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Se conoce desde hace tiempo la espe­
cificidad antigénica de las fracciones sub­
celulares aisladas de tejidos normales y
tumorales (5, 12, 16, 28). El tejido he­
pático de la rata es uno de los más estu­
diados (3, 4, 6, 9, 15, 19, 22, 25, 26, 27,
29) y recientemente ha sido objeto de
una revisión (7). Se aprecia la necesidad
de un estudio simultáneo de la célula he­
pática y de sus fracciones, así como la
búsqueda de un sistema de identificación
de las proteínas antigénicas que permita
su individualización.

El objeto del presente trabajo es inten­
tar conocer el complejo patrón antigéni­
co del hígado, las proteínas comunes con
el suero humano y con otros órganos, las
que componen cada fracción subcelular
y, aún más, las específicas de cada una.
Ha sido también objeto de nuestro inte­
rés el estudio de las posibles diferencias
antigénicas entre las membranas exter­
nas e internas de las mitocondrias, pre­
via separación de las mismas. Finalmen­
te, intentamos elaborar un sistema que
nos permitiese la identificación e indivi­

dualización del complejo conglomerado
de antígenos hepáticos en relación con
la movilidad electroforética, sus caracte­
rísticas en inmunoelectroforesis, su na­
turaleza química y su presencia en sue­
ro, riñón y fracciones subcelulares de
hígado.

Material y métodos

Se utilizaron ratas macho de la raza
Wistar, de un peso aproximado de 375 g,
sometidas a ayuno durante 15 horas y
posteriormente decapitadas. Los hígados
(peso medio, 12-15 g) fueron extraídos
inmediatamente e introducidos en una
solución de sacarosa 0,25 M, mantenida
en baño de hielo. Luego fueron homoge-
neizados en 8 volúmenes de sacarosa
0,25 M con un triturador de vidrio de
Elvehjem-Potter.

* El presente trabajo ha sido parcialmente
realizado gracias a una subvención de Inves­
tigación concedida por la Asociación Española
contra el Cáncer, para 1967.
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Aislamiento de mitocondrias. — Las
initocondrias se aislaron por el método
de Hogeboom (io) ligeramente modifica­
do. El homogeneizado de hígado de rata
se centrifugó a 850 x g durante 10 minu­
tos a o’C con el fin de eliminar núcleos
y restos de tejido. El sobrenadante se
centrifugó a 8.500 x g durante 10 minu­
tos a o°C. El sedimento así obtenido
fue resuspendido tres veces consecutivas
en sacarosa 0,25 M, y centrifugado a
8.500 xg durante 10 minutos a o° C. El
sedimento final constituía la fracción mi-
tocondrial.

Aislamiento de la fracción microso-
MAL Y FRACCIÓN CITOPLASMATICA SOLUBLE.
El homogeneizado de hígado de rata se
centrifugó a 15.000xg durante 10 minu­
tos a 0° C, con lo que se consiguió eli­
minar núcleos, mitocondrias y restos de
tejido. El sobrenadante se centrifugó
nuevamente a 100.000 x g, durante 60 mi­
nutos a o°C. El sobrenadante constituía
la fracción citoplasmática soluble. El se­
dimento se lavó con disolución amorti­
guadora de veronal a pH 8,6 y se sometió
a una centrifugación de 100.000 x g, du­
rante 10 minutos a o°C. El sedimento
constituía la fracción microsomal.

Separación de membranas externas e
internas de mitocondrias. — Se efec­
tuó siguiendo el método de Parsons y
colaboradores (17), ligeramente modifica­
do. La fracción mitocondrial se incubó
durante 20 minutos a 4°C en una diso­
lución de fosfato 0,02 M, pH. 7,4 con
0,02 % de albúmina bovina recristaliza­
da. Después de la rotura de la membra­
na externa de las mitocondrias, la sus­
pensión se sometió durante 20 minutos
a 35.000xg. El sedimento fue resuspen­
dido en la misma disolución y centrifu­
gado a i.goo x g durante 15 minutos para
separar las membranas internas. El sedi­
mento así obtenido se lavó tres veces
hasta dar un sedimento final constituido
por las membranas internas. El sobrena­

dante resultante de la centrifugación a
1.900xg se sometió a 35.000xg durante
20 minutos para concentrar las membra­
nas externas. El sedimento fue resuspen­
dido en 4 mi de tampón fosfato 0,02 M,
pH 7,4. Cada mililitro de esta suspensión
fue colocado cuidadosamente en un gra­
diente discontinuo formado por tres ca­
pas de 3 mi cada una de sacarosa al 51,3,
37>7 y 25,2 %. Después de 60 minutos
de centrifugación a 115.000 x g a o° C se
encontraron tres bandas opalescentes y un
sedimento. La capa intermedia fue reco­
gida, diluida cuatro veces y finalmente
centrifugada a 50.000 x g durante 20 mi­
nutos a o° C. El sedimento estaba for­
mado por las membranas externas.

