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RESUMEN 



Los compuestos nocivos contenidos en el t~b~o y su humo ba 

jo sus diversas formf;l.5 de uso caus~n daño directo ul or ~nismo. 

La asociaci6n entre el tabaquismo y las enfermedades pulmona -

res. es muy estrecha y este hábito es un f.,.ctor de riesgo en la 

insuficiencia coronari~ y en el infarto agudo del miocardio. 

Lo anterior nos motivó para estudiar la respuesta inmune anti­

t~baco. En un modelo experimental se mezclaron loe a.ntiaueros 

de conejo con diversos extractos de tabaco obtenidos con PBS, 

SDS, TW-20 6 TR-X-100 incubándose a 37º0 por 30 min., se cen.­

trifugaron y el sobrenadante se paa6 por Sephacryl S-200. Los 

sobrenad1:1.ntes mostraron resulta.dos poaitivos por CIEF, MD1D , 

hemaglutina.ci6n, electroforesis en geles de PAA-SDS y determi­

nación de proteína por el método de Lowry y col., A las frac -

ciones resultantes se les determino proteína por el mismo m~t~ 

do anterior. Loa resultados por CIEP' y MDID fueron nepativos -

para cada fracci6n con los diferentes extractos de tabaco tra­

tados. con suero inmune. La hema.glutinaci6n fue positivu. en al.­

gunl::l.B de las fracciones hasta 1:8. 

Los sueros de pacientes con IAM fumadores y no fumadores 

fueron positivos por CIEF, por la precipit~ci6n con PEG 6000 , 

asi como por la electroforesis en gel de PAA-SDS del preoipit~ 

do. Estos resultados revela.ron la presencia de anticuerpos coa 

tra tabaco y una proteína de peso molecular aproximado ~ 18000 

dal.tones que pufde corresponder a la glicoproteína del tabaco. 

· En su je tos norrnctles, los cucU.ea fueron donadores de san.ere, 

fumadores y no fumadores, tamb14n revelaron la presencia de aa 
ticuerpos contra tabaco pero no de la proteína de peso molecu­

lar aproxima.do a 18000 da.l.tones. 

En este trabajo se demostró que existen complejos inmunes 

-1-



circulti.ntes en el suero de p<:Lcientes con IAM t'umadores y no f~ 

mc..1.dores que reconocen al td.b<::1.co y que pudieran ser ..<l.lunos de 

los factores patogénicos responsables que intervienen en cier­

tos c~sos de insuficiencia coron.cl.ria e IAM. 
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INTRODUCCION 



El individuo normal tiene la capacidad de defenderse de los 

agente ti nocivos que encuentra en su medio ambiente, gracias a. 

una serie de mecl:inismos presentes desde el nacimiento, algunos 

de los cu,i::tles no dependen para su efectividad de experiencia..s 

previas c<Dn un microor,:-anismo 6 antieeno determinad.o, en t~to 

que otros si. A este conjunto de mec:....nismos de defensa se le -

llama inmunidad (1). 

El sistema inmunológico esta integra.do por 2 componentes -­

principales: la inmunidad celular y la inmunidad hu.moral. Es 

tos componentes se desarrollan a lo largo de via.s de diferen 

cia.ción separa.das pero interrelacionadas, donde intervienen d! 

versos tipos de cálulas y tejidos. El linfocito es l~ célula -

central en inrnunolo€1a. y los estudios real.izados hu.n permitido 

la identificación de 2 poblaciones principales de linfocitos -

designados como lin:focitoa T y linfocitos B ( 2). 

Los linfocitos T (célulüS T) son llamados así porque derivt:.n 

del timo o son influidos por el durante su desarrollo y son 

los ~esponaables de diversas funciones en i~ inmunidud celulur, 

incluyendo la reacción cutánea retardada, la defens~ contr~ 

·ciertos microorganismos, el rech~zo irimunitario de los injertos 

y la inmunidad witihumoral (2). 

Los lini'ocitos B {células B) son denomina.dos asi debido ~ -

que se desarrollan en la bolsa de Fabricio en las ~ves y en la 

médul~ Osea de al.gunas
1

eapecies, quizA incluyendo la humana. 

Loa linfocitos B y su progenie, las células plasmAticas, son 

lo~ responsable.e de las funciones de la inmunidad humoral, la 

cual se expresa a través de la producción de proteinas plasmáti 

cas circulantes de elevado peso molecular denomina.das a.ntioue,t 

pos 6 inmunoglobulinaa. 

Loe anticuerpos se origiruui como respuesta a las sustancias 
extra.íla.a introducidéit.$ en el organismo, las cuales han sido 11~ 

-3-



madas inmunógenos 6 antigenos (2). 

Las inmunoglobulinas comprenden un grupo heterogéneo de pr2 

teínéi.S que constituyen del 10 al 20% de las proteínas plasmát,! 

ca.s totales y son llamadas también gammaglobulina.a porque en -

la electroforesis del suero, la mayoría de ellas migran a la -

zona designada como gd.llllila. Las inmunoglobulinas son glicopro -

teina.s compuestas de 82-96% de 'aminoácidos y de 4-18%> de carb2 

hidratos, siendo el componente polipept!dico el que posee ca.si 

todas las propiedtl.des bio16gicas asociadas con las molécula.a -

de los anticuerpos. En los huma.nos existen 5 tipos de inmuno -

globulinas que son: IgG, IgM, IgA., IgE e IgD, de l.os cuales la 

. IgG ea la más abundante en el suero. 

Los inmunógenos I&ás importantes son las proteínas maoromol~ 

culares ·de peso molecular superior a l.00 000, pero loe polisa­

cáridos, los polipéptidos sintéticos y otros p~límeroa aint4t! 

coa como la polivinilpirrolidona son inmunógenoa en condicio -

nea apropiadas, siendo regla general las moléculas de peso mol_! 

cular mayor de 10 000 (2). 

La sinteais de anticuerpos específicos pueden interactuar -

con los antígenos que originaron su producci6n y unirse a el1os 

por medio de enlaces no covalentes y por las mismas fuerzas de 

atrti.0ci6n entre las moléculas para formar complejos inmunes. 

La respueatu inmune tiene el propósito de eliminar y/o neutra-
' lizar loa ant1genoa, beneficiando al huésped, como en el caso 

de algunos virus y toxinas. Sin embargo, no h~y duda de que 1a 

formación de los complejos inmunes puede ser perjudicia1 (3). 
Los efectos nocivos de los complejos inmunes fueron sugeri­

dos al principio. de este sig1o por Von Pirquet ( 3), quien pro­

puso que durante e1 ataque y el curso de una. enfermedad el su~ 

ro podia tener "factores tóxicos" producidos por la interac --
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ci6n del anticuerpo y del ..... ntí¡reno. Observt1.ciones similt:ires -­

fueron hechas posteriormente por Longcope( 3), Rich y Gregory -

(3) y Hawn y Janeway (4). 

El papel patog~nico de los complejos inmunes fue demostrado 

durante los ai'los de 1950 por los trGbajos de Germuth (3,5), D! 

xon y asoci~dos (3,6,7), quienes confirmaron y amplific~ron la 
teoría original de Von Pirquet, usando a conejos en su modelo 

experimental. 

Otras células mononucleares que interaoti1an con los linfoc! 

tos pti.ra desencadenar una respuesta inmune de tipo hu.moral 'Z/o 

celular son los macr6fa.gos (1). Estas células fagociticaa se ~ 

riginan en los vertebrados de los promonocitos existentes en -

l~ médula Osea, circulan en la sangre comó monocitos y luego -

migrw:i a los tejidos. Una vez en los tejidos los mon~citos ev2 

.lucionan a macr6fagos {hiatiocitoa) en diversos sitios a.na.t6m! 

coa incluyendo la cavidad peritoneal, la m~dula ósea, el pul -

m6n, el bazo, los ganglios linfáticos y el hígado (células de 

Kupffer) (2). 

Los macrófagos varian grandemente en su tamaflo y morf ologia 

dependiendo del lugar en donde se encuentren y pueden sobrevi-

vir durante meses en loe tejidos. Poseen diversos i~cep~dres,­

enzimas y proteínas transportadoras sobre su superficie celu -

lar. Existen.cuando menos 4 grupos generales de receptores de 

membrana. sobre loe macr6fagps: receptores para la porci6n Fe -

de las mol~culas ~1 e IgG3; receptores para fragmentos de 

C3b; receptores inespecificos que ligan partículé:l.S como la.a 
' . 

cuentas de l~tex, aglutinados de proteína, 'eritrocitos tratados 

con aldehídos y hemocianina y receptores para lactinas de las­

p1a.ntas, los cuales les son útiles para poder llev~r a cabo su 

f"unci6n inmunitaria. (2) 
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Se h~ consi~er~do lu posibilid~d de que los prodvctoa ce! 

tabc.;.CO fueri.il'l 1.c::: c~u:.:>~·.ntes de .::nf·er:ned.,.i.les, ir.1.:J..uy1::rdo c..l: u 

nas en l(;J.s que ir..te1-vienen mec...nismos inmunológicos ( 28) • 

. A continuac~6n BC Jescribirá un~ breve histori~ del t~b¡;¡.00. 

El tab¡;¡,co (Nicotina t .... bacum) es UnLl pli;;llltc:. orif:.in..J.ri1:1. de Amér,! 

ca pertenece ~ orden de ld.S Solanácet:LS y al género Nicotin~, 

del cu~l existen alrededor de óO especies, crece en climé:l.S cá­

lidos y templad.os. El tub<:i.Co cultivado y us1:1.do moderddamente -

por los indoamericanos, quienes lo fumabun con fines ceremoni~ 

les y terap~uticos princip~mente en las Antillas, México, Br~ 

sil, la Florida y Virginia, fue introducido por los conquista­

dores del Nuevo Mundo a Europa, primero como curioside:;.d y des­

pués ~olicitado por poseer un v~los medicinal, extendiendo su 

cultivo y consumo a todo el mundo (8,9,10). 
Durante los siglos 'XVII y XVIII el tabaco fue recomendado 

como le:;. "pana.cea", para trati:i.r diversos m<:1.lest<.tres, desde el -

dolo~ de muelE:t.S y reum~tismo hasta intoxicación sanguínea e i~ 

digestión. Por un tiempo el uso del t~baco en forma inhalada 

fue aceptado, pero después este se us6 fumándolo, siendo usd 

do casi exclusivamente por hombres; cuwido se fu.t.ricaron los -

ciearrillos en el siglo XX también las mujeres iniciaron el h~ 

bito del tabaquismo. Desde entonces el uso del t~baco continúa 

incrementAndo~e m1n co~ la advertencia de que es perjudicial -

para la salud (11). 

El centro principal de producci6n del tabaco es Norteaméri­

ca, incluyendo México, Canadá y los Est~dos Unidos, después le 

sieuen China, India, Pa.quistán, Brasil, la URSS, Japón, Turquía, 

Grecia y Bulgaria. 

Se a~i.be que 1d.S enfermed'""des crónic ... s que se presenta.n gen~ 

rd.lmente entre los fum~dores se hallan en relación direct~ co~ 
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el nú.mero de cigarrillos que consumen, además, de otros fucto­

res que modifican la cantidad del d~'io que causa el hábito de 

fumi:;.r, como son: edad u. le.. que se a.dquiere el hábito; tipo de­

tabaco y de cig~rrillos ( el filtro ayudd a mitigar los efec -

tos dañinos); dur¿.ción del hd.bito¡ man.tener el cigarrillo en -

l~ boca entre fumada y furnuda haciendo que la acción de la nic2 

tina sea m~yor y fumar el cigarrillo hasta el final, lo que 

provoca una mayor inhalaci6n de sustancias nocivas. Pero los 

cigarrillos no solo perjudican a los fumadores, sino twnbién a 

quienes, sin fumtU", tienen que soportar una atmósfera s~turada 

de humo. Pruebd.S realizcl.da.s en A'.¡.em..i.nie. demuestran que una pe_r 

sona no fumadora que se encuentra en sitios de fumadores (res­

taurantes, cafés, oficinas, etc.), inhala una. cd.ntidad de nic2 

tina equivalente a la que se consume fumando un cigarrillo por 

hora. Los efectos que produciria un ambiente de este tipo de 

penden de las características del individuo que lo inhala en 

contra de su voluntad, causando en los adultos desde una irri­

tación de los ojos o la garg~nta, hasta un ata.que de asma o de 

angina de pecho en persona.a predispuestas, y en los niños Wld. 

mayor incidencia de enfermedades respir~toriaa debido a que ti~ 

nen una. mayor sensibilidad y ventilación pulmonar por minuto y 

por peso corporal (8). 

Estudios realizados por diversos investigadores han demostr~ 

do l~ capacidad antiEénica del tabaco y de ellos se h~blará a 

continuación. Harkavy {12,13) demostró que los extractos de t~ 

baco inyecti:W.os intrE..peri tonealmente a ratas, ••sensibilizaron" 

sus tejidos Y que por lo tanto los extractos eran antigénicos. 

Posteriormente Chu y colaboradores (14) demostraron que al­

gunos componentes presentes en el ex·tr~to de tabaco de cigé:i. -
rrillos eran antigénicos para conejos. 
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~!:~s recientemente se ha demostrc;.do que los extrt:.l.ctos de h.2, 

jas, el humo y el condens~do de humo de t~baco tienen susta.n 

cias c~paces de inducir una respuesta inmune humordl (15, ló 

17) .• Adem~s, se hcl. purificado Urld. glicoproteim;., de peso mole­

cular de 18 000 dultones, que contiene 0.3~ de Pe y también se 

han aislado susta.nciti.S semejd.l'l.tes ~ l~ quercetina (15,18). Ut1 

lizando esta proteirw., se h~ loEr~do sensibilizar a conejos, -

obteniéndose IgE específic~ contra la glicoproteina producién­

dose reucciones de hipersensibilidad (19,20}. 
Se ha probado por la inhibici6n de la hemaglutinuci6n que ~ 

tros miembros de la familia Sola.na.ceae, incluyendo además del 

·t~be.co, a la berengen.a., a1 pimentón, a la pdpa y al jitom~te, 

contienen antígenos de reacción cruzada, con una. mo~iliddd e-­

lectroforética similar al~ glicoproteina del tabaco (15}. 
Romanski y col. (21) demostraron la presencia de anticuerpos 

contra. tabaco por precipitación en gel en un 11. 8%, de una po­
bluci~n de 361 fumadores sanos de ambos sexos e independiente­

mente de la duración del hábito y del m1mero de cigarrillos 

consumidos diari""1Il.ente; los anticuerpos a.ntitabaco t<:Unbién se 

encontraron en personas que habían dej~do de fU!né..r por algán -

tiempo; pero no observaron estos anticuerpos en 1os no fuma.do­

res sanos; lo anterior indica una estimula.ci6n a.ntigénica en -

los sujetos fumQdores provocada por compuetos provenientes del 

tabd.Co. 

