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‘Abreviaturas

P .- Fraceisn Mitoconisial cruda.

FMP—Fracc:Lén Mitocondrial Pura.

angc;-"Apiicﬁéiboé antithacciénfMitocoﬁdfial‘Cruda.

a-FMP. - Aﬁﬁiégéipos anti-Fraccién Mitocondrial Pura..

RCF;-_Adyuvant§ comp1eto'de Fround, AR

S$C.~ Subcutdnea:

IP.- Intraperiotoneal,.

MDI.— Micrpdqﬁiéinmg;;difuqién.

CIE. - chtraihﬁunqeIectrofdrgsis.1

:ié?.— Ihmunoélec;pbibresiqﬁ

$STE.~ Solucién'de Sacarosa 0.25 M, tris 4.9 mM, EDTA 0.00L M,

PH 7.4 .

‘SSB. - Solucién Salina Borato.

T-X-U.- Tritén X-100 al 0.1% y Urea 0.1 M.

SMG-Pi.- Sblugién_regulédora de Malato 0.1 M, pHl 7.3; Glutama-
to O.lHM. pul 7.3; de:hrp de‘potasio 3 M; Fésforo --
inorgdnico 0.1 M, pH 7.3 .

app.— Adenosin-difosfato.

ASCH. - Antfgeno Soluble de Corazdén Humano.

SHN. -~ Suero Humano Normal.

ASCP, - Antfgéno_solublc de Corazdn de perro.

SH.~ Suero de perro.







Seyestudia:ionEloéﬁantidupepésfédntra'miﬁécohdfianLén
pacientes COR“Qéﬁb catdiﬁ@o,,éehido § qqefseihan 6béef§£dé ax-
Parimentalmeﬂtéﬂh‘lda'12 dlas'post—lnfa:tdvprovqcadofon-perros;
antxcuerpos antimitocondriales Ademﬁs basandose ‘en que algu -
nos antigenos de mltocondriaa son. comunes a varias eunecies, -

se emplearon las mltocondrias del” corazén de perros en ‘los es-

tudios inmunoseroldégicos.

Por contrainmunoelectroforesis. se encontraron anti -

fcgéipogfﬁantih;tccondtiaiég:”9nﬁ3i133%:d;1105 sujetos cardio-
pitas.. |

En’ la. poblacién estuqiaaafso encontrd un porcentaje =
de positividad promedio déJZB 9'pé:”cdntrainﬁuhoélectroforesis
y de 1.9 por mxcrodoble1nmunodzfuai6n. las dxferencxas en los-
dos métodoa pueden ser debidas a que la sensib;lidad ‘de la CIE
es mayor Y también a 1as caracteristicas fisicoquimicas de los
antigenos.

En estudios al micr§scopio‘e1ectr6ni60'se-moﬁtr6 que-
1a p:§paraci5§ mitocondrial esﬁaba,COntaminada con otros orga-
nelos, pofilo que ‘los pacientes cardiopatas tuvieron anticuer-
pos contra una fraceidn Qubcélulh# Feﬁ:iqhecida“ con mitocon--
drias, aungue no se .puede descartar la presencia de anticuer -~

pos‘conﬁrn otros organéios‘cardiacos,

Los anticuerpos antihit?gon@riéles de cdraién:dq;pg“~




rro’ presentaron. reaccién’cruzada con’ ant{genos ‘mitocondriales

dehigado y m{i;adulq ésquelético de "p'o_rx‘;‘p‘_y '_con-‘ éfxtii_;_‘ends mito-
ccnﬂi‘iﬁles ‘de corazén, higado y‘,mﬁ:sf\.c\\lo de rata y gallo.

Los anticuerpos Vi}nﬁ?imi.iv:f?éc?nq‘riales_ modificaron 6l con

s’ﬁkno ae ox:[geno delasm:.tocondriaa y alteraron su estructura-

al provocar "hinchamiento" en las mismas.
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INTRODUCCION




MITOCONDRIAS

generalidades.

mitocondrias son organelos que se encuentran e¢n

el citoplasma déilad'géldlas;Vnegempeﬁanrfuncidnesfmeﬁabéiiv-
cas importantes pqrn 1a'cé1u1a,,ta1es como la biosfntesis de-
ATP © fosfofilaéién oxidativa, la cuél
‘dos los procesos de la vida celular en

los organismos aero --

bios, ya que es la principal fuente de energfa, también rea -

liza el ciclo tricarboxilico de Krebs, la oxidacién de los =--

dcidos grasos, transporte de iones y metabolismo de algunos -

aminodcidos. (41).

Se caracterizan por una seric de propiedades morfold
gicas, bioquimicas y funcionales; entre &stas se hallan la --
forma y tamafio, la organizacidn estructural y funcional, la -
organizacién lipoprotefca y el contenido de uné gran bateria-
de enzimas y coenzimag que trabajan de manera integrada para-
producir transformaciones energéticas colulares.

Fisioldgicamente se consideran como verdaderas f£dbri
cas que producen la energia necesaria para que la c€lula lle-
ve a cabo sus miltiples funciones, comoc los trabajos mecdni -
cos (motilidad, contraccién), eléctricos (transmisién de im--
pulsos), quimicos (binsintesis de materiales celulares) y os-

mSticos (transporte activo), que constituyen los procesos vi-

es fundamental para to~




1%,

‘'vos de los organismos. -

E1 nimero de mitocondrias por células varfa entre 5

20 x 10%, segin el organismo de que se trate.

Morfologfa vy Bioguimica.

La mxtocondria eaté formada por.una, membrann externa-
lisa y una: membrana Lnterna rugosu £onnada por plzeguea o in--
vaginaciones llamadas crestas y dentro de la membrana interna-

estd la matriz. Sus dimensiones generalmente son de 3 micras -

de largo por 1 micra de ancho.

Membrana interna: contiene los citocromos b, ¢, -

Cl,

a, a; y la ATPasa Fl’ asociados con ¢l mecanismo de la fosfo--

rilacién oxidativa, asi como ciertas deshidrogenasas, en par -
ticular las del succionato y las del NADH. Es rica en cardioli
pina, al igual que las membranas celulares de las bacterias,

Mombrana cexterna: contienc ¢nzimas ausontes en la mem

brana interna, como la monoamino-oxidasa, que es una flavopro-

tefna que cataliza la oxidacién de Ajyersas monoaminas, la re-

ductasa de citocromo by y otras

Matriz: contiene cerca del 50% de proteina, la mayor-

parte de las enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos,




a*ﬁélﬁédF

‘la glutamatoideshidrogenasa,_DNA 'y RNA" pol\merasa,

.sugiriendolés os ﬁltlmos una partlclpacién en mecanlsmou:here~'a

fditarios extracromosomlcos.,

a’ mltocondrla experimenta ‘grandes’’ cambios de: volumen 
y»de[brgan;zacién“du:ante‘los cambios,de,abtividadjrespirato -
‘riaJ .

Elfespaéiéféntrg 1as membranasicgngigng1gn2i¢égfe5pe_
cificas particulg;méhteiia adenilato-quinasa (15)

E;“ptincipa; producto de la actividdé-bioquiﬁiéa‘de
las mitocohdrias‘e;'él ATP'fadenosin—trifosfato), cuya molécu-

a almacena la energfa requerida por las células y constituye-
una fuente de energia. Este transportador universal de.ene;gia
actiia transfiriendo su fosfato terminal energeticamente rico -
a otras moléculas, se forma por la transformacidn de energia -
de oxidorreduccidén a partir del ADP (adenosin-difosfato) y fés
foro inorgénico.

La formacidn del ATP se realiza a través de etapas --
del proceso de ruptura y oxidacidén de las principales sustan--
cias alimenticias de la célula (hidratos de carbono, lipidos -
vy proteinas).

El ATP Be forma durante la glucdlisis en la que por—-

accién de una serie de enzimas en cl citoplasma de la célula -

se degradan los alimentos en unidades do dos carbonos, que se~




unen a la«éoéniiha'A>(acet£1-coenhima’n) 81n embargo la mayor:
‘parte-del 'ATP. ae forma durante el procoao de 1a fosforilazi6n-
oxidativa en las mitocondrias, una vez que la;acetil-mbenz;ma-
A penetra en-lahitocohdriai el piruvato entra ‘en el ciclo tri-
carboxllico de Krebs y deapués de una serie de pasoa en log =~
‘que intervienen varias enzimas, se descarboxlla dando c02 y en
varios puntos del ciclo por la'acc16n de deshid:pgenasaa‘son -
extraidos los pares de electrones que penetran en la cadena --
respiratoria o sistema traﬁsportador de electrones

a través -

del NADH que es el principal intermediario entre el ciclo del-
dcido citrico y la fosforilacidn oxidativa.

Los principales componentes de¢ la cadena fosforilati-
va son flavoproteinas, la coenzima Q, los citocromos y acep —-
tor f£inal que es el 0, para formar H,0. La energia de oxidorre
duccidn se transforms en energfa del enlace fosfato en treg -
puntos de la cadena de transportadores clectrdnicos que condu-
cen desde el NADH hasta el 0,.

En estos pasos se libera la suficiente energia para -
producir una molécula de ATP @ partir del ADP y el pi

Fosforo/ozigeno= 3 ATP. Por cada molécula de piruva--

to que s¢ oxida completamente, se forman 12 moléculas dc ATP.

Inmunolog fa.

La respuesta inmune a los antf{genos cardiacos se em -~
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avelti quien demostré‘que en e1'75%'de pac1ente8 con‘ iebre—

reumatlca activa, se. presentaron anticuorposxcontra_cornzon -

En.eStddiqs‘previcS~Sé,hé demoatfadd7la?bresénCia*dea‘

'antlcuerpos contra antlgenos cardiacds en~pacientes con Lnfar

o¢de1 miocardlo Y con fxebre rcumutica medlante anallsxs 1nn

Imunoserologlco, (34)

En]elfinfarto.dél mibcardionrpvoqado]experimeq;alf;
‘mente en perros se han demostrado anticuerpos contra miﬁé&éﬂ;
ydrias que se detectan a ‘los 5 dias poat-ihfarto; (26).

‘En algunas enfermedades cardiovasculares, como en la
isquemia del miocardio, se éiesenta.un.trastorno‘de~la capaci
dad,metabéliCa en la célula y se encuentran alterados varios?
parimetros incluyendo los relacionados con el aporte de ener-

gia (ATP) por las mitocondrias.
En los sujetos con cirrosis biliar primaria se demos
traron anticuerpos antimitocondrias ¢n el 90% de los casos -

(16), los cuales se detectan por pruchas de fijacidén de com--
plemento y por inmunofluorescencia; &stos anticuerpos no son-

especificon de especie o de drgano.

