, CIEF y
MID). -

La precipitacién capilar fue positiva hasta la dilucién 1:4.
- Loa complejoé inmunes pasados por electroforesis en gel de PAA

con antisuero en que i se pudo de-

. SDS presentaron 1 banda de peso molecular comprendido entre -
4e2 x 10% a 6.0 x f0* daltones (Tabla IIT).
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ESTUDIO DE LCS AMTIGENCS DE PABACO Y ANTICULRPOS ANTITABACO LN
&L SOBRENADANTE uE CO¥VPLEJOS INMUNES FIJADOS A MACROFAGOS
ALVEOLARES

Los comple jos inmunes form_dos "in vitro" (anticuerpos anti
t.baco con anticenos del tabaco)-fueron incubados con macréfa-
£0: alveolares, para que¢ se fijaran o su membrana y de esta mu
nerd lograr su uislamiento.

En el sobrenauunte de esta incubacién no se encontraron ror
CIEP ni antigenos, ni anticuerpos libres. La henaglutinucidn - .
fue negativa en todus las mezclas de tabuco y antisuero antita
baco. La concentrucién de protefna fue desde 0.03 hasta 0.19
mg/ml con un rromedio de U.1 mg/ml (Publa IV).

Los controles del estudio con extructos y antisueros con -
SSB fueron negativos pura hemaglutinacién y CIXEFP. La concentra
cidén proteica del extracto de tabuaco con PBS; y SSB fue de 0.13
mg/ml, con SDS1 ¥y SSB de 0O.17 mg/=l, con TWnZOl Yy SSB de 0.07
mg/ml, con TR-x~100,
cone jo. A con SSB fue de 0.13 mg/ml.

Yy SSB de 0.1 mg/ml y para el antisuero del

EXTRACTOS SALINOS DE TABACO Y ANTISUEROS PROCESADOS POR CROMa~
TOGRAFIa EN SEPHaCRYL S-200.

Los extractos salinos de tabaco gue se denotan por el subin
dice 1, as{ como el antisuero de conejo A, eluidos con SSB pre
sentaron 1 pico (Fifura 3) cuando se lea determind a cauda una
de las Iracciones obtenidas la concentraciédn proteica por el =
métcdo de Lowry y col. (33). La cromatografi{a iue realizada en
una columnd de Sephacryl S-200 de 55 cm de wltura ¥y 1 cm de aig
metro, bajo las sipuientes condicicnes de corridat se usé SSB
& 4 zotas/wmin. y 50 gotas/tubo (3.5 ml/tubo).

‘Bl suero del conejo 4 presentl un pico de aproximad.amente -
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1.35 x 106 daltones en lu fraccidn No. 10 alcunzundo hustw 1.4
mg/ml. de proteina.

Solumente los extractos de tabaco con PBSl y SDSl presenta-
ron un pico con un peso molecular menor & 12 348 duditcnes y su
concentracién méxims de proteina fué de 0.08 mg/ml en la frac-
cién No. 16 para el extracto con PBS; y de 0.16 mg/ml de pro -
tefna en 1. fraceibn No. 15 para el extracto de tabaco con SDSr
Los extructos Sdliﬂ?ﬁ con Tw-zol y 'I‘R--X--lOO1 no tuvieron una -
" concentracidn de protefna detectable por este método en minguna
de las fracciones. |

Todas las fraccliones obtenidas para cada uno de los diferen
tegs extractos de tubaco y del antisueroc de cone jo no mostraron
reactividad el enfrentarlos con los anticuerpéa 8 los antfige -~
nos correspondientes en lus pruebas de CIEF y MDID. La hemaglu
tinacién fue negativa para las fracciones de los difercntes ex
tractos salinos de tabaco, excepto para el suero en las frac -
ciones 8 y 9 en los que se obtuvo aglutinacién.

Los diferentes extractos salinos de tabuco a los cuales se
les traté con sulfato de wmonio para precipitar las proteinas,
losrrando as{ aumentay su concentracién proteica (subfindice 2),
usi como el mntisuero de conejo B con SSB, fueron pasados por
ung columna de Sephacryl S-200 de 115 cm de altura por 1 cm de
difmetro, equilibrada con SSB 0.15 M pH 8.3 y bajo lus siguien
tes condicioﬁes de corrida: & gotas/min. y 50 gotas/tubo que e

gquivalen a 3.5 ml/gubo.
' Los extractos salinos de tabaco conteniendo los diferentes
detergentes no diecron lectura «l1 determinurles la concentracidn
- de proteina por el método de Lowry y col. {33).
En la figura 3 se muestra la presencia de un pico en la frac

» 2ién No. 23 con un peso molecular de 1l.23 x 10b daltones que -
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corresponde al suvro de conejo B.

Con el extracto de tubuco con PBS a une concentracién de ~
11.5 mg/ml que se denoté con el subindice 3, se registré un pi
co en la' fraccién No. 46 de peso moleculur menor a 12 348 dal-
toﬂes ¥y una concentrucidén de 0.05 mg/ml de proteina (Figura 4).

Todus lus fracciones obtenidas para cudd uno de los diferen
tes extractos salinos de tubaco suvindices 2z y 3 fueron nega~
tivos al ser probados por CIEF y microhemwuglutinacidn = excep—
cién de la fraccidén No. 19 del antisuero que dié un t{tulo de
aglutinacidén de 1l:1.
~ En el perfil de un suero proveniente de un indiwiduo con -
. IAW se observaron 2 picos, uno en la fruccibn No. 27 con 0.7€
mg/ml de proteina y un peso molecular de 6.23 x 105daltones y
el otre'en la fraccién No. 30 con 1.04 mg/ml de proteins y un

4 daltones (Figura 5). Las fraccio=-

peso molecular de 2.52 x 10
nes obtenidas. de este suero probadas por CIEFP y microchemagluti
nacién fueron negativas en ambos casos.

LOQ resultados de las pruebas realisadas con cada extracto
salino subindices 1,2,3 y de los antisueros de los conejos A ¥
'B se reportan en las tablas V y VI y estos corresponden a las
preparaciones usadas en el andlisis cromatogrifico (Figuras 3,
4 y 5). Ademdsg, estos mismos extractos salinos de tabaco y an-
tisueros de cone jo, mezclados ambos con SSB, se les aplicb e -
lectroforesis'en geleé de PAA-SDS ¥y los resultados fueron nega

tivos para todos.
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COMPLEJOS INMUNES FORMADOS "IN VITRO" CON ANTIGENOS DE TABACO
Y ANTISUERO ANTITASACO PROCESADOS POR CROMATOGRAFIA EN SEPHA-
CRYL S-200.

Las mezclas de los diferentes extractos salinos.de tubaco -
con antisuero de conejo A se obtuvieron de acuerdo 4 luas espe-~
cificaciones indicadas en ¢l método (Tabla III) y presentaron
2 picos (Figura 6) cuundo se les deteiminé & cada una de lus -
fruacciones obtenidus la concentrucién de proteina por el méto-
do de Lowry ¥y colQ;(33). La cromatografia fue realizada en una
columna de Sephacryl 5-200 de 55 cm de ultura por 1 cm de did-
metro, equiiibrada 06n SSB y bajo las siguientes condiciones de
corrida: 4 gotaé/mih. ¥y SOgotas /tubo.

