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ULTRAESTRUCTURA MITOCONDRIAL DE LEUCOCITOS
EN DOS CASOS DE MONONUCLEOQSIS INFECCIOSA

Ygory Rodriguez, Altamira Soto, Lourdes Pérez y
Américo Negrette*

RESUMEN

Hemos medido y comparado mitocondrias de leuco-
citos de sangre humana normal, con mitocondrias de leu-
cocitos provenientes de pacientes con mononucleosis in-
fecciosa.

Encontramos que los diametros longitudinaly trans-
versal de las mitocondrias de mononucleosis infecciosa,
fueren significativamente mayores que los de las mito-
condrias no edematosas de los controles. Tamhién resul-
taron mayores las mitocondrias edematosas que las no
edematosas de ios controles,

Podemos sefialar que existe un grado elevado de signi-
ficacion estadistica en la frecuencia de edematizacion
mitocondrial de los leucocitos de mononucleosis infec-
ciosa, en comparacion con los controles normales; y que
el edema corresponde a la camara interna y no compro-
mete a la cimara externa mitocondrial.

INTRODUCCION

En diferentes estudios se han determinado varios aspectos de la ultraes-
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tructura y de las alteraciones de las mitocondrias, tales como edema
(2. 10), particulas elementales (7), particulas electrodensas en membranas
11y, y otras implicaciones morfoldgicas 1. 3-e) o fisiopatoidgicas ¢s).

En trabajo anterior, hemos hablado de la presencia de mitocondrias ede-
matosas en leucocitos de sangre periférica, en pacientes con mononucleo-
sis infecciosa (s).

Nuestro propdsito es determinar si existen maodificaciones del tamafio y
de la estructura mitocondrial en esta enfermedad, si el incremento de la
edematizacién mitocondrial en la mononucleasis infecciosa tiene signifi-
cacion estadistica, y si el edema que se produce en las mitocondrias, se Ii-
mita a una cdmara o se extiende a [as dos,

MATERIAL Y METODOS

Se utilizd sangre periférica {obtenida por puncién venosa, en tubos he-
parinizados) proveniente de dos pacientes con manifestaciones clinica, ci-
tologia sanguinea caracteristica, y serologfa positiva para mononucleosis
infecciosa (Paul-Bunnell), y de tres personas normales tomadas como con-
troles. Después de separar por centrifugacion la capa de leucocitos, se hizo
fijacién en glutaraldehido al 3% , fijacion secundaria y coloracion preli-
minar ¢on tetragxido de osmio, deshidratacion mediante alcohol etilico a
concentraciones crecientes y 6xido de propileng; y se hizo inclusion en
araldita. Se practicaron cortes en uitramicrotomo Porter Blum que fueron
colocados en rejillas de 400 huecos y coloreados con acetato de uranilo y
citrato de plomo seglin el método de Venable y Coggeshall ¢12) y observa-
das con microscopio electrénico JEM 100-B, a 80 K.V. Las microfatogra-
fias electrénicas fueron medidas con un microfotometro Universal Cam-
bridge.

Se determind el tamafio de las mitocendrias (didmetros y perimetros),

la anchura de la membrana de las crestas, del espacio crestal y de la ¢é-
mara externa y la frecuencia de edematizacion mitocondrial,

RESULTADOS

Los valores promedios obtenidos, expresados en milimicras, fueron los
siguientes;

Didmetro mayor mitocondrial (longitudinal).- Mononuc!eosis infecciosa

(M1} con edema: 964 mu: sin edema: 766 mu. Sangre humana normal
(SHN) con edema: 868 mu, sin edema: 510 mu. Tabla {.
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Didgmetro menor mitocondrial (transversal).- M| con edema: 597 mu:
sin edema: 447, SHN con edema: 448 mu: sin edema: 349 mu. Tabla 1.

- Perimetro.- M| con egema: 2444 mu; sin edema: 1943 mu. SHN con
edemas 1940 mu; sin edema; 1364 mu. Tabla 11l

Camara externa.- M| con edema: 7.86 mu; sin edema: 9.17 mu. SHN
con edemas .75 mu; sin edema: 6.16 mu. Tabla V.

Espacio crestal.- M| con edema: 9.13 mu; sin edema: 8.45 mu. SHN
con edema: 4.40 mu; sin edema: 6.29 mu. Tabla V.

Membrana de la cresta.- MI con edema: 9.55 mu; sin edema: 8.67 mu.
SHN con edema: 5.45 mu.; sin edema: 6.03 mu. Tabla VI.

Porcentaje de edematizacion mitocondrial.- SHN: de 102 mitocondrias
gontadas, 5 tenian edema (4,9% ). Mi: De 194 mitocondrias contadas, 89
tenian edema (45,87%)}. Tabla VIL.