También se demostró la presencia de estos anticuerpos con -

tra. tabaco en un 29. 34% de un"4 población de 184 fumadores con 

síntomas de coronariopatía crónica 6 IAM (22). 

En uru:i. pob1a.ci6n de 70 paci~ntes con isquemia 6 IAM, de 1os 

cua1ea 49 fueron fum~dorea y 21 no fumadores y tr~b~jando con 
•. 

4 diferentes extr.:.oetos de tabaco se encontraron anticuerpos e!!, 
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pecíficos en el suero de 13 de los pacientes fum~dores, pero -

no en el suero de loe no f'umé;.l.dores (23). 

En fum~dores con enfermed~d arteriocoronarid se encontró 

que existe aler[i~ tipo III al tabaco y que algunos cwnbios i~ 

munológicos, tales como el incremento de inmunoelobulin.as y la 

disminución de los niveles de componentes del complejo s~rico 

como el C3 y C4 sugieren la presencia de inmunocomplejos circ~ 

14!ltes en los pacientes estudiados (24). 
Existe la evidencia de que los complejos inm~nes estan inv~ 

lucrlil.dos en el desarrollo de lesiones in:flamatorias en va.ríos 

órganos de pacientes y en aním.a.les experimentales. Tambi~n se 

ha demostrado que estos complejos inmunes pueden ser.deposita­

dos en las paredes. VéiSCUlares y estar circulando en la sangre 

de pacif:ntes cu-terioescler6ticos, los cu&les pueden ju.ga.r un -

significunte p~pel en el Jeaarrollo de las manifest1:1Ciones el! 

nicas de enfermedl;).dea c~rdiovi:..sculares (25). 

Se encontró que la más alta incidencia de estos complejos 

inmunes detectados en el suero de pé:l.Cientes con enfermedades 

vasculares fue en pacientes con IAM (28~), por lo que se exam.!, 

n6 seriadamente los cwnbioe en la concentración de estos compl~ 

jos inmunes desde el primer dia del ataque del infarto· hasta -

el final de l~ tercer~ semana del periodo de observi.i.Oi6n, por 

medio del consumo e.el complemento y precipitdción con Plro, ob­

servándose 3 tipos de cambios de nivel de complejos inmunes, -

los cuó.l.ea fueron asociados con el curso cliniéo de la enferm~ 

da.d ( 25). 
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FUNDAMENTOS DE LA ELECCION DEL TEMA 



;~1 uso del t!;l.buco en sus diversM form;;.:.s ht1. sido a.socLtclo -

corL un<;j. i.1¡1.ortc:1.nte mortúlid ..... d y mortc...lia.;i.d ( c6). Sus e rectos -

.;.1,dversos los han ut;rilJuido erc:..nU.~mente a lu miríadu de compue~ 

tos nocivos contenidos en el tabu..co y su humo (27) (Cua.dro l). 

Los compuestos de lu combustión del tabaco han sido reuni -

dos en 4 grd.rldes r·rupos: gé.J.Ses, alquitranes, cüco.loides y cen,! 

zas( 28). 

Entre los gEi.Ses que se producen estan: 

l) Mon6xido de c~rbono: este se incorpora a la s~gre y se com 

bina rápidamente con la hemoglobina formando la carboxihem,2 

globirw., compuesto muy estt1.ble y que en las persona.a fumad~ 

ras aumenta hasta er;. un 20% 6 más. Al aumentar la cantidad 

de carboxihemoglobina se disminuye el trC:Ln.Sporte de oxigeno 

y por consieuiente baja la oxigenación en todo el or~anismo. 

Además, aumenta la permeabilidad capil~r favoreciendo la ai,: 

tericesclerosis y la hipertensión. 

2) Oxido nitroso; produce efectos tóxicos sobre la mucosa. pul­

monar, la que se pard.liza, destruye los cilios del árbol -­

respiratorio y ~itera la eliminación del moco favoreciendo 

la obstrucción del árbol bronquial. 

3) Acido cia.nhidrico: es un veneno altamente tóxico. 

No hay duda de que existan en el tabaco sustancias carcino­

génicas deriv<a.das del alquitrmi., las cuales se acumulan en to-
' do el tracto respiratorio, se absorben, Be met~bolizán y se pr~ 

duce una irrita.ci6n constante sobre los epitelios, lo cual pr!_ 

dispone a la aparici6n de procesos degenerativos. 

Respecto a los alcaloides, hay varios que se producen por -

la combusti6n del tabaco, pero el más conocido es la nicotina, 

que parece ser el compuesto que causa la adicción al t~baco, n 
demás, la nicotin~ produce, entre otras muchas cosas, vasocon~ 

tricci6n con el aumento de gdsto cardiaco, lo que aun~do a la 

-lü-



~lismir .. uci6n ~e oxi¿::eno rcr la producción del monóxidc dE: céi.rb.2_ 

no ;;;c:n los factores rt:spon:.;ables de los ~ccidentes por ení'er:n!:'. 

d~d coronari~ obstructiva del corazón. 

·L.:..s cenizas Jel tabaco son considerc.i.d.,..s como las que menos 

du.ñ~n a la s~lud. 

Los compuestos contenidos en el tabC;i.CO y en el humo del tdb~ 

co c~san daño directo al organismo, ya que es muy estrecha l~ 

asociación del tabaquismo con las erüermedudee pulmonares como 

el enfisema, la predisposición a bronquitis de repetici6n y al 

cáncer pulmoruu- (29,30). 

Se considera que el tabaquismo es un f~ctor de riesgo ~n el 

desarrollo de insuficiencic.. coronaria y en el inf'<i.rto del mio­

cardio. 

El interés que ha resurgido sobre la asociaci6n entre el t~ 

baco y la respuesta inmune antitabaco ha motivado lu elatora. -

ci6n de este trabajo, por lo cu.al se eliéió como tem~ de tesis, 

para .tratar de demostrar la presencia de complejos inmunes ti::L­

ba.co-E:intitabaco circulc.nt.es que pueden ser en pé;;1.rte, los res -

ponsab1es de er.lgunos trustornos cardiovlil.Sculu.res observados con 

frecu~n.ci~ en los individuos fum~dores y con inf~rto del mio -

cardio. 
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RESPUESTA 

INMUNE 

Cuadro l.. Alteraciones más ±'recuentes liradas al. tabaquismo (28). 

PRECARCINOGEN 

ALQUITRAN 

DEPENDENCIA 

ESTIMULACION 

DEL SNC 

CAHDIOP .ct.'rIA ISQUEtHCA 

AR'.l'EROESCLEHOSIS 

PM:H.MEABILIDAD MUSCULAit 

Y DEPOSITO DE LIPIDOS 

ANTIGENO t----".-,.-,-.-.-----4--T..-AB ....... A .... QU__...I-.S'MO ...... _ _...-------t MONOXIDO DE CARBONO 

IRRITACION BRONQUIAL TRANSPORTE MUCOCILIAR 

DISMINUIDO + 

FAGOCITOSIS ALVEOLAR FAVORECE INFECCIONES 

INMUNOGLOBULINA A 

BRONQUITIS CRONICA ABSCESOS BRON UIECTASIS SEPTICEMIA 

ENFISEMA PULMONAR 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 



Se hL. demost.r· ... do que el ta.bci.CO contiene compu1;stos C.:J.pacefJ 

de inducir un1;¡, res•:u•~st"" inmune humor-..1; s0 pl~nte ..... L ... posil,i­

lid..-.d de que se formen complejos inmunes con los d.n' Ít•enos del 

t""'baco y que estos sea.n r·esponscibles dtl los trci.atornos curdio­

v~sculdres observci.dos en perso!lGl.S fum~dorél.S. por lo que se 

quiere demostrar y ev~luar la presenci~ de aomplejos inmunes ~ 

en el su~ro de pd.Cientes fumadoras con y sin infarto del mio -

cardio, as! como demostrar los l::l.llt:ípenos del tab~co y de los 

anticuerpos correspondientes que forman los complejos inmunes 

patoeénicos. 
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OBJETIVOS 



1) Demostrar "in vitroº el efe-oto de los complejos inmunes ma­

cromoleculares sobre f~gocitos mononucleures, usando anti -

cu6rpos 1J.ntitaba.co producidos experimenta1mente en conejos, 

mez.Clá.dos con diversos extractos de td.baco con PBS, SDS, T'ii 

20 y TH-X-100. 

2) Determinar la presencia de complejos inmunes en los sueros 

de pdCientes con IAM y demostrar que estos complejos conti~ 

nen sustancias provenientes del tabaco. 

3) Real.izar un l::Uláliais comparativo de la presencia o ausencia, 

de los complejos inmunes tabaoo-éllltitabaco en personas ea -

nas, fumadoras y no fwnr.i.doras y oon IA14. 
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BIPOTESIS 



l) Si los complejos inmunes tabaeo-antitaba.co solo se encuen -

tri.IXl en p~cientea con IA.M que tengan antecedentes tdbá.qui 

cos y no en los sujetos fumadores sci.nos se podrá postular -

la patogenicidad de estos complejos inmunes. 

2) Si los individuos fumadores tienen anticuerpos dlltitabw:;o 

de clase IgG y/o IgE, un&. nueva. exposici6n frente al. ant!g~ 

no 6 al.er€eno d~~ tabaco inducirá la formaci6n de comple~os 

inmunes tabaco.-anti tabaco, los cuales pueden ocasionar dafio, 

fundamental.mente en los vasos sanguíneas y este puede ser -

por cualesquiera de los mecCl.llismos siguientes: 

a) Activar las plaquetas l.levándol.a.s a l.a coo.gu.laci6n, pos­

teriormente a fibrin6lieis y final.mente al. daflo vascu1ar. 

(Cuadro 2). 

b) Pijar compl.emento, proceso que tincrementa la inf'lamaci6n 

y que da. lugar a. daiio vascular (Cuadros 2 y 3). 

e) Sensibiliza.1· ctSl.ul.a.s cebtl.das, l.ibera.ndo sustancias vaso­

a.ctivas que participan en l.a inf'lama.cidn y en el. daft.o . ""'! 

ve.scu1ar (Cuadro 2) • 
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COAGULAOION 

PIBR:INOLISIS 

DARO 

VASCULAR 

Cuadro 2. El tabaquismo y su relac16n con la respuest~ inmune • 

..__m_u~•-º-ª~ª-I-·_.,,---~ .... RESPUESTDP~~~~---~~-----1 CELULAR .__ ....... =-..--..=--.......i 
INMUNE ' 

LINP'OCITOS 

PRODUCCION DE ANTICUERPOS 

CEWLAS CEBADAS 

t.l¡j e 

8 Q 

~ ~ Q )-1 
1-t o en LIBERAC ION DE toj 1-3 M o ~ ('/) 
en o SUSTANCIAS .... t-3 t c:n M 

• tll VASCULARES 

IS 

LIN.FOC'ITOS 'l 

PRODUCOION DE 

LINPOCINAS 



Cuadro 3. Aotivac16n del. complemento por l.a via cl.é.sica. 

AG - AC·-··--·•o1__.c4--•1~:: 

C3 tC3a i --c3b 

0 5 .. o5a l --º5b 

Cinina 

Ana.filotoxinl:I. • 

Adherencia inmune • 

Ana.f ilotoxina • 

06 "c7--.... • 0 8 .. c9 Lisis •• 



METODOS DE TRABAJO 



INMUNIZACION Y SANGRADO ( 31) 

Se inyectó e xtr.;..cto salj.no de tabuco a cone jod de ~. 5 Kg. -

úe peso, en las siguientes fechi::i.B y condiciones: 

Día 

l · 2 ml del extracto + l ml de adyuvi;uite completo de Freud 

8 2 ml de ~xtracto 

15 2 ml del extracto + 1 ml de adyuvante incompleto de 

Freud. 

Estas 3 primeras inyeaciones fUeron por vía subcutánea y 

en varios sitios del cost~do de los conejos. 

22 2 ml del extracto, v!a intr-a.peritoneal. 

30 Sangrado de conejos 

Se obtuvieron los antisueros contra el extracto y se COB 
o gelaron a -20 e hasta el momento de URarlos. 

60 2 ml del extracto, v!a intraperitoneal. 

68 Sangrado de conejos 

90 2 ml del extracto, vía intraperitone&.l.. 

98 Sa.nsra.do de aor.i.e jos. 
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OB'rENCION DEL gXTRACTO SALINO DE TABACO ( 31, 32) 

l) Se pulverizó el cor:teniclo J.E: una ó m.;,s c.:..i.jetillio1.S de C.i.i§ti. 

rrillos {Delic~tlos, T~b~c~lora Mexic~na). 

¿) SE: pes~ron 18 g de tQb~co y extrdjeron los compuestos en un 

volumen de 450 ml de PBS ü.l) M, pH 7.2, quedando firu..lmente 

al 4% (p/v). 

3) Se dejó a 4ºc y con u.gitaci6n continua. por 18 hrs. 

4) Se filtró la mezcla a trav6s de una gasa y después con pa -

pel whatman No. 1 en un embudo. 

5) se r~piti6 l~ operaci6n por 2 veces. 
o 6) Se CE:ntrifug6 el filtrado resultante a 38 000 x g a 4 O por 

3ú min. 

7) Para 1a.s extr~iones del tabMo con detergentes se aria.dieron 

al PBS, TR-X-100 al 0.1%,ó T~-20 al 0.5~ 6 SDS al.~~. 

8) Se determin6 la concentraci6n de proteína. por el método de 

Lowry y col. {33) a todos los extractos. 

9) Se etiquetaron y se congelaron a -20°c hb.Sta el momento de 

su uso. 
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m.;~:S:·r'INA.JION Df' PnOTEINn. I'OR EL i'l!F.TODO DE LQ.rnY ( 33). 

1} Se rewiz.6 unci. curvi:i p1:;1,tr6n con .ASB a lél.S concentruciones -

de 110,, 55, 37.5, 13.7 y 6.8 ug.10.l ml. 