El extraéto de tabaco con PBS, SDS y TW-20 mezclados con el
«ntisuero presentaron un pico én lu traccién No. 10 con un PO~
80 molecular de 1.35 x 106 daltones. Su concentracidn de prote
ina ?arével~éxtractoycon PBS y antisuero es de 1.68 mg/ml, pafa
el extracto con SDS y antisuero es de 1.22 mg/ml y de 1.30 mg
por ml para el extracto con TW~20 y antisuero (Pigura 6),

Un Segundq pico . aparece en diferentes fracciones y en los 3
casos tienen un peso moleculsr menor a 12 348 dultones. En el
extracto de tabaco con PBS y antisuero este segundo pico apare
‘lce en la fraccién No,17 ¥y tiene una concentracién proteica de
0.38 mg/ml; en la fraccién No.l6 coinciden los picos del extrac
to con TW-20 y antisuero con una concentrucién de 0.30 mg/ml -
¥ de 0.18 mg/ml de protefna respectivamente.

El extracto coﬁ TR~-X~-100 y antisuero tiene un pico en la -

2 daltones y =

fraceién No.ll con un peso molecular de 7.1 x 10
con una concentracién de 1.36 mg/ml de protefina y otro en la -
fraceién No.l4 con 0.44 meg/ml de proteina ¥y un peso molecular

menor de 12 348 daltones (Figura 6).
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Lus fracciones cobienidas con estos 4 diferentea extractos y an
tisusros fueron negativos ol probarlos por CIEF y ¥MDID. La mi-
‘cropemaglutipgcién fue negutiva a excepcién de las fracciones
16,17 y 186 del extracto de tabaco con'PBS y antisu?ro, en los
cuules se o.tuvieron resultados positivos con ti{tuloes de 1l:4 ,
1:€ y 1:1 respectivamente.

En la figura 7 se muestran los perfiles obtenidos al pasar
una mezcla de extructo de tabaco (subindice 2) con antisuero —
de conejo B (Tabla -III). Se usé una columnu de Sephacryl S-200
de 115 cm de altura por 1 cm de didmetro equilibrada con SSB -~
y bajo las siguientes condiciones de corrida: 8 fotas/min. y
50 rotas/tubo.

El extracto con SDS, y antisuero, el extracto con TW-20, ¥
antisuero y el extracto con TB—XFIOOZ ¥y antisuero presentan 1
pico jue coincide en la fraccidén No. 26 con un pese¢ amelecular
de 7.76 x 10° daltones siendo su concentracién de proteina de
0.86 mg/ml, 0.79 mg/ml y de 0.96 mg/ml respectivamente. BEn el
caso del extracto con P382 ¥y antisuero, el pico se presenta en
la fraccién No. 25 con un peso moleculai de 9.29 x 105daltones

¥ su concentracién da'proteiné’fue de 0,8 mg/ml.

La cromatografia de la mezcla de un suero humano con IAM y
el extracto con PBS, (11.5 mg/ml‘dg protefna), se notun 3 pi ~
cos distinguibles en las fracciones No. 23,26 y 29 y con uha -
concentracién proteica de 0.24 mg/ml, 0.49 mg/ml y 1.0 mg/ml y
péaos moleculares de 1.23 x 106, 7.76 x 105 ¥ 3.18 x 105 dulto
nes regpcctivament® (Pigura 7).

Las fracciones de los difernetes extractos y antisueros fue
ron negativos al probarlos por CIEF, siendo positivos por micro
hemaglutinacién, cuyos resultados'sé‘reportan en las tablag -~

VII.

-48~



ESTUDIO DE COMPLSJOS INMUNES EN :L SUERO DE PACIENTES CON IAM.

En el cuudro No. 4 se muestra un diagrama de flujo para el
anilisis de los sueros humanos en 1los que se sospechaba la e~
xistencid”de comple jos inmunes tabaco-antitabaco.

Del grupo de 49 sueros de pucientes con IAM, de los cuales
38 eran fumudores y 11 no fumadores, se probaron con CIEF. El
94.7% de los fumadores fueron positivos a«l enfrentarlos contra
ant{genos de tabaco y el 23.6% reaccionaron con el antisuero -
antitabaco; en los no fumadores, un 100% reacciond contra el -~
ant{rfeno de tabacb y un 27.2% contra el antisuero (Tabla VIII
y Pigura 8). v

Los sueros de estos sujetos fueron precipitados con PEG 6000
el botén'resultante se incubd con los macréfagos alveolares —-
(ver métodos de itrabajo); se centrifugd y en el sobrensdante -
no fue posible demostrar ni anticuerpos, ni antf{genos libres -
_ por CIEF. Lu concentrucidn de proﬁeina en ¢l sobrenadante para
ambos grupos fue en promedio de 0.16 mg/ml.

El precipitado del suero con PEG 6000 también se procesé por
electroforesis en geles de PAa~SDS dando una positividad del -
93,7% en los fumadores y 90% en los no fumadores (Tobla IX ¥y
Figura 2). . o

Los comple jos inmunes fijados a mucréfugos alveolures fue -
ron separados de la membranz de los macréfagos con SDS. Los e-—
luidos resultuntes se sometieron a @lectroforesis en gelea de
PAA-SDS y los resultados fueron negutivos, tanto para fumadores
como para no fumadores.,

A los macréfagos alveolares con comple jos inmunes. provenien
tes de los sueros que fueron precipitados con PEG 6000 se les
incubd con anticuerpos contra gammaglubulina humana fluorescei

nados, para determinar la presencia de anticuerpos en la mem -~
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bruana del macréfayo. aubos rrupos de sueros, los provenienies
de perasonas fumwdoras y no fumadoras fueron positivos. En los
2 casos se registré un 100% de positividad, rero la diferencia
fuq de que en el gruro de los fumadores se preszentd un proaedio
del 14% de c¢délulas positivas y de 10% de células positivas en

los no fumadores (Tuabla X).

{EACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE INDIVIDUOS DONADORES DE SANGRE
CONTRA aNTIGENOS DE TABACO.

- Un grupo de 47 sueros de individuos donadores de sangere , —-
c¢linicamente sanos y de ambos sexos, de los cuales 42 eran iu-
‘madores y 5 no fumadores se procesaron por CIEF, se les preci-
rité con PEG 5000 y vor electroforesis en geles de PAA~SDS -~
{Cuudro 4)

Los sueros de }0s donadores fumadores y no fummdores mnostrg
ron tener ulta reactividad por CiEF contra extractos de tabaco,
siendo mayor en la de los fumadores gque fue del 92.8% con res-
pecto & los no fumadores que fue del 80% con la dilerencia de
‘que.en los fumadores ge presentaron hasta 3 bandas Jde precipi-
tacién ¥ en los no fum-.dores solaunente hustu dos (Tabla XI).

