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Abreviaturas  

F 	Fracción Mitocondrial Cruda. 

FMP.- Fracción Mitocondrial Pura. 

a-PMC.- Anticuerpos anti-Fracción Mitocondrial Cruda. 

a-FmF.- Anticuerpos anti-Fracción Mitocondrial Pura. 

ACF.- Adyuvante Completo de Fround. 

Sc.- Subcutánea. 

IP.- Intraperiotoneal. 

MDI.- microdobleinmu.nodifusión. 

CIE.- Contrainmunoelectroforesis. 

IEF.- Inraunoelectroforesis. 

SSTE.- Solución de Sacarosa 0.25 M, tris 4.9 mM, EDTA 0.001 14, 

pH 7.4 

SSI3. - Solución Salina Borato. 

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

SMG-Pi.- Solución reguladora de malato 0.1 M, pi! 7. 3; Glutama- 

to 0.1 M, pu 7.3; Cloruro de potasio 3 M; Fósforo 

inorgánico 0.1 M.:PH 7- 3  

ADP.- AdenosIn-difosfato. 

ASCH.- Antígeno Soluble do corazón Humano. 

SHN.- Suero Humano Normal. 

ASCP.- Antígeno Soluble de Corazón de Ferro. 

SH.- Suero de Perro. 





Se estudiarion los anticuperos contra mitocondrias en, 

pacientes con dafto cardiaco, debido a que se han observado ex-

perimentalmente a los 12 días post-infarto provocado on perros 

anticuerpos.antimitocondriales. AdemSs basandose en que algu - 

nos antígenos de mitocondrias son comunes a varias eftnecies, 

se emplearon las mitocondrias déleorazón de perros eálos es-

tudios. inmunOserológicos. 

pizT contrainmunoelectroferasisee ancontraron anti 

cuerpos -antimitocendriaits- -  en el 33% de los sujetos cardio7  

patas. 

En la población estudiada so encontró un porcentaje - 

da positividad promedio de 28.9 por contrainmunoelectroforesis 

Y de 1- 9  por miorodobleinmunedifusión;  las diferencias en los-

dos métodos pueden ser debidas a que la sensibilidad de la C/E 

es mayor y también a las características fisicoquímicas de los 

antígenos. 

En estudios al microscopio electrónico se mostró que-

la preparación mitocondrial estaba contaminada con otros orga-

nelos, por lo que los pacientes cardiopatas tuvieron anticuer-

pos contra una fracción subcelular "enriquecida" con mitocon--

drias, aunque no se puede descartar la presencia de anticuar - 

pos contra otros organalos:cardiacos.. 

:.1.osantiction'30, antiMitOcOndriales de corazón:de:pe 



rro presentaron reacción cruzada con antígenos mitocondriales 

de hígado y músculo esquelético de perro y con antígenos mito7  

condriales de corazón, hígado y músculo de rata y gallo. 

Los anticuerpos antimitocondriales modificaron ól con 

súmo de oxígeno de las mitocondrias y alteraron su estructura-

al provocar "hinchamiento" en las mismas. 



II 	I NTRODUCC ION 



MITOCONDRIAS 

Generalidades. 

Las mitocondrias son organelos que se encuentran en 

el citoplasma de las células. Desempeñan funciones metabóli 

cas importantes, para la célula, tales como la biosíntesis de-

ATP o fosforilación oxidativa, la cual es fundamental para to 

dos los procesos de la vida celular en los organismos aero --

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

liza el ciclo tricarboxílico de Krebs, la oxidación de los -- 

ácidos grasos, transporte de iones y metabolismo de algunos - 

aminoácidos (41). 

Se caracterizan por una serie de propiedades morfoló 

gicas, bioquimicas y funcionales; entre éstas se hallan la --

forma y tamaflo, la organización estructural y funcional, la - 

organización lipoprotelca y el contenido de una gran bateria-

de enzimas y coenzimas que trabajan de manera integrada para-

producir transformaciones energéticau celulares. 

Fisiológicamente se consideran como verdaderas fábri 

cas que producen la energía necesaria para que la célula lle-

ve a cabo sus múltiples funciones, como los trabajos mecáni - 

ces (motilidad, contracción), eléctricos (transmisión de im--

pulsos), químicos (biosíntesis de materiales celulares) y os-

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



vos de les organismos. 

El número de mitocondrias por células varia entre 

20 x 105, según el organismo de que se trate. 

morfología:y Bioquímica.  

La mitocondria está formada por_unaMembrantyl externa-

lisa y una:membrana interna rugosa formada pot pliegues o in 

vaginaciones llamadas crestas y dentro de la membrana interna 

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

de largo por 1 micra de ancho. 

Membrana interna: contiene los citocromos b, c, 

a, a3  y la ATPasa F1, asociados con el mecanismo de la fosfo-- 

rilación oxidativa, así como ciertas deshidrogenasas, en par. - 

ticular las del succionato y las del NADE. Es rica en cardioli 

pina, al igual que las membranas celulares de las bacterias. 

Membrana externa: contiene enzimas ausente u en la mcm 

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

teína que cataliza la oxidación de (11versas monoaminas, la re-

ductasa de citocromo b5 y otras. 

Matriz: contiene cerca del 50% de proteína, la mayor 

parte de las enzimas de) ciclo de los ácidos tricarboxílicos,- 
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a malato• y la glutamato-deshidrogenasá. DNA y RNA poliMerasa, 

sugirissdcAstos últimos una participaci6n en mecanIsmos here- 
' 

ditarios eXtracromosómicos. 

La mitocondria experimenta grandes cambios de volúmen 

y de organización durante los cambios de actividad respirato _ 

ria. 

El espacio entre las membranas contiene enzimas espe-

cíficas particularmente la adenilato-quinasa (15). 

El principal producto de la actividad bioquímica de  

las mitocondrias es el ATP (adenosín-trifosfato), cuya 

la almacena la energía requerida por las células y constituye- 

una fuente de energía. Este transportador universal de energía 

'actúa transfiriendo su fosfato terminal energeticamente rico - 

a otras moléculas, se forma por la transformación de energía 

de oxidorredueción a partir del ADP (adenosín-difosfato) y fós 

foro inorgánico. 

La formación del ATP se realiza a través de etapas 

del proceso de ruptura y oxidación de las principales sustan-

cias alimenticias de la célula (hidratos de carbono, lípidos 

y proteínas). 

El ATP se forma durante la gluc6lisis en la que por--

acción de una serie de enzimas en el citoplasma de la célula - 

se degradan los alimentos en unidades de dos carbonos, que se- 



unen a- la ceenZima-AAecet11-.CoenzimaA); Sin embargo; la:MaiyOr 

parte del'' ATp se:forma durante' el preCeso:de-  la lostorilaZOn-, 

OxidatiVa en las mitocondrias, una vez que la acetll-coenZiMaT.. 

&penetra en lailit000ndria, el pirUvatO entra en el cidló:tri-.  

carboxílico de Krebs y después de una serie de pasos en los 

que intervienen varias enzimas, se descárboxila dando CO2 y en 

varios puntos del ciclo por la acción de deshidrogenases son 

extraídos los pares de electrones que penetran en la cadena -- 

respiratoria o sistema transportador de electrones a través - 

del NADH que es el principal intermediario entre el ciclo del-

ácido cítrico y la fosforilación oxidativa. 

Los principales componentes de la cadena fosforilati-

va son flevoproteínas, la coenzima Q, los citocromos y acep -- 

ter final que es el 02  para formar 1120. La energía de oxidorre. 

ducción se transforma en energía del enlace fosfato en tres - 

puntos de 10 cadena de transportadores electrónicos que condu-

cen desde el NADH hasta el 02. 

En estos pasos se libera la suficiente energía para - 

producir una molécula de ATP a partir del ADP y el Pi. 

Fósforo/oxígeno= 3 ATP. Por cada molécula de piruva--

to que se oxida completamente, se forman 12 moléculas do ATP. 

Inmunología. 

La respuesta inmune a los antígenos cardiacos se em 
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ezo a estudiar desde 1937 por Brockrnan y posteriormente por--

aveltiquien demostró que en el 75% de pacientes con fiebre-

reumática activa, se presentaron anticuerpos contra corazón,- . 
9 . 

En estudios previos se ha demostrado a presencia de 

anticuerpos contra antígenos cardiacos en pacientes con infar 

o del miocardio y con fiebre reumátl.ca mediante análisis inm 

munoserologico, (34). 

En el infarto del miocardio provocado experimental:- 

mente en perros se han demostrado anticuerpos contra mitocon-.. 

drias que se detectan a los 5 días post-infarto, (26). 

En algunas enfermedades•cardiovasculares, cómó en la. 

isquemia del Miocardio,-  se presenta un trastorno de la capaci: 

dad Metabólica en la célula y se encuentran alterados varios 

parámetros incluyendo los relacionados con el, aporte de ener-

gla (ATP) por, las mitocondrias. 

En los sujetos con cirrosis biliar primaria se demos 

traron anticuerpos antimitocondrias en el 90% de los casos - 

(16), los cuales se detectan por pruebas de fijación de com--

plemento y por inmunofluorescencia; éstos anticuerpos no son-

específicos de especie o de árgano. 

No se observa una correlación entre los anticuerpos-

antimitocondrialee y el cuadro clínico o histopatolágico de - 



cirrosis,  21) ,, debido, probablemente;- a la diferente especific 

dad de los autoanticuerpos, por estudios d ijáción de Cómple 
- 

mento se ha› cenCluído.que el antígeno initocondrial en lwCirro 

sis biliar primaria os  una lipoprotein,a localizada en la mem  

brana interna de las mitocondrias, especialmente en aquellas 

células relacionadas con una alta actividad energética- 

La membrana interna de las rnitocondrias puede tener - 

un antígeno de reacción cruzada con algunos virus y bacterias, 

lo que explicaría la presencia de anticuerpos antimitocondria-

les .en enfermos infectados , (6). 