Microscopía electrónica. — La frac­
ción de mitocondrias completas fue estu­
diada en cortes finos y en contraste ne­
gativo. Los cortes finos fueron obtenidos
de material incluido en Epon 812. El se­
dimento de mitocondrias se dividió en
trozos de 1 mm de lado aproximadamen­
te, los cuales fueron fijados en aldehido
glutárico durante 18-20 horas a 2°C y
tratados posteriormente en osmio, duran­
te 1 hora. La deshidratación se hizo en
acetona y la inclusión en Epon con un
paso previo por óxido de propileno. Los
cortes, obtenidos con un ultramicrotomo
LKB, fueron contrastados con acetato de
plomo y examinados con el microscopio
electrónico Siemens Elmiskop IA, con un
aumento que osciló entre 8.000 y 40.000
veces.

Por otra parte, las mitocondrias, así
como las fracciones correspondientes de
membranas externas e internas y los ri-
bosomas, se estudiaron en contraste ne­
gativo, según la técnica de Parsons y
col. (17), ligeramente modificada. Los se­
dimentos de estas fracciones fueron re­
suspendidos en una solución 0,25 M de
sacarosa hasta obtener una suspensión li­
geramente lechosa. A ésta se le anadió
un volumen igual de tetróxido de osmio
en tampón de fosfato y se mantuvo du­
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rante inedia hora a 3°C. Las preparacio­
nes fueron obtenidas depositando una pe­
queña gota de la suspensión sobre una
rejilla cubierta con fonnvar. Con un pa­
pel de filtro se removió el exceso de lí­
quido hasta dejar una fina película. Se
añadió una gotita de ácido fosfotúngstico
al 2 %, />H 7, se eliminó el exceso con
papel de filtro, y se dejaron secar a tem­
peratura ambiente, siendo luego exami­
nados al microscopio electrónico entre
14.000 y 40.000 aumentos.

Preparación de antígenos. — Los an-
tígenos de mitocondrias, fracción micro-
somal, membranas externas y membra­
nas internas mitocondriales, se prepara­
ron a partir de los respectivos sedimen­
tos en tampón veronal, 8,6, fuerza
iónica 0,017. La suspensión se sometió a
la acción de un desintegrador ultrasóni­
co MSE durante 6 minutos a 20 kiloci-
clos/segundo. La suspensión final se ajus­
tó a una concentración del 4 % de pro­
teínas mediante la adición de tampón ve­
ronal 8,6.

Inmunosueros. — Tres conejos ma­
chos de unos 3 kg de peso fueron inocu­
lados con hígado normal de rata, en dos
series de inoculaciones separadas por 15
días de intervalo. En cada serie se apli­
caron 12 inyecciones subcutáneas en días
alternos de 60 mg de peso seco de pro­
teínas en coadyuvante incompleto de
Freund. El inmunosuero de conejo anti­
hígado normal de rata (anti-HNR) que
dio el título más alto en la fase experi­
mental se eligió para llevar a cabo el es­
tudio intensivo. Presentó un título de
anticuerpos de 1/5.000.000 por hemaglu-
tinación pasiva de Boyden y de 1/32 por
el método de Oucliterlony, según la téc­
nica de Kagan y Norman (ii).

Para eliminar los anticuerpos contra
las proteínas séricas, se efectuó la absor­
ción con un volumen de suero de rata
normal (SR) por cada 5 volúmenes del
inmunosuero antihígado. La mezcla se
incubó durante 1 hora a 37o C y durante
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18 horas a 4’C. Finalmente se centrifu­
gó y el sobrenadante fue utilizado como
inmunosuero antihígado absorbido con
suero de rata,*  previo control de absor­
ción por la técnica de inmunodifusión
de Ouchterlony.

