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I N T R o D u e e I o N 

La alfa-fetoproteína (AFP) es una glicoproteína as~ 
ciada al embarazo cuya cunntificaci6n ha sido ampliamen
te aceptada como un parámetro auxiliar en la detección -
de fetos con defectos en el cierre del tubo neu~al (JJrN), 
en otras malformaciones fetales severas y en algunas en
fermedades malignas humanas, debido a que eri éstos casos 
eu concentración se encuentra generalmente aumentada. 

Hirzfeld en 1932 sugirió que debido a la considera
ble similitud morfológica entre los tejidos cancerosos y 

embrionarios, éstos deberían compartir características -
antigénicas semejantes (51). 

Pqderson en 1944 fué el.primero en detectar en el -
euero fetal de becerros una proteína con movilidad elec
troforética alfa1 la cual estaba ausente en el suero de 
bovinos adultos, a ésta proteína la llam6 fetuína. Post! 
riormente Bergstrand y Czar en 1956 detectaron por prim~ 
ta vez en el suero fetal humano mediante electroforesis 
en papel, una proteína análoga a la fetuína que no fué 
detectada en el suero de adultos sanos. Esta proteína se 
design6 con el nombre de alfa-fetoproteína por mostrar ~ 
na movilidad electroforética entre la albWnina y la re-
gi6n de las alfa¡-globulinas (7). 

Abelev y cols. en 1963 reportaron la presencia de ~ 
na globulina fetal en el suero de ratas y ratones que 
presentaban hepatomaa primarios, la cual no fué detecta
da en el au~ro de éstos animales con otro tipo de tumo-
res (2). 

Tatarinov en 1964 y Abelev en 1967 encontraron que 
en el suero de pacientes con carcinoma hepático primario 
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(CHP) se encontraban los niveles de AFP generalmente el~ 
vados (1, 72). Posteriormente Masopust en 1968 observ6 un 
incremento similar en el suero de pacientes con terato~ 

blastema maligno de testículo y ovario (39). Debido a é.!:1_ 
tos hallazgos la AFP fué el primer antígeno embrionario 
relacionado a tumores cancerosos, confirmando la teoría 
de Hirzf eld. 

PROPIEDADES PISIOOgUIMICAS DE LA APP 
La AFP purificada a partir de suero fetal humano, de 

hepatoma, de líquido ascítico y de teratocarcinoma pare
cen ser fisicoouímicamente idénticas. La APP es una glic,2 
proteína con movilidad electroforética alf~, constituida 
por una cadena polipeptídica simple, con un peso molecu
lar de 64 000 a 70 000 daltons, contiene 4.3~ de carboh! 
dratos (2.2~ de hexosa no nitrogenada, 1.2% de hexosBJlli
na, 0.9~ de ácido siálico)(58), su secuencia de aminoáci 
dos es muy similar a la de la albúmina (60) con un punto 
isoeHctrico de 4. 76 y ce.eficiente de sedimentación entre 
4.5 a 5.5 (40) su coeficiente de extinci6n a 280 nm es de 
5.3 (46) y presenta una gran afinidad por los estr6genos 
como el 17-f3-estradiol con una constante de afinidad de 
io8/M (3). Presenta microheterogeneidad al mostrar 2 con.!:1_ 
tantee de afinidad por la concanavalina A y 2 movilidades 
electroforéticas (70). La APP presenta la formacion de P.2 
limeros que aparecen como artefactos después de congela
mientos y descongelamientos sucesivos ya que en el suero 
nativo no están presentes, pero ambas formas reaccionan 
con el suero anti-AFP (58). 

LOCALIZACION DE LA AFP 
I) Condiciones Normales 

a) Síntesis de la AFP.- La AFP se puede detectar en 
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embri6n humano a los 29 días después de la concepción 
(25) ya o.uP. pn: a ésta etapa del desarrollo el primordio 
hepático ya es capaz de producir además de la AFP otras 
proteínas como la prealbúmina, albúmina, la ·alfa1-anti-
tripsina, la alfa2-macroglobulina, a3, bet~-lipoproteí
na, inhibidor del c1-estearasa, hemopexina y transferri
na las cuales son secretadas al torrente circulatorio 
del feto (23, 24). 

Entre los 32 a 35 días después de la concepción los 
lóbulos hepáticos pueden ser evidentes y aparentemente se 
inicia la síntesis de la ceruloplasmina y la alfa1-glic~ 
proteína ácida; a ésta edad gestacional el saco vitelino 
es una estructura bien desarrollada y sintetfza prealbú
mina, albúmina, alf~-antitripsina y transferrina en adi 
ción·a la AFP. Con excepción de la albúmina, éstas prote! 
nas son sintetizadas en cantidades igual.es o más grandés 
que las producidas por el hígado del embrión. Después de 
ésta etapa el saco vitelino se va degenerando anatómica 
y fisiologicamente por lo aue la síntesis de las proteí
nas mencionadas va disminuyendo lentamente, excepto la 
albúmina. A los 60 días de la gestación el saco vitelino 
ha disminuido significativamente su producción de AFP, -
prealbúmina, alf~-antitripsina y transferrina y a las -
11.5 semanas de gestación sintetiza cantidades casi nulas 
de prealbúmina, alfa1-antitripsina y cantidades muy peqU! 
fías de AFP, albúmina y transferrina (23, 24). 

La síntentesis de AFP también toma lugar en el tra~ 
to gastrointestinal del feto, pero su aporte es muy pe-
quefio comparado con el del hígado fetal y el saco viteli 
no. Ocasionalmente se ha detectado que el rifíón fetal Y 
la placenta pueden producir trazas de AFP (25). 

b) Niveles de AFP en el suero fetal.- Alrededor de 
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la semana 6.5 de la gestación la concentración de la AFP 
en el suero fetal es de 67 pglml ( 22), durante las sigui e!! 
tes 3 seman~s de la P,estación la concentración se increme~ 
ta aproximadamente 30 veces alcanzando niveles CP.~canos a 
2 000 pg/ml, ésto al parecer se debe a un incremento en -
la síntesis hepática ya oue en ésta etapa gestacional 
el saco vitelino ha cesado casi por completo la síntesis 
de AP'P, por ésta razón el incremento de la APP en el su~ 
ro fetal durante las semanas 6.5 a las 9.5 de la gesta
ción se puede atribuir a exclusiva síntesis hepática. 

Durante la semana 10 a la 13 de la gestación la con
centración de AP'P en el suero fetal alcanza un nivel de 
3 000 pg/ml, virtualmente toda la AP'P presente en ésta -
etapa del desarrollo fetal es de origen hepático; a pesar 
de que la cantidad de APP sintetizada por el feto sigue -
aumentando ~asta la 20 semana de la gestación, a partir -
de la semana 14 hasta la semana 30 ó 32 la concentración 
de APP disminuye de manera exponencial llegando a una co~ 
centración aproximada de 200).lg/ml, Después de la semana 
32 ó 34 su concentración disminuye lentamente hasta el ~ 

término del embarazo, deteotandose niveles de 13 a 86pg 
por ml al momento del nacimiento. 

e) Niveles de AP'P en el suero de recién nacido.- Al 
momento del parto la concentración de AFP en el suero de 
cordón umbilical es de 10 a 15pg/ml (49). La concentra
ción de AFP en el suero de recién nacido es aproximada-
mente 13 000 Yaces más elevada que la encontrada en el -
suero de adultos normales y 625 veces más elevada nue en 
el suero de la madre al momento del parto (14), ésta cou 
centraci6n disminuye rápidamente durante las primeras s~ 
manas de vida. En la primera semana la AFP tiene una v'i-
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da media de 5 días y después de ésta es cercana a los 3 
días, posteriormente decrece gradualmente hasta una con
centración de 2 ng/ml que corresponde a los niveles en-
contrados en el suero de adultos normales (19, 41, 59). 

Pocos son los casos en los que niños sanos mayores 
del año.de edad presentan una concentración de AFP por 
arriba de 2oo·ng/ml. 

Se ha reportado que el suero de niños al momento -
del nacimiento tienen 1.8 veces más AFP que el suero de 
niñas, pero ésta diferencia desaparece después de la Pr! 
mera semana, sin ambargo no se ha encontrado diferencia 
en los sueros de las madres de los niños o niñas durante 
el embarazo ó al momento del parto (14). 

d) Niveles de AFP en el líauido amniótico.- Del 95-, 
al 98~ de las proteínas que se encuentran en el líquido 
amniótico son de origen materno (29) siendo una de las 
excepciones la AFP ya que es una proteína aportada por el 
feto a través de la ·orina (22, 66). La concentración más 
alta de APP en el líquido amniótico se detecta alrededor 
de la semana 13 de la gestación alcanzando un valor me
dio de 15 ¡g/ml, posteriormente disminuye paralelamente 
a como lo hace en el suero fetal. 

·e} Niveles de AFP en el suero materno.- Foy y cola. 
en 1970 fueron los primeros en demostrar eh incremwto 
de AFP en el suero de mujeres embarazadas (21). Durante 
el embarazo la concentración de AFP se incrementa en el 
suero materno debido al paso de ésta a través de la pla
centa o membranas amnióticas por gradiente de concentra
ción del feto hacia la madre (27, 66). En el primer tri
mestre la concentración .de AFP no rebasa el rango del a
dulto normal, pero a partir de la semana 16 en la que la 
concentración es de 45 ng/ml se incrementa gradualmente 
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hasta alcanzar un vivel máximo de 450 ng/ml durante el 
tercer tril'lr··''.re (30 a 32 semanas de concepci6n), mien
tras en éste mismo período la concentraci6n de AFP séri
ca fetal disminuye de 2 X 106 ng/ml a 2 X 105 ng/ml, sin 
embargo la concertraci6n máxima de AFP en el suero mater
no se alcanza en las semanas 30 a 32 de la concepci6n -
( 27' 68). 

En el momento del parto la concentración de AFP en. 
el suero materno es cercana a los 50 ng/ml. 

II) Condiciones patológicas 
a) Niveles de APP en el suero de recién nacidos.- Se 

han encontrado niveles aumentados de APP en el suero fe
tal y de recién nacidos asociados a ciertos casos de em
barazos complicados (12, 53, 81, 83). En casos.de niños 
recién nacidos de madres diabéticas (53) o sometidas -a 
isoinmunizaoi6n Rh severa (12) se han encontrado niveles 
anonnalmente elevados de.AFP comparados con los niveles 
encontrados en niños sanos, mientras que los neonatos de 
madres toxémicas .presentan concatraciones por debajo del 
nivel normal. Se desconoce la raz6n de éstas discrepan-
cias, sin embargo se propone que la activación de las c! 
lulas hematopoyéticas en el hígado fetal en el caso de ! 
soinmunización Rh severa y la relativa inmadurez de la -
función hepática del feto de madres diabéticas nueden e~ 
plicar los niveles elevados de AFP en el suero de cordón, 
mientras oue los niveles bajos de AFP en neonatos de ma
dres toxémicas puerlen reflejar una maduraci6n acelerada 
del hígado fetal. 

En otros casos como en los neonatos con ataxia te-
langiectasia (81) o hepatitis neonatal (83) se pueden e~ 
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contrar concentraciones elevadas de AFP. 
E,2..J:ij_y~lrs de AFP en el líquido amniótico.- En 1972 

Brock y Sutcliffe publicaron la existencia de cierta as2 
ciación entre presencia de ~N en fetos y niveles eleva
dos de AFP en el líouido amniótico ( 9 ,. 11). Estudi0s Pº.!! 
teriores realizados por otros grupos de investigadores 
confimaron tal asociación (44 1 45, 65, 71, 76, 80, 82). 