No ge observa una correlacién entre los anticuerpos-

antimitocondriales y el cuadro clfinico o histopatolSgico de -




(21), ‘debido. probablemente a la diferente especifici

‘dad de los. autoanticuerpos por estudios de fijacibn de comple

'mgpto nghax

oncluido que al antigeno mitocondrial en la cir

brana xnterna de las mitocondrias.respeclalménte en aquellas

células relacxonadas con unn alta actxvxdad energética.‘

La- membrana lnterna de 1a3 mltocondrlas puede tener

un: antigeno de reaccion cruzada con algunos vxrus y bacterias,

lo que explicaria la presen01a de anticuerpos antlmitocondrla—

1q8len enfermos;xnfectadpsi(G)

Los anticuerpos. contra mitocondrias cardiacas pueden-

encontrarse "naturalmente" en las .ratas y.reaccionan contra la:

membrana. interna y externa de las mitocondrias (14), sin eabar

go, se desconoce contra cual determinante antigéhicO‘estén di-

rigidos los anticuerpos y tampoco se sabe ai en &stas ratas --
se encuentran alteraciones en lasnitocondrias cardiacas o en -

otros érganos. Los autoanticuerpos pueden ser de clase IgM,

IgG o IyA y el método més gsensible para detectarlos parece ser

a inmunofluorescencia, (17)

Sc demostrd que el autoantfgeno en el infarto experi-

mental del perro parece corresponder a una eatructura de la

membrana interna de la mitocondria, sin embargo también los an

ticuerpos se unen a la membrana externa. Se presenta una reac-



: especifico (S),de'1aa mito-

condrias de corazén.

Los estudlos raalizados en humanos, para establecer

‘cual es’ el antigeno(s) cardinco impllcado en la 1nducc16n =

de antlcuerpos antlcorazén, permltiran conocer 51 exlsten —
autqgntigeno(s) de~mitocondr1at(34). Tampoco se sabe Bi hay-
reacciéh cruéaaa entreflds'antigenos del sarcolema y de las-

‘mitocondrias.

Por otro lado los anticuerpos son capaces de modifi
car la actividad enzimitica, ya sea aumentandqla o disminu -
yendola, aunque existen anticuegpos que no alteran la activi

dad de algunas enzimas; ademis en el sistema de eritrocito -

y anticuerpos antieritrocito, 8e encuentra una modificacién-

del transporte de cationes cuando se lleva a cabo la reac --
cibén antigeno-anticuerpo en la superficie externa del eritro
cito, 1o cual permite tener un modelo experimental para valo
rar el transporte activo de Na y K, (29)

Estos estudios se podrian extrapolar a lo que ocu -

rre en el dafio de la fibra cardiaca, mediado por una respues

ta inmune, especialmente si los anticucrpos estdn dirigidos-
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'cdﬂéréblaé“Memhranas:céldléfes;

Debid a;ésta infor acién. es'importante dilucidar B

(8)" 1qu Epartici—

rcspuestaw

taut01nmune contra 01 corazén en: enﬁermedades tales como la fle

re;reumética activa,‘flebre reumﬁtiea inactlva, 1nfarto<e 1sag-

{qu@mia del miocardio y otrasb‘yavque en el Instituto Nac1ona1—:

‘de” Cardlologia de 1954 a 1974 se estudlaron 106714 personas,
'de»las‘cualesrel 20%-tuvieronﬂf1ebre reumdtica y el 16A*1nsu -

ficiencia coronaria e infarto del miocardio.

E






- Caracterizar anunologicamente a las mitocondrx’é

2.~ Determxnar 81 exlsten antigenos mxtocondriales

e reacc16n cruzada en dxferentea tejidos (coraz6n. higado y -

‘musculo esquelétlco) del perro. de la rata y del gallo.,

3.- Determinar: 81 1a unién antigeno-antlcuerpo en e
aigggmavmitqgoqu;al'pgpducgIQamb}gsgbquu+m1cos‘y‘estrqctura -
leg qﬁehmodiiiqneﬂ:la funci6nvde‘Ia.célul5“¢&rdiaca;

.—‘ﬁstudio de 1a freéﬁepéia de,losfantiquerpos,conTA-
tra m;tocondrlas en el. suero de paczentes con fiebre reumati —
‘ca, xnfarto del miocardio, carlepatIas congénitas, otras afec-

ciones cardiacas, donadoxes de sangre y-estuvdiantes universita-

rios.



'MATERIAL Y METODOS
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. ‘Aislamiento de mitocondrias. -

R). Obtencidn de mitocondrias por centrifuga¢ién diferencial..

Se[sac:ifica:qn pp:fchéqueféléctfiéévvaripa'pe:r99§s-
Ganis familiaris, cuyo peso fue de*lZuarlﬁ”Kg;vtahtO‘hémbraa,-
como maéhos;‘ne les extrajé el-corazén,ﬂel ¢ua1'se.doloc6 en -
.un -recipiente a 4°c, se abréé:on‘laglgayidades cardiacas para-
eliminar la mayor parte del tejido conectivo, vdlvulas y gran-
des vasbs; se enjuagé'vatiaQAVece8~cog agua destiiada; se _cor~

té el misculo en troz§s~de 3 mm3.aproximadamente. Posteriormen

te se procesé de 2 manéras diferentes:

a) -Los fragmentos del misculo cardiaco se lavaron dos
veces con una solucidén reguladbra'de sacarosa 0.25 M, tris -~
4.9 mM, pH 6.8 y se afiadieron 3 ml de ésta solucién por cada -

gramo de tejido, se trituraron en una licuadora a baja veloci-

dad durante 5 min, se £iltrd a través de tres capas de gasa, -

luego se pasaron por una homogeneizador de pistdn (Eberback) -

dos veces. El homogenado se centrifugd a 3000 rpm, 10 min, a -
5°C (centrifuga Beckman J-21B, rotor J$-13), el sobrenadante -
se centrifugé a 7000 rpm, 10 min y el botdn resultante se resus
pendidé en 50 ml de solucidn reguladora, después se repitid --

la centrifugucién a 7000 rpm, 1C min y finalmente el botdn se-

resuspendid on 6 ml de la solucién amortiguadora.
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"toa del fusculo cardiaco se. cortaron --

_flnamente ¥ se molieron en un mortero que contenia arena puri—

'ficada (Merck) ‘en’ relaci6n 1 l(p/p). se- agreg6 soluci6n de sa~
carosa Q,251M.Qtr18j§ﬂ9;mup‘EDTA;O;OOLJM,.pH’7;4 (SS@E); -
.mezclé el tejido con la arena, ., se separ§ el sobrenadante --

por decantaciéh,Y3se.dentrifugé av2500:rpm. 10 min, a 5°C (ro—

tor de: éngulo fijo JA—ZO). el sobxenadante obtenldo se volvié-'

a centriiugar a 9000 rpm, 10 min.y’el bot6n se. reauspendié culii
dadosamente en SSTE con un tubo frio y una -pipeta graduada, =--
luego se centrifugd a 9000 rpm, 10 min y el hotdn obtqhido se-
llevé a 6 ml con SSTE, Cleland (12).

En cada paso previo a La»céntrifugacién; sa ajustd --
el pd a 7.4 con solucién de tris 0.1 M dcida o bdsica.

Las fracciones obtenidas por ambos procedimientos se-
almacenaron en alicuotas de 1.2 ml a--20°C y se determind la -

concentracidn de proteina total por el métcdo de Lowry (33)

A las mitocondrias as{ obtenidas se les denomind "frag

cidén mitocondrial cruda" (FMC).

B).

Purificacidn de mitocondrias por contrifugacidn en gradien~

te discontinuo de sacarosa,

Se prepard sacarosa al 10, 20, 30, 40 y 50%, con una-

solucidn de tris 0.0l M, pH 7.4 y se daopositaron secuencialmen -

te 8,2 ml de cada concentraciém en los tubos de centrifuga,
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quedando la del 50% en: el fondo del- tubo.

n la’ capa superior del gradiente se depositaron

1.5 ml'de FMC 'y se centrifug§ a-12500. .rpm, 2 horas, a 5°C -
{rotor de'colompio JS-13). Se obtuvieron 2 fracciones mitocon -
driales:

FMP-llgera.- que se encontr§ entre las capas ‘del 40 =~

Y. 50% de sacarosa.wf

FMP-pesada.-_se~obtuvo en el botén'ﬁormado'en el fon-
‘do del tubo.

Anbas fracciones se congelaxon en alicuotas de 1.2 ml
y se determind la concentracidn de protefna.

A la fraccibn obtenida por gradiente de sacarosa se -
le 1lamb ﬁfraccién mitocondrial pura" (FMP)

La metodologia empleada en la obtencidn de las mito -

condrias, sc resume en el cuadro 1.

Las FMC y FMP, se observaron por microscopfade fase-

contrastada (C. zeiss) y electrénica {Hitachi).



Procedimiento para la obtencidn de mifodondrias.

Corazdn’a
Eliminacién del tei. qonjhntiyo, grandes vasos y vélvulas.

Corte en trozos de a roximadamente 3 mm.

aomogeniiaq16n>cpnvurena en mortero, (4°c).:7-

Resuspenciéh en SSTE, pH 7.4.

Centrifugacidn 10 min, 2500 rpm, 4°C:

Sobrenadante pH 7.4. Se elimina el botdn,

Centrifugacién 10 min, 9000 rpm, 4°C.

El botdn se resunpende-en SSTE, pu 7.4.

Se elimina el sobrenadante,

Centrifugacién 10 min, 9000 cpm, 4°c.

El botén ge resuspende en 6 ml de ¢ olimina el sobrenadante.
SSTE, (FMC).

Centrifugacién en gradiente discontinuo de sacarosa

(10-50 %),
2 horas, 12500 rpm, 4°C, (FMDP).

Mitocondrias ligeras, Mitocondrias pesadas,
(capn ontre 40 y 50 ). (botdn).
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.C) Determinacién’ de proteiha'total’po: eimétoddde:LOWry‘(31).

e preparo una’ curva patrén con ‘una. ‘solueidn de albu~-

‘mina’ ‘sérica bovxna (Sigma), con .iluciones dque tuvieran una con

:centracién de’ 110, 55, 37.5, 13. 7 y 6% 8 mg/o 1 ml Las mueatras”

problema ‘ga. diluyeron : 1 10,:1

c16n regulndora de boratos,

‘guicnte;

Solucién salina borato, 0.15'M, pH 8 4, (bSB).