Por electroforesis en geles de PAA-SDS se tuvo un 59.5% de
positividad para los fumudores y de un 804 para los no fumwdo—
res con lu diferencid de gue en los primeros se registraron -
hasta 5 bandas y en los no fumadores hasta 3 bandus de piotef-
na_(Tabla XII y Figura 2).
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Quadro 4. Diagrama de flujo de trabujo para el estudio de los complejos inmunes en
sujetos con IAM y donadorxres de e.emgre.
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TABLA I-A

PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE TABACO

Extracto | Concentracibn |TI{tulo de CIEF HMDID Bandas en
salino de proteica aglutinacibn P Yo electroforesis
tabaco ( mg/ml ) = ) de PAA-SDS
TPBS, 2.5 (376 ml) 152 2 1 0

TSDS, 2.5 (352 ml) 111 2 1

Ttw-20, 1.9 (382 ml) 1:1 2 : 0
Ttr-x~100,| 4.4 (372 m1) o] 1 0 3

femasB 11.5 (250 ml) '} 2 - 4

¥ Volumen total dentro del paréntesis.

#8Se emplearon eritrocitos glutaraldehizados del grupo sanguineo A Rh positivo

¢sede enfrentaron los oxtructos a los sueros antitabaco producidos en cone jos -
( AyB para el TPBS. )

~ No me hizo
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TABLA I~B

PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS DE LAS PROTEINAS DE
108 RXTRACTOS DE TABACO &

_Extracto Concentracién] T{tulo de CIEF
salino de proteica aglutinacién ese
tebaco ( mg/ml)esan Y

TPBSZ 0.37 (7.7 ml) 0 4
TSDSa 0,17 (7.5 mpL )} ~ 0 4
TTRnXthOa 0.35 (8.2 ml) 0 2

# Obtenidos por precipitacién con sulfato de amonio
4¢ Se emplearon eritrocitos glutaraldehizados del -
grupo sanguineo A Rh positivo.
ss#Se enfrentaron los extractos a los sueros anti -
tabaco producidoa en conejo B
ss4Volumen total dentro del paréntesis



TABLA I-C

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS
COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN 10OS
EXTRACTOS DE TABACO #

Tipo de

extracto Peso

salino de Rt molecular

tabaco

TIR-x-100, 0.48 5.0 x 10%
0.63 3.3 x 10*
0.90 1.55 x 10%

B3, 0.36 6.8 x 10%
0.46 5.2 x 104
0.61 3.5 x 10*
0.86 1.6 x 10

Por electroforegi}s en geles de PAA-3DS

H



TABLA 11

CABRACTERISTICAS DE 10S ANTISUEROS ANTITABACO

Antisuero | Concentracidn Titulo de CIEY
de copejo proteica aglutinucidn
{ mg/ml ) souan &
a 81 (10 ml) 12 1a2se
B 71 (12 ml) 1:64 2 a4 ean

¢ fﬁé emplearon eritrocitbs &lutaraldehizados del
grupo sanguineo A Rh positivo

‘w# -Be.dsaron los 4 extractos de tabaco subfndice 1

sse Sa usaron los 4 extractos de tabaco subfndice 2

asgeVolumen total dentro del paréntesis |




TABLA IIT

CARACTERISTICAS DE LOS COMPLEJbS INMUNES FORMADOS "IN VITRO" ENTRE
ANTIGEROS DE TABACO Y ANTICUERPOS ANTITABACO.

Extracto + Boncentracién| TLlulo de |[Precipitacibéry CIEP MDID Electroforesis en
antisuero proteica aglutinacibn capilar oo N £geles de PAA-SDS
cone jo {mg/ml) & o sre Ag Ac| Az Ac | Bandas|Peso molecular
3 '
TPDS, + A 49 . LB 0 0 2 0 1 1 6 X 10%
TSDS, + A . 5 1132 0 0 : 1 o} 1 0 .
TTH=20 + A 40 S 1132 111 0 1 o] 1 1 4.4 % 10%
PTR-X-100,+ A 42 1:32 0 0 1 o o} )
TPBS,+ B 46. 1:32 111 1 1 - - 1 5.6 X 104
TSDS,+ B 44 1:32 111 o 1| - - 1 5.0 1 102
TTw-20,+ B 16 1:3? 1:2 2 2 - - 1 4.2 X 10
TTR-X-1004+ B 52 1332 114 ) 1| - - 1 4.8 x 10%
TPBS ¢ B - - 114 - - - - 1 4.8 x 10%

# El volumen total para todas las mezclus de extractos y antisueros es de 1.5 ml

es Se emplearon eritrocitos glutaraldehizados del grupo manguineo A Rh positivo
s&e Se muntuvo constante la concentracién de suero y se varid el del extructo de tubuco

s®ss Se usd un modelo de CIEP de 3 pozosj el pozo No.l con el extracto, el No.2 con la mezcla de

extracto + antisuero y el io.3 con antisuerc de cone jo.

- No se hizo




TABLA IV

ESTUDIO DE I0S ANTIGENOS DE TsBACO Y ANTICUERPOS ‘ANTITABACO
EN EL SOBHENADANTE DI COMPLEJOS INMUNLS FILJaDOS A MACROPAGOS
ALVEOLARES &

Concentracién

Extracto+Antisuero]| proteica (mg/ml)
de conejo 40

TPBS, + A 0.15 (1:1 ml)
I‘SDsl + A 0.10 (1.1 ml)
TT#-20, + A 0.17 (1.1 ml)
TTR—X—-1001+ A 0.19 (1.1 ul)
TPBS, + B 0.07 (1.1 ml)
'I‘SD32 + B 0.03 (1.1 ml)
TTW—ZOZ + B 0,07 (1.1 ml)
TIR~%-100, + B 0.05 (1.1 ml)
‘I‘PBS3 + B 0.07 (1.1 ml)

¢ Comple jos inmunes fornudos "in vitro", incubados

con macrbfagos alveolares.
o¢8 Volumen total dentro del paréntesis



iSTiCAS DE I0S EXTRACTOS S.LINOS DE
TABACO MEZCLADOS CON SSB.

CARACTER

Extracto Titulo de CIEF MDID
de tabaco aglutinacidneg -1

TPBS1 + SSB | 1:2 1 1
TSDSl+ S5B 1:1 2 0
TTW-201+SSB 1:4 1 1
TTR—X—1001+

35B 0 0] 0
TPBSZ+ SsB 0 0 -
TSD52+ 388 0 0 -
TTW-202+SSB 0 0 -
TTHR~X-100 ,+

SSB B 0 -
TPBSB+ s588 0 1 -

% Se emplearon eritrocitos glutéraldehizadoé -
del grupo sanguineo a4 [h positivo. |
és Se usd un modelo de CIEF de 3 pozos; el pozo

~No.l con el extracto, el No.2 con extracto y

35B ¥y el No.3 con suero de cone jo.
- No se hiuzo



TABLA VI

CARACIERISTICAS DE LOS ANTISUEROS ANTITABACO MEZCLADOS

CON. SSB.
Antisuero Titulo de CIEFP
de cone jo laglutinaciéné]! Bandas TP352 TSDS2 TTW—202 TTH—X-1002
A + 33B 1:32 1 - - - -
B + 3SSB 1:32 1l a4 3 1 4 2

4 Se empleuaron eritrocitos glutaraldehizudos del grupo sanguineo
A Rh positivo.
~ Se enfrenté solamente contra TPBSl




TABLA VII-A
MICZOHEMAGLUTINACION DEL
EXTRACTO SALINO DE TABACO
CON ANTISUERQO DE CONEJO (B)

No. Fraccién Titulo de
aglutinacién &
1-16 0
17 1:2
18-21 1z
22=23 ' 1:2
24 1:4
25-24" | 1:1
29-38 " 0
39 1:1
40 l:2
41-50 0

@« Se usaron eritroditos glutaraldehizados

del grupo sanguineo A Rh positivo.