Dentro de las enfermedades asociadas al i.ncramento 
de AFP en el líquido amniótico están: anencefc~Ha, es11i
na bífida, hidrocefalia, e':onfaJ.os, enc-r::f8l')cele, menii·.-·· 
gocele, mj.elomeningoc¡:,Je, ídocE•le, o:ufal.Jcele, craneorr~ 

quiaquisis, atresia esofágica, atreu:i.a duodenal, nefr6-
sis congénita, trisomía G-21 y trisomia E, entra otras. 

En los casos de DTN el feto presenta en el suero u
na concttt;raci6n normal de AFP, por lo tanto, el increme~ 
to en el líquido amniótico se atribuye a la filtración -
del fluído cerebroespinal o bien a la transudación o s~ 
grad') de los capilares del feto directamente e':puestos -
al líouido amniótico (62). Esta hipótesis se apoya en la 
observación de que en fetos con espina bífida "cerrada" 
la concentraci6n de AFP está normal o ligeramente aumen
tada, En los casos de anencefalia se confiere el incre-
mento de AFP en el líquido amni6tico a la depresi6n de -
la deglución fetal (56), lo que contribuye al desarrollo 
de hidramnios; en los casos de nefr6sis congénita se co~ 
eidera que es debido a la presencia de proteinúria, y en 
las malformaciones del tracto gastrointc~tinal, al decr~ 
mento de la deglución y digesti6n del lícuid·'.J amniótico. 

En la Gran Bretaña se realizaron estudios colabora
tivos entre varios hospitales con el fin de analizar la 
especificidad y selectividad de la 'cuantificación de la 
AFP en el liquido amni6tico para la detección de DTN. Los 
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resultados demostraron oue se lor,raron detectar el 95% 
de los casos con anencefalia y el 86% de los casos con e~ 
pina bífida, éstos porcentajes de detecci6n se increment~ 
ban sí el estudio se realizaba antes de la semana 24 de -
la gestaci6n (77). 

Por lo anteriormente expuesto la cue.ntificaci6n de 
la AFP en el -líquido amni6tico tiene un gran valor diag
nóstico en madres de fetos con TJJ!N y, asociado con un ex! 
men por ultrasonido, puede ayudar a establecer un crite
rio para realizar un aborto selactiyo y evitar el nací-
miento de ni5os con problemas de éste tipo. 

e) Niveles de AFP en el suero materno.- De manera -
independiente Brock y Leek en 1973 observ,,.,ron nue una e
levaci?n anormal de AFP en el líquido amni6tico en prese~ 
cia de DTN se refleja generalmente en el suero materno, -
alcaozand.o conccntraci ooes muy por arriba de las oue co,-
rresponden al embarazo normal, Se considera nua ésto se 
debe al paso de la AFP a través de las membranas mnni6ti:_ 
cas (8f 33). Estos hallazgos fueron posteriormente confi_!: 
mados por otros investigadores (8, 10, 62, 63, 69). . 

Se han ñctectado concentraciones elevad."J.s de AFP en 
el suero de.madres con embarazo multiple (27). 

Debido a que la práctica de la amniocentesis lleva 
el riesgo da provocar p'rdida fetal, la posibilidad de 
cuantificar la AFP en el suero materno es de P.ran utili
dad para evitar tal ries¡;o. J.poyados en ésto· en 1977 se 
report6 u.n ec-;tudio colaborativo realj.zado en el Reino U
nido con el objeto dc evaluar la eficiencia de la prueba 
de la AFP sérica materna para detectar DTN (76). En él se 
estableci6 que 2 º 5 vec.~::i el valor de la media normal era 
el límite de referencia por arriba del cual se consideró 
que existía riesgo de presentar JJrN, se observ6 que el -
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mejor tiempo para detectar embarazos con riesgo de DTN 

estaba entr<; , ~. 16 a la 18 sema.."la de gestaci6n ya queo sG 
logra.ron deoectar el 88~ de los casos de anencefalia y -
el 79% de los casos con espina bífida. 

Esto demostró que la cuantificación de la AFP en el 
suero materno no es diagnóstica para IJrN pero sí selecci~ 
na a mujeres embarazadas con alto riesgo de tener fetos -
afectados, sobre todo cuando la ultrasonografía no es muy 
átil en la detecci6n de éstos problemas. 

Estudios similares se han llevado a cabo en otros -
países como Suecia, Holanda, Inglaterra, Canadá y Estados 
Unidos en los oue se ha confirmado que la cuantificaci6n 
de la AFP sérica materna es útil como prueba de ta.miza.jo 
en la detecci6n de fetos con DTN con una eficiencia del 
92 al 96~, además de que también es indicativa de otras 
posibles complicaciones durante el embarazo poi· lo qué se 
ha establecido como prueba de rutina en la. gineco-obste
tricia ( 69). 

Otras posibles complicaciones que pudier~nhaber du
rante el embarazo que no están relacionadas a MN y sin 
embargo están asociadas a incrementos de APP son: 

-.fill.l~~-ª de aborto y muerte intrauterina.: 'l/uld J' 

cols. encontrar~n que había una probabilidad 6 veces m~ 

yor de amenazi', de aborto espontáneo en pacientes r•ue pr! 
sentaban inc!'ü1¡;entos anormales ele AFP durante el segundo 
trimestre c'!.cl embarazo. Se ha observado aue existe amen~ 
za de aborto en e1 momento oue se incrementa la AFl' o P.2. 
cos d:l'.as después. La a.menuza d·~ aborto con ni vc:.les incr~ 
mentados de APP está asociada u muerte intrauterina du
rante los J trimestres del embarazo (66, 67, 79). 

-Isoirununizaci6n Rh severa: Pacientes con isoinmuni 
zaciones severas en donde el feto requiere de transfusio 
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nes intrauterinas es coml1n encontrar niveles incrementa
dos de AFP en el suero materno (13). 

-Nefr6sis cong,nita: En ocaciones las madres de fe
tos con nefr6sis oon~énita presentan niveles incrementa
dos de AFP en el suero, probablemente por exceso de tran! 
fusi6n transaplacentaria o transamni6tica de ésta protei, 
na ya que en éstos casos la placenta es muy gran~e (63, -
74). 

-Tox~mia y sufrj.miento fetal: Se encuentran· incremerr 
tos de AFP en el tercer trimestre en el cBso de e~istir -
toxémia y sufrimiento fetal (15, 67), 

-Mola hidatidiforme y neoplasia trofoblástica: Deb~.

do a que es difícil distinguir entre un embarazo nor:r.al 
y una mola hidatidiforme o neoplasia trofoblástica se ha 
tomado como referencia el oue sí hay concentraciones _de 
AP'P menores que las encontradas en un e·mbarazo normal 
es indicativo de ausencia de feto (64). 

-Otras condiciones: La presencia de fetos con ga! 
trosquiais, ataxia telangiectasia, sufrimiento fetal y 

tirosinemia hereditaria pueden presenta~ incrementos en 
la concentraci6n de AFP en el sueTo materno (67, 81), 

Sl_!i_iveles de AFP en el suero de oacienfes con car 

cinoma heP.ático rr:i;:imarl.o (CHtl.- Abelev y cols. en 1963 
descubrieron una alfa-&lobulina embrionaria en el suero 
de ratas y ratones cc?n hepatom::-. r·ri;.;ari'.), la cu&l ne ¡;e 

present2.ba Gn é:Jt:os R.nimiües con o~;ro tipo de tumores 

( 2). 

'fata1·inov tm l9C4 y A~~?.lf:Y 0r: J.967 c\etect;,,ron nue 
existían elevHciones de la cor.cent:cuciún de AFP en 81 su.9. 
ro de pacientes con GEP (l, 72). 

ObservRciones posteriores confirrnar0n 0uc existían 

niveles incrementados de AFP en pacientes con G'.1P (73, 
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74) y teratocnrcinoma (1, 39); en base a ésto se propuso 
la cuantificación de la AFP como una prueba diagnóstica 
para éstas enfermedades malignas. 

En 1966 se realizó un estudio ~olaborativo por la -
International Agency of Research on Cancer en el aue se 
evaluó la eficiencia de la prueba de la AFP para detectar 
CHP (54). Las muestras analizadas se obtuvieron de Cen-
tros Médicos de Jamaica, Kenia, Uganda, Repdblica del CoE 
go, Nigeria, Senegal,_Singapur y se analizaron en Francia 
y la U.R.S.S •• En éste estudio se encontr6 oue el 66% de 
aquellos pacientes que presentaban CHP confirmado clínica 
e histopatol6gicamente mostraban concentraciones elevadas 
de AFP en el suero, el 32.4% presento resultados negati
vos y un 6.5~ present6 resultados discordantes, como ~ 

. po control se estudiaron sueros de pacientes con padeci
mientos tales como cirrosis hepática, hepatitis, otras -
lesiones hepáticas, carcinomas extrahepáticos, enfermad! 
des infecciosas, metabólicas y nutricionales y de éstos 
solo el 2.1~ mostraron niveles incrementados de AFP, el 
1.9% mostr6 resultados positivos o discordantes y el 96~ 
di6 resultados francamente negativos. Algunos pacientes 
del grupo control que mostraron incrementos de AFP preeeE 
taron teratoblastoma maligno del testículo. De los pacie~ 
tes con CHP confirmado, cuya prueba di6 resultados negat!_ 
vos por la técnica modificada de Ouchterlony, se pudo CO!!! 

probar po1" el método del radioinmunoensayo que los ni\'e
les de f.FP medidos eran anormalmente altos. 

Aunque nivrJles anormales de AFP pueden aparecer en 
vRrias enfermE·dH:les del hígado es relevruite su relativa 
especificidad pH~c el CHP. 

Se ha a.plic'.l.üo exitosamente la cuantificación dela 
AFP en el seF0-limiento de la terapia contra tumores produ~ 
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torea de AFP ya que en pacientes intervenidos ouirúrgic~ 
mente con remisión total del tumor la concentºraci6n de -
AFl' sérica baja rápidamente, pero en el C!'.SO de existir 
residuos tumorales o metástasis ésta se incrementa paul~ 
tinarnente y en el caso de pacientes sometidos a quimiot~ 
rapia o radi.Jterapia puede indicar la eliminaci6n o cre
cimiento del carcinoma (42). 

~·Niveles de AFP en el suero de pacientes con tu
mores indiferenciados no seminomatosos de testículo y o 

~·- En forma simultánea Abelev (1967) y Masopust 
(1968) demostraron que aouellos pacientes que presenta-
ban teratocarcinoma del ovario y testículo (1, 39) tenían 
niveles de AFP en el suero anormalmente elevadado y que 
los pacientes con tumores indiferenci~dos presentaban co~ 
centraciones elevadas de AFP no así los pacientes con t~ 
mores bien diferenciados. 