DISCUSICN

Para determinar si las mitocondrias son o no mas grandes en las mono-
nucleosis infecciosa, comparamos el didametro mayor, el didmetro menor y
el perimetro de las mitocondrias, en sangre humana normal (SHN) y en
mononucleosis infecciosa (M1).

Diametro mayor.- Las diferencias entre |os promedios de tamafio de los
didgmetrgs mitocondriales mayores, de los casos de mononucleosis infeccio-
sa, y fos casos normaies, dieron lo siguiente: al comparar controles {SHN)
sin edema con manonucleosis (M1) con y sin edema, resultd haber diferen-
cia significativa a favor de mononucleosis. Y al comparar SHN con edema

y SHN sin edema también, resuitd ser significativa (p < 0.01) a favor de
SHN con edema. Tabta |. Grafico 1.

Didmetro menor.- El didmetro menor de las mitocondrias edematosas de
M1, es més grande que el de las mitocondrias de SHN (con y sin edema).
Comparando entre si las mitocondrias edematosas y no edematosas, tanto
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TABLA |

TAMANO PROMEDIO DEL DIAMETRO MAYCR — mu

Mitocondrias con edema Mitocondrias sin edema
X DE X DE
SHN 868 227 510 186
Mi 964 591 766 449
X: promedio DE: desviacién estandar mu: milimicras
GRAFICO 1

GRADO DE SIGNIFICACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE LOS
PROMEDIOS DE TAMANO DEL DIAMETRO MAYOR

SHN sinedema <«  MI sin edema SHN sinedema <« MI con edema
SHN con edema = MI con edema SHN con edema = Ml sin edema
MI con edema >> MI sin edema SHN conedema »  SHN sin edema
SHN: Sangre Humana Normal MI: Mononucleosis Infecciosa

> Diferencia con certeza de 99,73% D Diferencia con certeza de 99%

> Diferencia con certeza de 95% =  Diferencia no significativa

en Mi como en SHN, resultaron significativamente mayores los didmetros
menores de fas mitocondrias edematosas. El promedio del didametro menor
de las mitocondrias edematosas de los controles, es practicamente igual
que el de las mitocondrias no edematosas de mononucleosis infecciosa
(448 x 447 mu). Tabla I. Grafico 2.

Perimetro.- Con los promedios del perimetro de las mitocondrias de los ca-
sos de mononucleosis infecciosa y de los controles, obtuvimos lo siguiente:
al comparar SHN sin edema, con M1 sin edema y con edema, resultd una
diferencia significativa {(p < 0.01) a favor de MI; al comparar M| con ede-
ma con MI sin edema, resultd una diferencia significativa a favor de Ml con
edema {p =0.01). Tabla {1l. Grafico 3.

Como en las microfotografias de mitocondrias edematosas (Figs. 2 y 3)
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TABLAII

TAMANO PROMEDIO DEL DIAMETRO MENOR - mu

Mitocondrias con edema Mitocondrias sin edema
X DE X DE
SHN 448 18 349 118
MI 597 328 447 190
GRAFICO 2

GRADO DE SIGNIFICACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE LOS
PROMEDIOS DE TAMANO DEL DIAMETRO MENOR

SHN sinedema <4 MlIsinedema SHN sinedema <« Ml conedema
SHN conedema € Ml conedema SHN con edema = MI sin edema
Mlconedema P Mlsinedema SHN con edema P SHN sin edema

hemos encontrado que fa ubicacion del edema corresponde a la cdmara in-
terna, realizamos diferentes comparaciones para tratar de precisar si el ede-
ma estaba limitado a esta cdmara o se extendia a la cdmara externa (Figs.
1-Ay 1-B).

Camara externa,- Al revisar las diferencias entre los promedios de anchura
de la cdmara externa mitocondrial de las mitocondrias de mononucleosis
infecciosa, en relacion con los de las normales, obtuvimos lo siguiente: la
camara externa de las mitocondrias de los leucocitos, en monanucleosis
infecciosa, es mayor que la camara externa de las mitocondrias de los leu-
cocitos de los casos normates. Encontramos también gue fa cdmara externa
de las mitocondrias no edematosas, es mayor gue la cdmara externa de las
mitocondrias edematosas (comparando casos normales entre si y mono-
nucleosis entre si). Esta diferencia no es significativa desde el punto de vis-
ta bioestadistico. Tabla |V, Gréfico 4.
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Fig. 1.— A.- Mitocondria normal. Sangre humana normal. 160.000 X.

Fig. 1.~ B.- Mitocondria normal: Dibujo esquematico. CE: cdmara exter-
na. Cl: camara interna. MC: membrana de ia cresta. EC: espacio crestal.