2) L~s muestras problema se diluyeron 1:10, 1:20, 1:4U y 1:80 

con SSB 0.15 M pH 8.4. 

3) se tomó 0.1 ml de i~s diferentes diluciones de ASB y de lus 

muestras problema, esto fue por duplicado. Como blanco se -

ua6 SSB. 

4) Se ar1adieron 2 ml de solución A(+), se mezcl~ron y dej~ron 

.repoa1:;1,r por 10 min. 

5) Se agregaron 0.2 ml de la soluci6n B (++), se mezcl6 bi~n y 

se: dejaron reposl:U' las mezclas a uni:.t. temperatura de 20°0 

por 30 min. 

6) Se leyó la denáidad óptica en un fotocolorimetro a 750 nm y 

en la regi6n infrarrojo. 

Soluciones empleadas: 

Solución A (+) 

Tartrato de sodio al 2'1> 
Sul:f'a.to de cobre al. 1~ 

Carbona.to de sodio al 2$> en NAOH O.l N 

So1uoi6n B (++) 
1 

Reactivo de fenol 

Agua destilada 
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PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULFATO DE AMONIO (28) 

1) Se tom~ron alícuotas de 20 ml de extructo salino da t~ba.co 

y se les añadieron 15 g de sulfato de amonio, quedando a u-

na concentrución final del 75'/,. 

2) Se a.git6 e ont inuamente por 2 hrs. a 20ºc. Después se mantu-

vo a. 4ºc durante 18 hra. 

3) Se centrifugaron las alícuotas a 11 000 X 
o 

g a 5 e por 15 

min. para recuperar las proteína.a precipitadas. 

4) Se resuspendi6 el bot6n en ~ m1 de agua destila.da y se dia.­

liz6 exhoustivamente durante 3 días en SSB utilizando una -

membra.tia que retuviera. molécu1as mayores de 12 000 ·ie peso­

molecula.r. 

5) Se comprob6 la completa elimina.cidn del su1fato de amonio 

con cloruro de bario al 10% en ácido clorhídrico al 0.5 N. 

6) se determin6 la. conce'ntraci6n proteica de cada uno de los -
. o 

precipitados y se guardaron a - 20 C hasta e1 momento de u-

s~los. 
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FIJACION DE ERITrlOCITOS CON GLUTARALDEHIDO (34) 

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

2) A 0.25 ul d~l bot6n de eritrocitos ea le l:l.iiadi6 16 ml de 

PBS y 0.5 ml de glutaraldehido al t2$ en PBS y ee agit6 du -

rante 60 min a 20°c. 
3) Se centrifugaron y lavo.ron por 2 veces con PBS 0.15 M pH7.J 

4) Se anadieron 10 ml de glicilglicina. a 0.35% con PBS 0.15 M 

pH 7.3 y se ~git6 durante óO min. a 20°c. 
. o . 

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

6) Se desechó el sobrenadan.te y se reauspendi6 el bot6n de er! 

trocitos en 25 ml de GVB, quedando as! listos para usarlos. 

Notas En todos loa experimentos se usaron eritrocitos del gru~ 

po A Rh po.sitivo. 
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MICHOHE't,~GLU'l'INACION ( 35, ?h) 

1) Se coloc~ron 25 ul de GVB en cada uno de los pocitos de la 

placa. .en "V" paru hE:me:Lglutint...ción, menos en l.d primer..i fil1:1.. 

2) En los primeros pozos se pusi~ron 50 ul de Cdd~ ¿xür.:..cto, -

menos en el control y se hicieron l. .... s diluciones corr€spon­

dientes. 

3) Se procedi6 d colocar en todos los pocitos 25 ul de eritro­

citos glutaraldehizados a1 1% y se cubri6 la placa con p~ -

pel cel.of ü.n. 

4) Se incubó durante l hr. a 37º0 con agitación constante. 

5) Las placas se llevaron al cuarto frío (4°C) y a las 24 hrs. 

se leyó el titulo de ~glutill¡;¡,ción. 
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MICitODüBLHHrn1UNODIFUSION ( 3ó, 37) 

l) Se disolvió b.;'ur ul l. 5% en SSB 0.15 M pH 8.4 y azid¡;¡. de S.2, 
o dio d.l 0.1% en un b.:i.:.10 de apua a 92 C. 

2) Sé depositó el ugur en port~objetos con moldes üe lucita y 

se de j6 gelificar dur.:.:.nte 30 •nin. a 20º0 
o 3) Se i§Uard~on la.s placas u 4 G en cúmara htlmeda. por lC hrs. 

4) Se colocc.ron 50 ul de L:. muetra problema (antieeno) y del -

antisuero, en e~ pozo central de c~da molde y en los pozos 

periféricos respectivu.mente. 

5) se permitió l..::i. dif'usi6n durante 3 dias a 20°0 en un.:i. cámara 

húme.la. 

6) Se retir~ron los moldes y se lavaron lt1.a pll::l.Caa en SSB 0.15 

M pH 8.4 durante 5 días a 4°C, realizando 2 c;;;mbios. Al se~ 
to día se lavaron en a[Ub. destil~da por 2 hrs. 

7) se tiñeron las plucas con azul briJ.la.nte de coomassie durél!! 

te 15 min. y se contrasta.ron con la soluoi6n decolorante. 

8) Se registraron las bandas de precipitación obtenidas. 

, ..... 
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CON'fRAIWlV!UNOEL.i'..CT:!OFO.itt:SB ( 35) 

1) Se dieolvi6 u.[arcfsa d.l O.b~~ en solución regul..,..dora para CIEP' 

v/v COf! ;:>.fUa. desioniz<.:1.da, agregando O .1~ de c.J.~ida de sodio, 

. b - d 92º0. en un at10 e agu ... a 

2) Se coloc~ron 3 ml de ar:arosa fundid~ por laminill~, dej~ndo 

gelificar dur<;..nte 30 min. a 20 °c. 
3) 

4) 

5) 

Se guardaron las plo.cas en cámara húmed"'" a 4 °o por le hrs. 

Se hicieron 6 pares de orificios en Cé.l.da laminilla. 

Se extrajo la agarosa de ellos y se procedi6 a llena.rloo 

con los antígenos y c1.nticuerpos correspondientes, ~si como 

con 11::1.S muestras problema.Se utilizó azul de bromofonol-ASB 

C·;)mo indicador. 

6) Se p~6 una corriente de 2.5 mA por cada laminilJ.a an h. c,2: 

mara de electroforesis hasta que el indicador recorri6 2.5 

cm. 

7) Se incub6 3 días a 20°0 en cWY!a.ra hllmeda.. 

8) Se l.avaron las placas en SSB 0.15 M pH 8.4 durd.nte 5 diu.s a 

4° C re&.lizando 2 Cd.IIlbioe de esta soluci6n, posteriormente 

se dejaron 2 hrs. en agua destil¡¡¡,da. 

9) Se cubrieron l~s placas con papel filtro y se metieron en -

una estufa a 37º0 hasta que secaron. 

10) Se tiñeron con a.zul brillante de coomassie durante el t]em 

po necesario y se contra.ataron con la soluci6n decolorante. 

11) Se registró el mlmero de bd.Ildas de precipitii:l.Ci6n obteniJa.s. 

-25.:. 



CALIBRACION PARA PESO MOLECULAR DE UNA COLUMNA CHOV.ATOGHA.FICA 

1) Se pesaron 2 mg de dextr<::tll azul 2000 (peso molecu.l.ar 2x106 ) 

y se disolvi6 en 0.5 ml de SSB 0.15 M pH e.4·a 57º0 con ae;! 
I • 

ta.ci6n. 

2) Se wiadieron 2 mg de citocromo C (peso molecular 12 348) y 

se dieolvi6 a 20°c con agitación. 

3) Se agregaron 2 mg de ASB ( peso molecular 66 500) y se diso! 

vi6 a 20°c. 
4) Esta mezcla se pas6 por una columna de Sephacryl S-200, e 

quilibrada con SSB. 

5) Se colectaron las fracciones y se leyeron en un espectrofo­

t6metro a 415 nm, 620 nm y 750 nin, las 2 primeras longitu -

des de onda el espectro en visible y la ~ltima en infrarro­

jo. 

6) Se les.deterinin6 1a concentración de proteína por el método 

de Lowry y col. 

-26-



PRECIPITACION CAPILAR (2) 

1) Se marcaron c~pil~res a distuncia.s igué:i.les. 

2) Se introdujo el antisuero por capilaridad ha.ata la primera 

marca. 

3) De la misma manera se introdujo el extracto de tabaco hasta 

la segunda marca. 

4) Se selló el capilar con plastilina. 

5) Se hizo lo miam~ con diferentes diluciones del extracto. 
o 6) se incubaron a 37 e por 72 hrs. 

7) se midió e1 precipit~do formado en el tubo capilar. 
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FOrll\llACION DE COMPLEJOS INMUNES " IN VITRO " 

1) Se mezcla.ron O. 5 ml del extracto de tabaco con 1 m1 de anti 
o suero y se incubaron a 37 C por 3e min. 

2) Se centrifugó a 550 x g por 5 min. con el objeto de eliminar 

los complejos inmunes macromoleculares. 

3) Se tomaron 0.5 ml del sobrenadante el cual contenía los com 

plejos inmunes solubles y se pasó por una columna de Sepha.­

cryl-5200, equilibrada con SSB. 

4) Las fracciones obtenidas se estudiaron por CIEF, MDID, micr_2 

hemaglut1na.ci6n y ee les determin6 la concentra.ción de pro­

teína.a por el m~todo de Lawry y col. 
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OETENCION DE \'JACROFAGOS ALV!!.OL.1üti::S (4.d 

l} Se sac rific<:J.ron perros "" los que posterionnente se les dis~ 

c6 l.<:1. ~rá.quea y se les introdujo un Ci::l.teter. 

2) Los m.:..cr6í'agos c:U.veoL .• res :3e oLtuvieron mediante varios le­

va.dos traqueobronqueales con 60 a 100 ml de PBS 0.15 M pH 

7.4 conteniendo estreptomicina (20 ug/ml). 

3) Las célula.s se m..i.ntuvieron entre 2 a 4 ºe dnra.nte todo el 

procedimiento. 

4) Se lavaron 3 veces con PBS y se centrifuearon a 550 X g du~ 

rante 10 min. a 4°C, desechando el sobrenadante en c~da ca-

so. 

5) Los macr6fagoa se glut~r~ldehizaron~ 
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GLUTARALDEHIZACION DE MAC~OFAGOS ALVEOLARES (34) 

1) A un paquete de 0.25 ml conteniendo aproxim~damente 200xlo6 

macr6fagos lavados con PBS se les agregaron 16 ml de PBS y 

0.5 ml'de glutaraldehido al. 2" en PBS y se agitaron dur~nte 

60 min. a 4°C. 

2) Se centrifugaron a 550 x g por 10 min. a 4ºc. 
3) Se lavaron 2 veces con PBS. 

4) Se les añadiero~ 10 ml. de glicilglicina al 0.35~ en PBS y. 

se agitaron Q.urante 60 min. a 4ºc. 
5) Se desechó el sobrenadante y se resuspendieron las célultt.S 

hasta tener una concentraci6n final. de 20 x io6 célu1as por 

ml. en medio TC-199 y gelatina (1 mg/ml). 

6) Se contaron las células en una cámara de Neubauer. 
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CUENTA DE MACROFAGOS ALVEOLAHES 

l) Se homofeniz6 la suspensi6n de macr6fafos y se lleno un~ P1 

peta para cuenta de gl6bulos bla,ru;oa hústa la marca de 0.5 

2) Se aforó la pipeta hasta la m~rca de 11 con PBS. 

3) Se agit6 por 3 min. 

4) Se desecharon las 3 primeras gotas y la cuarta €Ota se puso 

en una cámara de Neubauer. 

5} Se observ6 al m~croacopio y se contaron las células presen­

tes en los cu~tro cuadrantes de los eA-iremos. 

6) Se multiplic6 el m1mero de células contadd.S por un f~ctor 

de 50 para obtener el número tot~l de célull:l.S por ml. 
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PRECIPITaCION DE COMPLEJOS INMUNES CON PEG 6 000 (39). 

1) Se ai~udieron 500 ul <.le la muestra en que se sospechó la exi!! 

tencia de complejos inmunes más 1 500 ul de una solución r~ 

tUl<.:..dÓre. de EDTA y lU ml de PEG al 6%. 

2) Se incubó la mezcla~ 4ºc por iE hrs. 

3) Se centrifu¡_ó a 1 000 x e por 20 min. 

4) Se eliminó el sobrenad~nte y se resuspendi6 el bot6n en 10 

m1 de PEG al 5%, recentrifugándose. 

5) Se desechó el sobrenadé::l.Ote y se resuspendi6 el bot6n en 200 

ul de PBS-AZ • 

6) Se dejó 20 min. a 20°c con agit<il.016n constante para disol -

ver el precipit~do. 
o 7) Se etiquetaron y COné:elaron a -20 C hasta SU USO. 
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FIJACION DE COMPL:EJOS INMUNES 1l M.;,.;;~o·t-,AG03 .-i.LV.t;QL,~ttES 

1) Se tomaron 100 ul de ld soluci6n que conteniú los complejos 

inmunes precipitados con PEG 6 000 y se incubaron a 37ºc 

por 2 hrs. con 100 ul de macr6fagos alveolares de perro ( 

2 X 106células). 

2) Se añadieron 900 ul de PBS-AZ. 

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

4) Se detennin6 en el sobren.a.dante la presencia del b.Iltireno y 

anticuerpo antitabaco por CIEF, microhemaglutint1.ci6n y se -. 

midi6 la concentraci6n de prote!n.d. por el método de Lowry y 

col. (33). 

'5} se lav6 el bot6n celular reeuspendiendolo en 900 ul ~te PB3-

AZ y se centrifugó a l üOO X g por lú min. 

6) Se desechó el sobren..-.i.dl:Ulte y el bot6n resultante se procea6 

por las técnictil.B de electroforesis en gel de PAA-SDS y/o i~ 

munofluorescencia. 

-33-



INMUNOFLUORESCENCIA (39, 40, 41) 

1) Al botón celular de m~crófagos con los complejos inmunes se 

les añadieron 100 ul de anticuerpos contra gammaglobulina -

hum&.na fluoresceinados, diluidos lt5 con PBS. 