Los anticuerpos contra las proteínas
del hígado comunes con el riñón, fueron
absorbidos de forma similar con un volu­
men de homogeneizado de riñón normal
de rata (RR) por cada 5 volúmenes de
inmunosuero antihígado. El sobrenadan­
te de la mezcla incubada se utilizó como
inmunosuero antihígado absorbido con
riñón de rata.**

Inmunoelectroforesis. — Fue utili­
zado, con algunas modificaciones, el mi-
crométodo de inmunoelectroforesis desa­
rrollado por Scheidegger (20). En una
publicación previa (1) hemos descrito pe­
queños cambios en las condiciones físicas
de la electroforesis que se lleva a cabo en
tampón veronal p~EL 8,6 de fuerza iónica
0.0375 a 6 voltios/cm y 8 mA por cada
porta.

La determinación del punto cero se
realizó por las técnicas habituales me­
diante el empleo de soluciones de dex-
trano. Además de la tinción con rojo
thiazina R para caracterización de pro­
teínas, se emplearon rojo aceite O para
lipoproteínas y reactivo de Schiff para
polisacáridos de acuerdo con el método
descrito por Uriel y Grabar (23).

Resultados
La figura 1 A es una representación

esquemática de las bandas de precipita­
ción encontradas en la inmunoelectrofo­
resis del homogeneizado de hígado de
rata frente al inmunosuero antihígado de
rata. En el patrón inmunoclectroforéti-
co aparecieron 53 antígenos diferentes.
En la inmunoelectroforesis del homoge­
neizado de hígado frente al inmunosuero

* Anti-hígado (Abs. sr).
** Anti-hígado (Abs. rr).
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Fig. i. Componentes antigénicos comunes con
el suero (/l), riñón (B) y propiamente hepáti­
cos (C) revelados por inmunoelectroforesis.
SR = suero de rata. RR = riñón de rata.
HR = hígado de rata. El número de cada ban­
da indica la movilidad electroforética relativa.

antihígado absorbido con riñón de rata
(figura i C) se encontraron 22 bandas de
precipitación correspondientes a antíge-
nos hepáticos no comunes con el suero
ni con el riñón de rata. La inmunoelec-
troforesis del homogeneizado de hígado
frente al antihígado normal de rata ab­
sorbido con suero de rata demostró la
presencia de 22 arcos de precipitación
correspondientes a antígenos hepáticos y
14 comunes con el riñón (fig. 1 B). Las
bandas se indican en los esquemas con
una letra mayúscula, relativa a su origen
(hepático, H; sérico, S; o comunes con
el riñón, R), y un número que hace re­
ferencia a la movilidad electroforética re­
lativa a la albúmina humana expresada
en tanto por ciento. Distinguimos, por lo
tanto, 17 antígenos comunes con el sue­
ro de la rata, 14 comunes con riñón y
22 presentes en hígado' y ausentes del
suero y riñón de rata normal. El análisis
por inmunoelectroforesis de la fracción
citoplasmática soluble se representa es­
quemáticamente en la figura 2. En esta
fracción se encontraron 23 bandas de pre­
cipitación (fig. 2 A), de las cuales 6 eran
hepáticas (fig. 2 C), 7 comunes con ri­
ñón (fig. 2 B) y 10 comunes con el suero.

La fracción microsomal resultó ser muy 

rica antigénicamente. Presentó un total
de 27 antígenos (fig. 2 D), de los que 10
eran hepáticos, 8 comunes con riñón y 9
comunes con el suero.

La figura 3 muestra los resultados del
análisis autigénico de las mitocondrias.
La pureza de esta fracción se controló
mediante microscopía electrónica (figu­
ra 4 A). Se encontraron 22 bandas de
precipitación diferentes (fig. 3 A). De
éstas, 9 eran comunes con el suero, 6 co­
munes con el riñón (fig. 3 B) y 7 no co­
munes ni con suero ni con riñón (fi­
gura 3 C).