Se observ6 que en los casos de pacientes con tumores 
no seminornatosos de ovario y testículo la concentración de 
Al'P se elevaba en el suero conforme Rvanz".ba la enfermedad, 
por lo que se C·Jnsidcr6 que la concentraci6n de AFP puP.de 
ser utilizada como indicador bioouímico del progreso o r~ 
misi6n de la enfermedad durante la terqpia, adem~s es <te 
gran ayuda en el pron6stico de l·a aparicdn de la patolo
gía ya oue antes de oue éstR se mgnifi~5te clínicamente, 
la concentraci6n de la AFP aumenta en el suero (28, 39, -
68}. 

f) Niveles de AFP en el suero de pacientes con otros 
tQ~ores y enfermedades.- Se ha reportado la existencia de 
niveles eleva1os de AFP en pacientes con c?.rcinoma gá~tri 
co y pancreático (75, 78) y en algunas .enfe:nnedades rneta
b6licns cone;énitas o imnunol6gic<.1s tales C1Jmo la tirosin~ 
mía congénita (51), la cirrosis de la niffez indú (43) y -
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en la ataxia t elangiectasia ( 81), En 1975 Ohandra detec
tó niveles incrementados de AFP en pacientes con fibrosis 
cístic?.. y tambHn se pudieron detectar incremen t 1s lige
ros en los pacientes de ést:lS enfernrns por lo que se su
giri6 que la cu•J.ntificaci6n de la AFP pudiera ser de ¡;ran 
utilidad para la detección de portadores heterocig6ticos 
con riesgo a desarrollar ésta &nfermedad (18) sin embar
go otros investigadores no han podido detectar incremen
tos de AFP en relación con la fibrosis cística. 

ANTISUEROS ANl'I-APP 

La J\FP homóloga no es irununogánica en su especie de 
origen, mientras que la AFP heter6loga es un potente in
mun6geno que induce la formaci6n de anticuerpos de reac
ción cruzada con la AFP de la especie inmunizada, 'ést<? -
ha sido observado en conejos inmunizados con AFP humana 
(47) y en monos inmWlizados con AFP de conejo (48, 61). 
Estos hallazgos han originado gran interés ya oue se coa 
sidera que existe la posibilidad de usar tales inmuniza
ciones para la inmunoterapia o posible profilaxis de t~ 
mores productores de AFP como en el OHP, pero los resul
tados hasta ahora no han sido concluyentes. 

iliErODOS DE PURIFICA'.)ION DE LA AFP 

Se han utilizado diferentes procedimientos para la 
purificaci 6n de la AllP a partir de di verae.s fuentes c ?mo 
son: suero fet1ü humano de menos ele 20 sem'.-mas de eestQ_ 
ci6n o bien el hígado fetal (especimenes ideales pero de 
diffoil obtención), suero de cordón umbilicRl obtenido -
al momento del parto, líquid.o arnni6tico, suero de pacie!:_ 
tes con CHP o teratocarcinom:i., líauido ascítico u homog~ 
neizado de hígado fetal o de tumor. Entre las técnicas -
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oue se han usado se encuentran la precipitación por sal~ 
do c ?n sulfato de am.;nio ( 48), a p'l.rtir de irununopreci P! 
tados o utilizando matrices insolubles como la Sefarosa 
activada con bromuro 1e cianó~eno ya sea acorlaaa a anti 
cuerpos anti-AFP de baja afinidad o bien a concanavalina 
A, éstas· dos .últimas al terna ti vas han permitido obtener 
preparaciones más puras de AFP debido a nue se elimina la 
albú:nina que es el mayor contaminante del material puri
ficado por otros procedimientos (55, 57). 

MEl!OOOS DE CUANI'IFICACION DE LA AFP 
Se han descrito varios métodos inmunol6~icos para 

la detección y cuantificación de la APP. 
Para ooocentraciones de AFP por arriba de los 500 pg 

por m1 se han usado diversas técnicas de inmunoprecipit~ 
ci6n en gel, entre las t~cnicas cuantitativas en gel se 
encuentran la inmunodifusión radial que puede cuantificar 
concentraciones m11yores a los 2.5 yg/ml (37), mientras -
o.ue la inmunoelectroforesis de cohete puede detectar ce! 
ca de o.2yg/ml (31) aumentando su sensibilidad a 20 ng 
por ml utilizando AFP marc~da con 125r (50). 

Las técnicas semicuantHativfl.s como la aglutinación 
en partículas de latex detecta concentraciones de 250 ng 
por ml y el ensaye- por fijación de complemento puede de
tectar concentraciones de entre 40 a 80 ng/ml (20, 51). 

Se han diseflado técnicas más sensibles como los mé
todos aut.)rradi:lgráficos, los de radioinmunoensayo Y la 
técnica de inmunoensayo-enzimático (ELISA) para cuantif1 
car concontr~ciones por abajo de 40 ng de AFP por rol. 

Los métodos autorradiográficos directos e indirectos 
oue utilizan AFP 6 anticuerpos anti-APP marcados con 
125r se pueden detectar hasta 2 ng/i:nl pero son de poca ~ 
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plicaci6n clínica principalmento por su complejidad y al 
to costo (50, 52). 

Existen varias técnicas de radioinmunoensayo (RIA) 
para cuantificar AFP en concentraciones del orden de 
1-50 ng/ml, en éstas técnicas se utiliza al antígeno o 
al anticuerpo marcado con 125¡ (19, 41), el sistema más 
utilizado es el constituído por doble anticuerpo pero se 
han hecho diversas modificaciones para mejorar la sensi
bilidad, pudiendo cuantificar concentraciones hasta de -
500 pg/141. 

La aplicación de la técnica de ELISA para la cuant!, 
ficaci6n de la AFP ha proporcionado una excelente alter
nativa dentro del laboratorio de diagnóstico clínico y -

de investigaci6n ya aue además de ofrecer una gran sene!, 
bilidad (del orden de 3 a 1000 ng/ml), los reactivos im-. . . ~ 

plicados son estables, no radiactivos ni muy costosos, as 
rápida y da un alto grado de reproducibilidad y se puede 
efectuar con equipo sencillo de laboratorio; se han est~ 
blecido varias modificaciones que han mejorado la sensi
bilidad y especificidad de la prueba (5, 6, 35, 36). To
do lo anterior hRCe que lastécnicaade ELISA sean fuerte
mente competitivas con el método de RIA, este ~ltimo ªU!! 
que es más sensible presenta el inconveniente de que los 
reactivos que son reoueridos además de; ser de alto costo 
tienen una vida media corta, se manejan radioisotopos 
que r<:presentnn un riesgo para el técnico que lo realiza 
y se necesita equipo complicado como un contador de cen
telleo gBmma oue incrementa aún más su costo. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La frecuencia de nacimientos de nifios con defectos 
del tubo neural de madres mexicanas va en aumento cons
tante. Se ha visto que éstos tienen una incidencia de 6 
a 7 por cada l 000 nacimientos aproximadamente, lo oue 
muestra ·aue el riesgo de nacimientos de nifios con DrN 

es. considerable, dada la al ta tasa de crecimiento que -
se da en el país. 

Esto obliga a las instituciones encargadas de la -
salúd a adoptar alguna medida para lograr la disminución 
del n'1mero de nacimientos de nif'ios con éste tipo de en-
fermedades y por ello se deben de tener técnicas o méto
dos auxiliares.para la detección de fetos con defectos -
del tubo neural. Una de ellas es la cuantificación de la 
APP, que aunque no es una prueba definitiva, junto con -
el exámen por ultrasonido y la historia clínica de la p~ 
ciente, ayuda al m~dico a decidir si el embarazo se lle
va a término o no. 

Oreemos que es necesario el establecimiento de una 
técnica confiable para la cuantificaci6n de la AFP de a
cuerdo con las necesidades y posibilidades técnicas del 
pa:!s, oue ayude tanto en el área clínica. como en el área 
econ6mica, que evite la importación de reactivos, oue 
sea de fácil acceso a pacientes con embarazo de alto rie~ 
go y que sea practicable en laboratorios con eauipo sen
cillo • 

Por ésto, la técnica deberá ser reproducible, con
fiable, rápida, sencilla, no costosa y debe existir la -
posibilidad de que los reactivos biológicos sean produc!_ 
dos por un laboratorio nacional. 
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OBJETIVOS 

PARrICULARES 

A) Obtención de un suero monoespecífico'de. cabra anti

alfa-fetoprote!na. 

B) Purificación de la alfa-fetoprotefoa a partir de 

. suero .de cordón umbilical.mediante algtin procedimie~ 

to inmunoguímico.· 

C) Realización de varias tácnicas inmunológicas oue por 

medio del suero monoespecífico pe:nnitanla cuantific! 

ción de la alfa-fetoproteína en líouidos biológicos 

(especímenes clínicos). 

D) Estandarización de la tácnica seleccionada, 

E) Aplicación de la t6cnica estan~arizada en la cuanti-

ficación de la alfa-fetoprote!na en muestras están-

dar y líquidos biológicos de interés. 

G)mERAL 

Montar y desarrollar una técnica reproducible y con

fiable para la cuantificación de la alfa-fetoproteí

na en el suero de mujeres embarazadas y en los líau~ 

dos amni6ticos correspondientes. 



HIPOTESIS 

i 

"Si se obtien_e el _suero monoespecífico, éste será 

aplicable en técnicas inmunoi6gicas para cuanti

. ficar la alfa-fetoproteína, lo que a su vez, pe_!: 

mitirá el diagn6stico de enfermedades perinatol~ 

gicas". 

20 
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MATERIAL y METO DOS 

MATERIAL 
Material biológico: 
a) Suero de cord1n umbilical {SCU).- Se extraj6 a -

' . . . 
partir de la sangre arterial y venosa del cordón umbili-
cal obtenida inmediatamente después del parto. La sangre 
se dej6 coagular a 37ºc durante 30 min, posteriormente el 
coágulo se retraj6 a 4°C durante 30 min y s~ removió, el 
suero resultante ee centrifugó a 3 000 rpm durante 15 min 
y 15e conserY6 a -20°c hasta su uso. 

b) Líquido amniótico (LA).- Mediante amniocentesis 
se obtivieron 103 muestrae de líauido amniótico a dife-
rentes ,edades gestacionales de mujeres que presentaron -
ciertas complicaciones durante el embarazo. Las muestras 
se centrifugaron a 3 000 rpm durante 30 min y se conserva 
ron en presencia de merthiolate al 0.01% a -20°0 hasta su 
uso. 

c) Suero de mujer embarazada (SME).- Mediante veno
ol!sis e obtuvo la sangre de mujer embarazada a diferen
tes semanas de gestación con y sin alguna patología duré!!! 
te el embarazo. La sangre se dejó coagular a 37ºc durante 
1 h, se removió el coágulo y el suero se centrifugó a 
3 000 rpm durante 15 min conservandose a -20°c hasta su -
uso. 

d) SuAro de mujer normal y suero de hombre normal -
{SMN, SHN).- Se colectaron los especímenes sanguíneos en 
bolsas de sangrado con anticoagulante, el plasma se obt~ 
vo por centrifugaci6n a 3 000 rpm durante 15 min y se 
desfibrinó posterio:nnente con la adición de CaC12 al 
0.025 M, el suero resultante se guard6 en presencia de 
merthiolate al 0,01% a -20°c hasta su uso. 
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e) Su en anti-/,FP comercial ( S anti-AFP). - Obtenido 
de la compañía Behring Institute. 

f) Suero estindar comercial de AFP (S3'.JAFP).- Obte
nido de la compafiía Behring Institute, AG Marburg OTOD -
A9690220 (12704) con 322 000 ng de AFP/ml. 

g) Suero de caballo anti-SNH (sea anti-SNH).- Obteni 
do de la compañía '.Japell 8041V001Al. 