TABLA VII-B

MICROHEMAGLUTINACION DEL
EXTRACTO DE TABACO-SD32
CON ANTISUERO DE CONEJO (B)

No. Fraccidén Tituleo - de.
' aglutinaoién,c"
1-22 ' 0o |
2326 ‘1:1.
_é7~28 Y:2
29-30 ‘ 1:1
- 31-36 o -
37-43 l:1
44-50 o

¢ Se usarpn eritrocitos glutaraldehizados
del grupo sanguineo A Rh positivo



TABLA VII-C

EICROHBMAGLUTINACION DEL

EXTRACTO DE TABACO—TW-202

CON ANTISUERO DE CONEJO (B)

No. Praccién T{tulo de

aglutinac i&n @
1-19 0
20-21 , 1:1
22~-29 0
30 1:1
. 31-50 '»i 0]

# Se usaron eritrocitros glutaraldehizados
del grupo ssnguineo A Rn positivo.



TABLA VII-D

MICOHEMAGLUTINACION DEL
EXTRACTO DE TABAGO—TR-X-1002
CON ANTISUERQ DE CONEJO (B)

No. Praceién Pitulo de
aglutinacién =
1-19 0
20 ' 1:2
21-27 1:1
28 - 1:2
29 1:1
36-50 0

@ Se usaron eritrocitos gzlutaraldehizados

del grupo sangufneo A Rh positivo.



TABLA VIII

REACTIVIDAD DE IOS SUEROS DE PACIENTES CON IAM CONTRA
ANTIGENOS DE TABACO Y ANTICUERPOS ANTITABACO.

. PUMADORES o .
No. Pacientes | Sexo Kiad Tabaquismo CIEP
A F | M [Promedio |{Promedio Anticuerpo » Antfcenc &s
{afios) { ufios) Positividad Bundas | Fositividad } Bandas
38 18%|82%4)58.5212.1 [ 29.5217.9 36/ 38 1-3 9/ 38 1-2

94T - 23.6%

NO TFUMADORES

11 279} 73%] 62,.5%19.0 o 11/11 1-3 3/11 1
100% 1004 ‘

# Se enfrenturon 1los suercs contra TPHS 3 ,
¢ Se enfrenturon los sueros contra antisuero de conejo B



TABLA IX

ANALISIS DE 10S COMPLEJOS INMUNES DE SUEROS DE PACIENTES CON IAM
POR ELECTROFORESX¥3 EN GELES DE PAA-SDS '

FUMAaDORES
No. Pacientes]| Sexo Edad Fabaguismo Electroforesis en
4 ¥ | Promedio | Promedio geles de PAA-SDS
(afios) (afios) Positividad|Bandas | Peso molecular

38 184 82% | 58.5%12.1 29.5%17.9 30/32 1-7 | 1.8x10%-1.7x10°

93.7%
NO FUMADORES

11 274 13% | 62.5%19.0 0 9/10 1-4 | 1.6x10%1.7x10°

90%




TABIA X

ANALISIS INMUNOPLUORESCENTE DE IOS COMPLEJOS INMUNES
TABACO-ANTITABACO UNIDOS A MACROFAGOS ALVEOLARES
Y PROVENIENTES DE SUEROS DE PACIENTES CON IAM

FUMADORES
No. Paciente; Sexo} Edad Tabaquismo Fluorescencia
b M| Promedio Promedio
(afios) (afios) Positividad | #CF @
38 18| 82458.5512.1 | 29.5717.9 15/15 14
100%
NO PUMADORES
11 2714|734 62.5%19.0 0 5/5 10
1004

# CF. Células fluorescentes promedio




TaBLA XI

REACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE INDIVIDUOS DON..DORES DE SANGRE
CONTRA ANTIGENOS DE TABACO Y ANTICUERPOS ANTITABACO

FUMADORES
No. Personas Sexo Edad Tabaguismo CIEF
F M |Promedio Promedio Anticuerpo & Antigeno se
{ afios) (afios) Positividad | Bandas Positividad | Bandas
42 12¢%| 8e%] 28%7.4 | 11%8.0 _ 39/42 1-3 1/42 1
A Y
9208% 2-3%
NO FUMADORES
5 60%| 40%| 23%4.4 0 4/5 1-2 0/5 0
80% 0%

¢ Se enfrentaron los sueros contra TPBS

3 .

¢ Se enfrentaron los sueros contra antisuero de conejo B




PABLA XII
ANALISIS DE 10S SUEROS ‘DE DONADORES DE SANGRE POR BLECTROFORESIS EN GELES DE PaA-SDS

FUMADORES
No. Personas Sexo Edad Tabagquismo Electroforesie en
P o Promedio|] Promedio geles de PAA-SDS
(afios) (aiios) Positividad ] Bandas | Peso molecular
42 . |12 e8| 28%7.4 | 11¥8.0 25/42 1-5 | 5.4x10%1.7x10°

59,5%

NO FUMADORES

5 6o%| a0%| 23%a.4 0 4/5 1-3 | 5.8x10%1.7x20°

BO%
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Figura 1. Se presenta el peso moleculus de lus sustancias ratrén
en electroforgsie de PAA-SDS, donde:
As Posfatasa b (94 030 dualtones)
B: Albumina (67 OCO daltones)
C: Ovoalbunima (43 000 daltones)
D: anhidrusu carbdnica (30 000 daltones)
E: Inhibidor de trlpsina {20 100 daltones)
P: ol=lactalbimina (14 400 daltones)
a: TPBS3
a8 TTR—X.--lOO1 {ver tabla I-C).



s S

E Fipgura 2. Se.muestru la electroforesis en gel de PAA-~-SDS de:

A) El corrimiento de proteinas de peso molecular conocido:
a)Fosfatasa b {94 000dultones), b) Albvmina (67 000
daltones), c¢) Ovoalbimina {43 000 dultones), d) An-
hidrasa carbbnica (30 000 daltones), e) Inhibidor de
tripsina (20 100 daltones) y f)™~luctalbumina (1440C
daltomes).

B) Extracto de tuabaco con PB3

C) El precipitado obtenido con PEG 6000 de un suero de
un individuo noruwal no fumador. ' '

D) El materizl fue obtenido en forma similar al anteriox
perc de un sujetc normul fumador.

- E) En este fel se usod el preciyitado obtenido de un pa-

ciente con IAM no fumador.

P} Aqui se obtserva la buanda de 5-2X104 daltones al eo ~
rrer el precipitado de un suero de un paciente con =

IAM y fumador.
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Figura 3. Cromatografia del suero de conejo y de los diferentes extructos sulinos de taba-
co en Sephacfyl 8-200 mostrando la concentracién de proteina pars cadu una de -
las frucciones obtenidas. Las flechas corresponden a los patrones de peso molecu

lar. '

I: Dextran azul (2x106 daltones) II: ASB (67 500 daltones)

IIIz Citocromo C (12 348 daltohnes)

Donde:

— i TPBSl + SSB ety TSDS_L + 83B ——o—Suero de cone jo innunizado A + SSB
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Figura 4. Cromutosrafia del suera de conejo y del extructo de tubaco en Sepaueryl 5-.C0 mus—
trundo la concentrucién de proteinu puara cadu una de lus fracciones. Lawu flechus -
corresponden « los patrones de peso molecular.