La eficacia del método utilizado con
las mitocondrias para separar las mem­
branas externas de las internas fue pa-

Fig. 2. Patrones inmunoelectroforéticos de la
fracción citoplasmática soluble (FCS) y la frac­
ción microsomal (Mic.) Esquemas A y D : To­
tal de antígenos revelados por inmunosuero
antihígado total. Esquemas B y E : Antígenos
no séricos revelados con el inmunosuero ab­
sorbido con suero de rata. Esquemas C y F :
Antígenos hepáticos no presentes en suero y
riñón revelados con el inmunosuero absorbido
con riñón. El número de cada banda indica la

movilidad electroforética relativa.
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tente. La figura 4 B es una reproducción
fotográfica de la fracción de membranas
internas, una de las cuales aparece en la
figura 4 C. Las figuras 4 D y 4 E mues­
tran membranas externas libres de mem-

Fig. 3. Patrones ininunoelectroforéticos de la
fracción mitocondrial (Mit.) y de las membra­
nas externas (ME) e internas (MI) de las ini-
tocondrias. Esquemas A, D y G : total de an-
tígenos revelados por inmunosuero antihígado
total. Esquemas B, E y H : antígenos no sé­
ricos revelados con el inmunosuero absorbido
con suero de rata. Esquemas C, F e I: antíge­
nos hepáticos no presentes en suero y riñón
revelados con el inmunosuero absorbido con
riñón. El número de cada banda indica la mo­

vilidad electroforética relativa.

branas internas con sus unidades funda­
mentales.

El análisis antigénico de las membra­
nas reveló 15 bandas de precipitación en
las internas (fig. 3 D) y 5 en las externas
(fig. 3 G). Aparecen sólo 2 proteínas an-
tigénicas comunes en ambas fracciones.
Estas proteínas son también comunes con
el suero y se designan en los esquemas
como S-19 y S-93. Las membranas inter­
nas poseen 4 antígenos comunes con el
riñón y 5 hepáticos. Ninguna de estas
bandas aparece en las membranas exter­
nas, lo que se comprobó por absorciones
heterólogas.

La fracción de membranas externas de
mitocondrias hepáticas es antigénicamen-
te pobre. No presenta ningún antígeno
común con el riñón, sólo 3 proteínas sé­
ricas y 2 hepáticas. Estas dos últimas
no se hallan en las membranas internas,
ni en la fracción microsomal, ni en la
fracción cito plasmática soluble.

Dada la complejidad del patrón inmu-
noelectroforético de las fracciones subce-
hilares del hígado de rata, las bandas se
agruparon, para su mejor identificación,
según las regiones electroforéticas obte­
nidas en acetato de celulosa. En la figu­
ra 5 se exponen los parámetros de cada
región electroforética, la disposición es­
quemática de las bandas de precipitación
y la denominación propuesta. Con esta
nomenclatura se designan simplemente
como alfa, beta o gamma las bandas en­
contradas en estas áreas electroforéticas,
tanto en el hígado como en el suero de
la rata. Las designadas como alfa', beta'
y gamma', hacen referencia a antígenos
hepáticos no encontrados en el suero ni
en el riñón de la rata; finalmente como
alfa", beta" y gamma" se designan los
antígenos presentes tanto en el hígado
como en el riñón. Los subíndices se re­
fieren a las subzonas en que se divide
cada una de las regiones alfa, beta y 
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gamma, según la electroforcsis del ho-
mogcneizado de hígado de rata en ace­
tato de celulosa.

Dentro de cada subzona se da el núme­
ro I a la línea de precipitación más ca­
racterística y más constante.

La movilidad elcctroforética relativa a
la albúmina humana y la localización de 

cada antígeno en las fracciones subcelu­
lares se expone en la tabla I. La albúmi­
na sérica de la rata presenta una movi­
lidad elcctroforética inferior a la de la
albúmina humana. La zona elcctroforéti­
ca alfa3 no existe en la electroforcsis sim­
io del suero de rata. Está formada por
12 bandas, ninguna de las cuales es sé-

TABLA I
Localización celular y movilidad electroforética relativa a la albúmina humana de los

componentes antigénicos del hígado de rata.

Denominación Ux/Ualb.
X 10"*

Localización celular

Denominación Ux/Ualb.
X 10 5

Localización celular

ü5
p

M
ic

ro
.

M
ito

c.

M
. E

xt
.

M
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.
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c.
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| M
. In

t.