¡-,) ~;uero de conejo Rnti-inmunoglobulin9 de cabra mar 
cado ~·:m peroxidP.sa ( 'l'.Jo anti-·I g cabra-I'O). - Obtenido de 
la comp?.ñia Capell. 

M!n'O ')OS 
Obtención del suero anti-AFP 
Con objeto de obtener un volúmen adecu?.do de suero 

ar.ti-AFP para la realización del presente trabajo, se ~
fectuaron pr?cedimientos aue permitieron extrapolar los 
resultados a diferentes escalas, de ~sta manera inici?.1-
mente el suero anti-AFP se obtuvo de conejo y posterior
mente de cabras. 

l) Preparación de in6culo: 
1.1) In6culo de conejos.- A partir de SCU y S 8.!! 

ti-AFF se realizó una curva de precipl.taci'5ri cuantitativa 
en tubo 1e ensayo (curva B oue se muestra despu4s), la -
reacci6rt antígeno-anticuerpo (Ag-Ac) se llevó a cabo a -
37ºc durante 1 h (baño de agua Cuting Co. 66648) y post~ 
rionnente se incubó a 4ºc durante 24 h, el precipitado for 
mado se recuperó por centrifugaci6n a 3 000 rpm durante 30 

min a 4ºc y los sobr~nadantes se analizaron mediante in-
munoelectroforesis bidimensional (IEF-B) empleando como 
antí~eno SGU. Para extrapolar los resultados a mayor es
cala, se seleccionó aouella nroporción de Ag-Ac aue pre
sentó el menor número de bandas en la IEF-B así como la 
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mayor formación de precipitado. El procedimiento de pre
cipitaci6n a mayor volúmen se llev6 a cabo bajo las mis_ 
mas c:>n·iiciones ant.eriores y el ;-:recipi tado fue recu'Pe!'_§; 
do y lavad'.l c'.ln s'.llución s?~l.'-.na :"is:..o:L:í.tica medirm~e ce.u 
trifugación (centrifuga clir.i c;c, :J·jl b<-.~ 230'1) h?.sta oue -
la absorbancia del sobrenada..•ne fue menor de 0.01 a 280 

nm ( Esy..ectrofotometro Shi:nP..dz.v. lT'\1-18, cat, 204-27128). El 
precipitado lavado se r;:.s¡¡spe;:'li6 en s'.lluci6n salina al 
0.851" l;:.. preparación se :::inser,r:í en alícuotas de 2 ml Cil; 

da una a -20°c hasta su use. 
1.2) Inóculo de cabras.- Para la preparación de 

los primeros in6culos aplicados en cBbr'is se siguió el -
procedimiento anteriormente iescrito utilizando SCU y el 
suero .de conejo anti-AFP (SC anti-t.F!'·), éste último obt~ 
nido en ~l laboratorio, los in5cLl~s posteriores se pre
pararon con suero de cabrQ in:r;unizada con AFP-GG de con!_ 
jo o cabra, obteniendose una concentración de proteína -
de 1.6 mg/ml en el in6cul'e 

2) Programa de inmunización y sangrado de animales 

de experimentación: 
2.1) lnmunización J sanr.:rad'.l de conejos.- El i

n6culo se aplicó semanal:nente por vía subcutánea o intr~ 
muscular alternadamente, las 2 priffieras dásis se emulsi
ficaron con adyuvante completo de Freud (ACF) en una pr,!?. 
porción I ;l, las 4 dósis siguientes se emulsificaron con 
adyuvante incompleto de Freud (AIF). El animal se san~6 
por vía intracardiaca durante las 4 últimas semanas del 
programa de inmunización, antes de ser inocul8.dos. Des-
pués de la coagulación de la sangre, el suero se recupe
ró por centrifugación a 3 000 rpm durante 15 min a temp~ 
ratura ambiente y se conservó en alícuotas a -20°c. 
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2.2) Inmunización y sangrado de cabras.- La inm~ 
nizaci6n fue quincenal, las 5 primeras dósis de inóculo 

se aplicaron por vía subcutánea en varios sitios del lo

mo, 4 d6sis fuer0n emilsificadas antes de su aplicación 

con ACF (1:1), la auinta con AIF, posteriormente se ar..l.!_ 

caron intrrunusculRrmente 4 dósis sin adyuvante. 31 san

grado se efectuó ouincenalmente con una semana de diferen 

cia a la arlicaci1n del inóculo. Durante el procedimiento 

de san~rado se utilizaron bolsas especiales nara éste pr2 
pósi t0 con anti c0agulante ( Bolsang CP!J sis'tema Fenwal de 

500 ml). El plasma se obtuvo por centrifugación de la san 
gre a 3 000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente, la 
fibrina se eliminó empleando CaC1 2 a una concentración f.!_ 

nal de O. 025 M (Merck 4101784), el suero resultante se r!!_ 
cuperó por filtración y se conservó a -20°c con azida_de 

sodio al 0.02~ (Merck 3047663) hasta su uso. 
Al paquete de eritrocitos obtenido al separar el 

plasma se le adicionó CaC1 2 a una concetración final de 

0.025 M y uni vez formado el coágulo fue fragmentado, el 

suero resultante se recuperó por succión y fue centrifu

gado a 3 000 rpm durante 15 min; para eliminar ,la hemo-

globina y otros conta'llinantes se obtuv6 la fracción P-;a-

mma-globulina (GG) mediante precinitación con sulfato de 

amonio al 33% de saturación, con ésta preparación se en
rioueci6 el suero de cabra correspondiente. 

3) Análisis del i;rado de reacti vi dad del suero de CE, 

nejo anti-AFP (SC ant'-AFP) y el suero de cabra_hiperinm~ 
ne anti-AFP ( S!~H anti-AFP) .- H.:l análisis se realizó me-
diante inmunoelectrof0resis de Grabar y Williams (IEF) e 

I EF-B empleando como antí11;enos SCU, SMN o suero normal -
humano (SNH, resultante de una mezcla de SMN y S~N en u
na relaci6n 1:1). 
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Obtenci6n del suero monoespecífico anti-AFP {SMC an 
ti-APP): 

31 SCH anti-AFP se sometió a 3 procesos diferentes. 
de inmunoadsorci6n C'Jn SNH con la finali:lad de eleiür a
ouel procedimiento aue mostrara mayor adsorción para ex
trapolarlo a mayor escala. 

l) Inmunoadsorci6n: 
1.1) Procedimiento # l.- Adsorción con SNH: Em-

pleando suero centrifugado inmediatamente antes de su u
"" so a 3 000 rpm durante 15 min. 

Se hicieron curvHs de titulación Ag-Ac de acuer
do a la tabla que se ilustra en seguida. En ambos casos 
los tubos se mezclaron perfectrunente, se incubaron l h. a 
37ºc y• posteriormente 24 h a 4º0, Los precipitados form~ 
dos se recuperaron y lavaron 3 veces por centrifugaci6n 
con sol~ci6n salina al 0.85% a 3 000 rpm durante 15 min. 
Los sobrenadantes de las 2 series se analizaron por inm~ 
noelectroforesis de cohete (IEF-C) y a los precipitados 
se les cuantificó el contenido de proteínas por el méto
do Lowry ( 34) • 

1.2) Procedimiento $ 2.- Adsorción con SNH liofi 
lizado: se realizó un procedimier.to similar al anterior
mente descrito pero en éste caso se utilizó S~H liofili
zado sin reconstituir y se emplearon los gramos eauiva.-~ 
lentes a los mililítros del SNH como se indica en la ta
bla del procedimiento # l. 

En base a los resultados obtenidos en los procedí~ 
mientas l y 2 se seleccionó aquella proporción del SCH -
anti-AFP y el SNH que mostró una mayor formqcion de pre

cipitado así como su sobrenadante el menor número de b~ 
das de precipitación al ser analizado por I3F-B. 

l. 3) Procedimiento # 3, .• Adsorción con proteínas 



PROTOCOLO DE LAS CURVAS DÉ PRECIPITACION 

CURVA A CURVA B 
TUBO SCHO< AFP SNH NaCl 0,85\ SCllQ(AFI.' SNH 

(ML) (ML) (llL) (ML) (ML) 

1 1 - 1 1 -
2 1 o. 1 0.9 0,9 o .1 

3 1 0.2 o.a o.a 0.2 

4 1 0,3 o. 7 o. 7 o. 3 

5 1 0.4 0.6 0.6 0.4 

6 1 o.s o 5 o.s o.s 

7 1 0.6 0.4 0.4 0.6 

a 1 0.7 0,3 0.3 o.7 

9 1 o.a 0.2 o. 2 o.a 
10 1 0,9 o. 1 o .1 o.9 

11 1 1 - - 1 
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de SNH insolubiliz~das de acuerdo al método de Avrameas 
( 4). 

-Insolubilizaci1n de proteínas del SNH (inmunoadso! 
bente): Se someti6 a diálisis un volúmen de 100 ml de SNH 
empleando 4 1 de soluci6n salina 0.85~ a 4º0 durante toda 
la noche con la finalidad de eliminar los posibles conta
minantes aue pudieran interferir en el pr.oceso de insolu
bilizaci6n de las proteínas del SNH, posterionnente se a
justó el pH a 7 6 a 5 adicionando al suero dializado 10 
ml de solución reguladora de fosfátos 1 M,pH 7, o bien s2 
lución reguladora de acetato l M pH 5 (Potenciometro 
Beckman Zeromatic SS-3 mod. 96, ca.r. 9608), .cuanrlo fue n.!. 
cesario el pH se ajust6 con NaOH l N 6 HOl l N, inmediat! 
mente se adicionó lentamente y con agitación constante -
30 ml de una solu~i6n de.glutaraldehído al 2.5~ (Sigm~ No. 
G-1631) y se dejó reac.cionRr en reposo a temperatura am
biente durante t~da la noche. El P,el formado se.fraccionó 
con ayudR de una jeringa sin aguja y posterionnente con.._ 
aguja, las particulas resultantes se lavaron de manera r.!. 
petitiva por centrifugación con soluci6n salina fosfatos 
(PBS) 0.01 M pH 7 hasta obtener una densidad óptica (D.O.) 
del sobrenadante a 280 nm igual o menor de 0.01, El sedi
mento fue resuspendido en 200 ml de soluci6n reguladora -
de glicina-HCl 0.02 M, pH 2.8 (Sigma No. G-2879), se agi.t6 
durante 15 min a temperatura ambiente y la suspenci6n ob
tenida se centrifugó a 3 000 rpm durante 15 min, el sedi
mento se lavó posteriormente por centrifugación varias V.!, 

ces con PBS 0.01 M,pH ~hasta aue la n.o. d~l sabrenadan
te fue menor de 0.02 a 280 nm. Las proteínas así isolubi
lizadas se res~speniieron en el mismo PBS con merthiolate 
a una concentraci6n de.1:10 000 y se conservaron a 4ª0 -
hasta su uso. 



28 

-Inrnunoadsorci6n: Antes de efectuarse la inmunoad-
sorci6n del SCH anti-AFP o el se anti-AFP, el inmunoad
sorbente se centrifugó a 16 000 rpm durante 30 min a 4ºc 
(Centrifuga Sorball superspeed RC-5B), posteriormente -
se mezcl6 con el suero anti-APP correspondiente a una coa 
centraci6n del 33~ utilizando como conservador azida de 
sodio al 0.02-~. La suspensión se dej6 reaccionar l· h a -
37ºC con agitación constante y posteriormente de 1 a 9 
días a 4°C, cada 24 ·h se t~mó una alícuota de la mezcla 
y se centrifug6 a 16 000 rpm durante 30 min, el sobrena
dante obtenido se analizó media.~te IEF-B usando como an
tígenos SCU y SMN o SNH. El sobrenadante se eonserv6 a -
-20°c hasta su uso. 