Los anticuerpos contra mitocondrias cardiacas pueden-

encontrarse "naturalmente" en las ratas, y reaccionan contra la 

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

go, se desconoce contra cual determinante antigénico están di-

rigidos los anticuerpos y tampoco se sabe sí en éstas ratas 

se encuentran alteraciones en las nitocondrias cardiacas o en 

otros órganos. Los autoanticuerpos pueden ser de clase IgM, 

IgG o IgA y el método más sensible para detectarlos parece ser 

la inmunofluorescencia, (17). 

Se demostró que el autoantígeno en el infarto experi-

mental. del perro parece corresponder a una estructura de la 

membrana interna de la mitocondria, sin embargo también los an 

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



_ 
c ncruzadw9ntre las mitócondrias de'corazión del,ffiúsculO,', y . ....,,,  

. 	., 
esquelético'; pero no hay reacción cruzada .conn-las mitocon 

drias del hígado, lo quo señala que éstos anticuerpos están_ 

dirigidos contra un antígeno(s) específico (s) de 1a0 mito- , 

condrias de corazón. 

Los estudios realizados en humanos, para establecer 

cual es el antígeno (s) cardiaco implicado en a inducción - 

de anticuerpos anticorazón, permitiran conocer si existen.--  

autoantígeno(s) de mitocondria (34). Tampoco se sabe si hay;  

reacción cruzada entre los antígenos del sarcolema y de las-

mitocondrias. 

Por otro lado los anticuerpos son capaces de modifi 

car la actividad enzimltica, ya sea aumentandola o disminu - 

yendola, aunque existen anticuerpos que no alteran la activi 

dad de algunan enzimas; además en el sistema de eritrocito - 

y anticuerpos antieritrocito, se encuentra una modificación-

del transporte de cationes cuando se lleva a cabo la reac --

ción antígeno-anticuerpo en la superficie externa del eritro 

cito, lo cual permite tener un modelo experimental para vale 

rar el transporte activo de Na y K,(29). 

Estos estudios se podrían extrapolar a lo que ocu 

rre en el daño de la fibra cardiaca, mediado 

ta inmune, especialmente si los anticuerpos 
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contra las membranas, célnlares. 

Debido;  )a 	es "importante dilucidar s 

las mitoeondrias son el antfgenel,(8) car.diadd(a) que partiéi  

pa 'en los fenómenos inmunolóTicos implicados en la respuesta-  - 

autoinmune contra e corazón en enfermedades tales como la fie' 

bre reumática activa, fiebre reumática inactiva, infarto e is-

quemia del miocardio y otras, ya que en el Instituto Nacional-̀  

Cardiología de 1954 a 1974 se estudiaron 106714 personas  

de las cuales el 20% tuvieron fiebre reumática y el 15% insu - 

ficiencia coronaria e infarto del miocardio. 



OBJETIVOS 
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- Caracterizar immunologicamente a las mitocondrias. 

- Determinar si. existen antígenos rtu..tocondriales - 

de ',reacción cruzada en diferentes tejidos (corazón, hígado y - 

músculo esquelético) del perro, de la rata y del gallo. 

3. Determinar si la unión antígeno-anticuerpo en e 

sistema mitocondrial produce cambios bioquímicos y estructura 

les que modifiquen la función de la célula cardiaca. 

.- Estudio de la frecuencia de los anticuerpos con 

tra mitocondrias en el suero de pacientes con fiebre reumáti 

ca, infarto del miocardio, cardiopatfas congénitas, otras afec-

ciones cardiacas, donadores de sangre y estudiantes universita-

rios. 





. Aislamiento de mitocondrias. 

A) Obtención de mitocondriaa por centrifugación diferencial. 

Se sacrificaron por choque eléctrico varios perros, - 

	 ciiyo-peso fue de 12 a 151,1g,' tentó heMbras - 

Como machos; ne lés extrajó el corazón, el cual se eolocó en - 

un recipiente a 4°C. se abrieron las cavidades cardiacas para-

eliminar la mayor parte' del tejido conectivo, válvUlas y gran--  

des vasos, se enjuagó'verias veces con agua destilada, se cor-

tó el músculo en trozos de 3 mm3  aproximadamente. Bosteriormen 

te se procesó de .2 maneras diferentes: 

a) Los fragmentos del músculo cardiaco se lavaron dos 

veces con una solución reguladora de sacarosa 0.25 M, tris 

4.9 mm, pH 6.8 y se añadieron 3 ml de ésta solución por cada - 

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

dad durante 5 min, ue filtró a través de tres capas de gasa, 

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

dos veces. El homogenado se centrifugó a 3000 rpm, 10 min, a - 

5°C (centrifuga Beckman J-21B, rotor JS-13), el sobrenadante - 

se centrifugó a 7000 rpm, 10 min y el botón resultante se resus 

pendió en 50 ml de solución reguladora, después se repitió --

la centrifugación a 7000 rpm, 10 min y finalmente el botón se-

resuspendi6 en 6 ml de la solución amortiguadora. 
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lb) Los fragmentos del músculo cardiaco se cortaron.--

finamente y se molieron en un mortero que contenía arena puri-

ficada (Merck) en relación 1:1(P/P). se •agregó solución de sa 

carona 0.25 M, tris 4.9 mM, EDTA 0.001 m, pH 7.4 (SSTE). Se 

,mezcló el tejido con la arena, 	se separó el sobrenadante - 

por decantación y se centrifugó a 2500 -rpm, 10 min, a 5°C (ro- 

tor de ángulo fijo JA -20), el sobrenadante obtenido se volvió- . 

a centrifugar a 9000 rPm' 10 miny el botón se reatispendió cui:: 

dadosamente en SSTE con un tubo frio y Una-pipeta graduada, -- 

luego se centrifugó a 9000 rpm, 10 min y el botón obtenido se- 

llevó a 6 ml con SSTE, Cleland (12). 

En cada paso previo a la centrifugación, se ajustó --

el pu a 7.4 con solución de tris 0.1 M ácida o básica. 

Las fracciones obtenidas por ambos procedimientos se-

almacenaron en alícuotas de 1.2 ml a--20'c y se determiné la - 

concentración , de proteína total por el método de Lawry (33). 

A las mitocondrias así obtenidas se les denominó "frac 

ción mitocondrial cruda" (FMC). 

E). Purificación de mitocondrias por centrifugación en gradien-

te discontinuo de sacarosa. 

Se prepar6 sacarosa al 10, 20, 30, 40 y  50%, con una-

solución de tris 0.01 M, pn 7.4 y se dopositaron secuencialmen - 

te 8.2 ml de cada concentración en 100 tubos de centrifuga, 
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quedando la del 50% en el fondo del tubo. 

En la capa superior del gradiente se depositaron 

1.5 ml de FMC y se centrifugó a 12500 rpm, 2 horas, a 5°C 

(rotor de colompio JS-13). Se obtuvieron 2 fracciones mitocon 

driales: 

FMP-ligera.- que se encontró entre las capes del 40 - 

y 50% de sacarosa. 

FMP-pesada.- .se,obtuvo en el botón formado en el fon-

do del tubo. 

Ambas fracciones se congelaron en alicuotas de 1.2 ml 

y se determinó la concentración de proteína. 

A la fracción obtenida por gradiente de, sacarosa se 

le llamó "fracción mitocondrial pura" (FMP). 

La metodología empleada en la obtención de las mito 

condrias, se resume en el cuadro 1. 

Las FMC y FMP, se observaron por microscopiade fase-

contrastada (c. Zeiss) y electrónica (Hitachi). 



Procedimiento oarn,la obteneión,de mitodondrias.  

Ct)razón 

1 . 
conjuntivo, 

aroximadamente 3 " 

1 

Eliminación 

.H0mOgenización con arena 

SSTE, 

Centrifugación 10 min, 2500 rpm, 4°C. 

Sobrenadante pH 7.4. 	Se elimina el 

Centrifugación 10 min, 9000 rpm, 4°C. 

El b¿Itón se renuspende en SSTE, pH 7.4. Se elimina el sobrenadante. 

centrifugación 10 min, 9000 rpm, 4°c. 

El botón se resuspende en 6 ml de 	So elimina el sobrenadante. 
SSTE, (FMc). 

Centrifugación en gradiente discontinuo de sacarosa (10-50 M, 
2 horas, 12500 rpm, 4°C, (FMP). 

Mitocondrias ligeras, 	Mitocondrias pesadas, 
(capa entre 40 y 50 %). 	(botón). 
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c) peterminaciÓn de proteina . total por elmétodcide . LOWrY (31).: 

e preparó una curva patrón con una solución de alba--

mina sérica bovina (Sigma), con' diluciones que tuvieran una con 

eentraci6n de  110. 55, 37- 5, 13-7 y 6-a mg/0.1 ml Las muestras 

problema so diluyeron : 1:10,.1:20, 1:40 y 1:80, con una solu 

ción reguladora de boratos, la que so, preparó de la forma si 

guisante: 

Solución salina borato, 0.15 M, pñ 8.4, (SSB): 

Acido bórico 	6.184 g 

Borato de sodio .10 H20 	9.536 g 

cloruro de sodio 	4.384 g 

- Anua destilada 	aforar a 1000 ml 

El pH de la solución se ajustó a 8.4 con HcL o NaOH 1 

N. Posteriormente se mezclaron 5 partes de la solución de bo - 

ratos con 95 partes de cloruro de sodio 0.15 M. 