“Acido borxco

6. 184 g
Borato de sodio .10 Hy0 9.536 g
Cloruro de sodio 4133419-‘

" Agua destilada aforar a 1600 ml

El pH de la solucién se ajustd a 8.4 con.HCL o NaoH 1
N. Posteriormente se mezclaron 5 partes de la solucidn de bo -
ratos con 95 partes de cloruro de sodic 0,15 M.

8¢ prepararon las siguientes moluciones para la deter

minacién de proteinas:

Sol. A:

Tartrato de sodio al 2% 0.1 ml
Sulfato de cobre al 1% 0.1 ml
Carbonato de sodio al 2% 10.0 ml

80). B:

Reactivo de fenol (Folfn-Ciocalten)

1.0 ml

.20. <Lz 40 24 1: 80' con una aolu i

la que ao“preparé‘de 1a forma ai —

g
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'Agua'desiiiédav 1.0.ml

Se tom6 0. 1 ml de 1as diluciones de’ albumina y de"las
muestras problema por duplicado,‘ se’ agregaron 2.0 ml de la 501

A y se’ de36 en repoao 10 mxn, deapuéa se, adzczonaron 0.2 ml de-

13;301‘ B, se aglté y se dejé a tcmperatura ambiente durante—

30 min. 1A denszdad 6pt1ca se"midié en un fotocolorimetro (co~-.

1eman Junlor 11 A a 750 nm de longitud de- onda.
. Solubilizacidn de mitocondrias cbnﬂtiiﬁéthAIOOFXfured.

A 1.0 ml de FMC obtenida con arena (6.51mg/ﬁif;ﬁse-1e‘
agreg6 .1.0.ml de tritén x<100 al b.;%:y”urea 0.1 ™: ne agitd -
e ‘incubd 30 min y se dejd a 4°c du;gnte 24 horas.

E}_gr;do dgf;olubiliéécién¥dg;1aa mitocondrias fue -~-
evaluado pof?midroddﬁieiﬁmunb@ifusiéh'(MDI);'

Se preéararonfdos‘ﬁipoS]dc placas:

a) agar al l.S%lgg aisolvid en SSB, con azida de so -
dio 1 mg/ml'y se deposité en portaobjetos con moldes de lucita,
se dej6‘solidificar por 30 min y se guardd en una cdmara hime-
da a 4°c.

b) agar al 1.5% se disolvié en solucién de tritén X--
100 0.1% y urea 0.1 M, con 1.0 mg/ml de azida de sodid‘y-se -
procedib de la foimavseﬁalada en el inciso anterior.

En ambos tipos de placas ue colocaron 50 A1 de anti-

geno en los pozos periféricos enS50 N 1 de anticuorpo anti- --
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fracciﬁn'mxtocondrxalfcrudaA(a-FMC)..en el . pozo central

*Se probaron loa sigulentes antlgenos-,

a)'Fraccxén Mitocondr1a1 Cruda, (FMC)

b)«pracclén Mitocondrxal Cruda salubillzada. (FMe-solu

* bilizada)

c):Antiggng §9}uble aeQCQrazgh‘Humano} (AscH) .
dyﬂgﬁtigeﬁ;isbluﬁle de co:ézén‘de~éerro,_(Ascpy.
e)'Sueroﬁﬂum;no Normal, (SHN).

) Suero de Perro,. (SP).

Se dejaron difundir las placas’ en una céﬁatavhﬁmeda -
a temperatura ambiente durante 3 dfas, posteriormente se lava-

ron 3 dfas con SSB haciendose 3 cambios, en agua dcstilada por

2 horas y se tifieron por 15 min con azul brillante preparado -

de la forma siguiente:

Azul de Coomaseie R-250 (ICI)

2.5 g
Acido acétido 9,2 ml
Alcohol metilico 454.0 ml

Ia mezcla se agitd durante 24 horas a 20°C en un

frasco color &mbar y se £iltrd.

El exceso de colorante se elimindé con varios cambios-
de solucidn docolorante:
Acido acético 5.0 ml

Metanol 5.0 ml
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'Glicérina“'

1.0 m

Agua deatxlada' '89.0 m

Despuéa de obtener las bandas contraatadas, ‘se seca~

ron-las: laminxllas a 45°c y se enumeraron las bandas.v

. Obtbncién y purificacién de la fraccién de gammaglobulina-

de conejo anti-mitocondrias de perro.

A. Inmanizacidén.

e inmunizaron 4 conejos de Nueva Zelanda (Qryctala-
gus cuniculus),

de aproximadamente 3 Kg de peso. La FMC y -

FMP se emulsificaron cada una por separadb con adyuvante com-

pleto de Freund (emulsién de aceite mineral B.5 ml, arlacel =

1.5 ml y 50 mg de Mycobacterium butyricum) volumen a. volumen

cada conejo se inyectd, en cuatro sitios del dorso -
con 0.5 v 1.0 mg de mitocondrias, por via subcutinea {sc). -~
Posteriormente se aplicd la misma cantidad de antigeno - sin ad
yuvante por SC cada 7 dias por cuatro veces y a los 7 dfas -~
siguientes se inmunizé por vfa intraperitoneal (IP), una se--
mana después se obtuvieron de 30 a 40 ml de sangre por la ve-
na marginal de la oreja. Se dejd coagular la sangre una hora-

a 37°C y se centrifugd a 1500 xrpm, 20 min a 4°C, el suero ob

tenido se almacend en alficuotas de 1.0 ml a -20°C hasta el mo

mento de su uso.

}Q



:Laéflnmunizg¢ionés_sej;epiﬁié#ddfpara?obtenerLsueroa
(h}betihﬁﬁnésﬁﬁahﬁéféoﬁﬁfﬁiéﬁc{éom§~Fﬁ2.'
El siguiente cuadro ‘in'd':_'Lc»a‘ las condiciones bajo las-

‘cuales se inmunizaron .los conejos.’




Esquepa de inmunizacidn con FMC © FMP, para obtener los anti

“gueros;

98

109

1ie6

126

133

186

193

Mitocondrias' (mg/ml) .

Segunﬁo sangrado.
1.0

''ercer sangrado
1.0

Cuarto sangrado
1.0

Quinto sangrado
1.0

Sexto sangrado

Ip

Ip

Iip

ip

VIiL

VIIXI
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B. Purif;cacién de gammaglobul;na antimitocond:ial (8).
‘ La fraccion de gammaglobullna se p:ecipité con aulfato~
de amonio’ a1~33%_devgaturaqun de‘1a sigpientegmane:a-
1. cgn3NaQH>ZN,sgfangté;lalgq;uéiﬁp’satﬁrad&“dé'aul:-
fato de amonio a pH 7.8.
2JVA:22.0 ml de 108 suexos a-FMC'y a;rnb;"seileé a&i;;
cionaron: 1entamente y con agitacién conatante 11.0 mi de sulfa-

to de amonio saturado pH 7.8, durante 60 min, a 20°C.

e centrifugo a 8000 rpm, 15 min a 20°C y.los pre--

cipitados se reconstituyeron en-22.0‘m1_de 8SB.

4, Se repitieron los pasos 1, 2, 3 vy lo=s botones de la

dltima centrifugacidén se disolvieron er SSB, hasta alcanzar

7.33 ml.
. Las gammaglobulinas se dializaron con SSB a 4°C,

manteniendose en agitaci6n constante, se hicieron varios cam —-
bios de S5p, hasta eliminar completamente el sulfato de amonio,
lo cual se comprobd con BaClp; al 1l0%, en HCL 0.5N.

6. Al finalizar la diilisins me centrifugd a 2500 rpm,

10 min a 4°C para eliminar precipitados inespecificos.

7. Se determind la concentracién de proteina y se alma

cenaron en alicuotas de 1.0 ml a -20°C,

Las gammaglobulinas obtenidas a-FmMc y a-FMP se proba-

ron por MDI, inmunoelectroforesis (IEF) y contrainmunoelectro--
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fordsis’ (CIE): .
1a Mbi;sé:rQSLiiG como se scfialé anteriormente.’

4.-Tééhicié'de~pfecipitg§iéh.ﬁ

Inmunoelectroforesis. Se renlizd de acuerdo §1jh€budo['
de Grabar y Williams (19), con ligvrus‘modificaciones.

prlacas de agar al 1.5%:

Agax:’ 1.54q

Sol reguladora de tric barbital 0.02 M, pH 8.6,  50.0 ml
Azida de sodio 100.6 mg
Ag@a degtilada 50.0 ml

Se colocaron 3 ml de agar fundido en cada portacbjeto
y se-dejaron solidificar a 20°c, se guardaron en cdmara himeda
a 4°C, durante 24 horas,

La electroforesia ge realizé en una cémara conteniep-
do solucidn amortiguadora de tris barblital, pli 8.6. Se deposi-
taron 50 y 10 }11 en‘los poios'do FMC y PMP, como indicador -
de movilidad electroforética se utilizé azul de bromofenol uni
do a la albimina sérica bovina, la cunl se¢ dejd migrar 1.5 cm-
hacin ol cftodo, por cada portaobjeto se aplicaron 2 mA, para-

realizar la separacién electroforética,

posteriormente se cortaron cahalen de 2 por 65 mm cen-

tre los pozos y se colocaron 100 1 de suero y gammaglobuli-

na de conejo a-FMC y a-FMP, luego s¢ jincubaron én una cémara -
himeda a 20°C durantc 48 horas para roalizar la inmunodifusidn
nuspuds las placas se lavaron 3 dfas con 8SB haciendo un cam -

bio diario, con agqun destilada durante 2 horas y 8¢ soChron —-—
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riendolaa*con papel f;ltro a. 40°C.'

seitiﬁeron,con azul bri-l

llante de'coomassie lSAmzn, se contrastaron:las.bandas con 80—3

1uci6n docolorante y se secaron a 40°c. Pinalmente se regis -

traron las bandas de.precipitaqiépf:

‘contrainmunoelectroforesis.

Placas de agarosa al 0.6%:

Agarosa (Seakem)

sol. reguladora de barbital sédico, pH 8.6 50.0 ml
Agua deionizada 50,0 ml
Azida de sodio 100.0 mg

porvcadallaminilla ge colcocaron 3 ml de agaroéa fundi

da, se dejé solidificar 30 min y se éuardaron en una clmara -

himeda a 4°C, 18 horas.