Fig. 2.— Mitocondria edematosa. Sangre humana normal. 80,000 X.

Fig. 3.~ Mitocondria edematosa. Sangre de mononucleosis infecciosa,
60.000 X.
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TABLA 11

TAMANO PROMEDIO DEL PERIMETRQ — mu

Mitocondrias con edema Mitocondrias sin edema
X DE X DE
SHN 1.940 537 1.364 467
MI 2444 1.331 1,943 988
GRAFICO 3

GRADO DE SIGNIFICACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE
LOS PROMEDIOS DEL PERIMETRO

SHN sinedema <+ Ml sin edema SHN sinedema <4  MI con edema
SHN con edema = MI con edema SHN con edema = MI sin edema
Ml conedema D MI sin edema SHN conedema >  SHN sin edema

Espacio crestal {intracrestal).- Al estudiar las diferencias entre los prome-
dios de anchura de los espacios de las crestas mitocondriales, encontra-
mos que son mayores en mononucleosis infecciosa {con o sin edema), que
en los controles normales (con o sin edema). En las mitocondrias sin ede-
ma de los controles normales, la anchura fue significativamente mayor que
en las mitocondrias edematosas de los mismos casos. En cambio, en mono-
nucleosis infecciosa las mitocondrias edematosas tienen el espacio crestal
algo mayor que el de las no edematosas; aunque la diferencia no fue signi-
ficativa. Tabla V. Gréfico 5.

Membrana de la cresta.- Las medidas obtenidas en las mitocandrias {ede-
matosas 0 no) de mononucleosis infecciosa, son mayores que las de las
mitocondrias {(edematosas o no) de los casos normales. En mononucleosis

entre si y en controles normales entre si (con o sin edema), no hubo dife-
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TABLA IV

ANCHURA DE LA CAMARA EXTERNA. PROMEDIO EN mu

Mitocondrias con edema

Mitocondrias sin edema

X DE X DE
SHN 5,75 091 6,17 1,41
MI 7,86 3,12 9,17 5,08

GRAFICO 4

GRADO DE SIGNIFICACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE
LOS PROMEDICS DE ANCHURA DE LA CAMARA EXTERNA

SHN sin edema <4 MI sin edema
SHN conedema 4  MI con edema

MI con edema = MI sin edema

SHN sinedema « MI con edema
SHN conedema 4  MIsinedema

SHN con edema = SHN sin edema

rencia significativa. Cabe observar que la anchura de la membrana de la
cresta en las mitgcondrias edematosas de los controles fug inferior que la
de las mitoecondrias sin edema, aungue la diferencia no fue significativa,

Tabla Vi. Grafico 6.

Debido a la escasez de mitocondrias edematosas en sangre normal, lo
que ocasiona una insuficiente cantidad de mediciones y a las dificultades
que presenta la medicidn de precision en las membranas de mitocondrias
edematosas (limites poco precisos), los valores referentes a camara exter-
na, espacioc de la cresta y membrana de la cresta {(membrana interna), de-
ben ser considerados provisionales y no valederos, hasta tanto mediciones
mas numerosas permitan hacer la confirmacién. Tabla VII.

Porcentaje de edematizacion mitocondrial.- La diferencia entre los porcen-
tajes de edematizacion mitocondrial es: 45,87 % (mononucleosis infecciosa)
menos 4,9% (sangre humana normal) = 40,97, Esa diferencia es mayor que
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TABLAV

ESPACIO INTRACRESTAL —~ ANCHURA PROMEDIOC EN mu

Mitocondrias con edema Mitocondrias sin edema
X DE X DE
SHN 4,40 0,85 6,29 1,50
MI 9,13 4,19 8,45 351
GRAFICO 5

GRADOQ DE SIGNIFICACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE
LOS PROMEDIOS DE ANCHURA DEL ESPACIO CRESTAL

SHN sinedema +“4  MI sin edema SHN sinedema <«  MI con edema
SHN con edema 4 MI con edema SHN con edema <« MI sin edema
MIconedema = MI sin edema SHN con edema < SHN sin edema

el error estandar de la diferencia multiplicado por 5 lo que equivale a decir
que p es menor gue 0.000001. Por tanto, podemos decir que el grado de
edematizacion mitocondrial de los leucocitos, en nuestros casos de mono-
nucleosis infecciosa, es mayor que en los casos normales tomados como
control, con un alto grade de significacion estad istica.

Las medidas que establecimos en sangre humana normal para membra-
nas externa e interna y para cdmara externa, coinciden con las dadas por
De Robertis (2); pero las medidas obtenidas en menonucleosis infecciosa
son ligeramente mds elevadas. Tablas IV, V y VI.