I: Dextrun azul (2x10° dultones) IX: citoeromo C (1: 348 dultones)

Donde;
o § TPHS3 + S55B i Suero de cone jo immuniz.ado B + 3SB
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Figura 5. Cromutografia de suero humano de IAM en Sephacryl S$-200 mostrundo la COHCQDth-
cién de proteina para cada fruccién. Lus flechus corresponden u p&trones de pe-
80 moleculur.
It Dextran azul (2x106 daltones) IX:Citocromo C (12 346 dultones)
Donde: '
O~ Suero humano de IAM + SSB
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Figura 6. Cromatografia de los comple jos inmunes formados "in vitro" con antigenos de tabuaco

Y suero antitabaco, mostrando la concentracidén de proteinda para cadu unwe de lus -
fracciones. Lus flechas corresponden a patrones de peso molecular.

I: Dextran azul (2x10°daltones) II: ASB (67 500 daltones)

- ITI: Citocromo C (12 348 daltones)

Donde:

--0'-:'TPBSl + suero de conejo A —O— TTW--ZOl + suero de conejo A

-0 -=1 TSDS, + suero de conejo A «—~=%=-~ : TTR~-X-100, + suero de conejo A

1 1
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Figura T. Cromatografia de los comple jos inmunes formudos "in vitro® con untigenos de tabuco

y suero antitabaco, mostrando su concentracidn de protefna para cada una de las -

fracciones. Lus flechas corresponden a patrones de peso molecular.
It Dextran azul (2x106 dultones) II: Citocromo C (12 34E daltones)
Donde:

e g 'I?PBSZ + suero de conejo B o e 2 ’1"L‘R--_){-1002 + Suero de conejo B
TSDS,, + suero de conejo B o Ay e TP853 + Suero de puciente con 1al
T'PW-202+ suero de conejo B

E 2o
D * 2



Fig&ra 8. Se muestra una CIEP en donde se enfrentan:

1!305]7'9 y 11 H TPBSB

2,4,6,8,10 y 12 : Sueros de pucientes fumadores
con IAM.



DISCUSION



FPROPIEDADES INMUNOQUIMICAS DEbLOS EXTRACTOS DE TaBaCO.

Con el extracto de tabaco, subindice 3, se logré una concen

tracién proteica mucho mayor que en log extructos subindice 1

¥ 2, 1o que le da mis poder antigénico, que se coumprobd <l pa—
sarlo por electroforesis en geles de PAA-SDS, obteniéndose¢ has
ta 4 bandas de protefna. Una de estus bandas tuvo un peso mole
cular de 16 000 daltones, valor aprroximudo a la glicoproteina

de tabaco que encontrS Bec«er (15). Luas otras bandas tienen Fe
808 moleculares mayores, lo.gque se puede deber a4 ;ue son cuade-
nas polipeptidicaa que no se disociaron completamente. Con res
pecto a los‘ofros extractos salinos solamente se obtuvieron -~
{ bandas con el TR-X-100,
8 proteinz, ¥y en el cual se encontraron 3 bandus, una de 15 500

gue conten{a muayor concentracidn de -

. daltones y las otras 2 con un péso molecular mayor.

Se observé que los extractos precipitados con sulfato de &~
i monio (subfndice 2) presentaron husta 4 bandas de precipitaci-
é én por CIEF que los extructos subindices 1 y 3, lo cuul indica
é que los antigenos‘presentes en el tabaco posiblemente son pro-—-
‘iteinas ¥y que entre mis purificadas esten se podra establecer -
% me jJor su eapgcificidad.

i En este trabajo>result6 ser méds eficiente el ensayo de CIEF

; que el de MDID, para la identificacién de la reucoién entre -
- los extracfos salinos subindice 2 con los antisueros de cone jo.
Los extractos sub{ndice 2 no aglutinaron eritrocitos, ni =~
 tumpoco con el TPBS,, ni PTR-X-100,; pero con el TPBS;, TSDS)¥
i TTW—201 se tienen titulos de 1312, 1l:1 y 1l:1 respectivamente; -
- 1o que probablemente se debe u4 que lu reaccién sew mediada por
% un oligosacdrido é polisacdrido 6 por otra sustancia no protei

L ca.




PROPIEDADES DE IO3 ANTISUEIIO3 ANTITABACO.

Los 2 sueros de conejos A y B inmunizudos con extracto sa =
lino de tabaco tuvieron unu concentruciédn proteica de &1 y 71
mg/ml. El suero que presenté maycr ndmero de bundas de precipi
tacién por CIEF fue el del conejo B ,apoydndose gque se reconoce

a méds de un anfigeno del extracto salino de tabaco.

PRUEBAS INMUNOSEROILOGICAS DE LOS COMPLEJOS INMUNES FORMADOS
"IN VITRO" ENTRE ANTIGENOS DE TABACO Y ANTISUEROS ANTITAPACO.

Lus mezclas de los auntisueros y los extractos salinos de ta
baco presentaron un exceso de unticuerpo gque se pudo demostrar
' mediante los inmunocensayos de CIEF y MDID, indicando que todo
el antfgeno presente se unid con el anticuerpo y formé un pre—
cipitado de comple jos inmunes.

La formacién de comple jos inmunes se pudo observur en la =
precipitacién capilar con los extractos subindiqe 1 (TTW—ZOl)
y en todos los del subindice Z y3. La cantidad de‘complejos in
munes formados varibé de un extracto a otro dependiendo de la ~
_concentracién de antigeno que se encontraba, siendo mayor en -
el TPBS,, TTR-X-100, y TPBS,, en los cuales hubo.formacién de
comple jos inmunes hasta la dilucidén l:4. En los extractos en -
los gue no hubo formacién de comple jos inmunes visidbles macros
cépicamente pudo haberse debido a que existia un exceso de an-
ticuerpo y los comple jos formados erun solubles.

.Al probarse estas mezclas por electroforesis en geles de -
PAA-SDS, para determinar el peso molecular de los componentes
de los comple jos inmunes formudos "in vitro", se encontré que
los extractos que habfan dado .precipitado visible en los capi-

lares tuvieron una bunde de proteina cuyo peso molecular estu=—

vo comprendide entre 4.2 x 104 y 6.0 x lo4 dultones y que pue-
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de corresponder a 1los anti;cnos uel tubaco 6 a cadenas rolirep
tidicus de inmunoglobulina. En los que no se observuaron comple
jos inmunes, solamente uno .le ellos (TPBSl) presentd una !.and.,

siendo erativos los de TSD3, y TTRanlUGl. Lo unterior apoya

1

la posibilidad de que en el TPBS., si se formuron comple jos in-

munes y gue el untireno estaba ei veque’as concentraciones. En
las otras 2 meuclas 1no yudieron ser detectados los comple jos -~
inmunes porque las concentraciones fueron menores y el método
80l0o es positivo 4 concentraciones mayores. Por CIEF y MDID =i
se obtuvieron recciones de precipitacién con «ambos extractos -
(Tabla I-A) ¥y lu sensibilidad aproximuda es se € 1 ug/ml y de

¢ 10 ug/ml resypectivamente,

ESTUDIO DE IOS ANTIGENOS DE TARACO Y ANTICUERPOS ANTITABACO LN
EL SOBHENADANTE DE COMPLEJOS INMUNES FIJADOS A MACROFAGOS
ALVEOLARES.