Prealbúmina-I 103 X Beta',.,-II 39 X X
Prealbúmina"-! 103 A A Beta'.a-III glic. 41 X
Albúmina-! £3 x y k X X X Beta",a-I 42 X X
Albúmina"-! SO X X Beta--! 25 X
Alfa,-! • 85 X X Beta,-!l 32 X X
Alfa,-!! - 80 X Y X Betaa-III 35 X
AlfaJIl 77 x Beta,-IV 21 X X X
Alfa.-lV 78 Beta,-V 38 X X
A!fa,-V 53 X Beta'--! 30 X X
Alfa',-! 75 X Beta'--!! 30 X
Alfa',-1! • . 78 \f X Beta",-I 22 X X X
Alfa',-1 II ■ . 78 . Beta",-!I 30 X X
Alfa",-! 80 X X . X Beta",-! II 33 X
Alfa',-! 60 X X X Beta",-IV 33
Alfa',-II ’ 61 X Beta,-! glic. 19 X yf *> r X--
Alfa',-III • 55 X Beta,-II 15 x \r

Alfa',-IV • 55 X Beta,-Il! 9 X X X
Alfa',-V . 56 X Beta',-I 20 A X
Alfa',-VI 58 . X X X Beta',-II 20 X
Alfa',-VII 59 X Beta"a-I 7
Alfa',-VIII 71 X X X Gamma,-! —9
Alfa',-IX 68 X Gamma",-! —5 X X X X
AIfa",-l 59 X Gamma",-! I —7 X X
Alfa".-!!- 57 • X Gamma',-! glic. —18
Alfa",-111 . 67 X Gamma',-II —18 X
Beta,-! glic. 50 X X X X Gamma',-! I! —18
Beta,a.-I 40 X

F.C.S. : Fracción citoplasmática soluble.
Micro : Fracción microsomal.
Mitoc. : Fracción mi tocóndrial.
M. Ext. ¡Membranas externas de mitocondrias.
M. Int. : Membranas internas de mitocondrias.



Fig. 4. zl) Control de la fracción mitocondrial. Cortes ultrafinos del sedimento de mito-
condrias, incluido en Epon. Junto a las mitocondrias se halla una parte muy pequeña de
tracción microsomal y abundantes granulos de glucógeno (en negro), x 17.000. 3) Fracción
correspondiente a las membranas internas. Estas se encuentran en grupos, entre los que se
hallan gránulos de glucógeno. Contraste negativo, x 34.000. C) Membranas internas con sus
unidades fundamentales. Contraste negativo, x 78.000. D) fracción mitocondrial de membra­
nas externas. Contraste negativo, X22.000. E) Detalle de una membrana externa, X34.000.
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rica, 9 son hepáticas y 3 hepato-renales.
La zona betaia tampoco existe en la elec-
troforesis simple del suero de la rata.
Ninguno de los 4 antígenos que la cons­
tituyen son séricos. De los 3 antígenos
propiamente hepáticos, uno es específico
de la fracción citoplasmática soluble,
otro de las membranas externas de las
mitocondrias y otro se identifica como la
glicoproteína de la fracción microsomal.

La zona electroforética beta2 está com­
puesta por 11 antígenos, de los cuales 5
son de origen sérico.

La zona beta3 contiene 2 glicoproteí-
ñas : una de origen sérico y otra hepáti­
ca. La gamma-globulina sérica no se en­
contró en ninguna de las 4 fracciones
subcelulares.

La zona gamma3 es también una re­
gión no existente en electroforesis sim­
ple de suero de rata y no contiene nin­
guna proteína de origen sérico por in-
munoelectroforesis. Está constituida por
3 antígenos hepáticos, cuyas bandas de
precipitación son de trazado casi parale­
lo (fig. 5). Caracterizamos uno de ellos
como una glicoproteína.

Hay antígenos específicos de cada frac­
ción subcelular que pertenecen tanto a
los 22 propios de hígado como a los 14 co­
munes con riñón. En la tabla II se expo­
ne su localización y número.

Fig. 5. Patrones inmunoelectroforéticos par­
ciales de las regiones electroforéticas del híga­

do de rata.

Número de componentes antigénlcos séricos, hepatorrenales y hepáticos de cada
fracción, y antígenos específicos de fracción subcelular

TABLA II

Fracciones subcelulares Séricos
Hepatorre

EF (1)
nales
IF (2)

He,
EF (1)

páticos
IF (2)