So prepararon las siguientes soluciones para la deter 

minación de proteínas: 

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 

Sol. B: 

Reactivo de fenol (Folia-Ciocalteu)' 	1.0 ml 



i) Agar , al 1.5% se disolvió en solución de tritón X-- 

100 0.1% y urea o.1 M, con 1.0 mg/ml de azida de sodio 

procedió da la forma sellalada en el, inciso anterior. 

En ambos tipos do placas se colocaron 50 )441 de antl- 
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Agua destilada 	 1.0 ni 

e tomó 0.1 ml de las diluciones de albúmina y de las 

muestras problemapor duplicado, se agregaron 2.0 ml de la sol. 

A y se dejó en reposo 10 min, después se adicionaron 0.2 ml de ,  

la sol. B, se agitó y se dejó a temperatura ambiente durante-

30 min. La densidad óptica se 'midió en un fotocolorírnetro .(Co-

leman Junior 11 A) a 750 nm de longitud de onda. 

Solubilización de mitocondrias con tritón x-100 y urea. 

A 1.0 ml de FMC obtenida con arena (6.5 mg/ml)', se le 

agregó 1.0 ml de tritón X-100 al 0.1% y urea 0.1 mi se agitó 

e incubó 30 min y se dejó a 4°C durante 24 horas. 

El grado de solubilización de las mitocondrias fue -- 

evaluado por microdobleirununodifusión (MDI). 

Se prepararon dos tipos de placas: 

a) Agar al 1.5% se disolvió en S513, con azida de so 

dio 1 mg/ml y se depositó.en portaobjetos con moldes de luCita, 

se dejó solidificar por 30 min y se guardó en una cámara húme-

da a 4°C. 
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racción mitocondrial cruda '(a FMC),en el pozo central. 

Se probaron los siguientes antígenos: 

a) Fracción Mitocondrial cruda, (FMC). 

b) Fracción Mitocondrial Cruda solubilizada, (5W-80111 

bilizada) 

c) Antígeno:Soluble de Corazón-Humano, (ASCH)„ 

4) Antígeno Sóluble de Corazónde , Perrov. (AScp).- 

e) Suero Humano Normal, (SS11). 

f) Suero de perro, (SP). 

Se'dejaron difundir las placas en 

a temperatura ambiente durante 3 

una cámara húmeda - 

días, posteriormente se lava- 

ron 3 días con SSB haciendose 3 cambios, en= agua destilada por 

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

de la forma siguiente: 

Azul do Coomassie R-250 (ICI) 

Acido acétido 

Alcohol metílico 

 

2.5 g 

9.2 ml 

454.0 ml 

La mezcla se agitó durante 24 horas a 20°C en un 

frasco color ámbar y se filtró. 

El exceso de colorante se eliminó con varios cambios-

de solución decolorante.: 

Acido acético 	 5.0 ml 

Metanol 	 5.0 ml 
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Glicerina 
	

1.0 m 

Agua destilada 	89.0  

respues de obtener las bandas 'contrastadas, se seca-

ron las laminillas a 45°C y se enumeraron las bandas. 

3. Obtención y purificación de la fracción da gamaglobulina - 

de conejo anti-mitocondrias de perro. 

A. /nmunización. 

Se .inmunizaron 4 conejos de Nueva Zelanda (oryctala- 
. 

522 cuniculus), de aproximadamente 3 Kg de peso. La FEC y -- 

Flag se emulsificaron cada una por separado con adyuvante com- , 

pleto de Freund (emulsión de aceite mineral 8.5 ml, arlacel 

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

Cada conejo se inyectó, en cuatro sitios del dorso - 

con 0.5 y 1.0 mg 'de mitocondrias, Sor vía subcutánea (SC) 

Posteriormente se aplicó la misma cantidad de antfgenoillin ad 

yuvante por SC cada 7 días por cuatro veces y a los 7 días 

siguientes se inmunizó por vía intruperitoneal (IP), una se--

mana después se obtuvieron de 30 a 40 ml de sangre por la ve-

na marginal de la oreja. Se dejó coagular la sangre una hora-

a 37°C y se centrifugó a 1500 rpm, 20 min a 4°C, el suero ob 

tenido so almacenó en alícuotas de 1.0 ml a -20°C huata 91 mo 

mento do su uso. 



Las inmunizaciones se repitieron para obtener sueros 

hiperinmunes tanto contra FMC como FMP. 

El siguiente cuadro indica las condiciones bajo  

cuales 	inmunizaron los conejos. 



Eacluoma de inmunización con FMC o FMP, para obtener 1os anti  

126 

1.0 

98 	Tercer sangrado 

	

109 	 1.0 

	

116 	Cuarto sangrado 

1.0 

	

133 	Quinto sangrado 

	

186 	 1.0 

	

193 	Sexto sangrado 

IP VIII 

IP 

.0 + 1.0 ml ACF 	 SC 

11 	 1.0. 	 SC 	 II 

18 	 1.0 	 SC 	 III 

25 	 1.0 	 SC 

32 	 1.0 	 IP 

39 	Primer sangrado 

47 	 1.0 	 IP 	 VI 

IP VII.  

IP 
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B. Purificación de gammaglobulina antimitocondrial (8). 

La fracción de gammaglobulina se precipitó con sulfato 

de amonio al.:330A'de satUraCióndela:éigUientemanera: 

NaOH 2N se ajuató la polucióuaaturadáUe sul - 

fatos de amonio a pH 7..8. 

A:22.0 ml de' los sueros a-plIC y a-4'MP, se les 

cionaron-lentamenté y con agitación constante 11.0 ml de. aulla 

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

e centrifugó a'8000 rpm, 15 min a 20°C y los'pré7-

cipitados se reconstituyeron en 22.0 ml de SSB. 

4. Se repitieron los pasos 1, 2, 3 y los botones de la 

última centrifugación se disolvierOn en SSB, hasta alcanzar 

Las gammaglobulinas se dializaron con SSB a 4°C, --

manteniendose en agitación constante, se hiCieron varios cam --

Idos de SSD, hasta eliminar completamente el sulfato de amonio, 

lo cual se comprobó con BaC12 al 10A, en HCL 0.5N. 

6. Al finalizar la diálisis se centrifugó a 2500 rpm,-

10 min a 4°C para eliminar precipitados inespecíficos. 

7. Se determinó la cOncentruci6n de proteína y se alma 

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

Las gammaglobulinas obtenidas a-PMC y st7Fhip se proba-

ron por MDI, inmunoelectroforesis (Irán y contrainmunoelectro-- 
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forceje (CIÉ)'. 
la MDI se realizó como se senaló anteriormente.•  

4. Técnicaa de precipitación. 

InmUnoelectroforesis. Se roalizó de acuerdo almlátodo 

de Grabar y Williams (19), Con' ligaras modificaciones. 

Placas de agar al 1.5%; 

Agari 	 1.51g' 

Sol reguladora de tris, barbital 0.02 M, pH ELS,: 	50.0 ml. 

Azida de sodio 	 100.0 mg 

Agua destilada 	 50.0 ml 

Se colocaron 3 mi de agar fundido en cada portabbjeto 

y se dejaron solidificar a 20°C, se guardaron en cámara húmeda 

a 4°C, durante 24 horas. 

La electroforesis se realizó en una cámara contenien-

do solución amortiguadora de tris barbital, pu 8.6. Se deposi-

taron 50 y 10,)41 en los pozos -de FMC y PMP, como indicador - 

de movilidad electroforética no utilizó azul de bromofenol uni 

do a la albúmina sérica bovina, la cual se dejó migrar 1.5 cm-

hacia ol cátodo, por cada portaobjeto se aplicaron 2 mf. para-

realizar la separación electroforétICO. 

Posteriormente se cortaron canalen de 2 por 65 mm en- 

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

na de conejo a-pMC y a-PMP, luego no incubaron en una cámara - 

húmeda a 20°C durante 48 horno para roalizar la inmunodifuaión 

nompu6n las placas se lavaron 3 «as con SSD haciendo un casi -7  

bio diario, con agua destilada durante 2 horas y se secaron -- 



riendolas con papel filtro a 40°C, se tifteron con azul 

llanta do coomassie 15 min, se contrastaron lás bandas con so-

lución decolorante y se secaron a 40°C. Finalmente se regia .-

traron las bandas de precipitación. 

Agarosa (Seakem) 

Sol. reguladora de barbital sódico, pH 8.6 	50.0 ml 

Agua deionizada 	 50.0 ml 

Azida de sodio 	 100.0 mg 

por cada laminilla se colocaron 3 ml de agarosa fundi 

da, se dejó solidificar 30 mis y se guardaron en una cámara - 

húmeda a 4°C, 18 horas. 

En una cámara de electroforesis con solución regulado 

ra de barbital sódico, pn 8.6, se realizó la ciE, en cada pozo 

se colocaron 8 )41 de las fracciones mitocondrial, se aplica-

ron 2 mA por laminilla y el indicador un dejó migrar 2.5 cm --

(azul de bromofenol-albúmina). Despu6s se incubó a 37°C, 1 ho-

ra y a 20°C durante 48 horas, se lavó 5 días en SSü con 3 cam 

bios, en agua destilada 2 horas, se secaron cubriendolas con -

papel filtro y dejandolas a 40°C 24 'horas, posteriormente se - 

tineron con azul brillante de COOMAtini0 y se contrastaron las- 



bandas con solución decolora e 

5. Electroforesis en gel de ooliacrilamicia. Se realizó de 

acuerdo a la técnica de Weber y Osborn. (47). 