El andlisis re.lizudo en el sobrenadante de la incubacién de
macréfagos alveolares con complejos inmunes tabaco-antitabaco
reveld una ccncentracién proteica baja, lo que giere decir, --
que existiu proteina gque podfa provenir del antiguero 6 del ex
tracto, pero que no fue suficiente paru poderla identificar en
la CIEF y microhemaglutinacién.

BEsto mismo fue obserwvudo wl utilizar controles de extracto
de tubuco, en los que se les afieadid una cantidad semnejante de
SSB para simular la dilucién hecha con el antisuero de cone jo
¥ viceversa. El anilisis de estos datos revela que puede exis-
tir la posibilidad de que el anticuerpo y el untigeno solos; -
puedan ser capbados por los macrbéfugos alveolares 6 que su bu—
ja conqentracién proteica detectada en el sobrenadante no fue

la suficiente como para demostrar su presencia.
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EXTRACTOS SALINOS DE TABACO Y ANTISUEROS TROCESADOS POR C .OMA-
TOGHAFIA EN SEPHACAYL §-2C0.

Los diferentes 2xtructos de tabuco pasudos por la column. Jde
Sephac.yl S=200 presentaeron 1 pico peguefio con le determinacidn
de protefna por el método de Lowry ¥ col.(33), o sea que el ex
tracto de tubaco contenfa poca cantidad de wntfgeno y que cuan
do se les afiadil SSB para tener la misma concentracibn que con
el antisuero de conejo, se diluyd y no se detectd en lus frac-—
ciones obtenidas, ademés su peso molecular fue menor de 12 348
daltones (con respecto al citocromo C) compar.tivamente con la
glicoproteina descrita por Beciker (15) que tiene un peso mole-
cular aproximudumente de 1€ (000 daltones.

Cuendo se usd una columna més lurga para me jorar la Separa-—
cidén, las muestras se diluyeron audn mds, y no se encontré pro-
*V tefna en estas frucciones por el método de Lowry y col. (23);
a excepcidbn del TPBS3 en el que se tuvo proteina en pequefias -
concentraciones (0.05 mg/ml). ‘

Con los antisveros de conejo (A y B) se confirmé la presens
cia de proteinus al revelarléé'por el método de Lowry y col.

: La modificacién del tamafio de las columnus en lus muestras
§ de sueros (antisuero de conejo B y suero humano de un paciente
¢ con IAM) tanbién fueron afectadas por la dilucién, pero ain a-

- 31 se lograron separar sus componentes por peso molecular.

;COMPLEJOS INMUNES FORMADOS "IN VITRO" CON ANTIGENOS DE TABACO
1 Y ANTISUERO ANTITABACO PROCESADOS POR CROMATOGRAFIA EN
SEPHACRYL S-200 o

: Los picos obtenidos en las columnus para las megeluas de los
éiiferentes extractos con el antisuero de conejo fueron simila~

ar%s a los observados con los antisueros de conejo sologs, 1lo =~
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cual aroyurfu yie fuzron +ocos los comple jos inmunes forradon
"in vitro", cntes Jde procesarlos por la columns, ¥ que ol di -
luirse no se pudieron detectar por los métodos gmplewdos en lus
fraucciones obtenijas; ademds, existia un exceso de wanticuerpo,
el cusl se volvid & encontrar en lus fracciones por el método
de Lowry y col. (23), aungue este concentracién de proteina no
fue guficiente para demostrarlo por CIEF.

Al procesar lus muestruas en unu columna de mayor altura se

rudo hacer una mejor separacién de los componentes.

ESTUDIO DE 1LOS COMPLEJOS INMUNES EN EL SUERC DE PACIENTES CON
IAM.

Se demostré la existencia de anticuerpos circulantes en el
94 ,7% de los suerqs de pacientes con IAM fumadores y en un -~
22.,6% -de ellos también se logrd detectar antf{geno de tubaco ,
adn cuando por su misma enfermedad se les habfa prohibido se -
fuir fumando.

En los sueros de pucientes no fumawdores se encontré que por
CIEF el 1CO% tuvo anticuerpo libre. El 27.2% reaccioné contra
antisuero antitabaco de conejo, pero se reguiere revisar si el
antisuero de conejo reaccioné con alguna proteina del suero hu
mano & con algin antigeno de tabaco presente en el suerc de Pa
cientes no fumadores. El alto porcentaje de positividad obteni
do en los no fhmadores 3e pudo haber presentado porque fue bajo
el nﬁmero de sueros colectados y se reguieren mdis suercs de los
no fumadores pufa que los resultados obtenidos fueran signifi-
cativos.

En el sobrenadante prcveniepte de la incubacibén de complejos
kinmunge con macréfugos alveolares se detectd baja concentracidn

de proteina, lo que posiblemente sea de los mismos comple jos =

-8l



inmunes que no se unieron a la membrana del muacréfugo, ya que

no existe lo posibilidad de quevsean anticuerpos 6 wnbigenos ~
solos porque el suero fue precipitade con PEG 6000 y este méto
do separa los comple jos inmunes ain w bajas concentraciones de
estos complejos y dej= libres a los antirenos y anticuerwpos 50
lubles. Estos comple jos inmunes no se detectaron por la ausen-
cia de antigeno y «nticuerpo libres.

Cuzndo los complejos inmunes se :disociaron mediante calenta
xiento y trautamiento con SDS y se les proceséd por zlectrofore-
zis, se logréd demostrar la yresencia desde 1 hasta 7 bundus de
proteina en el 93.7% de los suercs de fumadores y de 1 a 4 ban
das en el 90% de los no fumadores y con pesés moleculares senme
jantes en ambos casos. Una de las bandas de protefna identifi-
cadas tuvo un peso moleculur aproximado al de lu glicoproteina
de tabaco encontrada por Becker {15) y las dem&s tuvieron pe -
sos moleculares hasta de 1.7 x 105, lo que significa que el com
ple jo inmune si estaba compuesto por antigenp de tabaco y anti
bcuerpo antitabaco, posiblemente de la clase IgG. Esto no pudo
ser demostrado més especificgmente cuando los comple jos inmu -
nes unidos a log macréfagos alveolares se disociaron con SDS y
posteriormente se les procesd por electroforesis ¥y porgque la -
muestra se diluyd y la concentrucién de proteina no fue sufi -
ciente para su determinacién.