2) Se incubaron a 37°C por 30 min. 

3) se lavaron 3 veces con PBS-AZ desechd.ndo el sobrenadan.te en 

cada caso. 

4) Se resuspehdieron en 100 ul de PBS-AZ. 

5) se colocaron los macrófagoa en un portaobjetos, se lea a.gr,! 

g6 una. gota de glicerina-PBS y lea puso un cubreobjetos. 

6) se observaron en un microscopio de epifluorescencia con lá!! 

para de mercurio OSRAM HBO 200 W, y un filtro de barrido 

BG 12/ 3, asi como filtros de absorción de 500 y 440 nm. La. 

presencia de anticuerpo y/o antigeno del tabaco en la supe!: 

ficie de loa macr6fagos se evidenció por inmunofluoreacencia 

7) Se contaron 100 células indicándose el porcentaje de célu -

las positivas. 

8) Se utilizaron los controles correspondientes para cada inm~ 

noreactante y de mét.Crófagoa· que no recibieron ningdn trata.­

miento. 
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DISOCIACION DE COMPL1';JOS INMUNES 

l) Al bot6n de mu.cróf'ae:os alveola.ree que tenicm fijb.dOs los 

complejos inmunes se les 1::1.ñadieron 300 ul de SDS al. 1% pára 

disociar dichos complejos inmunes de la membrww. de los ma­

cr6fagos. 

2) Se incubaron a 37ºc por 30 min. 

3) Se procesclron los eluidos por electroforesis en fel de PAA­

SDS para identificar los tUiticuerpos y los 1:1.r1tigenoe de t¡;¡;.. 

b~co provenientes de los complejos inmunes. 
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ELECTHOF0.1.ESIS EN GEL DE POLL~CRILAMIDA-SDS ( 39 ,43) 

A) Prep1:;1.ración de los geles: 

·l) Se prep~rGron feles de 8 cm de lárgo y 0.5 cm de diáme -

tro con lcls si~uientes soluciones: 

Soluci6n reguludora de fosf~to de sodio 

0.2 M con o.2f., tie SDS 

Acril~~ida al 40% 

BisacrilQf!lida é:i.l 2$ 

Agua des tild.da. 

Persulf~to de amonio 5 mg/ml de l::l.€Uª 

TEMED 

12.5 ml 

4.69 ml 

2.54 ml 

4.0 ml 

i.25 ml 

0.025 m1 

2) Se mezclaron en este orden con aeitaci6n constante. 

3) Se depo..:. it6 la mezcla con una. pipeta pasteur en tubos 

de vidrio hasta la marca de 8 cm. 

4) Se adicionó agua hast~ el borde de los tubos par~ evit1:1.r 

. la deseo&ci6n del gel y paraque l~ pol1merizaci6n fuera 

homo{léneis.. 

5) Se mantuvieron a 20°c hi:>.St~ el momento de us~rlos. 
B) Prep;a.raci6n de la muestr¿¡,: 

1) Se calentaron 10 ul de la solución A (+) con 90 ul de la 

muestra problema, en un baño maria a 6o0 c dur4nte 15 min. 

2) Se enfri~ron a 20ºc y se les agreE,6 70 ul de soluci6n B 

(++). 

Soluci6n.A. (+) 

Solución regul~d~ra de fosfatos 0.1 M pH 7 

SDS ...J. l~ 

B-mercaptoetanol 
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80 ml 

10 ml 

10 ml 



Solución B (++) 

Solución reguladora de fosfatos 

0.2 M con 0.2$ de SDS 

B- Mercaptoetanol 

Azul de bromofenol 

Glicerina 

C) Electroforesis: 

5.0 ml 

e.5 ml 

2.0 mg 

5.0 m1 

1) Se eliminó el.agua. de la parte superior de los tubos y 

se lea coloca.ron 50 ul de cada una .. de las muestra.a pro -

blema. y de Un control de proteinas con peso molecular c~ 

nocido. 

2) Se acomodaron los tubos en la cámara para electroforesis. 

3) Se adioion6 PBS 0.1 M pH 7 con <:i.yuda de Wld. pipeta pu.s­

teur a cada tubo y posteriormente a l~ cámara,... 

4) Se pasó una corriente con 4 mA por cada tubo hasta que -

la muestra pasó la interfase. 

5) Se incrementó la intensidad de la corriente hasta d~r 8 

mA. por tubo. 

6) Al finali~a.r la electroforesis se sac~ron los eeles de -

los tubos y se midi6 el frente del colorante. 

7) Se metieron los geles en \Ul&. solución fijadora por 24 hrs 

S) Se sacaron y se tiñeron con azul brillante de cooma..saie 

durante 40 min. 

9) Se contrastaron con una. e9luci6n decolorante. 

10) Se registró el rn1mero de bandas obtenidas. 
¡. 

11) Se determinó eu Rf mediante la siguiente f6rmula: 

Rf= distancia de mieraci6n de la proteína desde el origen 

distancia desde el erieen al punto de referencia 
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MA·rERIAL BIOLOGICO 



ANIM.-i.LSS EX~'J:::i·:I!lrnNTALES: 

l) Conejos de N~eva Zel"'-1lda de 2 a ¿.5 Kg de peso, tolJllbos sexos, 

a los cuales se les identií'icó con la.a le eras A y B 

2) Perros de 12 a 15 Kg de peso, ambos sexos obtenidos del bi.2, 

terio del INC. 

GRUPOS DE INDIVIDUOS: 

1) Los sueros de pacient;es con IAM se obtuvieron del labora.to­

rio de Urgencias del INC. El diagn6atico de IAM se estable­

ci6 de ciCUerdo a parámetros clinicos, electrocardiográficoa 

y de labor~torio (45). 
2) Los sueros de sujetos sanos desde el. punto de vista clínico 

y aplic1;;1.I1dO ld.S pruebCl.S rutinarias se obtuvieron de dorui.do­

rea del banco de sangre del..INC. 

Los 2 gru;;oa de sujetos estudid.dos se dividieron en 2 sub-· 

gru.pos: 

a). fuma.dores 

b) No fum<:idores 
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PREPARACION DE SOLUCIONES 



SOLUCION SALINA BO.RATO { SSB) b.15 Pi! pH €.4 

a) Solución reguladora de borato 

Acido borico 

Borato: .de sodio 

Cloruro de sodio 

Agua destilada c.s.p. 

A.justar el pH a 8.4 con HCl 6 NaOH 

6.18 g 

9.53 g 

4.38 e 
l. 000 ml. 

b) Me~clar 5 p~tes de la solución reguladora de borato con 95 

partes de solución aa1ina. 0.15 m. 

SOLUCION COLORANTE DE A~UL BRILLANTE DE COOMASSIE 

Metanol 

ácido acético glaci.:U. 

Agua. destilada. 

Azul brillante de coomassie R-250 

454 ml 
92 ml 

454 ml 
1.25 g 

Mezclar el azul brillante con el metanol y agitar durante -

¿4 hrs. a 20°0 enfrasco ámbar. 

Filtrarlo y adicionc:orle el ácido acético y el agua. 

Guardarlo en frasco áulbar a 20°c. 

SOLUCION DECOLORANTE 

Adido ac~tico glacial. 

Metano]. 

Glicerol 

Agu~ destilada c.s.p. 

SOLUCION REGULADORA DE EDTA 0.2 M pH 7.5 

E~A disódico 

Agua destilada c.s.p. 

Ajustar el pH a 7. 5 con Ne.OH l N. 
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50 ml 

50 nü. 

10 ml 

1 000 ml 

76.0 g 

l 000 ml 



SOLUCION REGULADORA SALINA BORA2!0 (SSB) pH 8.3 PARA PH~CIPITa­

CION DE.COMPLEJOS INMUNES. 

Acido bórico 0.1 M 

Tetraborato de sodio 0.25 M 

Cloruro de sodio 0.75 M 

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

POLIBTILENGLICOL §_000 AL 5% p/v (PEG ó 000) 

Polietilenglicol 6 000 

SSB pH 8.3 para precipit¡;&,0i6n de 

oomple~os inmunes 

50 g 

1 000 ml 

SOWCION REGUL.iU>ORA DE GELATINA-VERONAL (GVB) pfl 7.4 

Soluci6n l. 

Cloruro de-sodio .. 
Dietil barbiturato de sodio 

Afi!Ua destilad~ 

Solución II 

Acido dietil.barbit'O.rioo 

l:S5 .o g 

3.25 g 

l 400 ml 

5.72 g 

A~ua destiláda 500 ;nJ. 

'l.) llezclar l.a. aoluci6n I y II y deja.r enfritLr. 

2) Agregar 2 g de eel~tin.a. para la soluci6n final. 0.1% 

3) A~oraf- a 2 litros con <1€Ua destilada y guard~r en el re­

frigerador. Para su uso diluir ls5 con agua destil~da. 

SOLUOION PIJA.DORA PARA GELES DE POLIACHILAMIDA. 

Aoido tricloroaoático 

Acido sUlfoeal.icilico 

Metanol 

Acua destilada 
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57.0 g 

l.7.0 g 

l.50 ml 

350 ml 



SOL;,,;10¡~ rl.i:i,GUL .. D01tA 3.n.Lilfo FOdFt1'.L'O {l!.iS) ü.l:> M, pH 7.1; 

Cloruro de sodio ü.15 M 

Fosfc:1.to de sodio dib~ico 0.15 M 

Po:-;futo de .:;odio monob.:sico 0.15 M 

Mezclar lc:1. solución de cloruro de soJ.io con lia de fosf<:1.to -

de so·.iio diu<Átiico y aJust ... r el pH u 7.4 con la ::iolución de 

.fosf¡ ... to de ~:oclio monoiJ.;~;ico. 

SOLUGION HBGUL.ri.DO.~a P.1dtt CIEF pH t.ó 
B¡;,,roi t...J. .ie sodio 

Al.id¡,¡ de sodio 

.lt.cido clorhidrico l N 

9.0 g 

1.0 ~ 

6.5 ml 

Agud. desioniz~d~ c.a.p. l 000 m1 

Mezcl<:1.r todo y c:i.justur el pH a t.6 con NaOii l N. 

SOLUCION HEGULnDORA SaLINA FOSFdTO CON A6IDA DE SODIO (PBS-A~) 

pH 7.~ PAh'.A COMPL~JOS INMUNES. 

Fosfci.to de sodio dib.:Sico ¡;¡,Íl.hidro 0.01 M 

Fosí'. ... to de sodio monobásico ;;i.Í1hidro 0.01 M 

Azid.,. le sodio 0.1~ 

Clor1.1ro de sodio 0.15 M 

Mezclar 1~ soluci6n de fosfdtO je sodio dib~ico a L~ de 

cloruro de sodio y u~ustc:i.rle el pH a 7.2 con l~ solución de 

fosf .... to de sodio monob.:i.sico. Posteriormente a.:adirle la ai._! 

q.é:I. de sodio. 

SOLUCION DECOLORa.NTE !'.~ti.A G;i;LES DE POLIACl!ILA.rHDA 

Met<:.1.nol 

.. cido acético 

Agu~ iestil~d~ c.s.f. 

-41-

5% 
5% 
l .J J(j ml 



RESULTADOS 



PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS DE LOS EXTRACTOS DE TABACO. 

Los extr~ctoa de tab~co denot~dos con el subíndice 1 se re­

fieren a loa extr....ctos aalinos que fueron obtenidos t~l como -

est,i;:I. espifoific .... uo en m"teri"'l y métodos. El extr1:1.cto con PBS y 

el de SDS tuvieron Und. concentr~ci6n proteicd de 2.5 mg/ml; los 

extructos con TW-20 y TR-X-100 fueron de 1.9 y 4.4 mg/ml res -

pectiv.:.c..mente (Tabl1:1. I-A). 

Los extrél.Ctos de tabaco denoti;:l.dos con el subíndice 2 fueron 

sometidos a una precipita.ci6n con sulf~to de ...monio, p~r~ el.­

dislci.miento de l...s prote!141.s del ti;:l.baco. La concentrd.Oi6n de -

tfot&.s fue inferior a la encontrad1:1. en los extractos sefi..Uados 

.con el subíndice 1 (T~bla.e I-A y I-B) •. El extrd.Cto con PBS y 

el de TR-X-100 tuvi~ron 0.37 y 0.35 mg/ml respe~tivwnente; con 

SDS y TW:...20 se tuvieron concentraciones de 0.17 y 0.19 mg/ml 

respectivamente. 

Un tercer extr-.1.Cto con PBS (TPBs3) en el que se us6 t~baco 

dl 14.s,b (p/v) se tuvo 11.5 me/ml de proteína (T~bla. I-A). 

Los 3 grupos de extractos que Be prob~ron por &.glutina.ci6n 

dieron títulos de 1:2. Por CIEF se les enfrent6 contr~ los an­

ticuerros ea.ntita.baco obtenidos en conejos inmuni~ados con ex -

tructos s~inos y se observ~ron hast~ 4 b!:l.Ildé:l.S de precipita -­

ci6n (Tablas I-A y I-B). 

La electroforesis en eeles de PAA-SDS de los extrd.Ctos con 
' PBS

3 
y TR-X-1001 , mostrc..ron b4n~a.s con pesos molecul~res de 

1.55 x 104 a 6.S x 104 daltones (Tabla I-C y Figun:1.s 1 y 2). El 

p~~r6n ua~do como referenci~ fue desd~ 1.44 x 104 hasta 9.4 x 

104 dt.Utonea (:Pirurcl.S l y 2). 1.,..-· 

PROPIEDADES DE LOS ANTISUEROS ANTIT..ilB.ti.CO 

Se utiliz~ron 4ntisueros de ~ conejos (denotd~Os como A y B~ 

-42-



1::1111boa inmuniza.dos con el extracto conteniendo PBS ( Jl). Estos 

antisucroa tuvieron unt.l. concentr~ci6n proteicú de 81 y 71 m¿/ml 

respectivwnente. Los títulos de •:A.Clutinaoi6n con eritrocitos -

humea.nos (A Rh po.sitivo) fueron desde 1: 2 p.;;1.ra el conejo A, h~ . . 
t~ 1:64 para el conejo B. 