Preparación de geles: 

Fosfato de sodio 0.2 M con dedecíl-sulfato de sodio- 

(SDS) al 0.2% 

Acrilamida al 40% 

Bisacrilarnida al 2% 

persulfato de amonio 5 mg/ml 

Tetrametiletilendiamino (TEMED) 

12.5 m 

4.69 ml  

2.54 ml 

1.25 m 

0.02 ml 

Se agregaron los reactivos en forma sucesiva y con --

agitación constante e inmediatamente se llenaron los tubos de 

vidrio con una pipeta Pasteur, luego se cubrieron con agua 

destilada para favorecer la polimerización, se dejaron 60 min. 

20°c y se mantuvieron a 20°c hasta el momento de usarlos. 

2. Procesamiento de las muestras: 

Sol. A: 

Fosfato de sodio 0.1 M pu 7.0 	80.0 ml 

Dodectl-sulfato de sodio 	 10.0 ml 

Beta-mercaptoetanol 	 10.0 ml 

Sol. B: 

Fosfato de sodio 0.2 14-SDS al 0.2% 	5.0 ml 
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Heta-mercaptoetanol 	0.5 ml  

Azul de bromofenol 	5.33  mg 

Glicerina 	 5.0 ml  

A 180 /41 de FMC, FMP-ligera y FMP-Pesada so les 

agregó 20 	1 de solución A a cada fracción y se incubaron a- / 

56°C , 30 min, después se les anadió 140 /(1,de solución B• - 

se agitaron y se dejarán a 4°C Por 18 horas. 

3..E 

Se extrajo el agua colocada sobre 	 geles'  losde 

crilamida, se agregaron 50 y 100 ,K1 de las muestras prepara-

das. Se realizó la electroforesis en una cámara y se utilizó 

solución reguladora de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.0, se apli-

caron 4 mA por cada tubo hasta pasar la interfase del gel, pos 

teriormente ne aumentó a 8 mA. 

Al finalizar la electroforesis se extrajo el gel del-

tubo, se midió el frente del colorante, se tino con azul bri - 

llanta de Coomassie durante 90 min y sn contrastaron las han - 

das con solución decolorante (ácido acético-5 ml, metanol-5 ml 

y agua destilada 90 m1). 



en los pozos 

a-FMC o a-pmp, 

se colocaron 50/41 de suero de conejo-

realizandose varias combinados de antígeno y de 

centrales 

6,  

- 
Estudió de la reacción cruzada  entré los antígenos mitocon-,. 

riáles del coráZón,-Iligedo y mdéctilo'esquelétiCO - de diVeraás-. 

especies ,aniMales.. 

e obtuvo la FMP -ligera y FMP-pesada del corazón, --

hígado y. mscillo esquel4tido, tal como se señaló' anteriormente 

ie las. algUientes especias;  

Perro 	Cenia: faMiliaris... 

Rata 	Rattut norvegicUs.. -.(Wistar): 

dallUs domestiCus, (White Leghorn). 

La concentración de proteína total de cada uno de 1,e. 

lotes de mitocondrias fue determinada por el.método de Lowry. 

Los antígenos mitocondriales de cada uno de los tejí 

dos de las especies mencionadas se probaron por MI en _placas-

de agar al 1.9%. En los pozos periféricos se depositaron 50)41 

de la FMP-ligera (1.3 mg/m1), de la 2MP-pesada (0.3 mg/mi) y- 

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 y en sujetos normales. 

Se, analizaron sueros, de pacientes con enfermedad car- 



37 

diovaécular y dé sujetos normales, mediante los métodos imuno-

16gicos'de MDI y CIE, contra mitocondrias (FMC), como ya se se 

fial6 anteriormente, para lo cual las mitocondrias se sonicaron 

previamente, durante 1 min, cada 15 segundos a 4°C (sonicador 

Labsonic 1510) y se utilizaron a una concentración de 1 mg/ml. 

Los grupos de pacientes estudiados fueron los siguien 

tes: 

Grupo 	 Núm. 

1. Fiebre reumática activa 
	

75 

2. Fiebre reumática inactiva 
	264 

3. Infarto e isquemia del miocardio 
	

72 

4 Cardiopatías congénitas 
	83 

5. Enfermedades no cardiacas 
	

102 

6 Donadores de sangre 	150 

7. Estudiantes de la UNAM 
	

180 

Total 
	

946 

8. Efecto de los anticuerpos antimítocondria, sobre la función 

y estructura de las mitocondrias cardiacas. 

A. Efecto de los anticuerpos sobre la función de las 

mitocondrias. 

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

terminel la concentraci6n de proteína mitocondrial, inmediata- 



mente después se midió la actiVidad respiratoria de las mito 

condrias polarográficamente con un electrodo'de oxígeno de - 

clark, en 3 ml de medio saturado de oxígeno (SMG-Pi): 

Malato 0.1 M. PH 7- 3 	0.3 m 

Glutamato 0.1 M. pH 7.3 	0.1 ml  

Cloruro de potasio 3 M 	0.125 ml  

Fósforo inorgánico 0.1 M. PR 7.3 	0.2 ml  

Agua hddestilada 	 2.275 ml  

El 0%1:metro se, ajustó a 0. y 100% de saturación de - 

oxígeno con 

Se 

tocondrias  

SMG-Pi. 

observó el "acoplamiento mitocondrial" de las mi-

de corazón de perro obtenidas en la FMC, para lo - 

cual se midió el consumo de oxígeno de 2-mg de proteína mito-

condrial, mediante la adición de 10 la de adenosín-difosfato 

(ADP) con una concentración de 20 mg/ml, cada vez quo se con- 

sumía un 15% de oxígeno presente en el medio utilizado, para- 

estimular el consumo de oxígeno. 

Este ensayo control fue realizado al iniciar y termi-

nar cada experimento. 

Se realizó el siguiente ensayo con gammaglobulinas: 

Mitocondrias a-FMC ó a-FM?, y/o complemento. 



tilizandoss como controles: 

a) Mitocorldria.s. 

b) Mitocondrias •+ gammaglebulina de conejo norma 

e) Mitocondrias + complemento. 

Algunos ensayos se realizaron incubando previamente a 

diferentes t@mperaturas (24 y 37°C).  

El suero de cuyo (Cavia porcellus)  e uso como fuente 

B. Efecto de los anticuerpos sobre la estructura de 

las mitocondrias. 

Para observar el efecto de los anticuerpos antimito - 

concirias sobre las rnitocondrias fue medido el "hinchamiento mi 

tocondrial" por registro del decremento en la densidad óptica- 

(C. Zeiss). 

En cada experimento se utilizaron 50 /11 de mitocon-

drias (2 mg de proteína), los ensayos se realizaron con solu 

ción amortiguadora (SSTE) de la siguiente manera: 

Mitocondrias + a-FMP (gamaglobulina). 

Usandose como controles: 

a) Mitocondrias. 

b) Mitocondrias + gamaglobulina de conejo. 

Idos anticuerpos se adicionaron lentamente a las cube-

que contenían las mitocondrino disueltas en SSTE, 



y aproximadamente a los 
.5 min se leyó la densidad óptica. 





obtenciówde.mitocondrias. 

En.comparácion con las mitocdndrlas obtenidas por bo 

mogeneiZadión,en licuadora, con lo que se obtuVieron membranas 

rnitOcOildriales con.Pérdidade las CrOstaa.yla . matriz..mitocon 

drial como se puede observar en la mierofótografía/-al.micros - 

Copio electróniCó en la figura IA, las:mitodondrias extraídas-

con arena, presentaron menor daño, por lo:quéeadeCidió utili 

zar ésteHilltiMo.  Métodó,,ya que se obtuvieron mejor conservadas 

táMbién-présentaron , contaminantes subcelula- 

(f ig. lB). 

los contaminantes, las mitocondrias obtenidas con arena 

(FM) se pasaron a través de un gradiente discontinuo de saca-

rosa (EIMP), las que obtuvieron completas, con poco dallo estruc 

y solo se observó una discreta contaminación por algunas 

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

Con el gradiente discontinuo de sacarosa para la ob - 

tención de mitocondrias puras (FMP) se obtuvieron 2 fracciones 

11 112.-ligera. que se localizó entre las capas del 40 y 

50% de sacarosa y que consistía de mitocondrias de menor pesciT 

molecúlar.: 

FMPT-posada. hle Se obtuvo en el botón formado 

fondo del tubo, • conteniendo mitocondrins do 
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lar. 

Rendimiento de proteínas. 

En la ;tabla 1 se indican1ow:resultados de peso hImedó, . - 

de corazón obtenido an.Cada extracción:delas FMC y la concer 

tradión dé:proteína; no se encontró relación alguna entre éstos: 

parámetros en1.0 corazones; se obtuvOln.proMedio 

so y 11.8 mg/m1 de proteína, en lea.corazones.númeroA y 10 

peso haMedo es muy distinto y la concentración de proteína to - 

tal es igual, 

Tampoco se encontró relación entre el peso del corazón 

y la concentración de proteína en las fracciones mitocondriales 

puras (ligera y pesada), el promedio de penó fue de 76.6 g y la 

concentración dé 5.1 mg/ml de mitocondrias ligeras y 2.0 mg/ml-

de mitocondrias pesadas. La concentración de mitocondrias lige-

ras es mayor que las mitocondrias pesadas, como se observa en -

la tabla 2. 

