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INTRODUCCION

La alfafetoproteina es una glicoproteing, presente en los animales durante
¢l periodo fetal y primeros dias de vida postuterina y en determinados estados
tumorales (hepatomas, carcinomas), a la que se atribuyen importantes papeles
antigénicos'.

La hipitesis de que la alfafetoproteina desempefia un importante papel en
la diferenciacién celular, durante el periodo fetal y desarrollos tumorales, ha
conslituido ¢l punto de partida de numerosos trabajos, realizados en torno a
esta proteina?, 3.

El sucro sanguineo de ratas®, 5, presenta durante el periodo fetal y
postuterino la particular propiedad de formar «binding» de alta afinidad espe-
cificamente con la estrona y el estradiol. Recientemente se ha demostrado que
la alfafetoproteina, presente en dicho suero, es la responsable del mismo®,

En el trabajo aqui descrito se estudia y compara la alfafetoproteina pre-
sente en ¢l liquido amniitico de cerdas gestantes con la del suero sanguineo de
ratas recién nacidas y liquido amniético-suero sanguineo de ratones en periodo
fetal.

MATERIAL Y METODOS

El liquido amnidtico de cerda se obtuve de hembras Large White en
perivdo de 114-116 dias de gestacidn.

An. Fac, Vet, Ledn, 1977, 23, 173-183.
=173 -



El liquido amnidtico y suere sanguineo de fetos de ratones {ue recogido
conjuntamente cuando las hembras llevaban 16 dias gestando.

Para la obtencion del suero anti-alfafetoproteina se emplearon conejos
New Zelland blancos de 2.5 Kgr de peso, para esta preparacion se siguio el
esquema descrito en la tabla 1.

Todos los productos quimicos y sopories cromatogrificos empleados fue-
ron suministrados por BDH: ¢l material radioactivo lo fue por Amersham,
Oostradiol 17B 6-7-211 40-60 Ci /mmaol.

Los recuentos de radiactividad se efectuaron en un espectrometro de
centelleo Packark. Los geles de acrilamida se dirigieron antes del recuento
con NCS (Amersham-Searle).

Para la determinacion de proteinas se empled ¢l método de LAwRY?,

Las eleetroforesis en gel de poliacrilamida se efectuaron siguiendo el
método de DAvISE, con una concentracion de acrilamida del 7 %0,

El cileulo del peso molecular se realizo mediante electroforesis de disco
en presencia de dodecilsufatalo sadico siguiendo el método de Wenkr y Os.
BORNS.

Para 1a inmunodifusion se emplearon geles de agarosa al 1 % siguiendo la
téenica de QUCHTERLOCNY'O,

La inmunoeleetroforesis se efectud de acuerdo con SCHEIEGGAR'.

Las cromatografias en columna de DEAE se realizaron a 2.° C, utilizando
columnas 1,6 X 26 cm empleando como fuse estacionaria DEAE 52.

Para las eromatografias de afinidad se empled CNBr Sepharosa 4B acti-
vada siguiendo instrucciones de Pharmacia.

Para la cromatografia en columnas de Sephadex se emplearon columnas
de 0.7 X 10 em empaquetadas con Sephiadex G-25 en tampon de fosfato sidico
(pH 7.5). El desarrollo se efectué a temperatura ambiente.

Para oblencion rapida de pequehas cantidades de alfafetoproteina se
empled el método deserito por Benassayag'?.

RESULTADOS

1.-Comportamiento electroforético del liguido amnidtice de cerda y liquido
amniotico suero sunguineo de fetos de ratones

El resultado del andlisis electroforético en gel de acrilamida (véase Fig, 1)
demuestra la presencia de una proteina (a-FP) localizada en la regién de las
globulinas y préxima a la alliimina, c¢on un Ry de 0,53, similar al de la
alfafetoproteina presente en el liquido amnidtico del suero sanguineo de fetos
de ratones de 16 dias de gestacion y al del suero sanguineo de ratas recién
nacidas. En estas ultimas la fraccion de a-FP presenta dos handas (véase Fig. D.
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Figura 1.=Electroforesis de disco en gel de acrilamida al 7 %.
A.~Suere sanguines de ratones en periodo fetal.