En una cdmara de electroforesis con solucién regulado

ra de barbital s6dico, pH 8.6, se roalizé la CIE, en cada pozo

se colocaron 8 Al de las fracciones mitocondrial, se aplica-

ron 2 mA pox laminilla y ¢l indicador so dejd migrar 2.5 cm ~-

(azul de bromofenol-albimina). Después se incubd a 37°C, 1 ho-

ra y a 20°C durante 48 horas, se Javd 5 dfas en SSB con 3 cam

bios, en agua destilada 2 horas, se mecaron cubriendolas con -
papel filtro y dejandolae a 40°C 24 horat, posteriormente se -

tifieron con azul brillante de Coomassic y me contrastaron las-




+ Blectroforesis efigel de'polidcriiamida, Se realizé de ‘-

acuqrdd?afiéftﬁénica dg*wébe£7y osborn- (47)
. Preparacién“do;gelesé

Fosfato de s0dioc 0.2 M con;dédecil-sulfaﬁo de sodio-
(SDS) al 0.2%

. 12,5 md)!
Acrilanmida al 40% 4.69 m
Bisacrilamida al 2% 2.54 m1 -
Persulfato de amonio 5 mg/ml 1.25. m
Tetrametiletilendiamino (TEMED) 0.02 ml

Se agregaron los reactivos en forma sucesiva y con ~
agitacidn constante e inmediatamente se llenaron los tubos de
vidrio con una pipeta pasteur, luego se cubrie:on'con agua .~
destilada para favorecer la polimerizacién, se dejaron 60 min.

a 20°C y se mantuvieron a 20°C hasta 21 momento de usarlos.

2. Procesamiento de las muestras:

Sol. A:

Fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0 0.0 ml
Dodecfl-sulfato de sodio 10.0 ml
Beta-mercaptoetanol 10.0 ml

Bol. n:

Fosfato de sodio 0.2 M-SDS al 0,2% 5.0 ml,
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Beta-mercaptoetanol

0.5 m
Azul de bromofenol 5.0 .mg -
Glicerina‘ '5,o,m1_J

A 180 /(1 de: rMc. rMP-ligera y FMP-pesada 80 les -

agreg6 20 /Il.de aolucién A a cada fracczén y se 1ncubaron a-

56°C.., 30 min, después ge les afiadié l40¢/(1”dg"soluc16n;a. -

‘se agitaron y se dejaron a 4°C por ‘18 horas.

3..Elgctrpforesis;f

e ‘extrajo el agua colocada.Sobre lourgelésfde‘pplié-”

crilamida, se agregaron 50 y 100 fl de lés-iﬁMe‘st,’ra's' ;'pzfe'p_a'x.iéé
das. Se realizé la electroforesis en una c&mara y se utilizé -
soiucién reguladora de.fosfatd de sodic 0.1 M pH 7.0, se apli-
caron 4 mA por cada'tpho hagta pasar la interfase del gel, pos
teriorméntc uevaumehté a 8 mA.

Al finalizar la electroforesis se extrajo ol gel del-
tubo, se midié el frente del colorante, se tifio con azul bri -
llante de Coomasgie durante 90 min vy 86 contrastaron las ban -

das con solucién decolorante (dcido acético-5 ml, metanol-5 ml

y agua destilada 90 ml).
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6 Estudio’de lasreaccién cruzada:entre 1os: antigenos mitocon-

¥

riales e corazéh, ‘higado y mdscilo’esquelético’de diversas-'

éspecies animales.:

’higado y musculo esqueléVico, tal como se seﬁalo anterdormente

1as sigulentes especjes anlmales-u

‘Pexro -gcania»ﬂamiliarls.v

‘Rata Rattus norvegicus. (Wistar).

Gallo = Gallus domesticus,

-(White Leghorn .
La 'concentracién de~proté£na'tota1 de cada uno de 'los
lotes de‘mitdcondriaSIfue determinada por el método de Lowry.

Los antfgenos mitocondriales de cada uno de los teji-

dgsvde-las especies mencionadas se probaron por MDIfen,placas—
de-agar al 1l.5%.. En los pozos periféricos sekdepositaron 50/(1

de la FMP-ligera (1.3 mg/ml), de la FMP-pesada (0.3 mg/ml)vy -

en los pozo# centrales se colocarcn 50‘ﬂ1 de suero de conejo-

~FMC o a~FMP, realizandose varias coubinados de antfgenc y de
anticuerpos, para observar las reacciones cruzadas, bandas de -

identidad, identidad parcial y no identidad.

7. Estudio de anticuerpos contra mitocondrias en pacientes con

una_enfermedad. cardiovascular vy en sujeﬁos normales

Be analizaron sueros de pacientes con enformedad car-
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5diovascu1ar 'y de aujetos normales, med1ante los métodos imuno-'*
1 .

‘e MDI y CIE. contra mitocondrlas (FMC).,como ya se se"f
‘flald; anteriormente, para lo cual las mltocondrias sa uonicaron‘

;previamente, durante l min, cada '15 segundos a 4°CJ (aonicador;

Labsoniq'lSlO) y se utilizaron a una concentracién de 1 mg/ml.

Los grupos de pacientes estudiados fueron los siguien -

tgéf
Grupo Ndm.
1. Fiebre reumitica activa 75
2. Fiebre reumftica inactiva 284
3. Infarto e isquemia del miocardio 72
. ca:diopatiasucqngénitas 83
. Enfermedades no cardiacas 102
. Donadores de sangre 150
7. Estudiantes de la UNAM 180
Total 946

8. Efecto de los anticuerpos antimitocondria, sobre la funcidn

vy aestructura de las mitocondrias curdiacas.

A, Efecto de los anticuerpos sobre la funcién de las
mitocondrias.

bPara realizar los ensayos, se obtuvo la FMC y se de-

term;nd la concontracidn de protefna mitocondrial, inmediata—
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mente deapuéa se. midi.6 la actividad x:eapiratoria de las mito—

condrias polarogréﬂicamente con’. un electrodo de oxigeno de --'

Clark.fen 3.m1‘de-madio;satu:ado;de.oxigeno‘(SMG791)1

Malétb‘0$I3Mr~pH_7,3

0.3 m
Gihtamato,O;l,M; PH 7.3 0.L:ml-
Cloruro de potasio 3'M 0.125 m
Fésforo inorgdnico 0.1 M, pH 7.3 0.2 m
Agua bidestilada 2.275 ml

El dximetrorse-ajusféra 0. y 100% de saturacién de -
oxigeno con SMG-Pi.

Se observdé el “acoplamiento mitocondrial" de las mi-
.tocondgiasfde corazén de perro obtenidas en la FMC, para lo -
cual se midié el consumo de oxigend de 2 mg de protciqa mito-
condrial, mediante la adicién deilo AL de adenosip—difosfato
(ADP) con uﬁn cbncentracién de 20 my/ml, cada vez que se con-

sumfa un 15% de oxigeno presente en ol medio utilizado, para-

estimular el consumo de oxigeno.

Este ensayo control fue reallzado al iniciar y termi-

nar cada experimento.

Se renlizé el siguiente ensayo con gammaglobulinas:

Mitocondrias + a-FMC & a-FMP, y/o complemento.




Algunos ensayos se realizaron incubando previamente a.

idlferentes t@mperaturas (24 y 37°C)

El ﬁuero de cuyo (Cavxn porcellus) se ~uso, como fuente
de. complemento.

B. Efecﬁafdéhlés~anticuerpos sobre la estructura de -

las mitocondrias.
para observar el efecto de los anticuerpos antimito -
condrias sobre las mitocondrias fue medido el *hinchamiento mi
tocondrial" por registro del decremento en la densidad Gptica-
650 nm en un ospectrofotdmetro PMQ 3 (C. Zeiss)

En cada experimento se utilizaron 50 /(1 de mitocon~
drias (2 mg de proteina), los ensayos se realizaron con solu -

cién amortiguadora (SSTE) de la siguiente manera;

Mitocondrias + a~FMP (gammaglobulina).

Usandose como controlés:
a) Mitocondrias.

b) Mitocondrias + gammaglobulina de conejo.

1o anticuerpos se adicionaron lantamente a las cube-

tas que contenfan las mitocondrins disucltas en SSTE, 5o agité




¥, .aprox,im‘ad‘ameh't'e‘_fi* los 5 min se leys 1a densidad k’tS'pti’c‘a.







iObtenc;Gn ‘dai mitocondrxas

En uomparacxon‘con las mitdcdnd:iagjobtehidas por ho
mogenelzaci6n en. 11cuadora, con lo que se obtuvleron membranas
,mltocondriales con pérdlda de laa crostas g la- matriz mitocon—
drial como se puede observar en la microiotografla al micros -~

copio e lectrénxco én la flgura 1A, las’ mitocondrlas extrafdas—

con aréna. preséntaron mEnor;daﬁOL‘por 1o*quehse-dec1dlo utili
zar. éste’ ultxmo método, ya que se obtuvieron me;or conservadas
Y completas, pero tamblén presentaron contaminantes subcelula—
:¢§_§0m¢Lsarcolema y_lisospmaSi(fig. lB).-Para tratar de elimi-
nar los. contaminantes, 158 mitocondrias obtenidas con arena --
(FMC) ‘se pasaron a través de un gradiente dlacontinuo de saca~
rosa (FMP), las que obtuvxeron completas{,con3poco daﬁo estruc

tural y solose observd una discreta contaminacién por alguna=s

fracciones sobcelulares como- los lisosomas (fig. 1C)

Con el gradiente discontinuo de sacarosa para la ob -
tencidn de ﬁitOCondrias puras (FMP) se obtuvieron 2 fracciones
(fig. 2):

FMP-ligera.* que se localizd entre las capas del 40 y

50% de sacarosa y que consistia de mitocondrias de menor pegso-
molecular, .

EMP-ppSéQé;é:Qué'se obtuvo e¢n el botén formado en el-

fondo del tubo, conteniendo mitOcondriau de'mayor peso molecu-
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1ar.

:ggpdimiehto'de.proﬁéﬁhas.i
| »Ehflartablayl‘qq}iqdicaﬁf1oalresu1ta§og_Qe pcbo hG@§d9
vagfcprAZSﬁ.bbtgniQOS enﬂcnd;fextracciéﬁvde“las FMC .Y la'céﬂbép;
tracién de proteifna; no se encontx§ iéxa¢16n alggna-ohére éstos
patimetros en ‘10 corazones; se Obtuvo“en,prémédio‘72.9'g“de~pe—
80y il,B mg/ml~de“proté£ha,keh;losfcorgzonesvnﬁméf634vyglO el=
peso hﬁmedo es muy;diatihto,y>la cohqenﬁrac16n de-protefﬁé to -
tal es iguai,
Tampoco se encontrd relaciSn entre el peso del corazdn
y la concentracién de protgina en las fracciones mitocondriales
puras (ligera.y pesada), el promedio de peso fue de 76.6 g y la
concentracidn de 5.1 mg/ml dé mitocondrias ligeras y 2.0 mg/ml-
de mitocondrias pesadas. La concentraéién de mitocondrias lige-
ras es mayor que las mitocondrias pesadas, como se observa en -

la tabla 2.