Total

F. citoplasmática soluble 10 2 4 6 — 22
F. microsomal 9 5 3 6 4 27
F. mitocondrial 9 2 4 3 4 20

M. externas 3 — — 1 1 5
M. internas 6 2 2 2 3 15

Localización celular no conocida 2 2 3 7
Hígado total de rata 17 14 22 53

(1) Específicos de fracción.
(2) Inespecíficos de fracción.
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Discusión
El estudio de las fracciones subcelula-

rcs hepáticas fue iniciado en 1941 por
Furth y Kabat (8j mediante la reacción
de fijación del complemento y encontra­
ron antígenos específicos de órgano en
las diferentes fracciones citoplasmáticas.
Desde entonces, varios autores lian estu­
diado las fracciones subcelulares en di­
versos tejidos, tanto normales como in­
morales (5, 12, 16, 28). Concretamente
en el hígado, Dumonde y col. (6), encon­
traron por inmunodifusión diferencias
antigénicas entre mitocondrias, lisosomas
y microsomas, con un inmunosuero ob­
tenido por inoculación de lisosomas y mi­
tocondrias. Desde entonces se han publi­
cado algunos trabajos sobre el análisis
antigénico de cada una de estas fraccio­
nes por separado.

En la fracción citoplasmática soluble,
D’Amelio y col. (4), encontraron 14 an­
tígenos diferentes, de los que varios eran
comunes con el suero de la rata y 5 espe­
cíficos de esta fracción subcelular. Hase
y Mahin (9) utilizando el método de in-
munoelectroforesis, pusieron de manifies­
to la presencia de 14 bandas de precipi­
tación, de las cuales 6 eran intensas y
constantes. Estos autores, a diferencia de
los hallazgos de D’Amelio y col. (4), pu­
dieron comprobar que ninguno de estos
14 antígenos era común con el suero de
la rata. En el presente trabajo encontra­
mos por inmunoelectroforesis en esta
fracción subcelular 23 arcos de precipi­
tación, pero sólo 13 corresponden a pro­
teínas no séricas. Se puede apreciar una
imagen electroforética similar entre nues­
tros hallazgos y los de dichos autores.
Das 6 bandas encontradas por ellos co­
rresponden a nuestra gamma'3-I-glicopro-
tcína, gamma",-!, beta'VlH, bcta2"-I,
beta'ja-I y alfa'3-II, que son las líneas de
precipitación más fuertes, intensas y
constantes, y presentan una movilidad
electroforética similar en ambas expe­
riencias.

Da fracción microsomal resulta ser la
más compleja antigénicamente. Da inmu­
noelectroforesis evidencia 27 arcos de
precipitación, de los cuales 18 correspon­
den a proteínas no séricas. D’Amelio,
Mutolo y Barbarino (4) encontraron
7 componentes diferentes en esta frac­
ción subcelular hepática. No obstante,
estos autores no identificaron ninguna
proteína sérica, mientras que en el pre­
sente trabajo encontramos en esta frac­
ción 9 proteínas del suero de la rata. No­
sotros pensamos con Dumonde (7) que la
fracción subcelular hepática más rica en
proteínas séricas debe ser la microsomal,
porque en ella reside la mayor actividad
sintética del hepatocito. De nuestros re­
sultados sé desprende, además, que 8 de
estas proteínas de la fracción microso­
mal son comunes con el riñón de la rata.
Ya en 1958 Vogt (24) había descrito que
el inmunosuero anti-microsomas hepáti­
cos podría convertirse en específico de
hígado por absorciones con microsomas
de riñón de rata. Posteriormente, este
mismo autor (25, 26, 27) describe varios
antígenos comunes con riñón, aparte de
los específicos de tejido.

De los 8 antígenos detectados en la
fracción microsomal hepática comunes
con el riñón, 5 son específicos de los mi­
crosomas y no aparecen en ninguna otra
fracción subcelular. De forma similar,
Whitbeck y Rosenberg (29) encontra­
ron un antígeno de los ribosomas no es­
pecífico de órgano o tejido, pero especí­
fico de fracción subcelular y común con
los ribosomas de bazo y ganglios linfá­
ticos. Estos autores creen que ésta es la
proteína estructural de los ribosomas.

Das mitocondrias, aunque resultaron
ser débilmente inmunogénicas, presentan
22 antígenos diferentes. D’Amelio y co­
laboradores (4) describieron 8 proteínas
de las mitocondrias no presentes en los
microsomas. En nuestro estudio, las mi­
tocondrias poseen, al menos, 8 antígenos
no existentes en los microsomas y 7 es­
pecíficos de mitocondrias.
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Por otra parte, hemos comprobado que
no sólo existe una composición antigéni-
ca diferente entre mitocondrias, micro-
somas y fracción citoplasmática soluble,
sino también entre las propias membra­
nas externas e internas de la mitocon-
dria, puesto que encontramos un antígeno
propio de la membrana externa y otros
dos propios de la membrana interna, que
son, al mismo tiempo, específicos de ór­
gano. Las membranas internas de la mi-
tocondria poseen además 3 antígenos es­
pecíficos de órgano e inespecíficos de
membrana interna, 2 inespecíficos de ór­
gano, pero específicos de fracción sub­
celular, y 6 comunes con el suero.