-Reconstitución del inmunoadsorbente: El inmunoad--
sorhente empleado se lavó con PBS C. :i: u;, pH 7, usando de 
3 a 4 veces el volúmen del suero ad~"rbido, el procedí-
miento se repitió hasta obtener un~ D.O. del líouido de 
lavado menor de 0.04 a 280 nm, po&teriormente se resus-
pendió en solución reguladora de glicina.-HCl 0.1 M,pH 
2.81 incubandose toda la noche a 4ºc y se centrifugó a 
10 000 rpm durante 15 min. El inmunoadsorbente se lav6 -
posteriormente varias veces con PB:~ h<ista oue el sobrell! 
dante tU\'O una D. o. cercana a O a 23D nro. Eliminada la -
glicina del inmunoadsorbente se mantuvo en suspensión en 
PBS con merthiolate (concetración 1:10 000) y azida de -
sodio (concfftración 0.021") a 4ºc hasta su.uso. En éstas 
condiciones el inmunoads·:>rbente pudo reutilizarse. 

-Deslipidización de sueros (30): En un vaso de nre
cipitados colocado dentro de un ba!'io de con~elamiento se 
hiz6 una mezcla de 30 ml de éter dietílico con 100 ml del 
suero a deslipidizar. La mezcla suero-éter se agitó vig~ 
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rosamente con una varilla de vidrio hasta nue soliiificó. 
Se dejó así por 10 min más y posteriormente.~e introdujó 
el vaso a un bafio de agua tibia hasta oue el material -
con~elado se desprendió, el botón aún congelado se vaci6 
a un embudo de vidrio sin papel filtro que estaba direc
tamente conectado e. un 'embudo de separaci6n perfectamente 
cerrado. Al material congelado se le permitió deeconge-
larse a temperatura ambiente y el líouido se c?lect6 d~ 
tro del embudo de se~aración, el sistema se dejó en rep~ 
so a 4ºC y sin mover durante toda la noche tapando el -
embudo unicamente con un trozo de papel aluminio. Poste
riormente, mediante corrimiento, se colectó el suero (f~ 
se inferior) y con la ayuda de un rotavapor se eliminó -
el éter residual. Al suero obtenido se le adicionó azida 
de sodio a una concetración final del 0.02~ y se proc~
dio a esterilizarlo haciendolo pasar a través de membra
nas Millipore de 0.45 p y se conservó en alícuotas a 
-20°0 hasta su uso. 

Análisis irununoelectroforético de sueros y antígenos: 
1) Inmunoelectroforesis de Grabar y Williams (IEF): 

1.1) Preparación de placas.- Se preparó mediante 
ebullición una soluci6n de agarosa al 1% (Sigma No. 
A-6877) en regulador de barbituratos O.l MJpH 8.6 (Beck
man Paragon B-2 No. 655780) y antes de filtrarse en calie~ 
te a través de una gasa de algodón se le adicionó merthi~ 
late a una concentración final del 0.1%, de ésta solución 
se virtieron 25 ml sobre una placa de plástico tipo Hyland 
(13.8 X 8.4 X o.8 cm) colocada sobre una superficie nive
lada horizontalmente, la solidificación del agar se llevó 
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a cabo a temperatura ambient.e. Las placas se guardaron -
hasta su uso a 4º0 en una cámara húmeda perfectamente e~ 
llada. 

Momentos antes de su uso las placas fueron ranuradas 
de acuerdo a un diagrama previamente seleccionado extra-
1endo dnicamente los cil!ndros de agarosa de 3 mm de di! 
metro para la formaci6n de los pozos donde fueron aplio! 
dos los antígenos (seo, SMN, SNH, etc.) antes de efeotua! 
se la corrida electrofor~tica. 

l.2) Corrimiento electroforético.-
-Aplicaci6n de las muestras: Se aplicaron en 

cada pozo 10 pl del Ag de acuerdo al diagrama selecciona
do 1 se utilizó como indicador del frente ·de corrimiento 
electroforético una peoueña ca~tida1 de azul de bromofe
nol (Becl~m!'.n B-4). 

-Electroforesis: Se utiliz6 un equipo Hyland 
(No. 077-922) aplicandose e~ cada co~partimento de la cá
mara elec.troforé-¡;ioa 35 ml de s.olución reguladora de bar:
bi turatos O.l M pH 8.ó, las burbújas de aire que ouedaron 
en las esp.;njas s:: eliminaron por c">mpresi6n. El corri-
miento se llev6 a cabo a 40 mA dura:1te 90 min a tem:oerat!! 
ra ambiente o bier:. se suspendi6 h<?.s-::a oue el azul de bro"'.' 
mofenol se desp:~z6 de 6 a 7 cm der.úe el punto de aplic~
ción. 

1.3) Aplicación del antisuero.- Los canales del 
gel previamente ranurados se removieron de las placas de 
agarosa y se llen~ron con 100 pl del suero corresponQie~ 
te. 

1.4) Inmunodifusi6n.- Las placas se incubaron du
rante 24 h en una cámp.ra húmeda a temperatura ambiente y 

posterioI111ente se hiz6 la lectura de las bandas de preci
pitación. 
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1.5) Tinci6n de las placas.- Las placas se dial! 
zaron contra varios cambios de solución salina 0.85% du
rante varios días y después contra agua destilada. Se d! 
jaron secar a 37ºc sobre una placa de vidrio 'y se tifieron 
con azul de Coomassie al 0.25~ diluido en ácido acético
etanol-agua (1:4.5:4.5), posteriormente se eliminó elª! 
cedente de colorante mediante diálisis con la misma sol~ 
ción de ácido acético-etanol-a~~.sin colorante. 

2) Inmunoelectroforesis bidimensionai (IEF-B)(32): 
2.l) Preparación de placas.- Mediante ebullici6n 

se prepar6 una solución de agarosa al l~ en regulador de 
barbituratos O.l M,pH 8.6 y se hicieron placas de agaro
"sa de l mm de groso?' virtiendo 4.9 ml de la soluci6n s.e, 
bre placqs de vidrio de .7 X 7 cm colocadas sobre una su
perficie perfectamente horizontal. La agar::.sa se dejó s.e, 
lidificar a temperatura ambiente y las placas se guarda
ron en una cámara h~eda a 4ºc hasta su uso (no después 
de 24 h de su preparación). Las placas momentos antes de 
usarse se perfor.".ron de acu~rdo a un diagrameº· previa.'llen
te seleccionado, haciend0 2 P'•Z'iS p0r plac2 c:;da uno de 

3 mm de diámetro. 
2.2) Corrimiento electroforético.-

-Aplicaci6n del antí.c;eno: Se aplicaron 5 }11 
de los antígenos de interés evitando oue se derramaran 
sobre la superficie de la agarosa. Uno de los antígenos 
se prepar6 con azul de bromofenol para emplearse corno i_!! 
dicador del frente de corrimiento electroforético. 

-Electr'.)f.Jresis en primera dimensi6n: Para 
efectuar el c?rrimiento electroforétic? se utiliz6 una -
fuente de poder Gelman (Gelman Instrumenta mod. 38206, ª! 
rie B2) y una cámara electroforética construida en el l~ 



32 

boratorio (25 X 17 X 6 cm). En la cámara se virtieron -
450 ml de solución reguladora de barbituratos 0.1 M pH -
8.6, las placas se colocaron sobre un puente y se establ! 
ci6 contacto con la solución reguladora mediante unas me
chRs de papel filtro Whatman # 1 (6.5 X 3 cm). El primer 
corrimiento electroforético se efectuó aplicando 13 mA -
{aproximadamente 80 volts) durante 3 h o bien hasta ~ue 
el azul de bromof enol se desplazó cerca de 2 cm desde el 
punto de aplicación del Ag. 

· -Aplicación del antisuero: Para aplicar a la 
placa de agarosa el antisuero, por absorción se deshidra
to una área de gel colocando sobre su superfi'cie una hoja 
de papel filtro 'Nhatman # 1 {5.2 X 4.9 cm) de acuerdo a 
la figura l durante 30 a 60 seg. Posteriormente el papel 
filtro se removió e inmediatamente se coloc6 sobre un. e! 
tremo de la zona des.hidratada (ventana) una hoja de papel 
celofán impermeaQle de las mismas dimensiones que las del 
papel filtro· empleada en la deshidratación. Entre el pa-. 
pel celofRn y 1"1 a¡;;"l!"')Sa se •rirti.<>ron de 100 a 200 pl de 

8.11tis11er0, e1 cu·ü se d1otribuvó homoi<eneamente D·'.>r c:ap.:!:_ 

laridrid en t'.'.>da el ;iru·, dcü 1;;el 1foshidratad·) (-H,,:ta•:s.) -· 

al C·)l:>cro.:!" {!:re.·lu~.lr,1;,:·.te el TJ3.pel cel'.lf'án sobre l?. supe?"
ficie del p;el (Figura 2). Las placas se colocaron dentro 
de una cámara húmeda durante 10 a 15 min para permitir -
que el suero se difundiera dentro del gel. 

-Inmunoelectrof~resis en segunda dimensi6n: 
La siguiente electr,forésis se efectu6 perpendicularmente 
con respect0 a la primera, aplicando 5 mA (auroximadame~ 
te 40 volts) d~rante 18 h a 4ºc. 

2.3) Tinci6n de las placas.- Las plRcas se diali 
zaron contra varios crunbios de solución salina 0.85~ y 
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d"lsr.iués contra airua destil'l·i.a, '3e secaron a 37ºc y se t.!, 
~eron c1n az~l d"l aoom~ssie eli~inandose el !xceden~e de 
c-Jlorante c~>n una s"luci6n de ácido acétic·1-etanol-ae;ua 
(1:4.5:4.5). 

3) Purificaci6n de la fracci?n ¡¡;amm~globulina (GG): 

~on el objeto de saber el grado de adsorción efectu! 
do en el SIJH anti-AFP se sep;:ir6 la fracci6n gamma.-~lobul!, 
na mediante precipitaciones fraccionadas con sulfato de -
amonio al 33~ de saturaci6n empleando una soluci6n satur! 
da de sulfato de amonio a pH 7.B (Merck 201217). El proc! 
dimiento consisti6 de las simiientes etapas: 

l.- Un volúmen de suero se transfiri6 a un tubo pro
visto de una barra m:->~ética y se col".lc6 sobre un a~ita
dor ma!!Jlético. 

2.- Al tubo se le hiz6 una marca oue coincidiera con 
el nivel del volúmen del suero. 

3·- Se adicion6 lentamer.te y c".ln agitación constante 
una parte de soluci~n saturada de sulfat1 de amonio reci
én ajustada a pH 7.8 por caiR 2 partes de suero. 

4.- ~er::inadri la a1ici6n ~e:. sul:«;:: G.e a:n:mio se d! 
jó agitando la suspensi6n dur;;.:-,-;;e 15 !:li:-. más. 