El rendimiento de proteínas mitocondriales (FMP) de --

diversos organismos, extraída por el mismo método es mayor en - 

el perro tomando en cuenta la fracción 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 diferentes la comen --

tración de proteínas de las tres especies, se encuentra que en- 



el corazón se tiene mis proteína, en especial en la fracción.--

iigera, posteriormente en el hígado en la fracción pesada y fi 

nnimente en el músculo, tabla 3. 



pur..11:11.1daLl ch•gra-.." 



Figura 	2 	Separacion de mitocondrias cardiacos 

en un gradiente de sacarosa (10 o 50% ) 

(O FMP— ligera 

(b) FMP— pesada 



Tabla 1. Peso del tejido cardiaco y concentración de proteína 

corazón 	Peao (g) 	Protólna (mg/m1) 	Prot Total (salj) 

	

54.6 	 4* 3 	 25.0 

	

90.6 	 3.8.8 	 114.0 

	

109.0 	 38.4 

4 	73.0 	16.2 	73.2 

5 	 87.5 	4.3 	25.0 

6 	59.7 	16.8 	100.8 

7 	49.0 	6.0 	36.0 

8 	 83.0 	 15.0 	 90.0 

9 	 93.0 	 15.0 	 90.0 

10 	29.9 	16.0 	96.0 

promedio 	72.9 	 11.0 	 69.0 

Desv. Estand 	22.94 	5.53 	32.39 

Coef. de correlación (r) 	-0.03 



Tabla 2. Peso del tejido cardiaco y concentración de proteína 

mitocondrial en la FMP. 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

49.4 

69.9 

119.8 

126.5 

98.5 

55.0 

74.5 

123.0 

95.0 

140.0 

62.5 

3.7 

1.5 

2.6 

76.5 

23.0 

45.0 

64.0 

45.5 

18 

2.9 

3.0 

2.3 

1.6 

1.3 

1.4 

0.5 

4.4 

1.9 

1.1 

Promedio 	76.6 
Desv. Eutend: 	. 32.20 
Coef. do, correlación 
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Tabla 3. Concentración de proteína en mg/ml de las fracciones 

mitocondriales puras de diversas especies y tejidos. 

FMP Perro Reta, Gallo Prom. 

Pesada de cor. 1.9 6.9 1.3 3.4 

Ligera de cor. 4.4 3.7 8'5 5.5 

Pesada de Hig. 9.6 0.5 1.2 3.8 

Ligera de Híg. 2.0 1.6 0.2 1.3 

Pesada de miís. 0.4 2.2 0.4 1.0 

Ligera de mils. 4.2 0.9 0.0 1.7 

Promedio 3.8 2.6 1.9 2.6 

Desv. Estand. 2.9 2.1 2.9 1.6 
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Obtend ión: de anticuerpos. 

por MDI lbs antisUerOs antiMitocondrias al 'reacciónat 

con mitocondrias.presentaron una ligera variación en lá 

puesta inmune:con respecto a cada conejo y al tiempo• como se-i-

observa en la tabla 4, hay variación de respuesta entre- los di 

versos conejos, ya-que en los conejos inmunizados con FMC, el-

conej0. 253, Pre99Pte mayor respuesta, dando en promedio 4 han-

dan Y;e1nonejO-251 dá, solo 1.7 bandas. 

Con respecto al tiempo de inmunización, la variación-

ets ligera, pero se Observa un aubentede a respuesta humoral 

en el cuarto sangrado. 

En los conejos: intáunizados conEMP", también hay Varia 

±ción én la respuestade.conejo a conejo y,con respecto artiem 

po.-.E1 Conejo 291 die, mejor respuesta, ya cine formó.5 bandas 

en promedio, siendo en el cuarto sangraddcuando se obtuvo'-

mayor número de bandas, los conejos 293,17: 294 presentaron 

menor número de bandaó.Se obtuvieron hasta 5 sistemas antíge-

no-anticuerpo con la FMC contra a-FMC por MDI; y con la FMP --

contra a-FMP se presentaron 6 bandas de precipitación como 

máximo. 



Tabla 4. Niveles de antidUerPOS:.Contra antígenos mitocOndria 

les en conejos durante' 116, 	días Valorados Por M101. 

. 	. 
Antisuéro 	ler. Sapg. 2o. Sang. 3o. Sang. 40. Sang. Promedio:  

252. 	 2.7' 

253 

255 	 1.7 

proMadior 	 2.6: 	2.6 	3.0 

Número de sistemas antígeno-anticuerpo. 

252, 253 y 255 m antisueros a-FMC. 

291, 293 y.294 m antiguaron a-FMP. 
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Caracterización de antígenos. 

optimizac ión del extracto ant ígé nic o . 

Con el propósito de obtener mayor número do antígenos 

se solubilizaron los antígenos mitocondriales con tritón x-100 

y urea (T-X-U), cuyo efecto muestra una disminución en el núme 

ro de bandas, en general la FMC-solubilizada presenta una dis-

minución promedio de 0.9 tanto en la FMC entera como en la di-

luida en 1:2, el probarse en 3 diferentes sangrados de antisue 

ros antimitocondriales (a-FMC), tabla 5. También se observa --

que en las placas con agar sin T-X-U, el promedio del número --

de sistemas antígeno-anticuerpo es mayor que en las placas con 

agar-T-X-U (promedio de 2.4 vs 1.8), excepto en el primer san-

grado del conejo 255. 

l'atabla 6 muestra un efecto semejante del T-X-U en - 

el agar sobre el ASCP y el SP, ya que resulta disminuido el --

promedio de bandas; pero con los antígenos como el ASCII aumen-

ta ligeramente el promedio de 0.8 a 1.0. 

La fig. 3A y 3B muestran las diferencias en e]. núme - 

ro de bandas obtenidas de 2 sueros diferentes (291 y 294) al - 

enfrentarse con la FMC y la FMC-solubilizada a diferentes con-

centraciones; como se observa las fracciones solubilizadas -- 

presentan menor número de bandas. 

Bn la fig. 3C y 3D se presentan las reacciones anta 



eneTanticuerpo de los anticuerpos arktimitodendriales con an 

t genói . hUMánOS' antígenos de perro diferentes a las mitocon 

driás; coa AScH dió 1 y 2 bandas, con Suero Humano ninguna, 

con ASCP de 2 a 5 y con SP 1 banda. El SP Vs ASCII presentó 

bandas de precipitación. 

Pruebas de precipitación. 

con el fin de analizar las bandas ,de preci.pitación - 

se usd la IEF (tabla 7), en que se presentan los datos obteni-

dos con los anticuerpos antimitocondriales, donde se obtuvo 

desde 1 banda con la FmP-pesada hasta 5 con la Pmc. No hubo 

diferencias significativas en el número de bandas entre mito--

condrias sonicaclas y sin sonicar (promedio de 4.0 en ambas).—

Las fracciones mitocondriales de corazón purificadas en gra - 

dientes de sacarosa dieron menor número de sistemas antígeno - 

anticuerpo; la fracción ligera 3 bandas (promedio de 2.8) Y---

la fracción pesada 1 banda (promedio de 1.5). 

La tabla 8 también muestra los resultados de la UF - 

de la mezcla a-FMC y a-FMP con diferentes fracciones mitocon - 

driales de perro, el promedio de bandas en ambas mezclas es pa 

reciclo (2.3 y 2.6), siendo mayor el número de bandas con la --

FMP-pesada del hígado (7 y 9 bandas) y menor con la FMP-pesada 

del corazón (1 bandas), con la FMP del músculo no se presentan 



y el músculo 3;: en la rata el corazón e - 

hígado dieron 3 bandas y el músculo 1; y en el gallo unicamen-

te con:el músculo se obtuvo 1 banda, tabla 1(.) 

54 

bandas. 

En a:fig. 4 se presentan los patrOnet inmunoeléetró-.:' 

foréticos de las fracciones mitocondriales; la FMC dió 5 ban 

das de precipitación, 4 isoeléctricas y 1 anódica; la FMP-li 

gera presentó 3 bandas de las cuales 2 son isoeléctricas y 1'+ 

anódica y la FMM-pesada dió 1 tanda idoeléctrica. 

La..tdcnice de -CIE:también se empleó para analizar las 

bandas de precipitación,  se obtuvieron-desde 1 hasta*71andasH-

y en promedió el número de bandaa es semejáng entre la IMC. 

FMC- 	17FMF-ligeral  siendOmenoren la FMP-pesada,' 

(tabla 3). En la fig. 5 se observan '5 sistemas-antIgénoanti 

cuerPo'dea-FMpenfrentadosa la FMC 

Al realizarse la C1E:de las'fracciOnes mitocondriales:, 

''puras del,  corazón, hígado y Músculo del, perro, de la'rata y -- 

del :gallo contra'la mezcla de a-FMC y a-FMP; se encontró que - 

la mezcla a-FMP responde mejor a:los antfgenos .(promedi0 

213 y8 1.2)-. En generaklos antígenos mitocondrialeS del pg --

rro presentaron mayor nfimpre de bandas, ya que el corazón e hí 
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Tabla 5. Efecto del trit6n•x-100 y urea, sobre el número de ba 

das en MEI formados con la P24c-y.o/ suero especifico. 

Frie 	PMC-solubilizadet Promedio 
1:2 	E 	1:2 

252 T-X-U 

253 T-X-U 

255 T-X-U 

4 

1 

1 

2 

1 1 1.2 

1 o 1.2 

1 

2 

2 

3 1 	2,5 

Promedio 

m Places de aliar disuelto en trit6n X-100 y urea. 



Sang. Conejo 

Tabla 6. Efecto del tritón x-100 y urea en el agar sobre el ASCP. 

a = Húmero de sistemas antfgeno-anticuerpó. 

b =,Conejos inmunizados con FMC. 