El rendimiento de protcfnas mitocondriales (FMP) de --
diversos organismos, extraida por ol mismo método es mayor en -
el perro tomando en cuenta la fraccién ligera y pesada y los --
diferentes tejidos, ya que se obtuvo un promedio de 3.8, luego-
en la rata con 2.6 y en el gallo 1.9 mg/ml.

Comparando en los tres tejidos difcrentes lu concen —-

traci6n de proteinas de las tresn oapdcieu, ge encuentra que en-—

-,
£



ol corazén se tiene mfs protefna, en especial en la fraceién -
ligera, posteriormente en’ el higado en la fraccidn pesada

nalmente en el mdsculo, tabla 3.
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Figura 2 Separacion de mitocondrias cardiacos

&N un gradiente -de sacarosg {0 0 50% )
(g} FMP - |{gera

(b} FMI« pesado




Tabla 1. Peso del tejido cardiaco y concentracién de protefna

’myiﬁbééiﬁ_'ﬁr_igi en la FMC. -

cdraiz‘én‘- . Peso: (g) Px;qlhré_i_f.m';_ “{mg/rl) Prot. otal ‘(mg)

1 54,6 25,87
2 90.6. .

11448

w

}56;43f

[

» 73;2
87.5 - 4.3 25.8..

o

59.7 16.8

100.8°
7 49.0 6.0 36.0
8 83.0 '90.0
9 93.0 90.0
10 29.9 96.0

Promedio 72.9 1r.0 69.0
pesy. Estand 22.94 5.53 32.39
coef. de correlacidn (x) -0,03




Tabla 2. peso del tejido cardiaco y concentracién de proteina-

nitocondrial en 1a FME,

FMP-ligorn (mg/ml) - FMP-pesada (mg/ml)

11

12 1.6
13 23.0 1.3
14 45.0 2.6 1.4
15 64,0 0.9

16 45.5
17

4.4

1.9
18

1.1

Promedio 76.6
Desv, Estand, . 32,20
Coef. do correlacibn. (r):
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Tabla 3. concent.racién de” prot.eina en mg/ml de las fracc:.ones

mitocondriales puras de di.vox::mu especies Yy tejxdos.

FMP

perro Ratea: Gallo pProm,
Pesadn do Cor. 1.9 6.9 1.3 3.4
Ligera de.cox. 4.4 3.7 8.5 5.5
Pesada de nig. 9.6 - 0.5 2 3.8
‘Ligora de Hig. :2,0 | 1. 0z 1.3
‘Pagada de Mﬁs. 0.4 2.2 0.4 1.0
Ligera de mds. 4.2 0.9 0.0 1.7
Promedio 3.8 2.6 19 2.8
Desv. Estand. 2.9 2.1 2,9 1.6

‘5{
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Obtencidn de anticuerpos.

.:Por“MDI”lde'antiaﬁe:da‘antimiﬁééondiias‘al*reacéfdﬁa:
con mitocon&rias,presentaroh una‘1igera\0aria¢ién}enrla res, -——
puesta inmuné;cdn';éspectOTa“CQGa cbﬁejo y al tiempo.kcdmé‘séa
observa en la tabla 4, hay vuriacxén de respuesta onLre los di
versos conejos, ya due en los vonejos inmunizados con FMC, el-
conejo 253, presenta mayor reupuesta, dando en promedlo 4 ban—
das y el: coneio‘255 dé solo 1.7 bandas,

con’ respecto al tiempo de 1nmunxzac16n, la variacidn-
ieQ-IiéE:a, pe;o sgqobsgryg uniaumen;o-dg;lg :gspuesta humoral-~
en el,cua;tdnséngrado.

En- los conejos inmunxzados con ‘FMP,. también nay varia
cién en la respuesta de conejo a conejo y.con respecto al txem
po. El conejo;291'dié'mejorvreépugsta)fya‘qué fpgmsfs.bahdaé
en promedio, siendo en el cuarto ééﬂ;fédo?;ﬁando se obtuvo -
mayor nimero de bandas, los conejos 293.y 294 prosantaron. —-
menor nimero.de bandas. Se obtuvieron hasta 5 sistemas antige-
ro-anticuerpo con la FMC contra a-FMC por MDI: y con la FMP —-

contra a-FMP se presentaron 6 bandas de precipitacidn como

maximo,



51 ..

Tabla 4. Niveles'de anticuerpos contra antfgenos mitocondria -~

les en conejos durﬁhgq-lié dfas v&i@g&hps por- MpI.

Antisuero  ler. Sang. 20. Sang. 3o. Sang. 40. Sang. Promedio
252. o 2 4 2 2.7.
253 5 4 2 5 4.0
255" 1 2 2 2 1.7
promedio 3.0 2.6 2.6 3.0 2.8
291 6 6 3 5 5.0
293 2 3 3 4 3.0
294 3 2 2 3 2.5
promedio 3.6 3.6 2.6 4.0 3.5

= Nﬁmero.de_aistemaé'antfgené-ahtiénerbo.
252, 253y 255 = antisueros a-FMC.

291, 293 y 294 = antisucros a~FMp,




‘caragterizacidn. de ‘antfgenos.

ptimizac16n del ext“acto hntigénlco,

COn el propésito de obtener mayor numero de untigenos'

se solubilizaron “los’ antigenos mltocondriales con tri(6n x-loo"

y urea (TAX~U). ‘cuyo efeqto muestra una;disminuc16n on el-nume'
ro de bandas, en gcneral la FMC- solubilizada presenta una dis-
mlnucién promedio de 0 9 tanto en la FMC entera como en la di-
1luida enl:2, el probarse en 3 dife:entes ,sangrgdos de antisue -—-
roS-antimiﬁdcondriales (a~-FMC) , tabla 5. Taﬁbién gse observa =-
que en las placas con agar sin T-X-U, el promedio del niimero —-
de sistemas antfgeno-anticuerpo es mayor que cn las placas con
agar-T-X~-U (promedio-de 2.4 vs 1.8), éxceptb‘eﬁ el primer san-
grado. del conejo 255.

Iatabla 6 muestra un efecto semejahte del TX-U en -
el agar sobre el ASCP Yy el sp, ya que resulta disminuido el --
promedio de bandas; pero con los antfgonos como el ASCH aumen-

ta ligeramente el promedio de 0.8 a 1.0.

1a £ig. 3A y 3B muestran las diferencias en el nime -
ro. de bandas obtenidas de 2 sueros difercntes (291 y 294) al -
enfrentarse con la FMC y la FMC-solubilizada a difecrentes con-
centxaciones; como se observa las fracciones solubilizadas ---

presentan menor nimero de bandas.

En la f£ig. 3C y 3D se presantan las reacciones antf -




éno-anticuerpo de 10s: anticuerpos:

ntimitocondriales:con:.an’

fgernos humanos”y antfgenos

¢ perro diferentes a as_mitocon

con: ASCP de;<

bandas de precipitacién.

%Pruebas de: precipitacxén._

con. el fin de analizar 1as bandas de precxpitacién -
se-usd  la” IEF (tabla 7Y% en que se . presentan los datos obten1— 
dos con los- anticuerpos antimitocondriales, donde se obtuvo ==
desde 1 banda con Ia,FMP—pesada,hasta 5 con la ¥MC. No hubo ~=
diferencias sighificétivas'en;el niimero de bandas entre mito-=
condrias sonicadas y sin sonicar (promedioc de 4,0 en ambas)
Las~fraccioneéi@itocondrialea de~gb:a26ﬁipurifiéadaé en gra --
dientes de sacarosa die:on‘menqr'nﬁmero'de;sistomas antigeno -
anticuerpo; la fraccibén ligera 3 bandas (promedio de 2.8) y ==
la fraccién pesada }. banda (promedio de 1.5).

La tabla 8 también mﬁeétra los resultados de la IEF -
de la mezcla a-FMC y a-FPMP con difarentes fracciones mitocon -
driales de perro, el promedio de bandas en ambas mezclas es pa
recido (2.3 y 2.6), siendo mayor el nﬁmero de bandas con la --
FMP-pesnda del higado (7 y 9 bandas) y menor con lu FMP-pesada

del coraz6n (1 bandas), con la FMP del misculo no se presentan
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bandas.

En la fig. 4 se presentan los patrones inmunoelectro-

foréticos de las fracciones mitocondriales: ‘1a”mc;:a;§.s ban -

,daa de precip1t3016n, 4 isoeléctrlcas Y L anédica,

“la FMB-1i <

gera present6 3 bandas de las cuales 2 ‘mon isoeléctrlcas y 1=

anédica y la FMP—pesada dié 1 banda iaoclectrica.

1a. técnica de CIE también se. emp1e6 para analizar las

bandas de prec1pitac16n, se obtuv;eron desde 1 hasta 7. bandas-
y en promed;p el nume:o‘dgvbandas esvgemejante_entre}la EMC; -
FMC- sonicada y FMP-ligera, siendﬁ.ménbtfen la' . FMP~pesada, -

{tabla 9). En la fig. 5-se observan ‘S sistemas antxgeno-anti -
cuerpo de a-FMc enfrentados ala FMC.

' Al realizarse la CIE: de las fracciones mxtocondriales
puras del'goraz6n, higado-y misculo del perro, de la rata y —-
del gallo contra la mezcla de a-FMC y a-FMp: se encontr$ que -
la mezcla a-FMp responde mejor a los antfgenos (promedio de" -~
2.0 vs 1.2). En_generall1§§_ahtigéﬁos\migocohdrialeé del pe -~
rro presentaron mayor nimero de bandas, ya que el ﬁérééén e hi
gado dieron 4 bandas y el misculo 3; en la rata el corazén e -
higado dieron 3 bandas y el misculo 1; y en el gallo unjicamen-

te con el misculo se obtuvo 1l banda, tabla 10

B ‘Ghyief

4
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Tabla. 5. E:fecto dol tx:it&n x-1oo y urea. sob:e el numero de ‘ban-

con"la FK: Y. el nuero eapecifico.

_8ang.: Conejo Placas’ FMC PYc-solubilizada . - :promedio:
AR | S 1:2 v $27 L T
252 T-X-U q 4 3 2
- - - 5 3 3 3 35
253 T-X-U 1 1 1 1 10"
- - 1 2 1 1 1.2
255  T-X~U 2 2 1 0 1.2
- - - 4 3 2 1 2,5
pPromedio T-X-U 2.3 2.1 1.5 1.2 1.8
- - 2.8 2.5 2.2 1.8 2.4

T=X~U'w placns do agar disuelto en tritén x~100 v urea.

~ = =~ = placas de agar disuelto on SEB.