Al enf'renta.r loe 2 antiaueros contr~ antígenos del extracto 

de tabaco por ClEP se registraron de l .a 4 bandas ds precipit.![!; 

ci6n. Los resultados se muestrt.Ln en la tabla Ilo 

PRUEBAS INJIUNOSEROLOGICAS DE LOS COMPLEJOS INMUNES FORMADOS 

"IN VI~RO".J!NTRE .ANTXGENOS DE TABACO Y ANTISUEROS ANTITAB~CO 

Los extraetos denotados con el subíndice 1,2 y 3 tuvieron 

las caracter!stica.s señala.das en las tablas :t-A, I-B y I-C y 

de los antisueros en la tábla II. 
La mezcla de los a.ntisueros y los extractos mostraron acti­

vidad: ,aglut;inante y a.demás un ligero exceso de i:mticuerpos en 

la OIEIP¡ a.sí mismo no fue posible demostrax la presenci~ de a.!! 

tígenos libres en lel.S mezclas de extracto de tabaco subíncide 

l. con a.ntisuero y en 1os extrup:tos con SDS2 y TR-X-J.oo2 , a ex­

cepoi6n de· TPBS2 y TTW-202 con antisuero en que si se pudo de­

mostrar la existencia de ant!eenos libres (Tabl.a III, CIEF y 

llDID). 

La prec1pitaci6n capilar fue pvsitiva hasta la dilución 1:4. 

Loa compl.e~os in:nunes p...sados por electroforesis en eel de PAA 
1 SDS presentaron l. banda de peso mol.ecular comprendido entre 

4.2 x 104 a 6.o x io4 dal.tones (Tabla III). 
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ESrUDIO DE L0S A..!11 rIGENOS DE ·rABi..GO y ANTICUJ.!:RPOS ANTITJ\ T3ACO LN 

EL SOBRENADANTS lJE i.:Ol'H,LEJOS INMUNES FIJADOS A MACROFaGOS 

ALVEOLARES 

Lo¡:¡ complejos inmunes fornLdos "in vitro" (u.nticuer¡,os d.nt,! 

t~b~co con ~nt!cenos del t~bd.Co) fu0ron incuba.dos con m4cr6f1:1.­

f03 11lveol, .. res, pa.r1;1. que se :fijca.r..;i.n a. su membr<:ina y de estd. in~ 

nera loera.r su ,J.isle1.:nitmto. 

En el sobrena~ca.nte de est~ ir~ubaci6n no se encontr~ron por 

CIEF ni antíeenos • ni anticuerpos libres. Lea. hemaglutinaci6n - . 

fue ner~tiv1;1. en todl;I.$ las me~cldS de t~baco y antisuero c:i.ntit~ 

baco. L~ concentr.....ci6n de prote!n.:.. fue desde 0.03 hd.st~ 0.19 

mg/ml con un rromedio de 0.1 mg/ml ('.»ub11::1. IV). 

Los controles del estudio con extr<A.Ctos y cl.Xltisueros con 

SSB fueron neea.tivos p!:ira hem.a.glutin1.:1.ci6n y CIE.F. La. concentr~ 

ci6n proteic~ del extrca.eto de tdbe.co con PBs1 y SSB fue de 0.13 

mg/rnl, con SDS1 y SSB de 0.17 mg/ml, con TW-201 y SSB de 0.07 

mg/ml, con TR-x-1001 y SSB de 0.1 ~e/ml y pa~~ el ~tisuero del 

conejo A con SSB fue de 0.13 mE/ml. 

EXTRACTOS SALINOS DE TABACO y ANTISUEROS PROCESaDOS POR cnOrJl'~­

TOGRAFIA EN SEPHACRYL S-200. 

Los ex~r~ctos s....linos de t~b~co que se denoté:Ul por el subin 

dice 1, ~sí como el ~ntisuero de conejo A, eluidos con SSB pr~ 

sentc1.ron l pico (Fifura 3) CU-4ndo .:;e les uetermin6 a. c.Wa. una 

:le lc1.s ira.eciones obteni.ic..a ld. concentrt'4Ci6n proteica por el -

métcdo J.e Lowry y col. (33). L.:.. crom""tof'ra.fía i'ue .rea.liza.dt1. en 

un-... column.::J. de Seph<.1.Cryl S-:200 de 55 cm ó.e t4ltura. y 1 cm de di.,4 

metro, bl:l.jo ld.S siruientea c ond.i<.: icnes de e orridat se us6 SSB 

a. 4 .so·ta.s/min. y 50 t:;ota.s/tubo ( ,:. 5 ml/tubo) • 

. El :.:;c<ero del conejo .k. p:r-esent: un pico de ca.proxim~d....mente 
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6 l. 35 x 10 da.ltones en la fra.cci6.n No. 10 e1.lcu.nz ... ndo h<.tsi;""' 1.4 

mr/ml de proteind.. 

Sol~ente los extrd.Ctos de tab¡;¡.CO con PBS
1 

y SDS
1 

presenta­

ron un pico con un peso molecula.r menor a 12 348 dcd.tcnea y su 

concentr~i6n máximG de vrcteíno. fué de 0.08 rnf/ml an la fr~­

ci6n No. 16 pura el extrc:;.eto con PBS
1 

y de 0.16 mg/ml de pro -

teína en J..-. fracci6n No. 15 pa.ra el extrcl.cto Je tclbai..:o coú SDSr 

Los extrQCtoa sc:1.linos con TW-20
1 

y TR-X-100
1 

no tuvieron una -

concentraci6n de proteína. detectable por este método en ninguna 

de las frét.Cciones. 

Todas las fr~ciones obtenidd.S p<il'a cada uno de los difereB 

tes extrt:tetos de tabaco y del untiauero de conejo no mostraron 

re~tividad el. enfrentarlos con los anticuerpos 6 los antíce -

nos correspondientes en ld.S prueb~s de CIEF y MDID. L~ herndgl~ 

ti?ld.ci6n fue neg·ativa para lé:a.S frd.Cciones de los dii"e.rentes e,as 

tractos sal.inoa de t~baco, excepto pard el suero en l!ii.s fr~c -

ciones 8 y 9 en los que se obtuvo ~lutinaci6n. 

Los diferentes extr.:i.Ctos salinos de tab<.tCO a los cuales se 

lee trat6 con sulfato de l;;l.lXlOnio para precipitar la.a proteí?ld.S, 

lo¡:ran.do C1.SÍ ~umenta.r su concentraci6n proteicg, (subíndice 2), 

éLSÍ como el antisuero de conejo B con SSB, fueron pásadoa por 

una oolu!!llld. de Sephacryl S-200 de 115 cm de ct.ltura por 1 cm de 

diámetro, equilibr·ada con SSB 0.15 M pH 8. 3 y bajo l~s si,;:uien 

tes condiciones ~e corrida: ~ eot¿¡,a/min. y 50 eotct.a/tubo que ~ 

quivalen a 3.5 ml/tubo. 
\ 

Loa extractos sts.linoa de tabaco conteniendo los diferentes 

detergentes no di~ron leotur~ ct.l deter~inarles la concentrct.ci6n 

je proteína por el método de Lowry y col. (33). 

En la figura 3 se muestr~ la presencia de un pico en l~ fr~~ 

~i6n No. 23 con un peso molecul~r de 1.23 x 106 daltones que -
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corresponde ~1 SUl!ro de conejo B. 

Con el extracto de t~b....co con PBS ~una concentr~ci6n de 

11.5 mg/ml que se denot6 con el subíndice 3, se registró un pi:_ 

co en l~'fr~cci6n No. 46 de peso molecul~r menor a 12 348 ddl­

tones y una concentrc:;.ei6n de 0.05 mE/ml de proteírw. (Figura 4). 

Todas 11:1.S fro;:1.Cciones obtenidd.S para c~da uno de los difereE 

tes extrtiCtoa s~linos de tabaco suoindices ~ y 3 fueron nega­

tivos al ser probQdos por CIEF y microhem~glutilld.ci6n ~ excep­

ción de la fracción No. 19 del antisuero que di6 un título de 

~glutinaci6n de 1:1. 

En el. perfil. de un suero proveniente de un individuo con 

IAM se observ~ron 2 picos, uno en l.a fracción No. 27 con 0.78 

mg/ml de proteína y un peso molecular.de 6.23 x io5d~ltonea y 

el otro·en la fracción No. 30 con 1.04 mg/ml de proteína y un 

peso molecular de 2.52 x io4 dal.tones (Figura 5). Las fraccio­

nes obtenidas de este suero probadas por CIEF y microhemaglut_! 

nación fueron negativas en ambos casos • 
.. 

Los resultados de las prueba.a rea1i~adaa·con cada extracto 

salino subíndices 1,2,3 y de los antisueros de los conejos A y 

B se report~n en la.a tabl~s V y VI y estos corresponden a las 

prep~ra.ciones usadas en el análisis cromatográfico (Figuras 3, 
4 y 5). Además, estos mismos extractos salinos de tabaco y an­

tisueros de conejo, me~clados d.l'llbos oon SSB, se les ~plio6 e -

lectroforesia'en eeles
1 

de PAA-SDS y los resultados fueron ne8!:! 

tivos p~ra todos. 
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COMPLEJOS INMUNES .FORMADOS "IN VI'.PRO" CON ANTIGENOS DE TABACO 

Y ANTISUERO ANTIT.lu3AOO PROCESADOS POR CRON.ATOGRAFIA EN SEPHA­

CRYL S-200. 

Las mezclé4S de los diferentes extractos salinos-de t~baco -

con antisuero de conejo A se obtuvieron de .:a.euerdo a lti.B espe­

cificaciones indicad&.S en el método (Tabla III) y presentaron 

2 picos {Figura 6) cuando se lea determin6 a cada U?4ii. de las -

fracciones obtenid..is _ lt:1. concentr~c i6n J.e proteína por el méto­

do de Lowry y col. "{33). L~ crom~toErafía fue re~lizdda en una 

columna de ~epha.cryl s-200 d.e 55 cm de u.ltura ¡.•or l cm de diá­

metro, equilibr1:1.da. con SSB y b<:1.jo las sit'uientes condiciones de 

corrid~: 4 gota.s/min. y 50gotti.S /tubo. 

El extrc>eto de tdbtteo con PES, SDS y TW-20 mezcl<:1.dos con el 

... ntisuero presentaron un pico en 11:1. irca.eci6n No. 10 con un pe­

so molecular de 1.35 x io6 dd.ltones. Su concentrci.ci6h de prote 

Ílld. ·pará el extracto con PBs y .;¡,ntisuero eá :ie l. 68 mg/ml, p<á.ra 

el e~tracto con SDS y a.ntisuero es de 1.22 mg/ml y de 1.30 mg 

por ml paré:.\ el extra.Cto con TW-20 y d.lltisuero .(Ficura 6), 

Un segundQ pico aplil'ece en.~iferentea fracciones y en los 3 

casos tienen un peso moleculo.r menor a 12 348 d...J. tones. En e1 

extracto de ta.bd.Co con PBS y !:Ultisuero este segundo pico apar~ 

ce en la fracci6n No.17 y _tiene una concentraci6n prÓteica de 

0.38 mg/ml; en 14 fracci6n No.16 coincie~~ los picos del extr~~ 

to con TW-20 y cmtiauero con Urld. concentr.:A.Ci6n de· O. 30 mg/ml -

y de 0.18 mg/ml de proteínc.. respectiva.mente. 
s 

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

fracci6n No.11 con un peso moleculd.I' de 7.1 x io5 d~ltonea y -

con una concentraci6n de l. 36 mg/ml. de prote:írw. y otro en ld. 

fr<=.eci6n No.14 con 0.44 me/ml de proteín .... y un peso molec.ular 

menor d~ 12 348 d~tones {Fieura 6). 
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L~s fracciones obtenid~s con estos 4 diferentes extractos y 8.!! 
tisueros fueron n~g~tivos CU. prob~rlos por CIEF y MDID. Ld. mi-

crohemaglutinaci6n fue neg~tiv& a excepci6n de las fracciones 

16,17 y 16 del extr~cto de t~b....co con PBS y antisu~ro, en loa 
' 

cu"'1.es se o:,tll.Vieron result<J.dos positivos con .'títulos de 1:4 , 

1:8 y 1:1 respectivamente. 

En la figur~ 7 se muestran los perfiles obtenidos al pas~r 

unG1. :i!ezcl;:a. de extr..ic·i;o de tabcico (subínaice 2) con untisuero -

de conejo B (To.bla ·III). Se us6 UI4i. columna de Seph<:1.cryl S-200 

de 115 cm de á.ltura por 1 cm de diámetro equilibrada con SSB -

y bajo las siguientes condiciones de corrida: 8 rot..;i.a/min. y 

50 {"otas/tubo. 

El extr;;i.CtO con SDS2 y .:.ntisuero, el extrd.cto con TW-202 y 

antisuero y el extrc:l.Cto con TR-X-1002 y d.tltisuero presentdll l 

pico ~ue coincide en l~ fra.eci6n No. 26 con un peso molecul~r 

de 7.76 x io5 da.ltones siendo su concentraci6n de proteína de 

0.86 mg/ml, 0.79 mg/ml y de 0.96 mg/m.1 respectivi3.mente. En el 

caso del extracto con PBS2 y o.ntisuero, el pico se presenta en 

la frd.Cci6n No. 25 con un peso molecular de 9.29 x 105daltones 

y su concentr~i6n de "proteína. fue de o.8 mg/ml. 

Ld. cromatogr"-f'ía. de la mezcla de un suero humano con IAM y 

el extracto con PBS
3 

(11.5 mg/m1,de proteína), se not~ 3 pi -

cos distinguibles en las fr<:LCciones No. 23,26 y 29 y con una -

concentraci6n proteica de 0.24 mg/ml, 0.49 mg/ml y 1.0 mg/ml y 

pesos molecu1ares de 1.23 x io6 , 7.76 x 105 y 3.18 x io5 d..U.to 

nea resp0ctiv~~ente (Fi~ra 7). 
Las fracciones de los difernetes extra.atoa y antisueros fu~ 

ron neg~tivos al. prob..a-loa por CIEF, siendo positivos por micr_g, 

hemaglutir.a.ci6n, cuyos resultados se· reportan en leas tc1.blaa 

VII-. 
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ESTUDIO DE COMPLSJOS INMUNES EN ~L SUERO DE PACIENTES CON IAM. 

En el cuadro No. 4 se muestra un diagrama. de flujo parcii. el 

~lisis de los sueros hu.m~nos en los que se sospech~ba la e­

xistencia de complejos inmunes tab"'°o-~ntit~bc4Co. 