T-X-U m Placas de agar disuelto en tritón X-100 y urea. 

= Placas de agar disuelto en SSB. 



i 	rilto 	, 	3 111., 	t 	i.calorpo:i 	ri 	t. OC G11 

curz!ts 	1Put.,,., ro de 	201 	f. rente: a 

: 	t ) 	:t.:ir"; +de- 	e:1.e 	 , 	su 	" f renti,e 	- 

zatl 	: a t I 	 -1.0 	2̀,, ir ea.  ; 295 tiq 



514:Microdobleinmunodilur46n de anticuerpos antimit0con-

Js puras lie L suerw.de cone» 294 (l3) frente a -- 

FM; 590 ug de protefna (1) , 295 ug (3 ) Y t rente a - 

COh tritón Y-100 y urea: 295 ug -(2) 

IP u9.(`1). 



Figura 3c, miérodobleinmunodifusión de anticuerpos antimítoeon-

drías puras de suero del eonejo 291 (C). enfrentados-.  

a: antígeno soluble de corazón. humano (1), antígeno-.  

soluble de corazón de perro (2), suero humano (3) 

y suero dé perro (4). 



1 	 ¿Sí 	 C. 1 	T)01 .1, t.: t;1 	OC; 

r. 	 294 1., 	 zit.ad 

cc:y 	c6.'1: 	.:11 	, 	nt.. íg  

ro 	1) o.nla lo 	) y - 
tiara 2.:5n, 



Tabla 7. Inmunoelectroforesis de gammaglobulina antimitocon -- 

dria3. contra fracciones sitocorolrialea de corazón de-. 

perro. 

Eme_ 	PMP 	rmr 
f3 onicado 	Ligera 	Pesada Prom. 

'a= Número de sistemas antígeno-anticuerpo. 

la= Anticuemos a-FIC. 

c= Anticuerpo a-PMP. 



Tabla 8. inxnunoelectroforesis de antiguan» antimitocondria 

les con fracciones mitocondriales de coraz6n, 

FM? 	 Mezcla de 	Mezcla de 	Promedio 
de perro 	 a-FMC 	a-PMP 	"(Bandas)  

Pesada do Cor. 

Ligera do lifg. 

Posada de Híg. 

Ligera de mús. 

Pesada de mas. 

a 

3, 4a 	 4,5 

0,0 	 1.0 

3,5 	 3,4 

• 6, 7 	 9.5 

0.0 	 0.0 

0. 0 



Figuro 4. 	Representacion esquemático do los 

patrones inmunoelectroforeticos de: 

a. 	F M P - ligera 

b, F M C 

c 	F M P - pesado 



promedio 

Tabla 9.- contrainmunoelectroforesis de fracciones de corazón-

de perro contra anticuerpos antimitocondrias. 

1/14C 

1,14C-sonicada 

FMP-ligera cor. 

r1.1P-pesada cor. 



.Tabla 10.< contrailimunoelecttofotesis de,antisuerólantimito 

condriales contra IrácCIOneil mitocOhdrialésucle,  

diversos:tejidos de parto, rata y gallo. 

To jido 	Especie 	Mezela do • 	Mezcla de 	PrOmédiO:. 
a-FMC 	a-FMP  

Cpra1611 	perro 	2a 	4 	3.0 

- Rata 	3 	2 	2.5  

Gallo 

Hígado 	Perro 	1 	4 	2.5 

Rata 	2 	 2 . 5 

Gallo 	i 	1 	1.0 

músculo 	Perro 	1 	3 
	 2.0 

Rata 
	 1.0 

Gallo 	O 
	 0.0 

Prom. 	1.2 	2.0 

a. Número de sistemas antígeno-anticuerpo. 



htraínxunoel(:ctrotoresin de mitoCondrías crudas 

C. contra diversas mezclas de anticuerpos a 

mitocondriales (13 y 1)), donde 	 hasta 

sistemas antígeno-anticuerpo. 
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Electroforesis. 

con el prop6sito de analizar cuantos componentes pro-

talcos tenían las fracciones mitocondriales de coraz6n de pe 

rro, se hicieron electroforesis en gel de poliacrilimida; en 

la FMC se observaron 19 bandas de proteína. En la fig. 625, se --

muestra la separación de 50 y 100 141 de la pm?, se observan --

23 y 20 bandas respectivamente. La fig. 6B muestra, la, separa - 

ción de la FMP-ligera y de la rmp-pesada de mitocondriae de co 

razón de perro, en la primera se obtuvieron 20 bandas y en la-

;segunda 30 bandas. 

Las mitocondrias de hígado de perro presentaron 17 

bandas distinguibles en ,  la FMP-ligera y 22 en la FMP-pesada, 

con el músculo se obtuvo un menor número de bandas, 16 en la FMP--

ligera y 4 en la FMP-pesada. 

Reacciones cruzadas (MDI)- 

Los anticuerpos antimitocondrias de corazón de perro-

dan reacci6n cruzada con las mitocondrias del coraz6n, hígado-

y músculo de las diferentes especies analizadas, que son el pe 

rro, la rata y el gallo, aunque no en el mismo grado (tabla 

11), estos reaccionan más con los antígenos mitocondriales del 

perro (coraz6rx, hígado, y músculo) con un promedio de bandas - 

de 2.6, dando hasta 5 sistemas antígeno-anticuerpo con el co 

razón y con el hígado y 4 con el músculo. Estos anticuerpos 



con la mezcla.a-FMC:el promedio de bandas fue del..9 y- - 

con la mezcla 	de .1.41 como se:observa los antisueros y - 

anticuerpos a-EMF dan mayor número'de bandas con sus correspon 

dienten:antígenos.inmunizantes (FM?) 

Al encontrar que los antígenes mitocoadrialts de las 
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también reaccionan con las fracclones mitocondriales de a re-. 

ta con un promedio de 0.6,' con 2 bandas como máximo con el co-

razón, hígado y músculo, el promedio de reacción entre estos  

3 fue muy semejante. 

Con los antígenos mitocondríales del gallo los anti - 

cuerpos también dan reacción cruzada con promedio total de ban 

das de 0.3, siendo, mayor la respuesta con el hígado y luego  

con el corazón, dandó.2 y 1 bandas respectivamente, con el mús 

culo no hubo reacCión 

Los antisueros aFMP datienpromedio máSmúmerodé'-- 

bandas (1.3) quOJlos a-FMC 	Las:fraccioneS'ligeras pre 

acatan enn-proMedio .mayor número de bandas (1.4), que las frac-

ciOneapesadas 

Con el fin. de eliMinardiferencías individuales se '--

mezclaron bassuestos.:de-lOs cotiej-01:212,<253 y 255 '-(a FMC) y . - 

de los . Conejól 291, 293 y 294 (a-FM?). En la tabla 12 también-

se muestran.  las 'reaccioneocruzadas del:cOrazón, hígado y 4a7.. 

culo de las diversas especies frente a los antisueros agrupa - 
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diversas especies daban reacción cruzada al probarse con anti-

cuerpos antimitocondriales de corazón de Perro, se hizo un aná 

lisis del tipo de reacción cruzada que presentaban éston anta 

cuerpos contra los antígenos mitocondriales de los diferentes-

tejidos del perro, de la rata y del gallo. 

Les antígenos mitocondriales de corazón de perro pre-

sentaron con los antígenos mitocondriales de hígado de perro -

reacción de identidad (1 y 2 bandas), de identidad : parcial (1) 

y de no Identidad (1); con los antígenos mitocondriales de --

músculo de perro, reacción de identidad ( 1 y 2 ) e identidad-

parcial (1 y 2 bandas). 

Como se observa en la tabla 13, el corazón del perro.. 

con el corazón de la rata dan bandas de identidad (1 y 2), 

identidad parcial (1) y no identidad (1).; el hígado del perro-

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

dad (1 y: 2); el músculo de perro con al músculo de rata solo - 

dan bandas de identidad (1 y 2). 

El corazón de perro con el corazón de gallo dan iden-

tidad parcial (1); el hígado de perro con el hígado de gallo - 

presentaron identidad (1) e identidad parcial (1); el músculo-

de perro con el músculo de gallo no dan ninguna reacción. 



1;3 • ir a 	 1, . 	e t. r of c.>.r e 1,1 	 • 	1.7 .aln 	 „ de 

1'7111  at,...c.r.3raw.¿;r1 	1.-). empleando. sf.-.) /41 .(.1) v 



';.0.Yura 	ln.Pctroforesis en•gel 	Il-rl]amida con S.D.S., 

(:! ,1: 	FMI' 	corazón de' 	empleando 

y FMP-pesada (2). 



Tabla 11. Reacciones cruzndas entre las FMP de diversos teji 

dos de perro, reta y. gallo -con diversas gamaglobu- 

linas de cone» nntimitocondriales en PM'. 

253b 	2503 	2910 	293c ' 	294c 	Prom. 
I,. • P. 	I.. P, 	L. P. 	L. P. 	L 	P  

a = Número de sistemas antígeno-anticuerpo. 

b = Antisueros a-PriC. 

c 	Antisueros a-PI4P. 

L. s PMP-liyera. 

P. = »IP-posada. 

Tej..Especie 



Tabla 12. Reacciones cruzadas. entre diferentes fracciones mi - 

tocondriales con diversas mezclas de antisueron por 

Tejido 	EsPecie 	Mezcla a-VMC 	Mezcla a-PMP -.:, 	Promedio- 
Pees 	Liq. 	pes. 

a = Número de sistemas antígeno-anticuerpo 



Reaccionee cruzadas entre antígenos mitOcondriales' 

del' perro' con' rata y gallo por MDI. 