- Se Jdemostraron mediante el anilisis de inmunofluorescencia
los complejos inmunes adheridos a lu membrana de los macréfagos,
ya que la antigamhaglobulina humana fluoresceinads se unié al
anticuerpo del complejo inmune, siendo mayor el mimero de célu
2as fluorescentes en los fumadores que en 1los no fumadores. -—-
Sin embargo, los macréfagos tienen receptores para Fe de inmung

-

obulina por lo gue se propone gue los anticuerpos sean de

@mta clase,




IBACTIVIDAD DE LOS SULROS Di INDIVIDUOS DONaADORES JE SANGRE
CONTRA ANTIGENOS DE TABACO.

El 92,8% de los sueros de individuos donadores fumadores -
mostruron tener anticuerpos conbtra tabaco y solamente en un do
nador se encontré el antizeno libre. En el caso de los no fuma
dores tumbién hubo hasta un 80% de positividud de anticuerpo -
pero no de antigeno, indicindonos los resultados gue ambos gru
pos, estando o no en contacto directo con el cigarrillo, desa-
rrollan una respuesta inmune humoral contra el tabaco, siendo
nayor en fumadores auctivos que en pasivos, ya que se llagaron
a identificar hasta 3 bandas de precipitacibén, o sea, que los
fumadores desarrollan anticuerpos especificos contra 3 de los
antigenos del tabaco y en los no fumwdores solamente se recong
cieron hasta 2z de ellos. |

El procesamiento de log sueros por electroforesis en geles
de PAA~SDS no revel6 lu existencia de la glicoproteina del ta-
baco identificada por Becker ¥y col.(15) ya que solumente ge tu
viéron proteinas de peso molecular comprendido entre 5.4 x lO4
¥y 1.7 x 105. por lo que posiblemente se trate de JIgG.

EZn el grupo de donadores fumadores y no fumadores no se pue
de apoyar que los complejos inmunes esten compuestos por anti-
genos de tabaco y anticuerpos antitabaco, ya que solamente han
desarrollado una respuesta inmune humoral contra el tabaco y

que no es patorénico en estas condiciones,
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los extrazctos salinos de twubaco son inmunégenos pura el co-
ne jo.
La purificacién purcial de los antigenos de tabaco con sul-

f.to de cmonio permitié postular la existencia de cuundo me

.nos 4 antipgenos, y que probablemente estos son de caracte —

risticas proteicas. Una de ellas puede corresponder a una
glicoproteina de 18 000 daltones y qué contiene fierro.

Los pacientes fumadores con IAM tuvieron anticuerpos antita
baco en el 94.7% de los casos demostrables por CIEF. En los
individuos donadores de sangre y en.los pacientes con IAM -
no fumadores se presentaron anticuerpos antitabaco en un -
80% y 100% de los casos respectivamente; sin embargo; el nd
mero de sueros estudiados fue bajo, por lo que consideramos
que se requiere incerementar el mimero de individuos estusiu
dos pura tener mayor certeza de esta positividad en contra
de los antigenos del tabaco. Lo anterior permitirs hacer -
propuestas concretas sobre la importancia, o no, de los an-
tiéuerpos antitabaco en la inmunopatogenia de las enfermeda
dés cardiovasculares.

Para demostrar la presencia de antigenos del tabaco en el
suero de fumadores se empleo un antisuero antitabaco obteni
do en cone jos, la reactividad pﬁdiera corresponder a la reac
cién de ese complejd antigeno-anticuerpo, pero cabe la posi
bilidad de gue el sﬁero antitabaco contenga anticuerpos con
tra proteinas séricas humenas, como puede observarse en co-

‘'ne jos hiperinmunizados que elaboran factor reumatoide.

La presencia de comple jos inmunes circulantes en el suero -
de pacientes con IAM se demostrd por el estudio de inmuno -

fluorescencia,
Los comple jos inmunes circulantes estuvieron presentes en

~H4-



7)

la sangre de los pacientes no fumudores y fumudores con IAM.
Existe la posipbilidad de que uste complejo contenga la gli-
coproteina de 18 000 dualtones.

Por todos los resultados obtenidos con los diferentes méto-
dos se confirma que el sucrc Jde pacientes con IAM fumadores
¥y no fumadores, contienen unticuerpos libres y los comnle jos
inmunes circuluntes que reconocen al tabaco y por lo tanto
seria conveniente estudiar su inmunopatogrenicidud, asil como
su participacidn en el desarrollo del IAM considerando ade-~
mis que existen miltiples factores que intervienen en la

evolucién de la enfermedad.

-85



BIBLIOGRAFIA



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Rojas,we: Inmunolczfa, 4a. vu.,bd. Colina, Colombia, 1, ==
1978.

Fudenberg,H., Stites P.D., Caldwell L.J. and Wells V.J.: In
‘munologfa Clfnica, 3a. ed.,£d. El Manual WModerno S.A., Méxi
co, 29, 1982.

Dixon,F.d. and Kunkell, H.G.: The biology and detection of

immunes complexes, Advonces in Immunologv, 28:89, 1979.

Hawn,C.V.4., and Janeway, C.,A.,: Histological and serologi--
cal Bequences in experimeatal hypersensitivity, J.BExn.Med.,
85:571, 1947.

Germuth, F.C.: A comparative histologic and immunologic stu
dy in rabbits of induced hypersensitivity of the serum sick
ness type, J.Bxp.Med., 97:257, 1953.

Dixon,F.d ez The role of antigen-antibody comvlexes in diseg
se, Harvey Lect., 58:21, 1963.

Dixon,F.Jd., Vazquez, J.J,,Weigle,¥.D, and Cochrane,C.G.: Pg
thogenesie of serum sickness, Arch. Pathol., 65:18, 1958,
Braval,lL and &lomianski,R.: Tabaquismo, Informacidén Cientf-
fica y Yecnoldgica, 3327, 198L.

Hutchinson,J.s The families of flowerins plents, 2a. ed., =

Oxford University Press, 484, 1959.

10). Lawrence ,H.M.G.: Taxonomy of vascular plants, 4a. ed.,The

Macmillan Company, New York, 693, 1959.

11) Janick,J.,Schery,R.¥W.,Wods,F, W, and Ruttan,V.¥: Plant ww

science an introductio: to World Crops, 2a. ed.,w.ﬂ. Free-

man and Company, San Francisco, 543, 1974.

-



12)

13)

14)

15)

16)

Larson,P.S,,Haay,H.B. and Silvette,H,: Tobacco experimen-e-
tal and clinical stuaies, LThe Williams and Wilkins Co.,

1553, 1961.

Harkavy,J.: Tobasco sensitization in rats. Proc. Soc. Exm.
Biol. Hed-, aé’381. 1937.

Chu,M, ,Parlett ,R.C, end Wright,G.L.: A preliminary investi
gation of some immunologic aspects of tobacco use, Am.Rev,
RBBD. Dis», ;023118, 19700

Becker,C.G.,Dubin,T. end Wiedermann,H.P.: Hypersensitivity
to tobacco antigen, Proc. Natl. Acad. Sei., U.S.A.,
73:1712, 1976.

Lehrer,S.B.,¥ilson,M.R. and Salvaggio,Jd.E.; Immunogenic ==
propexrties of tobuacco smcke, J.'Allergy. Clin. Immunol.

. 621368, 1978.

17)

18)

19),

20)

Gleich,G.J. and Welsh, P.¥,: Immunochemical snd physicoche
ﬁical properties of tobacco extracts, Am. Rev., Resp., Dis.,
120:995, 1979.