Del grupo de 49 sueros de p....cientes con IAM, de los cu~les 

38 er....n fumudores y 11 no fumadores, se probaron con ClEF. El 

94.7% de los fum~dores fueron positivos d.l enfrentarlos contr~ 

o.ntígenos de tdba.co y el 23.6~ rea.ccionaron con el l:Ultisuero 

a.ntitabaco; en los no fum~dores, un 100% rec:l.Ccion6 contra el 

ant!eeno de tabaco y un 27.2'-I> contra el antisuero (Tabla VIII 

y Figura. 8). 
Los sueros de estos sujetos fueron precipitados con PEG 6000; 

el bot6n resultQ.Ilte se incub6 con los ma.cr6fa.goa a1veolarea ~ 

(ver m6todos de tvaba.jo}; se centrifugó y en el aobrenada.nte 

no f'ue posible demostrar ni anticuerpos,. ni a.nt!genos libres 

por CIEJ.l'. La concentr...ci6n de proteína en el. sobrena.clante para 

ambos grupos fue en promedio de 0.16 mg/ml.. 

El' precipitado del suero con PEG 6000 también se proces6 por 

e:lectroforesis en geles de PAA-SDS dando una poaitivida.d. de1 -

93.7% en los fumadores y 90'fa en los no fumti.dorea (T~bla IX y 

Figura 2). 

Los complejos inmunes fijados a mCLCr6f~gos alveolares fue -

ron separados de 1a. membrana de los ma.cr6fagoa con SDS. Los e­

luidos resultantes se sometieron a électroforesis en geles de 

PAA:-SDS y los resultados fueron nee-i:i.tivos, tanto pa.rti. fumadores 

como para no fumadores. 

A loa macr6fagoa tl.l.v~ola.res con complejos inmunes provenien 

tes de los sueros que fueron pz;ecipita.dos oon PEG 6000 se l.ea 

incubó con anticuerpos contra gi:l..ll11Ilaglubulina humd.lla fluoresce,! 

na.dos, para determinar la presencia de anticuerpos en la mem -
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br<ina. Jel m;;i.Cr6f...,¿-o •. 'l.i!lbos fTUf·OS ..ie sueros, los ¡:irov<:niew,es 

de 1;erson..,.s fum~dorJ.S y no í'um<:i.dora.s fueron positivos. En los 

2 casos se re[istr6 un 100% de positividad, fero la diferencia 

fue de que en el gru¡::o de loo fum.:.i.dores se preaent6 un pror.1edio 

del 14% ue célul~s positiv~s y de 10~ de célula.s positiv~s en 

los no fumc1.dores ( Tubla X) • 

~IBACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE INDIVIDUOS DONADORES DE SANGRE 

CONTRA fu~TIGENOS DE TABACO. 

Un grupo de 47 sueros de individuos don.ct.dores de san~re, 

clínicc:Ullente sanos y de d.lllbos sexos, de los cua.les 42 erl:Ul iu­

m~dores y 5 no fumadores se proces~ron por CIEF, se les p1~ci­

pit6 con PEG óOOO y -por electroforesis en geles de PAA-SDS 

(cu .... dro 4}. 

Los sueros de los donci.dores fuma.dores y no fum~doi~s mostr~ 

ron tener u.l.ta reactividad por CIEF contr1:1. extrd.ctos de tab.i.co, 

siendo mayor en la de los f'um..i.dores que fue del 92.8% con res­

pecto "4 los no ·fuma.dores que fue del 80% con la di1erenci~ de 

,q,ue en los fumd..dores se presentaron hastu 3 ba.nd.::J.S J.e precipi­

t;aci6n y en los no fum.;;..dores sol,~,aente h.:..S-t;u dos ( 'l'c;1.bl1:1. XI). 

Por electroforesis en e.eles de PAA-SDS se tuvo un 59.5% de 

positividad p~ra los fumudores y de un 8o% para los no fum~do­

res con lc;1. diferencic;1. de que en los primeros se reeistr.i.ron 

hasta 5 bc;1.ndas y en los no fama.dores h"4St4 3 bt1.t1.d<.1.s de piotei­

na (T~bl~ XII y Fi[ura 2). 
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Cuadro 4. Diagrama. de flujo de trab~jo para el estudio de los complejos inmunes en 

sujetos oon IAM y donadores de sangre. 

ClEF 

CONTRA 

AC Y AG 

01.EP' 

CONTRA 

AC TABACO 

SOBRENADAN TE 

MIC«OHEMAGLUTINACIO 

FIJADOS A 

MACRO FAGOS 

ALVEOLARES 

PRBOIPITACION 

CON 

PEG 6 000 

llOTON 

CELULAR 

CUANTIPICACION 

LUZ U.V. 

ELECTROPOBESIS 

EN GELES DE 

PAA-SDS 

ELUIDO 

ELEC'.rRO:rORES IS 

EN GELES DE 
PAA-SDS 



TABLAS 



TABLA I-A 

PROPIEDADES INMUNOQOIMIOAS DE LOS EXTRACTOS SALINOS DB TABACO 

Extracto Concentra.a i6n Títttlo de OIEP' )([)ID Bandas en 

sal.ino de proteica aglut inac i6n .... ••• el.ectroforeais 
tabaco { mg/ml ) • ... de PAA-SDS -
TPBS1 2.5 ( 376 ml) 112 2 1 o 

TS~Sl 2.5 (352 ml) lsl 2 l o 

Ttw-201 1.9 (382 ml) l:l 2 l o 

i'tr-x-1001 4.4 ( 372 ml) o l o 3 

~l!PBS 3 11.5 ( 250 ml) o 2 - 4 

• Vo1umen total dentro del p~r,ntesis. 

••Se emplea.ron eritrocitos glutara.ldohizados del grupo SW18\1Íneo A Rh positivo 

••.Se enfrentaron los extractos a loe sueros antitaba.oo producidos en conejos -

( A 7 B para el TPBS
3 

) 

- No ae hizo 



.J, 

TABLA I-B 

PROPIEDADBS INMUNOQUDIIICAS DE LAS PROTEINAS DE 

LOS EJ.!i!RAC'.COS DE TABACO • 

Extracto Ooncentraoi6n Título de OIEP 
sal.ino de proteica aglutinaci6n ... 
tabaco ( mglm1)•··· •• 

TPBS2 o. 37 ( 7. 7 ml; o 4 

TSDS2 0.17 (7.5 ml) o 4 

TTW-202 0.19 (6.8 ml o 4 

TTR-x-100
2 

O. 35 { 8. 2 ml, o 2 

• Obtenidos por precipitaci6n con sulfato de amonio 

•• Se emplearon eritrocitos g1utaraJ.deh1zadoa del 

gr11po sangu.!neo A Rh positivo. 

•••Se enfrenta.ron los extractos a loa sueros anti 

tabaco producidos en cone;jo B 

••••Volumen total. dentro del paréntesis 



TABLA I-C 

llETBRMINACidN DEL PESO MOLECULAR DE LOS 

COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN LOS 

EXTRACTOS DE TABACO • 

Tipo de 
e:ictracto Peso 

salino de Rf' moleotllar 

tabaco 

T'?R-x-1001 0.4H 5.0 X l.04 

0.63 3.3 X 104 

0.90 1.55 X 104 

TPBS
3 

o. 36 6.8 X 104 

0.46 5.2 X 104 

0.61 3.5 X 104 

o.86 1.6 X 104 

• Por el.ectroforesis en geles de PAA.-SDS 



TABLA. 11 

OABACTBRISTI~AS DE LOS ANTISUEROS ANTITABACO 

Antisuero Oonoentrao16n Titulo de CIE:r 

de cone~o proteica aglutinaci6n 

( mg/ml ) ..... • 
A. 81 (J.O ml) 1:2 1 a 2 •• 
B. 71 (12 ml) 1i64 2 a 4 .,.. 

• . se emplearon eritrocitos glutaral.dehizados del 

grupo sa.ngl.l!neo A Rh positivo 

• ', Be. U.aron loe 4 extractos de tabaco sub!ndice 1 

••• Se usaron los 4 extractos de tabaco subíndice 2 

••••Volumen total. dentro del p~réntesis 



·TABLA :rn: 

CAHACTERISTICAS DE LOS COMPLEJOS INMIIN~S FORMADOS "IN VITRO" ENTRE 

ANTIGENOS DE TABACO Y ANTICUERPOS AN'l'ITABACO. 

Extracto + aonceptraoi6n T!lulo de Prec1pitaci6t Cl:EP' MDID Electroforesis en 

anti suero proteica. ag1utinaoi6n ca.pi1lU' .,, .. 
conejo (mg/m1) • .. .,,.," Ag Ac Ag Ac 

-
1 

TPBS1+ A 49 1:8 ·: o o 2 o 1 

TSDS1+ A 51 1132 o o l o 1 

TT'li-201+ A . 40 ls32 l.sl. o l o 1 

'l'TR-X-1001 + A 42 1:32 ··º o l o o 
TPBS2+ B 46 1:32 1:1 l l - -
TSDS 2+ B 44 1:32 11 l. o 1 - -
TTw-202+ B 36 l.:32 1:2 

¡ 
2 2 - -

TTH-X-1002+ B 52 1132 114 o 1 - -
TPBS

3
+ B - - 114 - - - -

• El volumen total pa.ra toda.a las mezcla.a de extra.otos y antisueroa ea de 1.5 m1 

•• Se emplearon eritrocitos glutaraldehizados del grupo aa.nguineo A Bh positivo 

geles de PAA-SDS 

Bandas Peso mo1ecula.r 

l 6 x 104 

o 
l 4.4 x· 104 

o 
.1 5.6 X 104 

1 5.0 X 104 

l. 4.2 X 104 

l. 4.8 X 104 

l 4.8 X 104 

••• Se mantuvo oonst1:U1te la. oonoentra.ci6n de suero y se va.rió el. del extracto de tabaco 

.... Se us6 un modelo de CIEP de 3 pozos; el pozo No.l. con e1 extracto,' el No.2 con la mezcla de 

extrd.Cto + í:l.ntisuero y el ~lo. 3 con 1:1.ntil'luero de conejo. 
- No se hizo 



----

TABLA IV 

ESTUDIO DE LOS ANTIGENOS DE TaBACO Y AUTICUERPOS 'ANTITABACO 

EN EL SOBHENADANTE DE COMPLEJOS INMUNLS ~IJADOS A MACROFaGOS 

ALV BOLARES • 

Concentrtlei6n 

Extracto+Antisuero proteica (mg/ml} 
de conejo •• 

TPBS
1 

+ A 0.15 (1•1 ml) 
TSDs

1 +A 0.1.0 (1.1 ml) 

TT'i~-201 +A 0.1.7 (1.1 ml) 

TTR-X-100
1
+ A 0.19 (1.1 ml) 

TPBS
2 

+ B 0.01 (i.1 ml) 
TSDS 2 + B 0.03 (l.l ml) 

TTl'i-20
2 

+ B 0.07 (1.1 ml) 

T'.l'R-X-100
2 + B 0.05 (1.1 ml) 

TPBs
3 

+ B 0.07 (l.l ml) 

• Complejos inmunes formudos "in vitro", incubados 

con macr6fagos alveolares. 

•• Volumen tota.1 dentro d..:l p .... réntesia 



CA:<ACTlfüISTICAS DE LOS EXTRA'JTOS S11.LINOS DE 

TABACO MEZCLADOS CON SSB. 

Extra.et o Titulo de CIEF MDID 

de tabaco agl.ut inac ión• •• 
TPBS

1 
+ SSB. 1:2 1 l 

TSDS
1

+ SSB 1:1 2 o 
'fTW- 20 +SSB 

]. 
1.:4 1 l 

'fTR-X-100
1

+ 

SSl:l o o o 
TPBS2+ ssn o o -
TSD::>

2
+ SSB o o -

TT\\-20
2

+SSB o o -
T'rR-X-100

2
+ 

SSB o o -
TPBS

3
+ SSB o 1 -

• se empl.e<.1.ron eritrocitos e;lutaral.dehizados 

del grupo sancuineo A Rh positivo. 

•• Se usó un modelo de CI.EF de 3 pozos; el pozo 

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

SSB y el No.3 con suero ~e conejo. 
No se hizo 



TABLA VI 

CARAC'I'ERISTICAS DE LOS ANTISUEROS ANTITABACO MEZCLADOS 

CON SSB. 

Antisuero Titulo de CIEF 

de conejo aglutinaci6ndl Bandas TPBS
2 

TSDS
2 

TTir-20
2 

TTH-X-100 
2 

A + SSB l: 32 1 - - - -

B + SSB l: 32 1 a 4 3 1 4 2 

• Se emplearon eritrocitos glutaraldehizados del rrupo sún~uineo 

A Rh positivo. 

- Se enfrentó solamente contra Trns
1 



TABLA VII-A 

MICHOHSJVTAGLUTINACION DEL 

BXTRACTO ~ALINO DE TABACO 

00N AN'l'ISUERO lJE CONEJO ( B) 

No. Fracción Titulo de 

aglutinación • 

1-16 o 

17 1:2 

ltl-21 l: tl 

22-23 1:2 

24 1:4 

25-:28 1:1 

29-38 
-. o 

39 1:1 

40 1:2 

41-50 ' o 

•Se usaron eritrocitos glutaraldehizados 

del grupo s .... neuineo A Rh positivo. 



TABLA VII-B 

MlCHOHEMAGLUTlNACION DEL 

EXTRACTO DE TABAC0-SDS2 
CON ANTISUERO DE CONEJO (B) 

No. Pra.cc;i.6n Tí.tul.o de. 

aglutinación • 

1-22 o 

23-26 l:l 

27-28 1:2 

29-30 l:l 

31.-36 O· 

37-43 l.: l 

44-50 o 
' 

• se usaron eritrocitos glutara.1dehizadbe 
¡ 

del. grupo sangu1neo A Rh positivo 

·, -
1 

1 



TABLA VII-C 

•ICROHEMAGLUTINACION DEL 

EXTRACTO DE TABACO-TW-202 
CON ANTISUERO DE CONEJO (B) 

No • .Fracción Título de 

agJ.utinac i6n • 

1-19 o 

20-21 1:1 

22-29 o 

30 lil 

31-50 o 

• Se usaron eritrocitros glutara.ldehizadós 

del fru.po sa.nguineo A Rh positivo. 