Reacción de identidad. 

IP = Reacción de identidad parcial. 

No I= Reacción de no identidad. 
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Anticuerpos contra mitocondrias en sueros humanos. 

con el fin de encontrar la frecuencia de los antiduer_ 

Pos contra rnitocondrias, se estudió una población de sueros 

de sujetos con diversas enfermedades del corazón, enfermedades 

no cardiacas 'e individuos aparentemente normales, donadores - 

de sangre (que eran faTiliaret de los.  enfermos):.y estUdiantes-

de lá Universidad; de ambos sexos, con una proporei4n:més o me 

nos igual de hombres y mujeres, excepto eh los donaddréip_ 

sangre, en--los que Se tuvouna, mayor propordiów de: hombres; 

con edades promedio variables (tabla 14). 

La tabla 15 muestra el porcentaje de positividad de - 

los sueros contra los antígenos mitocondriales (FMC) por MDI - 

y -CIE, como se obserVa la CIEdetectá Mayor porcentajede anti 

cuerpos. antimitOcondriales qUe la MDI, también se analizóel - 

nfirnerOde bandas dé precipitación siendo este muy semejante en 

ambas pruebas. _ (tabla 16). 
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Tabla 14. Caracterfsticas de la poblaciSn estudiada. 

individuos 'd0 Sueros' Sexo (%) Edad 
(Promadio) F M 

Fiebre reumática activa .75 53 47 	. 171:6 

Fiebre reumátiCa inactiva 284 58 42 302:3 

Iuquemia e infarto' del 

miocardio 40 60 '57'114 

Cardiopatfascongénitas 83. 52 48 1412 

Enfermedades no cardiacas :102 51 49 38±17 

DonadOres de sangre normales 150 17 83 272: 7 

Estudiantes universitarios 180 52 48 16± 

Total 946 323 377 
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Tabla 15. porcentaje de positividad dé sueros liumaaos probadOs 

contra antígenosnitocondriále '(Fmc)AolordIEs-MIDI 

Sueros 	CIE , 	 MDI  

Fiebrer reumática activa 1 	35 

Xiebro reumática inactiva 	31 

Isquoinia-efinfarto:dal miocardio 	2(3 

dardicipáthiliCongénitási 	 36 
. 	• 

	

Enfermédadesno dardiacáfi 30 	 1 - 

	

Donadores de,sangre - nOrmales' .: 24 	3 

Estudiantes universitarios 	 18 



Sueros 

Tabla 16.promedio del.  número de .bandas formadas ISOrCIE y •• 
_ — 

mDI, en los diferentes grupos de sueros posit4yow. 

Cardiopatfas congénitas 

Enfermedades no cardincas 

Donadoresde sangre normales 

Estudiantes universitarios 
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Efecto de los anticuerpos sobre las mitocondrias. 

En a tabla 17 se muestran los resultados del análisis 

del efecto de los anticuerpos antimitocondria sobre el control-

respiratorio mitocondrial, como se, observa hay una diuminuci6n-

del consumo de oxígeno por las mitocondrias cuando no anadie 

ron los anticuerpos (experimento 2 y 3). El estado 4 no se madi 

ficó. En el estado 3 fue menor el consumo de oxígeno a aumen - 

tar la cantidad de anticuerpos y la temperatura, 35°c y 20 min-

(exp. 4 y 5). 

El porcentaje de inhibición del consumo de oxígeno au-

mentó al adicionar las gammaglobulinas artimitocondriales y fue 

mayor al aumentar la cantidad de anticuerpos, la temperatura - 

y el tiempo de incubación. 

En la tabla 18 se muestra el efecto de los anticuerpos 

y el complemento sobre la función respiratoria mitocondrial. E 

el experimento 2 se agregaron directamente los anticuerpos a las 

litocondrias y a la concentración empieada no se observó ninguna 

diferencia con respeCto al control, pero cuando se incubaron a-. 

97°C por 15 min. se obtuvo una inhibición del 61X .(exp. 4). Al - 

aftadir anticuerpos. Más compleMentO e incubar a- 37°C durante 15 - 

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

elemento 	sí solo inhibió hasta un 75,% el` consumo deoxígeno. 

La-gammaglobulina:del conejo -4V20i 	• 
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al 36% (exp. 3) y hasta 93%, cuando se incubó a 37°C, 15 min. 

En la fig. 	se muestra el efecto de los anticuerpos 

antimitocondriales, sobre la respiración estimulada por ADP - 

en mitocondrias; como puede observarse el anticuerpo antimito 

condria inhibe el estado 3 respiratorio, lo, cual indica que 

hay inhibición de la formación de ATP. 

El efecto del anticuerpo sobre la estructura mito - 

condrial, se midió por el grado de "hinchamiento mitocondrial" 

y los resultado se muestran en la tabla 19. Los anticuerpos 

empleados (gammaglobulina antimitocondrial) modificaron en --

más de 0.2 unidades de densidad óptica la preparación de mi - 

tocondrias (FMC), lp que sugiere nn:cambio estructural,en • -  

mismas. La ,gammaglobulina del conejo # 20 también provocó 

una disminución semejante de unidades de densidad óptica. 



Tabla 17. Efecto de los anticuerpos antimitocondria sobre el 

'EXPe 

control respiratorio mitocondrin1. 

nA0 min 	aq-1   Control 	inhtbi016n 
Adiciones 	Estado 4 Estado 3 	Respiratorio 	00 

- 	70a 	184 	2.7  

Ac. 291b 	72 	153 	2.1 	21-2 

Ac. 253° 	72 	171 	2.4 

Ac.,291d 	72 	138 	1.9 	:::: 

35.1 Ac. 253° 	78 	126 	1.6  

a= cifras que representan el promedio de 3 determinaciones. 

mg,incubación directa a 24'C 

c=,2.5.mg, incubación de 20 Min a 35°C. 

da 4.0 mg, incubncián directa a 24°C 

e = 3.4 ingé incubación de 20 min a 24°C. 



,Tabla 18. Efecto de los antiCuérpós antimitoCondria . sobre el 

control-  respiratoriosMitecondrial. 

, 	- 

	

91 O min-1  mq -1 	Control 	inhibición  
Ex . 	Adiciones 	Eatódo 4 Estado 3 	Respiratorio 	(«A 

051 	165 	1.9 

	

2 	Ac.253b 	87 	168 	199 	_ 	s 

	

3 	Ac.200 	96 	138 	1.5 	36.0 

4  Ac.253d 	- 66 	63 	0.0 	61.0 

	

5 	Complemento 19 	42 	2.3 	75.0 

	

6 	253 + 00m1111- 12 	18 	1.5 	90.0 

7 	Ac. 209 	6 	12 	2.0 	93.0 

1'.6sing e incubacióadireCta a'24°C. 

e 	1.9 mg.° incubación directa,  a 24°C. 

d 	 1.6 mg o incubación dé 15 min a 37°C. 

e'.9= 30 ul o Incubación do 15 min a 37°C. 

fn 1.6 mg de Ac. 	:30 /- u.1 do complemento e incubación de 15 m1n, 37°C 

1.9 mg e incubación de 15,min a 37°C. 

Ac 20 xx anticuerpos de conejo normal. 



Tabla 19. Efecto de los anticuerpos antimitocondria sobre 

estructura de las mitocondrias. 

0.991 

AC. 291a 	0.761 

Ac 20b 	0.715 

0.946 

c. '291c 	0.629 

.Ac. 204 
	

0.626 

D.O. Densidad 6ptica a 650 nan6metros. 

a = 0.6 mg. 

b = 0.5 mg. 

= 10 mg. 

d. 	0.9 mg. 



M114 hc,253 (15'0 37.0 
\\\\ 

. 	' 
ADP 

66 	i 

66 
A p 

tocondrías (control) Ae.201( 	.24.c) 

1--r- I 

132 

Figura T 	Trozas del electrodo de cateen quer Ilustran 
el abeto del onlicoorpo antImItoeondrlo, sobre 
el control rewtrutorlo de onitocondrloe de co• 
rotor. S• mide lo cantidad de nonodtomos de 
~geno consumido 
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La síntesis de autoanticuerpos contra varios componen 

tes tisulares después de la necrosis celular parece ser un pro 

ceso: fisiológico normal (33, 34). 

En las'enfermadades cardiovasculares frecuentemente - 

se .encuentra destruCción de las miofibrillas cardiacas (9, 26, 

33, 34) por tal raZón, parte de éste trabajo trató de caracte-, 

rizar el antígeno(s) mitocondrial cardiaco más relevante pál.a 

'los enfermos cardioPatae, especialMentéena.qUellos con fiebre 

reumática, infarto-del miocardio y SUjetos- con:cardiopatías 

congénitas (25,,̀ 26, 33, 34). 

.puesto que algunos ¡antígenos mitocondriales son comu-

nes a varios tejidos y especies. (1. 6, 1 .1 16, 17.,.:.27, 28, --

34, 39) se emplearon fundamentalmente mitocondrias de corazón-

de perro; aunque lo ideal es el uso de antígenos homólogos, es 

dedit>de corazón humano, pero:lascondiciones en que se requie 

re hacer la separación de mitocondrias exige el uso' de tejido-

1!frescoli, requisito que no es fácil de llenare en el humanó. 