Lo más llamativo de nuestros resulta­
dos son las relaciones antigénicas entre
las diferentes fracciones subcelulares.
Hay abundantes antígenos específicos de
fracción subcelular : 8 en la fracción ci­
toplasmática soluble, 5 en las mitocon­
drias, 11 en los microsomas, 1 en mem­
branas externas de mitocondrias y 4 en
membranas internas. Esto coincide con
la apreciación de Perlman y D’Amelio
(18) sobre la marcada especificidad anti-
génica de cada fracción. El hecho de ha­
ber sometido nuestros antígenos a trata­
miento con ultrasonidos durante 6 minu­
tos, no produce su desnaturalización,
como pudo comprobarse al encontrar las
mismas proteínas en homogeneizados de
hígado y subfracciones no tratadas por
este procedimiento, hecho que coincide
con las observaciones de Sulitzeanu y
colaboradores (22).

Hase y Mahin (9), no encontraron
apenas proteínas séricas en el análisis de
hígados perfundidos. Creemos que la
perfusión, así como los lavados intensos,
no sólo sirven para eliminar la sangre,
sino también arrastran las proteínas que
se encuentran en el interior de la célula.
Se conoce la rapidez con que las pro­
teínas séricas abandonan el hepatocito
después de su síntesis (7, 9). Nosotros
comprobamos que al lavar la fracción mi-
crosomal con sacarosa isotónica, se pier­

den 7 de las 9 proteínas séricas de esta
fracción. No se puede pensar que estas
proteínas perdidas en este lavado sean
contaminación de la fracción citoplasmá­
tica soluble, ya que tres de ellas no se
encuentran en esta fracción ni siquiera
en el homogeneizado de hígado total,
pero sí están presentes en la inmunoelec-
troforesis del suero de rata normal fren­
te al inmunosuero antihígado. Esto in­
dica que estos componentes antigénicos
están en el homogeneizado de hígado en
cantidad insuficiente para precipitar di­
rectamente, pero bastante para inducir
producción de anticuerpos. Por el con­
trario, la fracción microsomal puede con­
tenerlos en concentración suficiente para
dar precipitación directa.

Entre las proteínas séricas destaca la
presencia de la albúmina en todas las
fracciones subcelulares, así como la au­
sencia de la gamma-globulina sérica de
todas ellas. Es muy conocido el hecho de
que la gamma-globulina sérica es de las
pocas proteínas del suero que no se sin­
tetiza en el hígado (13).

En las condiciones en que llevamos a
cabo la electroforesis, existen 6 proteínas
electropositivas, es decir, que emigran
hacia el cátodo. Varios autores habían
descrito en el hígado de rata y del ca­
ballo zonas electroforéticas más cercanas
al cátodo que la gamma-globulina (2, 14,
21). Hase y Mahin (9) también las en­
cuentran en el hígado de la rata, tanto
por electroforesis en gel de almidón como
por inmunoelectroforesis. Estos autores
denominan estas zonas con las letras J,
K y L, y encuentran por inmunoelectro­
foresis dos bandas denominadas V y VI.
Estas bandas corresponden a nuestras
gamma'x-I y gamma's-I.

Por otra parte, caracterizamos 22 antí­
genos específicos de hígado no presentes
en el riñón ni en el suero de la rata, que
están presentes tanto en la fracción cito­
plasmática soluble como en los ribosomas
aislados, estructuras estas últimas que
participan en la condensación de amino-

5
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ácidos, así como en las mitocondrias y
los microsomas que intervienen en el
transporte de proteínas. Estos datos no
coinciden con la hipótesis de Dumon-
de (6) sobre la función de los antígenos
específicos de hígado. Según este autor,
están más asociados con el mecanismo de
transporte de proteínas que con los enzi­
mas que intervienen en la condensación
de aminoácidos.