\ 

TABLA VII-D 

M!Gt(0HW1AGLUTINACION DEL 

EXTRACTO DE TaBA00-Tn-X-1002 

CON i\NT !SIJEitO Dk; CüN Z.:JO ( B) 

No. Fz-a.cción Titulo de 

aelutinación • 

1-19 o 

20 1:2 

21-27 l:l 

2e 1:2 

29 1:1 

36-50 e 

• Se usaron eritr·ocitos glutaraldehizados 

del grupo s~nE"UÍneo A Rh positivo. 



TABLA VIII 

HEACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE PACIENTES CON IAM CONTRA 
ANTIGENOS D.B 'rABACO Y ANTlCUERl?OS ANTITABACO. 

... FUM.11.DORES . 
No. Pacientes sexo Edad Tabaquismo CIEP 

P' M Promedio Promedio Anticuerpo • Antit:eno 

{años) ( afios) Positividad Bl::l.Ildas Fositividad 

38 l~ 82"). 58.~l.2.l 29. 5!r1. 9 36/31:1 l-3 9/3B 

94.7% 23.6% 

NO FUMADORES 

11 27% 73% + 
62.~19.0 o 11/ll. 1-3 3/11 

100% 10()1. 

• Se enfrentaron los sueros coutr~ TP.BS 
3 

_. Se ení'rent1:o«.ron los sueros contr~ ttntiauero de conejo B 

.. 
Ba.1.das 

1-2 

l 



TABLA IX 

ANALISIS DE LOS COMPLEJOS INMUNES DE SUEROS DE PACIBN·.PES CON IAM 

POR ELECTltOFORESIS EN GELES DE PAA-SDS 

FUMADORES 
.. 

!No. Pacientes Sexo Edad lrabaquismo Electrofo~sis en 

F M Promedio Promedio ¿;eles de PAA-SDS 

(años) (años) Positividad Bandas Peso molecular 

38 l~ 8~ 58.~12.J + 29.s.;-17.9 30/32 1-7 
4 . 5 

l. 8xlO -1. 7xl.O 

93. 7" 

NO FUMADORES 

11 27, 7 JI, 62. 5:!:19.0 o 9/l.O 1.-4 4 5 l.6xl0 -l.. 7xl0 

9°" 



TABLA X 

ANALISIS INMUNOPWORESOENTE DE LOS COMPLEJ()S INMUNES 

TABACO-AlfTITABAOO UNIDOS A MACROFAGOS ALVEOLARES 

Y.PROVE?tIENTES DE SUEROS DE PACIENTES CON IAM 

.~ 

FUMADORES 

No. Pacientee Sexo Edad Tabaquismo Fluorescencia 

J!' M Promedio Promedio 

{Wi~s) {afios) Positivida.d 'IJJF • 

38 0.8~ 82' + 58.5-l.2.l + 29.5-17.9 15/15 J.4 

10~ 

NO PUM.A.DORES -

l.l 27'1i 73' + 62.5-19.0 o 5/5 10 

10~ 

• CF. Cél.ulc:l.S fluorescentes promedio 



. 

No. Personas 

42 

!) 

TABLA. XI 

REACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE INDIVIDUOS DON-.DORES DE SANGRE 

CONTRA ANTIGENOS DE TABACO Y ANTICUERPOS ANTITABACO 

FUMaDORES 

Sexo Edad Tabaquismo CIEF 
F M Promedio Promedio Anticuerpo • Antieeno 

(años) (afi.os) Positividad fümdas Positividad 

121' 8€?' 2$!7.4 i1!e.o 39/42 1-3 1/42 

' 92.$% 2. 3f, 

NO FUMADORES 

60% 40% 2~4-4 o 4/5 1-2 0/5 

ªº" 0% 

• Se enf'rentaron loa sueros contra TP~s 3 , 

.. Se enf'rentaron loe sueros contra antisuero de conejo B 

•• 
Bti.ndas 

l 

o 



i'ABLA. XII 

ANALISIS DE LOS SUEROS·DE DONADORES DE SANGRE POH KLEC!rROFORESIS EN GELES DE PAA-SDS 

. 
FUMADORES 

No. Personas Sexo Edad Tabaquismo Electroforesis en 
F M Promedio Promedio eeles de PAA-SDS 

(años) (años) Positividad Bandas .Peso molecular 

42 12% 88% 28!7.4 i1.!a.o 25/42 1-5 4 5 5.4x10 -1.7xl0 

59.5% 

NO FUMADORES 

5 601' 407' 23!4.4 o 4/5 1-3 4 . 5 5.8xl0 -l.7x.l0 . 
80% 
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Figura l. Se presenta el peso moleculc:UJ de lias sust~ncié:LS p~trón 

en electroforysia de PAA-SDS, donde: 

A: Fosfat~s~ b (94 000 d¡;¡,J.tones) 

B: Alb~milld. (67 000 daltones) 

C: OvoalbúnimQ (43 000 dal.tones) 

D: Anhidras~ carbónica ( 30 000 dél.ltones) 

E: Inhibidor de tripsina {20 100 daltonea) 

Fi t<-la.ctal.búmina {14 400 da1tones) 

o: TPBS
3 

Al TTR-X-loú
1 

(ver tabla r-c). 
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Fieura 2. Se mueatr~ 1a electroforesis en gel de PAA-SDS de: 

A) El cor.cimiento de p1·oteina.s de peso molecular conocido: 

a)Fosfatú.Sa b (94 OOOd~ltones), b) Alb~mina (67 000 

aaltones), e) Ovoalbllminu (43 000 du.ltones), d) An­

hidr<a.sa. ci:..rl>Onica ( 30 000 d~tones), e) Inhi'bidor 'de 

tripsina {20 100 daltones) y f)O<.-lactallnl:nina (14'1,00 

dal tol'les) • 

B) Extracto de tat"'°o con PBS 

C) El precipit~qo obtenido con PEG 6000 de un suero de 

un individuo normo.l no fumador. 

D) El m"1.teriC::1.l fue obtenido en formc:i. similar a.l a.ntcrio:r; 

pero de un sujeto norm~l fumudor. 

E) En es"&e ¡;el .;:¡e usó el preciJ:;itado obtenido de un pa­

ciente con IAl'~ no fum~dor. 
. 4 

F) Aqu1 s~ ots~rv~ 1~ b~nd~ de 5.2xl0 da.ltonee b.l. co -

rr·er e1 precipitado de un suero de un p;:,.ciente con "." 

IAM y .fumador. 
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Figura 3. Cromatograf'ia. del suero de conejo y de los diferentes extr¡;¡ctos sulino.s de t.:..b.:.1..­

co en Sephacryl s-200 mostrando la concentruci6n de proteinu i1aru. c.;;.du. una. de 

ll:l.S fruccionea obtenida.a. Las flechas corresponden a loa patrones de peso molec~ 

l;;;.r. 

I: Dextr<lll azul (2xlOG daltones) 

Ill: Citocromo C (12 348 da.ltones) 

Donde: 

_,.__ i TP B3i_ + SSB -• - : 'l'SDS¡ + SSB 

II: ASB (67 500 daltones) 

o s Suero U.e conejo irununizd;J.o A + SSB 
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.Fieurl.i. 4. Cromato¡;ra.fid. del suero de conejo y del extracto de tub~o en ::>ep11..,.cryl s-;..00 m0.:;­

trc.1.ndo 1..:1. concentr~i6n de proteinu. pi.u·a c¡.¡.di:i. un...i. de l;a.a i'r~ciones. L<.L::.. i"lech .. .s -

corresponden u los patronea de peso molecul~r. 

I: Dextr....n azi..11 (2xl.Oó dultones) II: .Jitocromo C (l¡¿ 348 da.ltoneo) 

Donde: 
--o-s Suero de conejo inmuni;¿ ... do B + .'>SB 
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Figura 5. Cromatografía de suero humdno de IAM en Sephacryl S-200 mostria.ndo la concentru­

ci6n de proteina para. cada frucci6n. LtiS flech"-Ls corresponden u p<itrones de pe­
so molecul.u.r. 

Is Dextran azul (2x106 da..ltonea) 

Donde: 

-o--: Suero humano de IAM + SSB 

II:Citocromo C (12 348 di;.ltonos) 
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Figura 6. Cromc;1.tograf1a de loa oomple jos inmunes formados "in vi tro" con i:mt1genos de ttibu.co 

y suero antitabaoo, mostrando la ooncentra.ción de prote1na parQ cadu una de ltlS -

fracciones. LlilB flechas corresponden a patrones de peso molecular. 
ó I: Dextran azul (2x10 daltones) II: ASB (67 500 daltones) 

III: Citooromo C (12 348 dc;1.ltonea) 

Donde: 

......_: TPBS1 + suero de conejo A 

-•-: TSDS
1 

+ suero de conejo A 

o : TTW-201 + suero de conejo A 

- -4- - : TTR-X-1001 + suero de conejo A 
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Firura 7. Cromatogr.:i.f'ia de loe complejos inmunes f'ormudoe "in vi·tro" con antigenos de tabl,j,co 

y suero antita.baco, mostrando su concentrdl:l,ión de proteína pa.ra cu.d..i. una de la.a 

fracciones. Lu.s flech¡;¡.s corresponden a patrones de peso molecular. 

I·s Dextran azul (2x106 
dl;l.l.tones) II: Uitocromo e (12 34é d..i.1'tones) 

Dondes 

_._ s •.rp BS + suero de e one jo B 
2 

-----= ·rsns2 + suero de conejo .B 
-o--: T1rw-2a¿ + suero de cona jo i3 

--•-: T'.CR-X-1002 + Suero de conejo B 

~+---: TPBs 3 + Suero de p...ciente con lAM 
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Figura 8. Se muestra una CIEF en donde se enfrentan: 

l,J,5,7,9 y 11 : TPBS
3 

2~4,6,8,10 y 12 • Sueros de p~oientes fumadores 

con IAM. 



DISCUSION 



PROPIEDADES INMUNOQUIMICAS DE LOS EXTRACTOS DE TABACO. 

Con el extra.eta de t~b....co, subíndice 3, se loér6 un.... conce!! 

traoi6n proteica mucho mayor que en los extrt1.etos subíndice 1 

y 2, lo que le d.;. m~ poder ..i.ntieénioo, que se c<>1nprob6 c.i.l pa­

sarlo por electroforesis en geles de PAA-SDS, obteniénuose h~~ 

ta. 4 bandas de prote:!n.:L. Uno. de esta.a br.:mdas tuvo un peso n::ol~ 

cul~r da 16 000 d~ltones, v~lor aproximado ~ lci glicoproteí~ 

de tabaco que enoontr6 BecÁer (15). Lus otr1:1.S bcUlda.s tienen P,2. 

sos moleculares ma.Yorea, lo_ que se puede deber a ,·;ue son c.:..i.de­

na.s polipeptídicas que no se disocia.ron completil.lllente. Con re~ 

pecto a los.otros extr~tos salinos solamente se obtuvieron 

bdlldaa con. el TR-X-1001 que contenía mayor ooncentraci6n de 

prote:!rlá, y en el cual se encontrdron 3 ba.ndd.S• una. de 15 500 

da.ltones y las otra.a 2 con un peso molecular mayor. 

Se observ6 que los extractos precipitados con suifátO de "4-

monio (subíndice 2) presentaron h~ta 4 bandas de precipitaci­

ón por CIE!' que los extr;;wtos subíndices l y 3, lo cu~l indica 

que los antígenos presentes en el t~baco posiblemente son pro-

. teínas y que entre más purificadas esten se podra establecer -

mejor su especificidad. 

En este trabajo resuit6 ser más eficiente el ensayo de CIEF 

que el de MDID, para la identificaci6n de la reéLCoi6n entre 

los extractos salinos subíndice 2 con loa antisueros de conejo. 

Los extr~tos subíndice 2 no aglutina.ron eritrocitos, ni 

tampoco con el TP~3 , ni TTR-X-1001 ; pero con el TPBS1 , TSDS1y 

TTW-201 se tienen t!tul.os de 1:2, 1:1 y 1:1 respectiVél.lllente; -

lo que probablemente se debe a que 1~ reéi.Cci6n sea medi~da por 

un oligosaoárido 6 polisacárido 6 por otra sustancia no prote_! 

ca. 
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PROPIEDADBS DE LOS ANTISUEil03 ANTITABJiCO. 

Los 2 sueros de conejos A y B inmuniz~dos con extrc.1.Cto sa -

lino de t~b.:>.00 tuvieron urui. concentrc.tCi6n proteica de e1 y 71 

me/~l. El suero que Fresent6 m~yor número de bundas de precip! 

taci6n por CIEF fue el del conejo B ,apoyándose que se reconoce 

~ más de un antí~eno del extr....cto salino de tabaco. 

PRUEBAS INMUNOSEROLOGICAS DE LOS COMPLEJOS INMUNES FORMADOS 

"IN VITRO" ENTRE ANTIGENOS DE TABACO Y ANTISUEROS ANTITABACO. 

L~s mezclas de los ~ntisueros y los extrta.etos salinos de t~ 

baco present~ron un exceso de 1:1.Ilticuerpo que se pudo demostrar 

medi.illte los inmunoensayos de CIEF y MDID, indic~o que todo 

el antígeno presente se uni6 con el anticuerpo y form6 un pre­

cipitado de complejos inmunes. 

La forma.ci6n de complejos inm~nes se pudo observar en la 

precipitaci6n capilar con los extractos subíndi~e 1 (TTW-201 ) 

y en todos los del subíndice 2 y3. La cantidad de complejos i.!'! 

munes formados varió de un extracto a otro dependiendo de la -

concentraci6n de antíg~no que se encontraba, siendo mayor en -

el TPBS2 , TTR-X-1002 y TPBs
3

, en loa cual.ea hubo.formaoi6n de 

complejos inmunes ha.ata la diluci6n 1:4. En los extractos en -

los que no hubo formación de complejos inmunes visibles macro.§. 

c6picamente pudo haberse debido a que existía un exceso de an­

ticuerpo y los complejos formados eran solubles • 

. Al probarse estas mezclas por electroforesis en geles de 
. . 