.'li‘ibllaffé..’[ Efectodeltritén 'X=-100 'y urea en el agar sobre el ascp,

SP, ‘ASCHy SH por MDI.

1.0 0.6

a = Nimero de '_'si:l‘s",t‘:emaat:_antigeno-aht_i.cuetb«j,
b = Conejos inm'unizégdos_ con FMC,
‘T-X-U = placas de agar aisﬁelto en tritén *-100 y urea.

-~ = placas- de agar disuelto en SSB.
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1., 3k, Microdobleinmunodifusidn de anticuerpos antimitocon-
APias puras del suerp de conejo 294 (B) {rente a
FMCT 590 ug de protefna (1), 295 ug (3) y frente

sMC-solubilizada con tritdn ¥~100 v urea; 295 ug

> 147 wg (4).




Figura 3C. Micxodobleinmunodifnsién'd& anticuerpos antimitocon-
drias puras de suero del conejo 291 (C) ehfrentadps-
a: antigeno soluble de corazndn humano. (1), antigeno-

soluhlu'dc‘corazén de pervo (2), suero humano (3) ==

y sucro de perro (4%,
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‘rabla 7. I‘r'xm:unbe‘le’c»_trofores is de gammag lobulina antimitocon ——

d ‘:i"a'lf‘: contra fracciones mitocondx::.nleg ‘de ~éogéz5h ‘do-

‘a® Nimero de sistemas antfgeno-anticuerpo.

P Ani:iﬁuérou' a-FMC.



fabla 8. 'Ifﬁhﬁh'oé‘lecfrofdresia' de'a'xiti érés anﬁixﬂitoc’ondria -
les con’ fracciones mitocond'”iales de corazén, higa--
do’ Y musculo de perro (Fup)
. FMP
d0 perro

Ligera de Hig.
Pesada de Hfg.
Ligera de. s,

pesada de .Mds.

a= Nimero de'sistemas antf{geno-anticuerpo.



Figura 4

Representacion. esquemdtica do fos
polrones- inmunoeiectroforaticos de:
a F M P~ ligera

b FMC

c F M P~ pesodo



‘Tabla 9.- Contrainmunoelectroforesis de fracciones de "’cor:'va"ibérrxf

de perro contra ant}icue'rvbo's -antimitocondrias.

‘PMC-sonicada -
. PMP-ligera cor.

PMp-pesada cor.

a= Antisueros a-FMC.

b= Antisueros a~FMP.




¥,

Tabla 10.'conttaihmunmciécttofqhgsis do-nhhisug:@g antimito -
condriales contra fracciones mitocondriales’ purasde’

diversos téjidds dé ‘perro,-rata'y gallo.

Especie Mezcla de
a-FMC
Rata
Gallo
H{gado perro 1 4 2.5
Rata 2 2 2,5
Gallo 1 1 1.0
Misculo perro 1 3 2.0
Rata 1 1 1.0
Gallo 0 0 0.0
Prom. 1.2 2.0

a= Nimero de sistemas antfgeno-anticucrpo.



ntrainmunoelectroforesis de mitocondrias crudas

i

(s ¥ C} contra diversas mezelan de anticucrpos anti

mitocondriales (B y D), donde se obscrvan hasta

sistemas antigeno-anticuerpo.
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Electroforea;s.

Ccon el propésxto de- analizar- cuantos componentes pro-

‘tefcos tenfan las fracciones: mitocondrlales de coraz&n de pe.

rro, se hicieron: electroforeaxs en gel de poliacrxlimida, en =’

la PMC se observaron 19 bandus de prote{na. Bn 1a fig. 6A se -
mue_stra la separac,:_.én;dev-so‘«y:,l,oor_lll"ide_‘_‘:la;:-r"up. ‘se obsex:van ——

23 y 20 bandas: respectivamente. Ia flg; 6B muéétra la separa -

cién de la FMP-ligera y de la FMP-pesada de mipocond:iaa,de co

razén de perro, en 1a prlmera gse obtuvieron 20 bandas y en la-

segunda'30 bandas.

1as. mztocondrias de- higado de perro presentaron 17 -

ahandas dxstinguzbles en la FMP-ligera y 22 en 1a FMP-pcaad ;

con el musculo se obtuvo un menor numero de bandaa, 16 en la FMP--

ligera 'y 4'en.la 's‘..MP-.Pesada-

Reacciones cruzadas (MDI).

Ios anticuorpos antimitocondrias de corazén de perro-

e

dan reaceién cruzada con. las mitocondrias del corazén, higado= -

y misculo de las diferentes especies- analizadas, dque son el pe
rro, la rata y el gallo, aungue no en el miamb'gnadp (tabla

Ll),ﬂentOB feéqci6ﬁan més con los antfigenos mitgdondriales'del
perro (corazén, higado, vy mﬁuculp),GOn un pggmedio‘dé.bandas‘-
de 2.6, dando hasta 5 sistemas antfgéno-anéichgxpo,con el co. =

razén .y con Q}'higado:y‘ 4 con el mdsculo. Estos an(':Lc‘uerpos -

o



e
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también reaccionan con las f

'“'itOcondrKaleéfde‘1azréé

ta con ‘uh - promed;o de 0'6._co 2 bandas comofméximo con el co- "

razén, higado y musculo, el promedio Qe reaccién entre estos -

:3° fue’ muy semejante.P

Con los:antigéprgmihQCOndfiales,deifgallo,ios anti: =
cuerpos también-aénﬁfeéccién cruzada_cqn‘proMQdio'totalvde ban”~

das de: 0 3 aiendo mayor la respueata con el higado y luego -

con el coraz6n. dando 2 y 1 bandas reapectivamente. con el mus

culo no hubko reacci6n.

Los antlsueros a—FMp dan en promedlo més ‘néimero ‘de -~

bandas (1.3) qne los a—FMC (0 9) Laa fracciones lxgeraa pre

sentan en. promedlo mayor numero de bandae (1. 4), que las frac-
ciones pesadas (0 9).
Con el £1n de eliminar diferencxas individuales ge -—-

mezclaron los 'sueros.’ de: los conejoa 252 253 y 255 (a-FMC) y -

de'loa conejos 291, 293 y 294 (a-FMP). En la tabla 12 tambidn~
se muestran las reacciones cruzadan del corazén, higado y mis-
.culo de laé diversas espécies'f:ehta.a los antisueros agrupa -
dos ; con la mezcla. a-FMC el promedio de bandas fue de 1.0 y-
con la mezcla a—FMP‘dé:1.4;~como 8o observa los antisueros y -

anticuerpos a-FMP dan mayor nﬁmero‘da bandas con sus correspon

dientaa antiganos inmunizantes (FMP).

Al encontrar que 108 nntiganos mitocondrinles de las-
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diversas especies daban reaccién cruzada al probarse con anti-

cuerpos antimitocondriales de corazén de perro, se hizo un ang

cuerpos contra los antigcnos mitocondrlales de los diferentee-

tejidos del perro. de la ratay- del gallo.

LOS‘antlgenqs mitocondr;ales de‘cora25n,de perro pre-

sentaron con los antiéenos mitbéondriaiéé de higado"de'perto -

roaccién . de 1dent1dad (Ly2 “bandas), de 1dent1dad parcial (1)

y de no ‘identidad  (1);: con los antigenos mltocondrlalea de -

midsculo de perro, reaccién de 1dent1dad ( 1 Yy 2 ) e idcntidad—
parc1a1 (1 y 2 bandas).

‘Como se observa. en la tabla 13;-e1-cora£6n del . parro- -

con el corazén de la rata dan bandas de: 1dentidad (L v 2y,

'identidad parcxal (1) y no xdentldad (1)- el hlgado del perxo-

y el higado de la rata dan identidad (1 y 2" bandas), no identi

dad((l y 2): el misculo de perrO'con 01 mésculo de rata solo -

dan bandas de.identidad (L-y 2).

El corazén de perro con el corazén de gallo dan iden~
tidad parcial'(l)t e1 higadb de perro ¢on el higado de gallo -

presentaron identidad (1) e identidad parcial (1): el mdsculo-

de perro ¢on el mdsculo de gallo no dan ninguna reaccién.

' ant'i ‘

T R
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Tabla 11.- Rea.cciongs\;i:}tjz:_\da’a 6nt;re las FMP ‘do,,dive:‘sidg tajd =
dos ‘de :_;zi_tzrij, ‘rata fjv.g'z_lllo"'c'ondiw}'érr‘»s'_aau gammag ]'.ob‘u-
linas de consjo nirtfﬁ;ﬁo@@hﬂria;cu_ en MDI.

Te3. Especle 253%  26eb. 20180 293¢ 2045 prom.’
S L. - P, L. B, L. pPoiinop L B :
coxy :Perro 2a 1 32 2 2 0 5 1 2,3

Rata o o 1 1 2 1 0 o 2 o 0.7
Gallo o o o0 o 1 1 o 1 o 0.3
nig. perro- 2 4 4 3 a 3 2 5 5 3.6
Rata 6 ©0- 1 1 2 1 o 0 2 o 0.7
gallo 6 o 0 0o o6 1 o0 e 2 o 0.3
Mds. perro o 3 3 4 3 1 o 2 3 1.9
‘Rata o o 1 1 2 1 o 0 1 o 0.6,
Galle © o o 0o o c o o o 0.9

-Prom, .

0.4.. 0.6 1,41,2 2,11.6 0.8

a = .Nimero de sistemas antigeno-anticuerpo,
b = Antisueros a-FMC.

c = Antisueros a-PMP.

L, = FMP~liyera.

p. & FMP~pooada.

o
5
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Tabla 12. Reacciones cruzadas entre diferentes fracciones mi-

tocondriales con’ diversas mezclas de ‘antisueros por .

Mezcla a-PMC.. Mezcla- a-FMP
M“_‘Li M Pes.

Misculo Perro

Rata

Prom. 1.6 0.8 1.2 2.3

a = Nimero de sistemas antigeno-anticusrpo



vggbig¥i§;;ge§¢¢19n9§ q;niadaa,entre ant{genos mitocondriales

del perro con rata y gallo por MDI.

= Reaccién de identidad.
1P = Reaccién de identidad parcial.

No I= Reaccién de no identidad.
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'Antié§erposicoh£fa mitocbndriaa‘én sueroﬁ;humanos;
Con. el f1n de encontrar la frecuencia de 105 anticuerax
‘pos contra mxtocondrias, 8se estud16 una’ poblaci6n de sueros e
de sujetos con d;ve;ags_ggcermedades;del«corazon,.enformedadea
nOZCardiécasﬁe'?individ665 apategtementeinormales, donadores -
de sangre (que eran Iamilinrea de 109 enfermos) y estudiantes-

e la Unlversidad de ‘ambos sexos, con una proporcién“mﬁn o me

nos igual de hombres y mujcrgs,-excepto,en-los dqnadoreuﬁde
sangre, en 1los que se tuvo una. mayor proPth£6h¥d¢ hombte5;

con edades promedio variables (tabla 14).