Se ha referido (2> que "en ausencia de ADP, el volumen de la mitocon-
dria puede aumentar de 3 a 5 veces su tamafio normal”. No sabemos si este
mecanismo esta involucrado en el caso del aumento de tamafo de las mito-
condrias en nuestros pacientes de mononucleosis infecciosa; pero lo cierto
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TABLA Vi

PROMEDIO DE ANCHURA DE LA MEMBRANA DE LA CRESTA - mu

Mitocondrias con edema Mitocondrias sin edema
X DE X DE
SHN 5,45 0,96 6,03 1,88
MI 9,55 2,57 8,67 2,93
GRAFICO 6

GRADQ DE SIGNIFICACION DE LAS DIFERENCIAS ENTRE LOS
PROMEDIOS DE ANCHURA DE LA MEMBRANA DE LA CRESTA

SHN sinedema <«  MI sin edema SHN sin edema <« MIcon edema

SHN conedema 4 MI con edema SHN conedema <« MIsin edema

]

MI con edema MI sin edema SHN conedema = SHN sin edema

es gue “'la adicion de ATP o la reanudacion del mecanismo respiratorio, lo-
gran la recuperacion del tamafio normal. La mitocondria aislada funciona
como un osmometro y en general, desempeiia un importante papel en la
recuperacion o incorporacion del agua celular 2.

“El ion fosfato y el caleio, son productores del hinghamiento mitocon-
drial. El agua, potasio y sodio, penetran muy rdpidamente a través de am-
bas membranas mitocondriales y pueden producir edema de cdmara inter-
na, con dilucion de la matriz (2)”. Como ésto es lo que ha sucedido en
nuestro caso, habra que tomar en cuenta fa posibilidad de este mecanismo
patologico. “Ademas de la fosforilizacidn oxidativa, las mitocondrias cum-
plen su papel en el transporte activo de agua y iones. La incorporacian de
agua interfiere la fosforilizacion oxidativa y ésta se reanuda cuando el agua
es eliminada de la mitocondria'2)”.
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TABLAVH

CANTIDAD DE MITOCONDRIAS Y DE MEDICIONES

SHN - BE SHN - CE MI - SE M1- CE
i d ias ick M driax Mediciones Mitocondrias Mediviones

Didmetro smayor 97 7 8 5 105 108 89 a9
Didmetro menor 97 97 5 s 108 108 89 8‘9
Perimete 97 97 5 5 105 105 839 &9
Cimara externa 3z 32 1 4 62 61 ] 66
Espacic cresta) 32 32 1 z 62 62 86 5
Mseabrana de la cresta 3z 64 1 4 62 124 66 132
Edamatizacion
Mitocondsial 97 5(49%) 105 89 (45.87%)

SHN: sangre humana normal M1 is i i CE: mi Y edema  SE: mil ias sin sdema

Es clara pues la trascendencia del estudio del edema mitocondrial en la
mononucleosis infecciosa; puesto que, como hemos visto, el agua en exce-
so puede Hegar a impedir la fosforilizacion oxidativa, lo que compromete
la vida de la célula, Para algunos autores <10y la cédmara interna forma un
compartimiento bastante rigido, constituido por material resistente a los
fenémenos de dilucién. Nosotros hemos observado precisamente lo contra-
rio: el edema mitocondrial compromete solamente la cdmara interna y de-
termina dilucién de la matriz mitocondrial v disrupcion de las crestas.

Podemos concluir diciendo que en los leucocitos de nuestros dos casos
de mononucieosis infecciosa, existe aumento del tamaiio de las mitocon-
drias e incremento de la edematizacién mitocondrial; edema que respeta la
cémara externa y compromete Gnicamente la cdmara interna mitocondrial.
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SUMMARY

Mitochondrial ultrastructure of leukocytes in two cases of infectious mo-
nonucleosis. Rodriguez Y, Soto A, Pérez L, Negrette A (Instituto de Inves-
tigacion Clinica, Apartado 1151, Maracaibo, Venezuela). Invest. Clin.
17(2): 97-111, 1976~We have measured and compared the mitochondrias
of the leukocytes in normal human blood, with mitochondrias of leukocy-
tes coming from patients with infectious mononucleosis. We have found
that the longitudinal and transversal diameters of the mitochondrias of in-
fectious mongnucleosis, were significantly higher than those mitochon-

109

-

I T I -t

o skl



drias

of the controls without oedema. The mitochondrias of the controls

with oedema were also higher than those without oedema. We can point
out that there exists a significant, statistically elevated grade in the fre-
guency of the mitochondrial sedematization of the leukocytes of infec-
tious mononucleosis, in comparison to the normal controls and that the
oedema corresponds to the internai camara and does not compromise itself
with the external mitochondrial camara.
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