5.- Después de éste 'tier.po l&. s"J.spensi'>ri se centrif~· 
go a 3 000 rpm durante 15 min a tem~erP.-v~ra ambiente, 

6.- El precipitado resultante se disolvió en soluci6n 
salina 0.85% pH 7.8 empleando un volúmen suficiente para 
alcanzar la marca que correspondía al volúmen ori,P.nal del 
suero. 

7.- Los procedimientos de los incisos 3, 4, 5 y 6 se 
repitieron 2 veces más. 

8.- El último precipitado obtenido se disolv~6 en S,2 

luci6n salina-boratos reconstituyendo un tercio del volú
men original del suero. La solución salina-boratos emple~ 
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da se preparó como siP,Ue: 95 partes de solución s<>.lina 
0.85~ + 5 pRrtes de solución ma1re de boratos (6,184 ~de 
ácido bórico + 9.536 g tetraborato de sodio decahidrRtaio 
+ 4,384 ~de cloruro de sodio, ajustando el pH a 8,4 antes 
de af,rar al lt.), 

9.- Para elimin~r el sulfato de amonio, la prepara
ción se dializó a 4ºc contra solución saline..-boratos d~ 
rante varios días realizando 3 cambios diarios de la sol~ 
ción dializante, Se probó la presencia de iones sulfatos 
en el lfouido diali:>:R.nte empleando una solución saturada 
de cloruro de bario el cuP.l forma un precipitado 1e sulf! 
to de bario en presencia de iones sulfato. 

10.- Terminada la diálisis la muestra se centrifu~6 
a 3 000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente Tiara ~ 
liminar material insoluble y el sobrenadante se P,URr~ó -
en c1n~elaci6n a -20°c hasta su uso. 

11.- A una alícuota de la GG obtenida se le cuanti
ficó el contenido de proteínas por el método de Lowry. 

4) Cuantificación de proteínas ~or el m~todo de Lo! 
ry ( 36): 

1.- Se mezclaron 50 ml de Na2co 3 al 2~ en ~aOH 0.1 N 
con 0,5 ml de euso4 al 1% y 0.5 ml de tartrato de Na y K 
al 2~ (v/v), La mezcla se preparó al momento de usarse. 

2.- En tubos de ensayo de 13 X 100 se colocaron por 
duplicRdo 0.1 ml de la muestra problema y del estfl.ndar -
( 400 y.g de albúminR sérica bovina/ml) se ajustó el vo111-
men de cada muestra a 1 ml con solución salina 0.85t y -

se adicionó con a~itación 3 ml de la mezclá de reactivos, 
dejan·:l.ose en rep0so de 10 a 15 min, En la serie se incl]! 
y6 por duplicado un ml de solución salina al 0,85' como 
control de reactivos. 
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3.- Después de éste tiempo se adicion6 a cada tubo 
O.l ml del reactivo de Folin Cicolteau (Reactivo de Pe
nol, Sigma No. 2790) y se agitaron inmediatamente dejan
dose en reposo 30 min a temperatura ambiente. 

4.- Al t~rmino de éste tie~po se determin6 la D.O. 
de cada tubo a 600 nm en un fotocolorimetro (Bauch and -
Lomb, Espectr1nic 20) ajustando el aparato a cero con el 
control de reactivos. 

5.- Para c1nocer la concentraci6n de proteínas de -
las muestras, la D.0. obtenida se interpol6 en una curva 
estandar aue abarcaba un rango de concentraciones desde 
20 a 200 fg de proteína por ml. 

Puri!icaci6n de la AFP 
Con objeto ·de obtener una muiftra rica en AFP se hi

zo una separación electrofor~tica en blooue de almidón -
de las proteínas del SCU. 

1) Fraccionamiento de proteínas del :iCU mediante e
lectroforesis preparativa en blooue de almidón (EFBA) 

( 16): 
1.1) Lavado de las particulas de almi16n: Quinien 

tos ~rs de almidón se dejaron hidratar durante 18 h en -
500.ml de agua destilada. Las partículas más peoueñas oue 
permanecieron en suspensi6n se eliminaron por decantación 
y el sedimento se lav6 12 veces mediante vacío, 10 de los 
cu?.les se hicieron con soluci6n salina 0.85{ y los 2 últi 
mos con soluci?n.reguladora de barbituratos 0.075 M, pH 
8.6. Oada vez la pasta seca resultante se vacío a un re
cipiente aue contenía 400 ml del lícuido de lavado, se -
mezcl6 vigorosamente hasta formar una susnensi6n homo~é
nea y se virti6 nuevamente al embudo bUchner para someter 
se al vacío. El almidón lavado se dej6 por lo menos 18 h 
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en soluci6n re~lad.;ra antes de usarse. 
l.2) Preparaci6n del bloaue de almid6n: El almi

dón se resusner.di6 en el menor V?lúmen posible de solu-
ci6n reguladora de tal manera oue permitió la formaci6n 
de una pasta densa y homo~énea, la oue se virti6 en una 
placa de material acrílico de 23,5 X 14 X 0.9 cm previa
mente nivelada y pr'>vista de una hoja de plástico y de -
un. par de mechas de papel filtro de poro medii=ino Cl)l,,_ca
das en los extremos de la placa. El almidón se dej6 dre
nar hasta oue se perdi6 el brillo de la pasta debido al 
exceso de l!ouido. 

l.3) Aplicaci6n de la muestra: En el blooue de -
almidón se ram1r6 un canal de l.? X 13 X o .• 9 cm a 4 cm • 
del extremo cat6dico, a éste se le extrajo el almid6n y 
se eubstituy6 por una pasta preparada con almidón lava?o 
seco y 16 ml de. SCU previamente diA.li zado C'>ntra. la misma 
solu

0

ci6n regulad?r~ y tef'lida con azul de br'lmofenol ( és
te colorante se fija exclusivamente a la albúmina por lo 
que puede servir como iniicador del frente de c?rrimien
to electrofo·r hico). El bloaue se dejó .drenar nuevamen
te hasta que el canal perdió el brillo y se cubri6 con la 
hoja de pl.á.stic'>. 

1.4} Corrimiento electr?forético: Sl blooue se -
ooloc6 dentro de una cámRra electroforétioa aue contenía 
1.5 lt d'e Mluci.Sn regulad'>ra de barbituratos 0.075 M, -
pH 8.6,de tal mqnera oue s?lo las mechas tuvieran conta~ 
to C'>n la solución re¡¡;ul11.ri1ra. Al sistema se le aplic6 u 
na corriente de 60 mA (aproximañamente 270 v?lts} duran
te 18 a 22 h a 4ºc o hasta oue el col?rante se desnlaz6 
cerca de 18 cm del punto de aplicaci6n. 

1.5) Itlentificaci6n, eluci6n y trataT-iento de -
las fracciones separad~s: UnR vez conclui1? el c1rrimieE 
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to electr<Jf'.)!'étic':l se tom6 una impresi0n del fraccionn-
miento de proteínas, colocando una tira de panel filtro 
de poro fino de 1 X 23.5 cm sobre el blooue de almidón -
la cunl se rer.Dvió hasta oue se humedeció perfectri.mente 
(aproximadamente 10 min), y posteriormente se someti6 a 
un ;.roces o de tinci6n empleand'.) una solución de Ro ,io de 
Ponceau al 0.5% preparada en ácido triclor">acético al 5~, 
el exceso de colorante ~e eliminó mediante lavados sucesi 
vos con una. solución de ácido acético al 7'/o. Se midió el 
ancho de cada una de las br:mias y de acuerdo a ésto se -
separP.ron 5 fracci1mes de proteínas (albúmina, alfa11 al, 
fa2, beta.y gamma-~lobulinas). UtilizRndo una probeta se 
midió el volúmen de cada fracción de almidón, se transfi
rieron a un vaso de !Jrecipitados, se altitaron con un vol!!, 
men eouivalente de solución salina-boratos pH 8.4, se ~l~ 
yeron por filtración al vacío y ésta operación se repitió 
4 veces más. 3e f·1rmaron mezclas de cada serie de elu:!rtos, 
se virtieron a tubos de diálisis y se concetraron casi a 
senuedad con ¡;pma arábiga o goma e;uar, se dializar·m con
tra vari':ls car.ibios de sJluci6n salina-boratos pH 8.4 a 
4º0, se centrifu~aron a 3 000 rpm durante 30 min y a los 
sobrenadantes se les cuantificó la concentración de prot! 
!na por el método de Lowry. Para evaluar la eficiencia -
de la separación electr':lforética se analizó cada fracción 
p0r ISF-B contra SCH anti-AFP y electrof1resis en acetato 
de celulosa (~?AC). 

2) El~ctr">foresis en acetato de celulosa (EFAO); La 
membrana de acetato de celulosa se remojó en s·'>lución r! 
1~1.lla'.J..1ra de barbituratos 0.1 M1 pH 8.61 1urant;e 10 min, se 
secó entre d•Js !JA.1"1eles absorbentes y se c·Jl':lcó en una c~ 
mara de electroforesis (GelmP.n Instruments Ca.) la cual 
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llenó con la misma soluci1n.---de bar~i~uratos. Jespués de 
haber~e apl!cado l~s ~ue~tras (1e 1 ul c~dR una) se hiz6 
pasar una C'Jrriente de 2ú0 v::>l ts durante 2C min. P·::>ste-
ri·'Jr:llP.n te se secó la membrana entre dos na-peles absorbe,:: 
tes, se introdu.i6 dentro de una solución colorFinte de R2 
jo de Ponceau al 0.5% en ácido tricloroacético al 5~, eu 
se1511ida se decoloró mediante lP.vados sucesivos en ácido 
acético al 5<:'., Úna vez elimin:;i.do el excedente el colorP.!1 
te, la Membrana se deshidrató al pasarla 2 min en una -
mezcla de 95 ml de etanol + 5 ml de isonropanol (mezcla 
A) y se transnarent6 al sumer~irla durante 1 min en una 
solución formada por 70 ml de la mezcla A y 30 ml de ci
clohexanona. La membrana se dejó secar a temneratura am
biente• colocada .sobre una placa de vidrio y se ley6 en 
un densit6metro {Gelman) a 520 nin. 

3) Preparación del inmunoa1sorbente de Sefarosa: 
3.1) Activaci~n de Sefarosa 4B-~L: Un volúmen de 

20 ml de Sefarosa 4B-;L (Si~a) drenada se virti6 a un -
embudo bUchner y se lavó 10 veces por filtración al va-
cío con alícuotas de 20 ml de aP,Ua destilada fría. La Se 
farosa lavada se resusuen:J.i6 en un V')lúrnen de a~a y se 
transfirió a un vaso de precinitados, el cual se introd~ 
j 6 en un baño de hiel o cólocado sobre un agita ·1or maimé
tic::>, Inmediatamente se le adicionó gota a eota y con a
gi taci6n constante 6 ml de una. solución recién nreparada 
de BrCN a una Mnceni;ración de 100 m.ajml ( concentrP-ción 
final= 30 mg de !3r:JN/ml de Sefansa), el pH semantuvó e,:: 
tre lü.5 y 11 adicionando NaOH 2 N inicialmente y al fi
nal NaOH O.l N, la preparación se agit6 durante 25 min y 

después se virtió a un embudo bilchner y se lavó por fil~ 
traci6n al vacío con 10 volú~enes de agua destilada fría, 
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resuspenrri~ndo perfectame~te la Sef~r1sa activada en ca
de, l",va'.lo. 