1a: £abla 15" muestra el porcentaje de’ posxtiv!daa de -

ilos sueros contra los antxgenos mitoeondrxales (FMC) por’ MDI -

y CIE. como 8e observa la ch detecta mayor porcentajeQde anti o
cuerpos. antimi.tc}condtiales que la MDI, también se analizé el -
nimero-de bandas de precipitacidn siendo este muy semejante en

ambas pruebas (tablé 16).
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v'ra‘blal-i 14"."'-’c‘aracter£‘sticas de ‘la poblacidn estudiada.-

Ind:wa.duos No. d¢ Bueros Sexo (%) ‘Bdad’
] o F M (Promedio) -

Fiobre .reumzitiéa_ activa 7% 53 47 1726
Fiebre reumﬁt;iéé._inacﬁiva 284 58 42 kJow]
Isquemia e ir‘ia'r;:O'_:ééi
miocardio T2: 40 60 '57*14
card io}pati‘as: . coﬁgénipas 83 52 48 16512
Enfe‘rme'c_ladésf 'nof'caié:iacas 102 51 49 apt1y
Donadores de sangre nérq&éles 150 17 83 274 7
Eéthdianteé univewr’s‘ll..‘_.lt‘:avx':‘ios 180 52 48
Total 946 323 377
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,Tdb}a 15, pofcéjnt;z\xjg de positividad de’ sueros’ Humanos probados

contra ‘aﬁtigengs'.initocohdrialeé (FMC) - por - GIE ¥ MDI.

_Suexos’ CIE. MDI

Fiebre rcumitica activa s 3

?1°brﬁ ' vl‘ré;\'lml{itica;f inact ;va 11 2
1aggom;a-— e:.nfatt:odel miocardio 28
Ca;éiépéfi.;é ‘_‘cong"ériait”.as . o 36
Enfe;n‘\gdad'esr no Card 1a ca o 10 1
'Doﬁdbxés ‘de 'sangre normales - 24"

Estudiantes universitarios 18
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‘Tabla 16 Px:omedxo del’ numex:o de bandas formadas por CIE y =

MDI, ‘en 1oa dif.erentes grupos de sueros posit;ivon.

fuaros CIE MDI.
Fiebre reumitica activa 1.1 1.3
Fiebre reumétu:a inact;:.va .10 1.0
Isquemia’ e’ infar(io' del miocardio,' 10 1.0
cardiopatias : copgénitas_ : 1 1 1.0
Enf,e;mé‘d.ac.igs no cardi_ac'as : 1.2 1.0
Donadores -de sangre ' normales -r]_.'.O”. | .
Estudiantes universi.tarxos 1.0 J.,d




fEfecto de los antlcuerpoa sobre 1as mitocondrias

‘En la’ tabla 17 se muestran los resultados del anél;smsv
del efecto de 1os anticuerpos antlmitocondrla sobre.el control-
respixatorxo mitocondrial. -como se. observa hay una’ diumlnucién-“
del consumo ‘de oxfgeno por las mitocondrias cuando uejaﬁgdie -
ron. los anticggrpOQ (experimento 2“3‘5). El estado;4.n5 sé mod i
ficS, En el estado 3 fue menor el cpngﬁmp.Qe oxigeno al aumen -
tar 1Q‘Féntidad de anticuerpos’y la é&;éé;étﬁts,,35°c y 20 min-
(exp. 4 vy 5).

El porcentaje de 1nh1b1ci6n del consumo de oxigeno au-

menté al adzcxonar 1as gammaglobullnas antlmltocondriales y fue
mayor al aumentar 1a cantldad de antlcuerpos; la temperatura -
Yy el tlempo de: ‘incubacidn.

En la tabla 18 se muestra el efecto de los ant;cue:pQS'
y el complemento sobre la’ iunci6n ‘respiratoria mltocondrlal. En

el experimcnto 2 se agregaron directamente los anticuerpos a las

mitocondrias y a la concentracién empleada no se observé ninguna

diferencia con.

37°C por 15 min. se obtuvo una inhibicién del 61% (exp. 4). Al -
afiadir anticue:pos mis compléﬁento e incubaé a-37°C durante 15 -

min, la inhibicién fue de un 90% (exp. 6) Por otro. lado el com-

plemento por sf’ solo inhibié hasta un 75% el consumo de; oxfgeno.

1a gammaglobulinn del conejo # 20, moat:é inhibicién-

respecto al control, pcero cuando se incubaron a- .
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al 36% (exp.‘3) y haata 93%._cuando se 1ncub6 a 37°c. 15 min.

En la fig. 7 se muestra el efecto de loa anticuo

,untimitocondrzales, sobre 1a respiracion.estlmulada por ADP -

en’ mitocondrlas- como puede,obsexvérse e11ant1cuerpo antimiéo'
condr;a 1nh1be el estado 3 r@épiratorlo, lo cual ind}gg;gue -
hagtgnhzblcién de la formaclén de ATP.
El,efécto”dél'anticuerpo‘aobré la estructura mito -
cohdriai se mldlé por el grado de "hlnchamlento mitocondrial“'
y los resultado se muestran en 1a tabla 19. Los anticuerpos
'empleados (gammaglobulzna antzmitocondrial) modlficaron en --
mis. de 0 2 unidades de densmdad 6pt1ca la preparacion de mi -
;;ocpnd:§§§:(FMC)34}9_993'gugle;e_ancambiq esgxquggal,enAlas
:;ismas;jLafgammagldbﬁlina:dei'cbhéjoT#ZZO tanbién provocd —--

una disminucién semejante de unidades de denéidad'éptica.



J’I‘ablaf;lfl:_k.",::Ef_écto"de}_ los anﬁicyfxe'r_pqs_.‘,a}h_trirrriitbcbhdr’: ia sobre el

control reapiratorio mitocondrial,

| . onomint mg-l control
) EXPe- Adiciones ‘Estado 4 -Estado:3 .. ‘Respiratorio

a= 'cifrag que repx:é_séni_:a_n A',e; prbmedio de 3 determninaciones.
b ,_§"._mg,,j_‘inc\ibaci6n” di.#egta a 24°c.
c=:2.5.ng, incubacién de 20 min a 35°.

incubacidn directa a 24°C.

e = 3.4 mg, incubacién de 20 min a 24°C,
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Tabla 18. Efectc de los anticuerpos antin ; tqédixdi:ia'sobre el

control respiratorio. mitocondrial.

o  omAomin! mg=l . conmtrol _znhibicidn..
Bxp.  Adiciones - E#tado 4-: Estado 3 Respiratorio i ifeny i T

1 - B8O, " 165 19
2 Ac.253P 87 168, 1.9 -——
3 Ac.20° 6 138 15 36.0.
a »ag;zsad;'.: 66 63 0.0 61.0.
5 complemento® 18 2 2.3 75.0
6 253 + compl.f 12 18 1.5 90.0
2 Ac. 209 6 12 2.0 93.0

a. = promedio de 3 determinaciones.

b= ;l'.féfnig‘. e incubdéi&_ﬁ directa a 24°C..

1.8 mg o incubacién directa a 24°%.

1.6 ' my e incubacién de 15 min a 37°c,

e = 30 ul ¢ Incubacién de 15 min a 37°C.

£= 1.6 mg de Ac. + 30 Al ade complémentq e incubacibn de 15 min, 37°C
g = 1.8 mg e incubacién de 15 min a 37°C.

Ac 20 = anticuerpos de conejo normal,




‘Tabla 19.. Efectbv"v;de‘ _los anticuerpos antimitocondria sobre la.

‘estructura de las mitocondrias.

D.0. = Densidad &ptica a 650.naqsmetros.
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Figura 7 Trezo: dei

slacirado de calgeno que tustrap
ol afacto del anticuar po atimitocondrio, sobee
oF control respiratorio de mitecundrias de co-

razon. 5S¢ mide 1o cantidad de nanudtomos de
OX(gN0 conswmido,







rizar el antfgeno(s)

La sintesia de autoantxcuerpos contra varios componan 8

tes tisulares después de la necrosxs celular parece ser un. pPro-

‘ceso. £iaiolégico normal (33. 34)-

En 1as enfermedades cardxovasculares frecuentemente -
se encuentra destrucélén de las mlofxbrlllas cuxdiacas (9, 26,
33, 34) por tal razdn, parte de Gsteft:abajo trato.ég}caracte-
‘mitocondrial ca;dia;o ﬁés'releVQﬁﬁe para
los onfermos qggdibpatas, egpgcialmenpéféﬁ'aqﬁellosfcon fichre
reumdtica, infafto.del miocaidioiyzsﬁiétbslggq cardiopatiaa -

congénltas (25, . 33, 34).

puesto qpe algunos antxgenos mitocondrlales son comu-

nes a varzos tejxdos y especxes, (1, 6.;14, 167#17, 27, 28.,57:

34, 39) se emplearon fundamentalmente mitocondrxas de corazén—
de perro, aunque 10 1dea1 es. el uso de antigenos homologos, es
decir de corazén humano, peroilas_copd;ciones en que se reguie
re hacer la separacién de ﬁitodondiiéa»exige-el,#so‘de‘teﬂié§~
*frescq“,

réquisito que no es f£&cil'de llenar en el humano,

Existen var;és metodblogiaa_pﬁfé la{6btenci6n de mi =

tocondrias (7, 11, 12, 13, 14, 18, 20, 25, 27), pero se deci -

dié utilizar la de cielaﬁd-and Slatexr (11), pués ésta permite-
obtener los organelos en condiciones bioquimicas adecuadas, -

Ademfs se logrd separar la fracclén miLocondrial con. un. grado-

aceptable. de pureza, en un gradiente. discontxnuo do aacaxosa -
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(£r3d¢;§ﬁl1igera“yipesa§a),llas;C'

s se enfrentaron a. 108 ..
‘anticuerpos induéidps*éxpéri¢éhtélmente~en cohéjés'tenien--

‘dose un grado de certeza aée’

'ble de que los anticuerpos -

preclpltaron con antigenos mitocondrxales, sin embargo a8 -

factible que otros organeloe o proteinas no mitocondrinles-

_pwdieran reaccionar con 1os ant;o” rpos antimitocondriar

1a8 variacionea en: la" antidad de proteina mito -

condr1a1 obtenida de los corazones de perro Yy el ‘hecho de =

no. encontrar una correlacxon entre el peso humedo del cora-

26n Yy la proteina m1tocondr1al total,:.uglere'qne exlatun -

'dxversos factores que modxfican la relacxén entre ‘el peso . =
’humedo y 1a proteina mitocondrxal, tales como e1 estado nu-

-

-trmcmonal, la forma de llaar las células, la cantldad de
agua en el tejido cardiaco (8,5, , 11;-13;u30;14l)ay’un -
general la. meﬁéﬁologia.