Becker,U. znd Dubin,P.: Activation of factor X1l by tobac-—
co glycoprotein, J. Exp. Med,, 146:457, 1977.

Bébker,c.ﬂ.,hevi,R. end Zavecz: Induction of IgE antibodi~
es to antigen isolated from tobacco leaves and cigarette
smoke condensate, Am. J. Pathol., 963249, 1979.

Levi,R.M.D,.,Zavecz, J.He,Burke,JoA.¥.5. and Becker, C.G.:
Cardiac and pulmonary anaphylaxis in guineus pigs and ra~——
bbith induced by glveoprotein isolated from tobacco leaves
and cigerette smoke condeﬁaaxe, Am. J. Pathol. 106:318,
1982,

~b7-



21)

22)

23)

24).

25)

26)

Romanski ,B.and Broda,S5.: The immunological response to to-
bacco antigens in the smoker, I, Specific precipitins aga-
inst tobacco antigens in tae serum of healthy cigaretts -

smokers, Allergol. Immunopathol., 5:659, 1977.

Roma:sid ,B.,Broda,S. and Swiathowski, M.: The immunologic

regsponses to tobacco antigens in emokers. II. Specific pre
cipitine against tobacco antigens in the serum of smokers

suffering from coronary heart disease, Allergol. Immunopa~
thol., 6:383, 1978.

Romanski ,B. ,Broda,S.,Swiathowski ,M.and Zbikowska: The immy
nological response to tobacco antigens in the smoker. IIIX.
Type IITI hypersensitivity skin reactioas and specific Bewm=
rum precipitins to four differenta tobacco extracts in pa-
tients suffering from coronary artery disease, Allergol.
Immunopathol. 7:187, 1979.

Romanski ,B.,Broda,8. ,Swiatkowski M.and Zbikawska~Gotz: The
immunologic‘resPonse to toonacco entigens in smokers. V. -
Plasma concentrations of immunoglobulin ana some comple-
ment. ¢omponents in tobacco hwnergensifivity vatients éufﬁg
ring from coronary artery disgase;'ﬁllergol. Immunopathol ,
9:487, 1981. "

Szundy,g.,Zsuzsa,ﬂ.,Fﬁét,G. and 5zékely,d.: Serial measure
ment of circulating immune compléxes in mvocardisl infarc-
tion' Br. Hea’c"t J.' AQ:QB' 19810

Schuman,L.M,.: Introduction and summary in smoking and hew-
alth a report of the s.rgean general, Sec.l, U.S.vaer—
ment Priating Office, Washington, 3, 1979.

27) Lynch,G.,Nightingale,?.E.,Ellis,R.L, and Hoffman,D.: Conge

~88-



28)

29)

30)

31)

32)

33)

34)

tituents of tobucco smoke, In smoking and heulth & renort
of tne surgeon genersl, U.S.Goverment Printing Office, vwas

hingpon, 1, 1979.

Barona,P.A.,Borunda,0. ,Luny, J.,0cafia,H., and (ezada,B.: -
Yabaquismo, Rev. Fac. Mea. UNaM (México), 24:6, 1981.

Ginns,L.C.,Goldenhein,P.D.,vwiller,L,G,,Burton,R.C,,Gillick,
L, Colvin,R.B.,Goldstein,G.,Kung,P.C, ,Hurwitz,C.and Kozemi,
H.: T-lymphocyte subsets in smoking and lung cancer. Analy
8is by monoclonal wuntibidies and flow citometry, Am. Revw,
Resp. bis. 126:265, 1982.

Sordow,R.A. ,Lenfan,C.J .M. ,Frank,S., Schweizer,M.and Hurd,
3.5: Nonneovnlastic broncnovulmonarv disease. In smoking and
healtn a report of the surgeon general, U.S. Goverment ——-

Printing Office washingbon, 1, 1979.

Preciado,A. y Martinez,R.D.: Estudio inmunoldégico del tabe
co. X1V Congreso Nacional de Bioqufmica, Clinica Guadalajg

‘ra Jal. 179, 19820 LY

Martfnez,R.D. y Preciado,A.: La respuesta inmune humoral -
contra tabaco en individuos fumadores y no fumadores. Pri-
mera reunién de los alumnos de Maestrf{a vy Doctorado en Bio

medicina 1982.

Lowry,0.H,, Rosebrough,N.¥Y.,Fart, A.L. and Randall,R.J.:

" Protein measurement with the folin-phenol reagent, J. Bi--

Onkelinx,E.,Meuldermans,M.and Lontie,R.: Glutaraldehyde ag
‘couplin reagent in passive hemaglutination, J. Immun. 16:

35, 1969.

-~£9-



35}
36)
f 31)

38)
39)
§ 40)

41)

42)

43)

Martinex,R.D.,Pérez ,M.8.,5aldua,A. v Preciado,A.: Activi-
dad de lectina en extractos del tabaco v de otrus solana--
ceas. X1V Congreso Nacional de Bioguimica, Clfnica Guadalg
jara, Jal., 180, 1982. .

Martinez ,R.D,,Bialostosky,lU. ¥y Bassoti,R.: Estudio inmuno-
seroldégico en pacie . bes con infarto agudo del miocardio.l.
anflisis inﬁunoseroldgico. Arch. Inst. Cardiol., México, -
48:414, 1978.

#adsworth,C.: A microtechnigue emploving a gel chaﬁber com
pared with otrher micro and mac¢ronlate technique for immu~
nodifusién. Intern. Arch. Allergy. Appl. Immun., 23:131, -
1962,

Saldua,A.L.: Los anticuerpos anticorazén v snti-estrevtoco
co en los padecimientos cardiovasculares. Tesis I.P.N.’
E.N.C.B., 1982,

Inman,ReD.,Redecha, P.B,,Knechtle, J.J., Schned,E.S5., RijJn,
I.V. and Christien, C.L.: Identification of bacterial antj
gens in.circulating inmmune complexes of infective endocar-
ditis.J. Clin. Invest., 70:271, 1982.

Mart{inez ,R.D.and Montford,l1.: A study of the specificitv -
of alveolar macrovhages antigens. J. Immun. 25:197, 1973.
Goldman,M.: Fluorescent antibody method, Academic Press, -

New York, 1968.

¥art{nez,R.D. y Santos,G.: Rossette inhibition factor (s)
in the sera of cardippathic patients, Allergol. Immunopa-—-
thol., 91527, 1981. '

Weber,K.,and Osborn,¥.: The reliability of molecular wei-

-90-



44)‘

45)

ght determinations bv dodecilsulfute~polvacrvliamide gel e-
lectro phoresis, J. Biol. Chemn., 244:4406, 1969.

Nowothy,A.: Basic excercises in immuwnochemistry, 2a. ede.,

Springer-Verlag, New York, 251, 1979.

Bialostoky,D. and Dorbecker,N.: Radiological diagaosis of
the left ventricular failure in acute myocardial infarcti-

on, Arch. Inst. Cardiol. (Mécico), 45:720Q, 1974.

-91-



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Fundamentos de la Elección del Tema
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Hipótesis
	Métodos de Trabajo
	Material Biológico
	Preparación de Soluciones
	Resultados
	Tablas
	Figuras
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