Ea clasificación propuesta es un inten­
to de aunar los esfuerzos que en diferen­
tes laboratorios se efectúan sobre el estu­
dio de las proteínas hepáticas en relación
con injertos de hígado, antígenos de los
hepatomas, posibles enfermedades auto-
inmunes y síntesis de proteínas séricas.
Se siente la necesidad de poder compa­
rar los trabajos de los diferentes autores
y poder hacer referencia a las proteínas
descritas por cada uno. En esta clasifica­
ción se puede individualizar e identificar
cualquier proteína por la zona electrofo-
rética a la que emigra, por su presencia
en el suero y en el riñón de la rata, por
su naturaleza química, por su movilidad
electroforética individual y por su pre­
sencia en cada una de las subfracciones
celulares. De esta forma, se abre camino
para poder comparar los resultados obte­
nidos por los diferentes autores. Traba­
jos en marcha en nuestro laboratorio in­
tentan identificar cada uno de estos antí­
genos con los enzimas hepáticos y pro­
teínas estructurales, así como profundi­
zar en su composición química. ' • ; -

♦ ♦ ♦

Deseamos expresar nuestra gratitud a las
señoritas Carmen «Garayoa, Mercedes Precia­
dos, María Angeles Sara y María Antonia Ele-
ta por su imprescindible y valiosa colabora­
ción. - •

Resumen

Las fracciones subcelulares y el hígado total
de rata fueron estudiados por inmunoelectrofo-
resis. Se encontraron 23 antígenos en la frac­
ción citoplasmática soluble, 27 en la fracción 

microsomal y 20 en la fracción mitocondrial.
Se describe la comunidad antigénica de estos
antígenos con el suero y riñón de rata. El hí­
gado total presentó 46 antígenos existentes en
las fracciones subcelulares y 7 de localización
celular desconocida.

También fueron analizadas por separado las
membranas internas y externas de mitocon-
drias hepáticas. Se hallaron 15 antígenos en
las membranas internas y 5 en las externas.

Las fracciones subcelulares presentaron una
composición antigénica diferente. Todas ellas
poseían antígenos específicos y antígenos co­
munes con otras fracciones. También todas las
fracciones presentaron antígenos específicos de
tejido hepático y antígenos comunes con el ri­
ñón y suero de rata.

De cada antígeno se describe su movilidad
electroforética, su presencia en las fracciones
subcelulares, las características de la banda de
precipitación y la comunidad antigénica con
el suero y el riñón.

Finalmente, para la individualización de cada
antígeno se propone un sistema de nomencla­
tura basado en las regiones electroforéticas.

Summary
Antigen analysis of rat liver subcellular

fractions
Homogenates of rat liver were studied

by immunoelectrophoretic methods. The
total liver homogenate was injected in
rabbits until obtaining a high level of
antibodies. By means of immunoelectro-
phoresis the presence of 53 different an-
tigens was demonstrated; their respec­
tive mobilities are given as percentages
referred to human albumin mobility.

It was found by direct immuñoelectro-
phoresis and by absorption that 17 anti-
gens were common to the rat blood se­
rum. In the same way 14 antigens were
found to be common to both liver and
kidney. Finally, another 22 antigens
were observed to be absent from serum
and kidney.

Furtliermore the different subcellular
hepatic fractions were analyzed; they
were obtained by differential ultracen-
trifugation and their purity was checked
by electrón microscopy. The soluble cy- 
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toplasmic fraction gave 23 different anti-
gens of which 10 were also found in se­
rum and 7 in kidney. The microsomal.
fraction gave a total of 27 different anti-
gens of which 9 were common to those
of serum and 8 to those of kidney.

The internal and external mitochon-
drial mcmbranes were analyzed separa-
tely. Antigenic analysis of the internal
membranes showed the presence of 15
immunoelectrophoretic bands of precipi-
tation of which 6 were in serum and 4
in kidney. The external membrane sub-
fraction gave 4 different antigens, 2 of
which are also present in rat serum.

Infernal and external mitochondrial
membrane subfractions have only 2 com­
mon antigens; these two are also pre­
sent in serum.

A nomenclature system is proposed to
distinguish and recognize each of the 53
different antigens according to the re-
gions of the electrophoretogram of the
whole rat liver on celulose acétate.

The antigens, whether belonging to
serum only, either common or not with
those of kidney are named according to
the electrophoretic región in which they
are found. The presence or absence of
each antigen in the analyzed fractions is
given along with some of its Chemical pro-
perties. Only 7 total liver antigens of the
rat have not been found in any of the
subcellular fractions, 2 in common and
3 not in common with those of kidney.

The specific and nonspecific antigens
of each subcellular fraction are given
also.
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