A penar de haber". inyectado 1cm mismos lotea y con-
centraciones de. antigenos mitocondrialeu los cone;oa inmuni g
zados presentaron var;agionea‘en-la rgﬂpucatafinmune'humo -
ral: lo que 5poya la existencia dezcierta auséeptibilidad -
ihdividual‘para la elaboracidn de'anﬁicuerpo#,.especialmen-
te contra autoantigeﬁos (1, 6, 14, 16;'17, 33, 34). ademis-

se encontré elevacién o disminucién en los nivelea de ‘anti-

cuerpoa dependienten del numero do inmunizacionea (1, 8,16,
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17, \33_-}7-:341--‘..'3..16,)--'!

En un: intento de lncrementar el reconocimiento de'. au
‘toantigenos so’ Bometleron 1as mltocondrzas a- un Lratamlento -
directo con: trit6n x-lOO Y. urea o adlclonando eatos al gnl en
que - se. roalizaha la inmunodifuslén, sin embargo 80 observ6 -=
un;»;igcxa.disminuciéhjen el nimero de bandas deb1dd a"qge =
prqbablomenge‘ae'ddspatufaligabah‘loa determinantes antigéni~
cos. Esta disminucién también se encontré con el suero y los-
antigenos'soldbles,de corazdn de perro. Por el contrario los-
antigenos solubles. de corazén humano tuvieron un aumento dis-
creto del ndmero de bandas cuando se utilizo tritdn X-100 y -
urea en el agar,

Una posible explicacién de la disminucién del ndmero
de bandas en el agar es'qué el pH de la mezcla de tritén y --
urea fue de 6.1, que no es el Sptimo para las reacciones inmu
nolégicas de precipitacidn en gel (8, 24).

s¢ ha demostrado que algunon antigenos mitocondria -
les gson comunes a varios tejidos e incluso a diversas espe --—
cies (1, 6, 14, 16, 27, 28, 39),por ello se tratd de estable-
cer si con las mitocondrias cardiacas ocurria éste fendmeno--—
y con el mismo grado de reaccidn. Los anticuerpos antimitocon
driales de corazén de perro obtenidos en conejos so anfrenta-

ron a las mitocondriasg del corazdn, higado y misculo esguelé~
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'tico del’ perro, de 'la rata y. del gallo y se encontr6 que hay -
reacc16n crxuzada’ entre estos, presentandose una . ‘mayox reaccién;a-
con los antigonos homﬁlogoa, en que se tuvieron hasLn -5 bandaS“
de . precipxtacién con' ol corazon y el ‘higado, con las mitocoﬂ -
drias de rata 8olo se formaron 2 bandas de precipitaciGn y'cdh
el gallo solo 1 contrn corazén e higado. Por lo tanto si se -~
demostr6 la existencia de, antigenos mztocondrzales comunes a -

var;os 6rganos y especies. pero adem&s hay antigenos mitocon——

,driales organo y especie esgecif;cos,(e. 14, 18, 22 27, 28, =

39) ya que lo anterxor apoya:que“en las respuestas autoinmunes
policlonales se debe tener cuidado de seleccionar la fucnte —=
de antlgeno(s) mxtocondrxal, tanto a nxvel de b6rgano como de—
enpecie (17, 25, 275u43).

pQS'paﬁroneguigmuﬁoeledg:6£og§ticbsfcqnflésiﬁrggéﬁd -
nes mitocondriales de “coraz6d'ptese.;t;r0x1 con. la FMC 5-bandas,
de las cuales 4 son isocléctricas y 1 anédica; con la FMP-li--
gera 3, 2 ipoeléctricas y 1 anbdica; y la FPMp-pesada 1 banda -
isoeléctrica.

COh'lag,mitocondriasAseparadas_en un gradiente @iécon
tinuo de sacarosa solo fue posible demoStrar 1 y 3 antigenos -
(FMP~pesada y FMP-ligera), sugiriendo que éstos pudieran ser -

propios de las mitocondrias,

La sonicacién de las/mitocondrins no provocd cambios=
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en el numero de’ bandas, 1olqu¢fihdiéa'qugvn6‘gg

:hubo pérdlda_we antxgenos conformacionales ‘désnaturalizaciéﬁ;

1as8 | técnlcas empleadas en 1a demostracién dc anticuer

pos mitocondriales muestran que ‘los antigenosé”e comportan en—“
forma diferente. pues un slstemn antigeno-antlcuerpo dado se -

encuentra mﬁs facilmente por conLrainmunoelectroforesis Yy

otros en’ la‘mzcrodobleinmunodiﬂuni6n.

COn los antigenon mito-

condrlales se demostré que la contra;nnunoelectroforesia tlene
mayor grado de sensxbxlxdad (10 vecea més sensible que 1a téc-'
nlca de mlcrodoblelnmunodifus;on). ya que concentra a todos -

e
los componentes 1nmunologicos en un solo lugar.

En’ general. se encontro una relaclﬁn dzrecta delxume-

ro de: bandas con la- concentracion de protezna mitocondria ,3

excepto con: las mitocondriaa del musculo esquelétlco de gallo,

ven donde a pesar de la’ alta concentracién de proteina, no se’

‘obtuvo ninguna banda de prqcipitacién.

La complejidad moléculat dc‘las mitocondrias crudas

de corazén se puso de manifiesto en la electroforesis en gel

de acrilamida, en donde existen cuando menos 19 cadenas poli

peptidicas de las cualeé 5 parecen ser aﬁtigéni¢as;,cuand¢slas
mitocondrihs se purificaron, la FMP-ligera dié 20 bandas y la-
MP—pésada 30, de las cuales posiblemontoe solo 3 son antfgeni-

cas. las diferencias en el niimero de bandas pudieran dgpendet-
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de:la; concentracién relativa de" las’ proteinas mitoccndrialee.,

Del estudio de la poblacic’m de ‘sueros’ humanos, ‘al --
tratar de buscar antxcuerpos ant:.m:i.tocondrias, se encontré —
que. el 33% de 108" sujetos cardlopatas presentaron anticuerpos
’qontra rmi.togpndrian,, pero pacientes con otras 'gnfe:medades‘ -
con ‘manifégt;:a{:;iong‘g{f:~¢§?§1igcas‘ también tuvieron _antkibcuerpos an
tindtocondrias. & o

LOS vd.o'nadore's de saﬁgte‘»preséntaron el 24% de. boéi-— :

t:.v:.dad de anticuerpos antimitoccndrias, un porcentaje de

;ellos fueron par:.entes de sujetos card:.opataa, apoyandose ’-...."
que. ,ex:.ste una. .tendenc:.a fam:.l:Lar a preaentar autoanticue:pos,

lo. que se analizaré posteriormente en un. estudxc prospchlvo.

De 1oa sueros provem.entea de estudiantés universi -
tar:.os, ae encontré que el 18% tuviercm anticuerpos ant:.mltocon ——
dra.as pero deaconocemos 91 éstoa sono nc familiares de cardiapatas.

se: podr:l.a discutir gue los s:.at.nmas ant:igeno-anticunr
pos que se demostraron. por contrainmunoolectroforeaia, doble -
,mic:o_;n;nunodigusién e,-inmunoelectrofomsie .gean debidos a e
reacciones i'neape‘c{ficasr, sin embargo el lavado exhaustivo de-
los geles con solucidn vglali‘na-'-bo’:_a'to y degpués con agua desti-
lada, Que"diSOéia la unién ."rrxq\eapecifiv_cé“” 'énvtf.v;'e m_o»lé'culas no-
modificS las ,_roac‘ciqxfge,s',i ademds si fue;th__ .ﬁxna:'r-éﬁ_ac'éiéti , iﬂéépé -

‘effica ontre las p'roteinai‘svl_' iﬁitdéondi:iaieé"yﬁ.'aa'roaa_a #e espera-




4r£a an valor cercano a1 100% de posxtividad. ‘1o cual ‘no, ocurrié

Las; observacxonea realxzadaa en éste estudio abren nue—

vos caminos ‘en la’ inventigacion de los autoanticuerpou contra -

mitocondrias en, pacientou cardiopatas.,No tenemos una oxplica -
cién clara para. 1a presenoia de autoantlcuerpos contra mitocon -
dr;as ‘en los sujetos cardiopatas y es adn mis interesante 1a ‘de-

terminacxén de éstos en personas aparentemente sanas.

En forma especulativa se piensa que la dcutruccion de -

células.- cardiacas libera los antigenos m;tocondriales que . provo-i-

_carian una- respuesta autoxnmune humoral y ésto serv1r£a de bas =l

para. 1a formacién de un circulo vzczoso, que diera po: resulta—

‘do finalélesxones;cardiacas.incompatiblce ©0.no con*la:vida (9.

f: En forma esquemética se mueatran algunas posibles -
vias ‘de .dafio medladas por autoantxcuerpos. complemento y otras -

causas en eljinfartq del miocardio.
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Experimentalmente se, demostré que 1oslanticuerpos -

antimxtocondria  on capaces de modiflcar eltconsumo de oxxge-

no en las mitocondrias y con el complemento por s£ uolo pro e

vocd los’ cambxos en dichos organelos. También: fue posible al—”

terar la estructu:a mitocondrlal ‘con los anticuerpoa, ya ‘que-—

en las pruebas de hinchamlento hay una d1£erencia mayor: de -—

0.2 unxdadea de denaidad‘6ptigaken'lgs,mltpcqndriasﬁcardiacas“

sometidas al efectpjquics~anti¢ggrpos y complemento "in vil -

tro.

En estudios realizados por Alarcén y col. (2) se de-
‘mostré que los anticuerpos anti-RNP son capaces de pasar al -
interior de células cdn‘recegtores para Fc 'y que se puede 1o~
dificar a las ¢&lulas que tienen anticuerpos anti-RNP en su -

interior. En éste estudio se puso en evidencia que los anti -

cuerpos antimitocondria modifican la fisiologfa de las mito -

condrias "in vitro", pero alin se requicre probar que las célu

las cardiacas poscen receptores para Fc o bien que hay otros-
mecanismos moleculares que faciliten la entrada de los autoan

ticuerpos en las células cardiacas hasta donde se encuentran-

las mitocondrias.,
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