$3.-Suero sanguineo de ratones adultos,

C.-Suero sunguineo de ratas en perimlo Tetal

D.~Liguide amnidtice de cerdas.
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H . ~Preparacion de antisuero para la alfafetoproteing

El esquema de inmunizacion descrito en la tabla 1 muestra el proceso de e e
preparacion de antisneros especificos contra la alfafetoproteina presentes en i i e s

TABLA N." 1
Esquema de inmunizacion seguido para la obtencion de antiduero (anticuerpo) contra
alfu-fetoproteina de liquido amnidtico de cerdas.

Convjos New Zeland (2.5 Kps.)

1% inyeccion (0.5 mgrs. do alfafetoproteina disueltos en 1 ml. de Phs y homogeneizados con 0.5

l mls de A. C. Frend), Miltiples inyecciones en ol dorse. Subeutineas.
2.4 inyeceiin (se realizo jgual que Ja 1.2 15 dias después),
3.0 inyeccion (se realiz igual que Ja 1915 dias despuésh. ‘ i b
Rl

Toma de muestre (pruchia de inmunodifusiing
Sangria

Centrilugacion (el sobrenadante se congeliv hasta su uso).

LA y LA-SS ratones, para lo cual se purificaron por el método rapido, Fig. 1A,
pequeias cantidades de o-FP para ¢l desarrollo del proceso de inmunizacion. i
Los suecros sanguineos anti-alfafetoproteina obtenidos se contestaron mediante Pﬂﬁ m %‘
pruchas de inmunodifusion (Fig. 2) ¢ inmunoelectroforesis. Los anti sueros asi : -

obtenidos se emplearon posteriormente en el proceso de purificacion de las

. . B . f Bop Jo e

alfafetoproteinas por cromatografia de afinidad. SR

1.~Purificacidn de la alfafetoproteina por cromatografia de afinidad sobre ' /.
CNBr 4B Sephurosa.
Antes de la purificacion de las alfafetoproteinas por cromatografia de = ‘

afinidad, y como paso previo para la obtencion de una fraceion rica en o-FP,
mediante la eliminacion de parte de la fraccion albimina y otras proteinas
séricas, los LAs se cromatografiaron en columna de DEAE 52. La fraccion rica {
en alfafetoproteina se cromatografié en columna de Separosa CNBr 4B al que '
se ligo ¢l suero anti-alfafetoproteing correspondiente.

Las fracciones absorbida y no absorbida de la columna se sometieron a .
anilisis electroforético en gel de acrilamida con resultados que se muestran en . _ H
la Fig. 3. Y P =

A ‘B
IV .~Cileulo del peso molecular .
Figura 1A.=Electroforesis en gel de acrilamida de lquido amnigtico de cerda ¥ una muestra

El cileulo del peso molecular se realizé sometiendo a electrofuresis mues- de alfn-fetoproteing de Is misina profedencia purificadu.
: : ' . ! A.~Liquido amniitico de cerda.
tras purificadas de alfafetoproteina junto con proteinas de peso molecular B.-Alfu-fetoproteina de cerdu purificada,

Electroforesis de disco en gel de acrilamida al 7 9.
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Figura 2.-Prucha de inmunadilusion demosirativa de la especificidad del antisucro contra
alfa-fetoproteina de liguide anmiotice de cerda.
XL Antizucre especilice contra alfa-fetoproteina de Yiquido ammisticn de e rdu. N -
1. AMa-fetopeateina purificada e liguidde amnictice de cerda,
2 Alfa-Tetoprotvisa de fetos de Tatas.

20 B

4., Alfa-fetoproteina de Jigquide amnidtice-suero sanguineo de ratones en perindo de gestacion.

1

| < b o i i

» |Flg"n‘1| d.“_Crumatu:izruﬁa de afinidad sobre CNBr 4B Sepharosa y electroforesis de disco sobre
0 1Y & a1 ” o . o 1 H H H :
gel de geri d:ll.ltld al 7% de lus fracciones obtenidas, de liquido amniético de ceeda,
‘u‘—L!quldu amnintico de cerda antes de la cromatografio.

B.~Fraccion shsorbida.

B, .~Compurtamiento clectroforético de la fraceién B.

C.~Fracebin no absorbida.
| C,.~Comportamiento electroforétics de la fraceion C.
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conocido. Los resultados obtenidos que demuestran que 1a alfafctoproteina de
liquide amaiotico suero de fetos de ratones tiene un peso molecular de 72,000
daltons. similar al obtenido por otros
toproteina de liquido ammidgtico de

comparable 70-72.000 daltons.

autores en muestras similares. La alfafe-
cerdo results tener un peso molecular

V.<Estudio de la interacciin alfafetoproteina-estradiol.