PAA-SDS, par~ detenninar el peso molecul~r de los componentes 

de los complejos inmunes t'orm1:1.doe "in vi tro", se encontr6 que 

los extractos que habían dado .precipita.do visible en los capi-

l~res tuvieron una bl:Ltlda de proteínci. cuyo peso molecular estu­

vo comprendido entre 4 •. 2 x 104 y 6.0 x 104 dultones y que pue-
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de c0rres¡.onder .-1. los u.ntí1 cno;,;; ·iel t...-tie1.co 6 d. ca.dene1...i f•Oli¡:.er:. 

tídicus de inmuno[lobulina. En los que no se obaerv~ron compl~ 

jos inmunes, solami;,nte uno .le ellos ( TPBS
1

) present6 un<J. 1 ... nd:..., 

sie~U.o ·.1e't, ..... tivoc los de TSDS
1 

y 'rTR-X-100
1

• Lo é.o.nterior apoye:.. 

la. JJOsibilidad de que en el TPBS
1 

si se fonnaron complejos in­

munes y que el .... ntí,c:eno ei:.itc>b<>- en pequei:cts concentr""ciones. En 

las otr.::ts 2 mezclas no r.wJ.it-ron ser detectados los complejo¡;, -

inmunes porque ltl.S concentraciones fu.eron menores y el método 

solo es positivo c1. concentraciones mayores. Por CIEF y MDID s.i 

se obtuvieron recciones de precipitación oon d.Illbos extr~ctos -

(T~bla I-A) y la sensibilidad aproximada es ~e < l ug/ml y de 

( 10 ug/ml respectivamente. 

ESTUDIO DE LOS ANTIGENOS DE TABACO Y ANTICUERPOS ANTITaBACO LN 

EL SOB.ttENA.Di\NTE DE COMPLEJOS INMUNES FIJADOS A MACROFAGOS 

ALV BOLAHES. 

El ~n'1isis re~liz~do en el sobrenadl::l.llte de la incubc..ción de 

ma.crófe1.eos alveole1.res con complejos inmunes tabC::LCo-antitaba.co 

reve16 una cc-ncentro.ei6n proteica baja, lo que qiere decir, 

que existí~ proteín~ que podí~ provenir del c:l.lltiauero ó del e~ 

tr~to, pero que no .fue suf"ic iente paru poderl.a. identificar en 

la CIEF y microhemuglutin<J.Ci6n. 

Esto mismo fue obserw~do ~1 utilizdr controles de extrc:1.Cto 

de t!:l.bl:l.Co, en los c~ue se les a.ña.di6 una ce:mtida.d semejante de 

SSB_ p~ra simular la diluci6n hecha con el a.ntisuero de conejo 

y viceversa. El.d.11álisis de estos datos revel~ que puede exis­

tir l~ posibilidad de que el ~nticuerpo y el ~ntíreno solos, -

puedan ser cc::1.ptados por los maQróf ... gos alveolar-es ó que su bw­

ja concentración proteica detectada en el sobrenadci.nte no fue 

ld suficiente como para demostrar su presencia. 
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EXTRACTOS SALINOS DE TABACO Y ANTISUEHOS PROGESrtDOS POH ;; ,Ql'f:A­

TOGRAFIA EN SEPHACdYL S-200. 

Los diferentes axtrd.ctos de tci.b~co p~s~Jos por i~ colu~n~ Je 

Sephc.l.c, yl S-200 pres~nta.ron 1 pico pequeño con lc1. ·determina.ci6n 

de pro·t;eín..t por el :né tod::i de Lowry y col. ( 33}, o sea. que el e,?i 

tr ... cto de t..a.b..i.co contenía poca. Cci.ntiddU de :.::..ntígeno y que cuan 

do se les aña.di6 SSB para tener lci. mism<J. con<..:entn:>.ci6n que con 

el c;1.ntisuero rle co~ejo, se diluyó y no se d.etect6 en lu.a í'rac­

ciones obtenidas, <:LdemJ.s su peso molecul. .. r fue menor de 12 .348 

d~ltones (q,on respecto a1 citocromo C) compar-tivQ.IIJente con la 

glicoprote:Ítl.GL descrita por Bec;;:er ( 15) que tiene un peso mole­

cul~r ~proximudi;l.ffiente de le 000 dci.ltones. 

Ouco.ndo se us6 Urld. column .... más lurga par..i. me jor.a.r lea. sep<:.1Xa­

ci6n, ld.S muestra.a se diluyeron a~n más, y no se encontr6 pro-. ' 
te:ína en est~s fracciones por el método de Lowry y col. (33); 
a excepci6n del TPBs

3 
en el que se tuvo proteínd. en pequefitt.S -

concentrd.Ciones (0.05 me/ml). 

Con los antisv.eros de cona jo (A y B) se confirm6 ld. pre sen .. 

ci~ de proteínas al revelarlaá"por el m~todo de Lowry y col. 

La modificaci6n del tatni:tño de las columncis en l..;.s muestrd.S 

de sueros (antisuero de conejo B y suero humano de un paciente 

con IAM) tanbi~n fueron afectadas por la diluci6n, pero dún a­

sí se logr~r9n separar sus componentes por peso rnolecul~r. 

COMPLEJOS INMUNES fORMADOS "IN VITRO" CON ANTIGENOS DE TABACO 

Y ANTISUERO ANTITABACO PROCESADOS POR CROMATOGRAFIA EN 

SEPHACHYL S-200 

Loa picos obtenidos en ld.S columrld.S para las mezcllil.S de loa 

::.tierentes extrca.0tos con el antisuero de conejo fueron oimila­

~ a los observ~doa con los cintisueros de conejo solos, lo 
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1 
cual ctroy1:1.r:f ..... q 1e fu·::ron ;.ocos los complejos inmunes forr·: .... do~~ 

"in vi·cro", .... ntt=c .J.e proces .... i·los ¡:,or l.d. columrlbl!, y que a.1 di -

luirse no se pudie-r·on detectar por los métodos ,emple .. dos en l.,.s 

J:'r¡;¡.ccione::,; obtoni:J.;1.s; a.dem~n, existí"' un exceso-. d.e .... nticuerpo, 

el cu .... l .se volvi6 a. encontr<.1.r en 1"15 fracciones, por el método 

de LoHr.'f y col. ( ~.3), c:..urLqv.e est,i concentrc.1.ci6n de i:•roteín.:a. no 

fue suficiente pa.ra demostra.rlo por CIEF. 

Al procesar l.;1.s muestras en un... columna de m...i.yor altura se 

pudo hacer U?lci. mejor separél.Ci6n de los componentes. 

ESTUDIO DE LOS COMPLEJOS INMUNES EN EL SUERO DE PACIENTES CON 

IAM. 

Se demostr6 la existencia de witicuerpos circulantes en el 

94. 7% de los suerqs de pacientes con IAM fumd.dores y en un 

2::.6% ·de ellos también se logr6 detectar antígeno de tabaco , 

~ún cuando por su mism~ enfermedad se les había prohibido se -

¿uir fumando. 

En los sueros de p~cíentes no fumadores ae encontró que por 

CIEF el 1CO% tuvo cinticuerpo libre. El 27. 2'fo red.Ce ion6 contra 

d.rltisuero d.Iltitabaco de conejo, pero ae requiere revisc::i.r si el 

antieuero de conejo retteciona con algutld. proteína del suero h~ 

m~no 6 con c:U.fún d.?ltíreno de tabaco presente en el suero de p~ 

cientes no fum~dores. ~l alto porcent~je de positividli:l.d obten! 

do en 1os ño fumadores se pudo haber presentado porque fue b~jo 

el número de sueros colectados y se requieren más sueros de loe 

no ·fumadores para que los resultados obtenidos fuer..in sif nifi­

c<:1.tivos. 

En el sobrenadante proveniente de la incubaci6n de complejos 

inmun~s con ma.or6f....gos alveolares se ~etect6 baja concentraci6n 

de proteína, lo que posiblemente sea de los mismos complejos -
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inmunes que no se unieron d lu. membrarl.d. del m¡;¡,cr6f,..eo, ya. que 

no existe l.,. posibilidad de que se<.An d.rltü:u8rpoz 6 .... nti.:_:enos -

solos porque el su~ro fue precipitado con PEG 6000 y este m~t_g, 

do ~epcira los complejos inmunes aún ~ b~ja.s conce?tr...ciones de 

estos complejos y de ja. libres a los c.1.nt:Í{"enos y .;1.ntícuerIJOS s_2 

lubles. Estos complejos inmunes no se detectaron por 14 ~usen­

ciu. de antígeno y a.ntici1erpo libres. 

Cu~do los complejos inmunes uc: :lísocí4ron madia.nte cc..lent.J:! 

miento y tr~tamiento con SDS y se les proces6 por electrofore-

31s, se locr6 demostrar le,;1. presencia desde 1 hcLSt&. 7 b...nd:.lS de 

proteírld.. en el 93.7~ de los sueros de fu~d.dores y de 1 a 4 baa 

das en el 90% de los no í'Um<:l.dores y con pesos moleculares sem~ 

jantes en ambos casos .. Un,;i de las bandas de proteína identifi­

cadas tuvo un peso moleculeu" aproximado al de la glicoprote!na 

de tab~co encontrada por Becker (15) y las demás tuvieron pe -

sos moleculares hasta de 1.7 x 105 , lo que significa que el com 

plejo inmune ai estaba compuesto por antígeno de tabaco y ant! 

cuerpo antitabaco, posiblemente de la clase IgG. Esto no pudo 

ser demostrado más especificwnente cuando los complejos inmu 

nea unidos a los macr6f¡;¡gos alveolares se disociaron con SDS y 

posteriormente se lea procesó por electroforesis y porq~e la 

muestra se diluyó y la concentración de proteína no fue sufi -

ciente para su determin.,..ci6n. 

Se demostraron mediante el análisis de irununofluorescencia 

los complejos inmunes adheridos a l~ membrana de los macr6fa.go~ 

ya que la antigammaglobulin.a. humana fluorescein.ada se unió al 

anticuerpo del complejo inmune, siendo mayor el número de c~l~ 

fluorescentes en los fuma.dores que en loa no fumadores. -­

embargo, los macr6fagoa tienen receptores para Pe de inmun~ 

obulina por lo que se propone que loa anticuerpos sean de 
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!t::.:AC'rIVIDi~D DE LOS SU d·WS ]Ji:; INDIVIDUOS DON.rdJORES JE SANGHE 

CONTRA ANTIGENOS DE TABACO. 

El 92,.B~b de los sueros de individuos dona.dores fumadores 

mostri.J.ron tener anticuerpos contrcl taba.ca y sol.;1.mente en · .. m d,2. 

nadar se encontró el anti,-;eno libre. En el caso de los no fum,e; 

dores también hubo hasta un 80% de positividad de anticuerpo -

pero no de ~ntigcno, indic..J.ndonos los resultados que ambos g?!:! 

pos, estando o no en contacto directo con el cigarrillo, desa­

rrollan una respuesta inmune humoral contra el tabaco, siendo 

m~yor en fumo.dores O;i.Ctivos que en pasivos, ya que se llagaron 

a identificar hasta 3 bandas de precipitación, o sea, que loa 

fuinei.dores desarrollan anticuerpos específicos contra 3 de los 

antígenos del tabaco y en los no fum~dores solamente se recon2 

cieron hasta ~ de ellos. 

El procesamiento de lo~ suero~ por electroforesis en eeles 

de PAA-SDS no reveló la existencia de la glicoproteina del ta­

baco identificada por Becker y col.(15) ya que solél.lllente se t~ 

vieron proteinc.s de peso molecular comprendido entre 5.4 x 104 

y 1.7 x io 5 , por lo que posiblemente se trate de IgG. 

En el grupo de don.:.dores fum(:;l.dores y no fumadores no se pu_! 

de. apoyar que los complejos inmunes esten compuestos por anti­

genos de tabaco y anticuerpos antitabaco, ya que solamente han 

desarrollado una respu~st~ inmune humoral contra el tabaco y 

que no es patocénico en estas condiciones. 
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CONCLUSIONES 



1) Los extr~ctos s~linos de t~baco son inmun6eenos para el co­

nejo. 

2) La purificaci6n parcial de loe antíeenos de tdba.co con sul­

L .. to de ..:monio permitió postula.r la existencia de cuundo m~ 

nos 4 antígenos, y que prob¿blemente estos son de c~racte 

risticas proteic~s. Una de ellas puede corresponder a U?ld. 

glicoproteina de 18 000 dQltones y que contiene fierro. 

3) Los pacientes fumadores con IAM tuvieron anticuerpos antit~ 

baco en el 94.7~ de los CdSOB demostrables por CIEF. En los 

individuos dona.dores de sangre y en .. 1os pacientes con IAM 

no fumadores se presentaron anticuerpos antitabaco en un 

80% y 100% de los casos respectivd.Mente; sin emb~rgor el n~ 

mero de sueros estudiados fue bajo, por lo que considerd.lllos 

que se requiere incrementar el n4atero de individuos estusi~ 

dos p<J.ra tener mayor certeza de esta positividad en contra 

de los antigenos del tabaco. Lo anterior permitirá h~cer 

propuest~s concretas sobre l~ importancia, o no, de los an­

ticuerpos antitabaco en la irunu.nopatogenia de las enfenned~ 

des cardiovdsculares. 

4) Para demostrar la presencia de antígenos del tabaco en el 

suero de fumadores se empleo un antisuero antitabaco obten! 

do en conejos, la reactividad pudiera corresponder a la rea~ 

ción de ese complejo antigeno-u.nticuerpo, pero cabe la .pos! 
1 

bilidad 4e que el suero antitabdco contenga anticuerpos oo,a 

tr~ proteinas séricas humanas, como puede observarse en co­

·nejos hiperinmunizados que elaboran factor reumatoide. 

5) La presencia de complejos inmunes circulantes en el suero 

de pacientes con IAM se demostrO por el estudio de irununo 

f'luoresoencia. 

6) Loa complejos inmunes circulantes estuvieron presentes en 
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la sc:&.ngre de los pacientes n~ fum~dore~; y fu~n ..... dores con IArlf. 

Existe la posibilidctd de que este complejo contenta lc.1. tli­

coprotei?ll:I. de le 000 d~ltones. 

7) Por todos los result~dos obtenidos con los difeTentes méto­

dos se confirm~ que el suoro ~e pQcientes con IAM fumadores 

y no fumadores, contienen ~ticuerpos libres y los complejos 

inmunes circulantes que reconocen ¿..}_ tabaco y p·or lo ta.nto 

seri~ conveniente estudi~r su inmunop~tocenicid~d, ~si como 

su participaci6ri en el desarrol,lo del IAM considerando ade­

más que existen múltiples factores que intervienen en la 

evoluci6n de la enfermedad. 
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