3.2) Acopl~~iento de la proteín~: La Sefarosa a~ 
tivadP. se 11w6 10 veces con un"' solución de NaH;o

3 
0.1 M

NaCl 0.5 ~ pH 8.3 y casi seca se hizo reaccionar durante 
24 h C'Jn 270 mg de la fracci6n G'J del SMC anti-AFP dial!, 
zada previamen+,e en la soluci6n de lavado (concentración 
de 13.05 mg de GG/ml de Sefarosa). Jespués de éste tiem
po la pr"Jteími cue no reacci0n6 se recur.er6 mi:diante su~ 
ci6n y la Sefar0sa acoplada a la GG se lavó c0n 10 v1lú
menes de la soluci6n de lavado, se rP.suspendió en 20 ml 
de etanol amina 1 M pH 8. O { Sit;'na No. H-5012), se dejó -
reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente, se 19.VÓ -
10 vec,es con la solución de lavado, 5 veces con a~a de! 
tilada fría, 10 veces con PBS 0.01 M pH 7.4 frío y se al 
macen6 en el mismo PBS en presencia de merthiolate a una 
concentración del 0.1~. 

4) Eluci6n de la APP c0n s1luci6n de ~licina-HCl: -
El inmunoadsorbente de Sefarosa acoplada a la fracción -
GG se transfirió a una jerin~a de 20 ml y se l~vó exhau! 
tivamente c1n PES pH 7.4 hasta oue el líouido de eluci6n 
di6 una abs1rbancia menor de 0.002 a 280 nrn, posterionne~ 

te se pasó a través '.le ella una solución de ~licina-HCl 
0.2 M, pH 2.8, durante 10 min y se volvió a l~var con PBS 
hasta obtener una n.o. menor de 0.002 a 280 nm en el elu!, 
do. La Sefarosa se dejó drenar casi a· sequedad y se embe
bió c"Jn una mezcla de las fracciones más ricas de AFP o~ 
tenidas de los blooues de almidón, se tapó la sali'.la de -
la jeringa, se dej6 ads"Jrber la AFF durante toda la no
che a 4ºc, los componentes no adsorbidos se eluyeron por 
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gravedad, la columna se lavó con PBS hasta obtener una 
D.O. menor de O.OG2 a 280 nm en el líruido de lavado. Se 
procedió a la eluci6n de la AFP pasando una solución re
guladora de P,licina-HCl 0.2 M, pH 2.8 a través del inmu
noadsorbente hasta aue se colectaron 10 fracciones de 10 
ml cada una, las fracciones se neutralizaron a pH 7 con 
una solución saturade de hidroximetilaminometano (Tris) 
(Sigma No. T-1503), se leyó su n.o. a 280 nm y posterio~ 
mente se mezclaron fonnando 2 lotes (lote 1: fracciones 
1-5; lote 2: fracciones 6-10), éstos se concetraron por 
deshidrqtación con goma ~ar hasta casi 1/10 del volúmen 
original, posterio:nnente se dializárcncontra varios cam
bios de PBS y se centrifu~aron a 3 500 rpm durante 30 min. 
Los sobrenadantes se analizaron mediante electroforesis 
en geles de poliacrilamida (EFGP) e IEF-B empleando SCH. 
anti-AFP y se guardaron a -20°0 hasta su uso. 

5) Adsorción con proteínas insl)lUbilizadas de SCa 8!! 
ti-.'3NH: 

5.1) Insolubilización de las proteínas del SCa ª.!! 
ti-SNH (inmunoadsorbente): A pH 5 se insolubilizaron las 
proteínas· de 2 ml de sea anti-SNH de acuerdo a la técnica 
descrita por Avrameas (4). 

5.2) Inmunoadsorción: Antes de efectuqrse la inm~ 
n·Ja::l.s"rción, el inrnunoadsorbente obtenido del proceso ª.!! 
terior se centrifugó a 16 000 rpm durante 30 min a 4°C, -
posteri·'.)r:nente se mezcló con la solución del lote l ( apr.2, 
xim 0darnente 2.5 ml). La suspensión se dejó reaccionar 2 h 
a temperatura ambiente c'ln agitaci1n constante, se centr!_ 
fUP,Ó a 16 000 rpm durante 30 min a 4°0 y el sobrenadante 
se analizó mediante EFGP e IEF-B usando SCH anti-AFP y -

SMC anti-AFP. 
5, 3) Reconstitución del inmunJads'>rbente: Las pr.2, 
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teínas insolubiliz<tdas del S'Ja anti-SNH utiliz'l.do se reg! 
r.eró de acu-::rd? a la -;éc:lic3. d~scri ta p?r .t.vrameqs ( 4). -
En ésta~ condiciones el inmunoadsorbente se pudo reutili-
zar. 

6) Electroforesis en geles de poliacrila~ida (EFGP): 
Para conocer el grado de purificación (n11mero de bandas - · 
de proteínas) de algunos de los reactivos prep~rados en -
el laboratorio se procedió a analize.rl.,s mediante EFGP al 
10~. Los geles fuer?n preparad?s de la siguiente manera: 

6.1) Gel de corrimiento: Se prenar6 en un matraz 
kitazato una mezcla for.riada por: 
1.- 10 ml de una solución de acrilamida-bis acrilamida al 
30.8~ (preparada con 7,5 g de acrilamida (SiP,!lla No. A-8887) 
+ 0.2 g de bisacril~~ida (Sigma M-7256) en agua bidestil~ 
da, la solución se filtró antes de aforar a 25 ml). 
2.- 7. 5 ml de S·?lución regulad:ira de ·rris-HCl l. 5 M, pH 
8~8 (4.54274 g de Tris, el pH se ajustó c-?n HCl 1 N antes 
de aforar a 25 ml con agua bidestilada). 
3.- 9.6 ml de agua bidestilada. 
4.- Guan'.lo se traba,i6 en c·:>ndici:ines de reducción se adi
cionaron o.6 ml de dodecil sulfat'> de so1io ( S!Y~) (Beckman) 
al 10~ y el volúmen de agua se a.justó a 9 ml. 

~sta mezcla se des~asó mediante vacío a~itando suav! 
mente durante 20 min. Para acelerar la polimerización de 
la acril~~ida se adicionó 7,5 Vl de N, N, N', N'-tetreme
tiletilendiamina (TEi'l!ED)(SiP,!lla No. T-8133) y 37,5 fl de -
persulfato de amonio al 10~ (0.1 g de persulfato de amonio 
en 1 ml de aP.;Ua) reci~n preparado, se virtió rápidamente 
19 ml de ésta mezcla en el molde de la cámara del eouipo 
de electroforesis (Bio-Rad Mod. 220 Dual-Vertical-Slab), 
para obtener una superficie perfectamente horizontal del 
gel, antes de oue polimerizara la mezcla se colocó una ca-
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pa de aP,Ua de aproximadamente l cm de altura con la a:vuda 
de una jeringa c'.ln aguja y se de,j6 en rep'.lso 18 h a te~p~ 
re.tura ambiente. 

6.2) r,el espaciador: Una vez ase~rada la polime
rizaci6n del gel de c·:>rrimiento se elimin6 la cap11 de agua 
por vaciamiento absorbiendo el remanente con pa~el filtro, 
sobre la superficie del eel se aplic6 4 ml de la mezcla -
del gel espaciador la cual se preparó con: 
l;- 1.25 ml de solución de acrilamida-bis acrilamida al -
30.B~. 

2.- 1.87 ml de solución reguladora de Tris-HCi 0.5 M, pH 
6.8 (l.51425 g de Tris ajustando el pH con HCl 1 N antes 
de aforar a 25 ml con agua bidestilada). 
3.- 4.05 ml de agua bidestilada. 
4.- Cuando se trabajó en condiciones de reducción se adi
cionaron 75 pl de SDS al 10% ajustando el volúmen de agua 
a 3,98 ml. 

Esta mezcla se desgasó mediante vacío suavemente du
rante 20 min y despu~s se adicionó 3,7 ]11 de TEMED y 25 
pl de persulfato de amonio al 10~, se mezcló y de inmedi~ 
to se virtió sobre el gel de corrimient» colocando antes 
de su polimerización un molde("peine"} para la formación 
de los sitios de aplicación de las muestras (canales) e
vitando l~ formación de burbújas. Una vez oue el gel es
naciad1r polimerizó se llenaron los compartimentos de la 
cámara con s1lución reguladora de corrimiento Tris 0,024 
M-i:i;licina 0.191 M, pH 8. 3 ( 3 g de Tris + 14,4' g de R;lic,! 
na/ 1 de soluci6n reitUladora) (al traba,jarse en condicio_ 
nes de reducción se adicionó 1 g de SDS por 1i tro de so
lucdn regulad'.lra) y el molde ("peine") se extraj6 evi-
tando oue los canales se deformaran o ouebraran. En es-
tas condiciones se efectuaron 5 lavados a los canales 
con soluci1n rep.;ul~dora de corrimiento y posteriormente 
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se realiz6 una preelectroctroforesis a 25 mA durante 15 
min. 

6,3) Aplicaci6n de las muestras: Las muestras se 
analizaron en dos condiciones: 
1.- Muestras analizadas sin reducir.- Las muestras se me! 
claron con una solución de sacarosa al 40~ (con azul de -
bromofenol) en una relaci6n 1:1. 
2.- Muestras analizadas reducidas.- Las muestras se mez
claron en una relaci6n 1:1 c'Jn la siP,Uiente soluci.6n: 0.4 
ml de soluci6n regula1ora de Tris O. 5 M, pH 6.8, + 0,4 ml 
de SDS al 10% + 0.4 ml de glicerol + 0.72 ml de agua + -

200 pl de mercaptoetanol (Si¡¡;ma) + azul de bromofenol. E! 
ta mezcla se someti6 a un proceso de calentamiento en ba
ño de agua a ebullici6n durante 5 min. 

Las muestras se virtieron en cada canal evitando nue 
se mezcleran con la soluci6n reguladora de corrimiento. -
En el caso de oue la muestra fuera una proteína r.urifica
da, se colocaron 14 pg de la proteína por cada canal. 

6.4) Corrimiento electroforético: Para la mil!ra
ci6n de las muestras en el ~el espaciador se aplicaron -
15 mA por placa (Fuente de poder ~amag, 67803) y una vez· 
aue el indicador penetr6 en el ~el de corrimiento se in
crement6 el amperaje a 30 mA_por placa. La electroforesis 
se suspendi6 hasta oue el c')lorante se desplaz6 cerca de 
12 cm (4 h a temperatura ambiente) desde el punto de apl! 
caci6n. 

6.5) Tinci6n y secado de las r.lacas: El ?,el se S! 
co de la cámara y se introdujo en una soluci6n fijadora
colorante (l. 25 g de azul de Coomassie + 225 ml de metanol 
+ 225 ml de agua destilada + 45 ml de ácido acético) du
.rante 2 6 3 h y para eliminar el excedente de colorante 
el ~el se dializ6 en una soluci6n de ácido acético-meta-
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nol-agua (1:4.5:4.5) efectuanio varios cambios y cuidan-
1o cue no se eY.c8ji~ra e~ :,roces~ 1~ dec-,l0r~~i5~. Los -
geles se dejaron secar a 4ºC durante varios días s0bre ~ 
na placa de vidrio cubierta c?n ega-pack. 