Eiciaten varias metodologías para la obtención de mi - 

.tOcondrias (7, 11,-12, 13, 14-, 18, 20, 25, 27)4:  perO se déci 

dió utilizar la de Cleland.and Slater (11), Pués ésta permite-

obtener los organelos en condiciones bioquímicas adecuadas, 

'.-Además se loir6 separar la fracción mitocondtial con un,gradOT,  

adeptable de pureza, en un gradientoAidcontinno do sacarosa'  
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(fracción =ligera y pesada), las cuales se enfrentaron a. los 

anticuerpos inducidos experlmentalmente en conejos tenien--

dose un grado de certeza aceptable de que los anticuerpos 

precipitaron con antígenos mitocondriales; sin embargo es - 

factible que otros organelos o proteínas no mitocondriales 

pudieran reaccionar con los anticuerpos• antimitocondria. 

Las variaciones en 'la cantidad de proteína mito 

condrial obtenida de los corazones de perro 'y el hecho de 

no encontrar una correlación entre el peso húmedo del cora-

zón y la proteína mitocondrial total, sugiere que exiaten - 

diversos factores que modifican la relación entre el poso 

húmedo y la proteína mitocondrial, tales como el. estado nu-

tricional, la forma de lisar las células, la cantidad de 

agua en el tejido cardiaco (8, 	, 11, 13, 30, 41) y en - 

general la metodología. 

A pesar de haber inyectado los mismos lotes y con 

eentraciones de antígenos mitOcondrialde, los conejos .inmuni 

zados presentaron variaciones en la xeepuesta:inmune humo - 

ral; lo que apoya la existencia de cierta susceptibilidad - 

individual para la elaboración de ,  anticuerpos, especialmen-

te contra autoantígenos (1, 6, 14, 16, 17,.33, 34). Además-

se encontró elevación o.  disminución en los niveles de. anti 

cuerpos dependientes del número do inmunizaciones (1, EG 16, 
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17, 33, 3 , 36). 

En un intento de incrementar el reconocimiento de au 

toantígenos se sometieron las mitocondrias a un tratamiento 

directo con tritón X.-100 y urea .o adicionando estos al gel en 

que se realizaba ltt inmunodifusión; sin embargo so observó - 

una ligera disminución en el número de bandas debido a que - 

probablemente se desnaturalizaban los determlnantes antigéni-

coa. Esta disminución también se encontró con el suero y los-

antígenos solubles de corazón de perro. Por el contrario los-

antígenos solubles de corazón humano tuvieron un aumento dis-

creto del número de bandas cuando se utilizo tritón X-100 y - 

urea en el agar. 

Una posible explicación de la disminución del número 

de bandas en el agar es que el pH de la mezcla de tritón y --

urea fue de 6.1, que no es el óptimo para las reacciones inmu 

nológicas de precipitación en gel (8, 24). 

Se ha demostrado que algunos antígenos mitocondria - 

les son comunes a varios tejidos e incluso a diversas espe --

cies (1, 6, 14, 16, 27, 28, 39),por ello se trató de estable-

cer si con las mitocondrias cardiacas ocurría éste fenómeno--

y con el mismo grado de reacción. Los anticuerpos antimitocon 

driales do corazón de perro obtenidos en conejos so enfrenta-

ron a las mitocondrias del corazón, hígado y músculo esquelé- 
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tico del perro de la rata y del ganó y se encontró que hay._ 

reacción cruzada entre estos, presentandose una mayor reacción 

con los antígenos homólogos, en que se tuvieron hasta 5 bandas 

de precipitación con 01 corazón y1  el hígado, con las mitocon 

drias de rata solo se formaron 2 bandas de precipitación y con 

el gallo solo 1 contra corazón e hígado. Por lo tanto si se 

demostró la existencia de antígenos mitocondriales comunes a - 

varios órganos y especies, pero además hay antígenos mitocon--

driales órgano y esPecie específicos (6, 14,._18, 22, 27, 28, 

39) ya que lo anterior apoya que en las respuestas autoinmunes 

policlonales se debe tener cuidado de, seleccionar la fuente` 

do de antígeno(s) mitocondrial, tanto a nivel de 6rgano como de-

especie (17, 25. 27. 43). 

Los patronee'inmunoelectroforétiCOs con lac:fracno 

neu mítecondriales de Corazón•presentaron con la FMC 5.1>andas, 

de lán cuales 4. son isoeléctricas y 1 anódlea; con la FEW-4 

gera 3, 2 icoeléctricas y 1 an6dica; y la FMr-pesada 1 banda 

isoeléctrica. 

Con laEvmitocondrias separadas en un gradiente discon 

tinuo de sacarosa solo:fue posible demostrar 1 y. 3 antígenos - 

(F1MP-pesada y PMP-ligera), sugiriendo que éstos pudieran ser 

propios dalas mitocondrias. 

La sonteación de tasímitecondrian no provodó cambios-i 
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significativos en el número de bandas, lo que indica que no 

hubo pérdida•de anti'genos conformacionales o desnaturalización. 

las técnicas empleadas en la demostración de anticuer 

pos mitocondrialiss muestran que los antígenos se comportan en- 

forma diferente, pués un sistema antígeno-anticuerpo dado se - 

encuentra más facilmente por contrainmunoelectroforesis y 

otros en la microdobleinmunodigusión. Con los antígenos mito-- - 
condriales se demostró que la contrainmunoelectroforesis tiene 

mayor grado de sensibilidad (10 veces más sensible que la téc- 

nica de microdobleinmunodifusi6n), ya que 'concentra ;'a todos "- 
e 

los componentes inmunológicos en un solo lugar. 

En general, se encontró una relación directa del ribrie- , 
ro de bandas con la concentración de proteína mitocondrial, 

excepto con las mitocondrias del músculo esquelético de gallo, 

en donde a pesar de la alta, concentración de proteína, no se' - 

obtuvo ninguna banda de precipitación. 

La complejidad molecular de las mitocondrias crudas - 

de corazón se puso de manifiesto en la electroforesis en gel - 

de acrilamida, en donde existen cuando menos 19 cadenas poli 

peptídicas de las cuales 5 parecen ser antigénicas. Cuando las 

mitocondrias se purificaron, la EMP-ligera dió 20 bandas y la-

»IP-pesada 30, de las cuales posiblemente solo 3 son antígeni-

cas. Las diferencias en el número de bandas pudieran dopender 
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de la concentración relativa de las proteínas mitocondriales. 

Del estudio de la población de sueros humanos, a 

tratar de buscar anticuerpos antimitocondrias, se encontró -- 

que el 33% de'los sujetos cardiopatas presentaron anticuerpos 

contra mitocondrias, pero, pacientes con otras enfermedades 

con manifestaciones cardiacas también "tuvieron anticuerpos an 

tirnitocondrias. 

Los donadores de sangre presentaron el 24% de posi--

tividad de anticuerpos antimitocondrias, un porcentaje de 

ellos fueron parientes de sujetos cardiopatas, apoyandose -- 

que existe una tendencia familiar a presentar autoanticuerpos, 

lo que se analizará posteriormente en un estudio prospectivo. 

De los sueros provenientes de estudiantes universi 

tarios, se encontró que el 18% tuvieron anticuerpos antimitocon 

drias, pero desconocemos si estos son o no familiares de cardiopata s. 

Se podría discutir que los sistemas antigeno-anticuer 

pos que se demostraron por contrainmunoelectroforesis, doble `-- 

microinmunodifusión e inmunoelectroforesis sean debidos a 

reacciones inespecificas, sin embargo el lavado exhaustivo de 

los, geles con solución salina-borato y despusgs con agua desti-

lada, que disocia la unión ."no especifica" entre moláculas no-

modificó las reacciones, además si fuera una reacción inespe 

cífica entre las proteínas mitocondriales y cerosas :te espera- 

• - • 
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ria un valor cercano al 100% de positividad, lo cual no, ocurrió; 

Las observaciones realizadas en este estudio abren nue-

vos caminos en la:InVestigaCión-de los aUtoantiCUerpon contra 
• 

.." 

mitocohdrias enpacientes:cardiopátás No tenemoa,unaplida 

,ión clara para la Presencia de autoanticuerpos contra- Mitocon 

drias en los sujetos cardiopatas y es aún más interesante la de-. 

terminación dé éstosen personas aparenteMente sanas. 

4m forma espacUlativa se piensa que la destrucción dé 

células cardiacas libera los antígenosMitocondriáleaqUepróvo- 

Carían una.respUesta'autoinMune humoral y,4átópervirlá'áebaiie • - 

para: la formación de un clrOU3o -ItiOi059. que diera per,resulta 

do final lesiones cardiacas incompatibles o no con la vida (9, 

17,:33, 34). En forma esquemática se muestran algunas posibles 

vías de daño mediadas por autoanticuerpos, complemento y otras 

causas en el infarto del> miocardio. 

1,1 
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Experimentalmente se demostró que los anticuerpos 

antimitocondria son capaces de modificar , el consumo de oxi e-

no en las mitocondrias ':y con el complemento por si , solo pro' 
vacó vacó los cambios en dichos °rganelos.  También fue posible a 

térar la estructura mitocondrial con los anticuerpoS, ya que 

en lás prUebas de hinOhamiento hay una.  diferencia mayor de 

0.2 unidades de densidad óptica en'las mitocondriaseardiacas 

sometidas al efecto der_los , antiCuerpos y complemento.  

tro. 

En estudios realizados por Alarcón y col. (2)se de-

mostró 'que los anticuerpos anti-RNP son capaces de pasar al 

interior de células con receptores para Pe y que se puede mo-

dificar a las células que tienen anticuerpos anti-RNP en su - 

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

cuerpos antimitocondria modifican la fisiología de las mito - 

condrias "in vitro", pero aún se requiere probar que las célu 

las cardiacas poseen receptores para Pe 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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