El estudio de la interaceion de la alfafetoproteina purificada procedente
LA de cerda y LA-SS de ratones se realizo por dos métados diferentes:

a)  Cromatografia en columna de Sephadex: muestras purificadas de
alfafetoproteina se incubaron con ¢! estradiol marcado (1078 M) durante 30
min. a 35° C, al cabo de los cuales se cromatografiaron en columna de
Sephadex G25. En las fracciones obtenidas (1 mis) se determing ¢l contenido
protéico y la actividad radiactiva. Los resultados obtenidos (Fig. 4 y 5) demues-
tran que Ja a-FP procedente de LA-SS de ratones interacciona con el estra-

diol, pero no la procedente de LA de cerdas.
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. .[ilgtlm 5. Cromatogralia en columng de Sephadex G 25 de alfa-fetoprteina purificada de
lllgpm:! t{[kmlnrlf'“( 0 suero. sanguines de fetos de ratones incubmda previamente con 3H esiradiol
{ M), Las fracciones sbtenidas {1 mli se someticron al examen de Ll rdioactividad y contenidao

en profeimal.
o Prateina,
o Radioactividad.

Eleciroforesis de disco en geles de acrilamida. Muestras purificadas
a

b}
de a-FP (100 pgr) se incubaron con estradiol (1072 M) y se someticron

unaillisis clectroforético. Uno de los geles se cortd en Jaminas de 2 mm que se
sometieron al recuento de radiactividad. El otro se reveld para la deteccion de
proteinas®. Los resultados obtenidos demuestran, al igual que en ¢l método
anterior que, a diferencia de lo que ocurre con la procedente de LA-SS de
ratin, la alialetoproteina procedente de LA de cerda no interacciona con el

estradiol.
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DISCUSION

Aunque son muy numerosos los estudios realizados sobre la alfafetopro-
teina de rata®? y ratones™ y de la especie humana™. son en cambio eseasos los
Hevados a cabo con la alfafetoproteina de otros mamiferas.

Tanto en lo que a su comportamiento electrolorético come en cuanto a su
peso molecular se refiere no se observa diferencias especiales entre unos't y
olros.

La diferencia fundamental estriba en su capacidad de interaccionar con
los estragenos a la que se ha atribuido el desempeiio de un papel «protectors
de los estrogenos mientras se hallan en ¢l torrente circulatorio bloquedndolos y
dificultando asi la posibilidad de que aleancen «libres» los tejidos altamente
receptores de esta hormona, en los que desempedian importantes papeles en la
diferenciacion celular; en la interaceion alfafetoproteina-estradiol parece ha-
Narse implicada la porcion carbohidratos de esta glicoproteina'®.,

La alfafetoproteina de liguido amniitico de cerdo, al igual que la de la
especie humana y concjitlo de indias, no interacciona con cl estradiol, refor-
zando la hipitesis de que el fendmeno debe hallarse restringido a la rata, raton
y quizd a alguna especic muy proxima.

Sin embargo ¢l hecho de que los estrigenos, al igual que otras hormonas
esteroides son lrunspurmdas por hruleinus presenies en el suere snnguincu
hasta la hipofisis, hipotilamo y otros tejidos altamente receptores, no impi-
diendo su accion, pone en duda que la funcién fundamental desempeiada por
la alfafetoproteina sea bloquear los gstrogenos al interaccionar con estos.

Es de creer por tanto que la alfafetoproteina pueda desempedar funciones
diferentes, sobre todo en las especies en las que la interaccion no tiene lugar,
habiéndose atribuido en este sentido, importantes papeles como antigeno
fetal®.

RESUMEN

Se ha aistade ¢ identificado, siguiendo técnicas clectroforéticas y croma-
togrificas, atfa-fetoproteina de liquido amniético de cerda en periodo de gesta-
cion de 112-114 dias. '

La alfa-fetoproteina del liquido amnidtico de cerda tiene un peso molecu-
lar de 70.000 dalion y no interacciona con el estradiol,

SUMMARY

Alpha-fetoprotein from the amniotic Muid of 112-114 days of gestation
female pig have been isolated. and purificd following electrophoretic and
chromatographic procedures. Female pig alpha-fetoprotein has a molecular
weight of 70.000 dahens and does not interacts with estradiol.
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