Cuantificaci6n de la AFP 
l) Inmunoelectroforesis de cohete (IEF-C): 

1.1) Preparación de las placas: Se preparó por e 
' -

bullici6n una soluci6n de agarosa al l~ en soluci6n re~ 
ladora de be.rbi turatos O.l M, pH 8.6, p= O. 75. Cuando la 
soluci6n de agarosa alcanzó una temperatura de 56ºc den-
tro de un baño de agua se tomaron 14.4 ml y se mezclaron 
con 0.72 ml de SMC anti-AFP (concentraci6n final del 5~) 
virtiendose rápidamente sobre una placa de vidrio (8 Xl8 

cm) previamente calentada y colocada sobre una superficie 
perfectamente horizontal, la mezcla se distribuyó homo~é
neamente por toda la suuerficie de la ulaca evitando oue 
se formaran burbúje.s, gru.rnos o se derrflmara. Una vez sol!, 
dificada la mezcla a te~peratura ambiente se hicieron a 
lo largo del extremo cat6dico de la placa 21 pozos de 3 
mm de diámetro con una separaci6n de 7,5 mm entre uno y 

otro a una dista~cia de 1.25 cm de la orilla de la ~laca, 
posteri?rmente se guardaron dentro de una cámara húmeda a 
4ºc hasta su uso (no se empleó después de 24 h}. 

1.2) Aplicaci6n de las muestras: La cámara de e
lectr?foresis conteniendo 450 ml de soluci6n reguladora 
de. barbit•.lratos 0,1 M, pH 8.6, se colocó en un baño de -
hielo y dentro de ésta se puso la placa 1e agarosa. En -
cada pozo de la placa se c?locaron 5 pl de las muestras 
f'fOblema y del estándar, una de ellas te~ida con azul de 
bromofenol para utilizarse como indicador del frente de -
c orrimi er. to. 

1.3) Inmunoelectroforesis: La placa se puso en -
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contacto crin la soluci6n re15Ulad1ra por me:iio de un par 
de mechas de papel filtro 'Hhatman D 1 (17.5 X 3.5 cm), -
la electrof1resis se llev6 a cabo a 12 mA (aproximada~eu 

te 70 volts~ durante 18 h a 4ºC. 
1.4) Tinci6n de las placas: Las placas se dializá 

ron c·:>ntra varios cambios de solución salina fisiológica 
y despu4s coritra agua destilada. Se secaron a 37ºc, se ti 
ñeron con azul de Coomassie al 0.25~ y el exceso de colo
rante se eliminó con solución decolorante de ácido acéti
co-etanol-aP,Ua (1:4.5:4.5). 

1.5) Se procedi6 a medir la longitud y base de -
los cohetes formados 'por las bandas de precipitación, t2 
mando como referencia la orilla superior de los pozos. 

2) Inmunodifusi6n radial {ID-R): 
2.1) Preparación de las placas: Se preparó por c~ 

lentamiento a ebullición 20 ml de una solución de a,zarosa 
al 1% en solución salina al 0.85~ conteniendo polietilen
glicol 6 000 (PEG)(Sigma No. P-2139)(0.4 g), ésta solu-
ci6n se introduj6 en un baño de agua y cu~-~do alcanzo u
na temperatura de 56ºc se le adicionó 0.2 ml de merthio
late al 1% y 1.6 ml de SMC anti-AFP {concentración final 
del 8%). Se mezcl6 perfectamente, se virti6 de inmediato 
sobre una placa tipo Hyland colocada en una superficie -
perfectamente horizontal y se dej6 solidificar a tempera
tura ambiente. De ésta man9ra se obtuv6 una nlaca de a~a
rosa :l.e un espesor apr·:>ximado d·e 2 mm. La placa se perfo
ró si~iendo un diqP.ramq rreviamente selecciona~o hacien
do pozos de 3 mm de :l.iámetro con una separación de 12.5 -

mm entre uno v otro. Inmediatamente se procedió a la apli 
caci6n del Ag o bien se guardó perfectruner.te sellad.a a 

4°c. 
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2.2) Anlicaci6n de las muestras: ~ cada nozo se 
c 1l·1car0n .exa-::tamen te 5 pl de las mues trll.s de interés. -
Para la obtención de la curva de cnlibraci6n se aplica-
ron dilusiones seriadas de s::CAi"P. 

2.3) Inmunodifusion: En éstas condiciones l~ pl~ 
ca se 15Uard6.herméticamente cerrada dentro de una cámara 
h'1meda a temperatura ambiente y el Ag difundi6 de 24 a -
96 h. Los halos de precipitación se midier1n a interva-
los de 24 h. 

2.4) Tinción de las placas: Para conservar la pl~ 
ca de la prueba se sometió primero a una diálisis contra 
varios cambios. de solucifo salina al c.R5'~ y después co.!2 
tra agua destilada, posteriormente la capa de a~arosa se 
desprehdi6 de la placa de plástico y se transfiri6 a una 
placa de vidrio, se secó a 37ºc y se tiño con azul de Co~ 
massie al 0,25{, La decoloraci6n se efectuó con solución 
de ácido acético-etanol-agua (1:4.5:4.5). 

3) Inmunoensayo enzimático (ELISA): 
Para el montaje de la técnica de ELISA se prer-araron 

los conjugados anticuerpo-enzima (Ac-E) de acuerdo a los 
siguientes métodos: 

I.- Método d~ 2 pasos con glutaraldehído (Avra-
meas) (32): Se dis0lvieron 10 mg de peroxidasa de rábano 
fuerte (PRF) de R.Z.= 1.4 (Sigma tipo II, No. P-8250) en 
O, 2 ml de una süuci6n de glutaraldehído al l. 25·~ en so
luci6n reguladora de fosfátos 0,1 M, pH 6,8, la mezcla -
5e dej6 reaccionar 18 h a temperatura ambiente y posterio~ 

mente se sometió a diálisis contra PBS pH 7,4, a 4°C. El 
dializado se aforó a l ml con solución salina 0.15 M Y -
se le adicion6 5 mg de la fracción GG del SY.C anti-AFP '' 
0,1 ml de solución reti;1.1lE1d'lra de carbonato-bicarbonato -
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l M, pH 9.5, uara aseir,urar la reacci6n de la mezcla se -
incub6 24 h a 4°C con agitaci6n constante, en se~ida se 
le P..dicion6 O. l ml de una s".llucHn de lisin"l O. 2 M ( Sig
ma), después de 2 h la mezcla se dializ6 contra varios -
cambi".ls de PBS pH 7.4 a 4ºc y el dializado resultante s~ 
someti6 a proceso de precipitación fraccionad.a con sulf~ 
to je amoni".l al 50~ de saturaci6n, empleando para ello ~ 
na soluci6n saturada de sulfato de am".lnio pH 7.0, la pr~ 
cipi taci6n se reali,z6 3 veces y el precipitado f".lrmad.o -
se recuper6 mediante centrifugaci6n, se solubilizó y re
consti tuy6 al volúmen inicial con aP-;Ua destilada antes de 
efectuarse la siP-;Uiente precipitación, el último precipi
tado se dis0lvió en el menor volúmen de a~a destilada y 

se dializ6 a 4ºc c".lntra varios cambi".ls de PBS pH 7.4, la 
preparaci6n se centrifugó a 4 000 rpm durante 30 min Y.
el sobrenadante se someti6 a un proceso de separación 
crom".t".lgráfica en una c·:>lumna de Sephadex G-100 de 50 X 
1.5 cm (Sigma) eauilibrada con PBS pH 7.4. Los eluídos -
oue contenÍ'il1 el conjugado Ac-E (primer pico al leerse a 
280 nm), se mezcláron, se concertráron mediante deshidra
taci6n con goma arábiga (Sigma No. G-9752) y posterior
mente se dializaron varias veces contra PBS pH 7.4, el 
dializado se centrifugó a 4 000 rpm durante 30 min y el 
s".lbrenadante se mezcló c:>n albúmin::i. sérica bovina (ASB) 
de tal manera aue al af0rar la mezcla a 5 ml la concen-
traci6n de la ASB fuera del 5%, el urepF..rado se fraccio
n6 en alícuotas de 0.5 ml (previamente esterilizado me-
diante membranas milli r..ore de O. 45 p) rue se c".lnservaron 
en c~n~elaci6n a -20°c ha$ta su uso. 

II.- r.étodo de oxidación con meta-periodato de s2 
dio (Nakane)(32): Se dis".llvier".ln 5 mg de PRF de R.Z.= 3.2 
(Sigma tipo VI, No. P-8375) con l ml de una solución de -
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bicarbonato de sodio 0.3 M, pH 8.1 recién prenarada, es
ta soluci5n se hizo reac~i0~ar ~on 0.1 ml de fluorodini
trobenceno (FDNB)(Merck) al 1% diluido en etanol absolu
to y se mezcl6 durante l h sin agitaci6n magnética a te! 
peratura ambiente. Posteriormente se le adicion6 l ml de 
una solución de metaperiodato de sodio 0.06 M (Merck 
1393124) recientemente preparada en agua bidestilada, se 
mezcló durante 30 min a temperatura ambiente virando el 
color de la mezcla de café a amarillo-verdoso. En seguida 
esta mezcla se puso en contacto con l ml de etilenglicol 
0,16 M (Merck 2575787) en agua bidestilada y se le perm! 
ti6 reaccionar con agitación. La mezcla se dializó durll!! 
te 18 h a 4ºC contra 3 cambios de un l cada uno de solu
ci~n reguladora de carbonato-bicarbonato de sodio 0.01 M, 
pH 9,5, a los 3 ml del dializado resultante se le hizo -
reaccionar durante 2 h a temperatura a~biente con 5 mg -
de la fracción GG del SMC anti-AFP previamente solubili
zada y dializada contra solución de carbonato-bicarbona
to 0,01 M, pH 9.5, al preparado se le adicionó 5 mg de -
borohidruro de sodio y se le dejó reaccionar durante 18 
h a 4ºc con a~itación suave, desp~és se centrifug6 a 
3 000 rpm durante 30 min y la muestra se aplic6 a una c2 
lumna de Sephadex G-100 de 50 X 1.5 cm eouilibrada con -
PBS 0.01 M, pH 7,4, las fracciones colectadas se leyeron 
a 280 y 403 nm, aouellas aue comprendieron el primer 
y segundo pico se mezclaron por separado y se concentra
ron por deshidrataci6n c'n goma arábip,a, los concentrados 
se centrifugaron a 4 000 rpm, 30 min y los sobrenadantes 
se mezclaron con ASB en una concentración final de 10 mg 
por ml, posteriormente se esterilizaron por filtración -
empleando membranas millipore de 0.45 J1 en presencia de 
merthiol~te (1:10 000), las fracciones se conservaron a 
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•. 20°0 dividiendo los 5 ml de la mezcla resultante en ali 
cuotas de 0.5 ml hasta su uso, 

Para el montaje de la técnica de ELISA se utilizaron 
v~rias fases sólidas y una de ellas fueron discrys de papel 
filtro activados con bromuro de cianógeno (BrCN): 

-Activación de discos de papel activados con BrCN: A 
2 g de disc<Js de p!l.pel filtro l'/hatm'!.n # l de 0.5 cm de -
diámetro previamente humedecidos c0n 20 ml de agua bides
tilada fría, (el excedente de agua se eliminó por decanta
ci fo), se le adiciqn6 60 ml de una solución de BrCN al 3,3 3 
por ciento preparada al momento de usarse, a ésta mezcla 
se le ajustó el pH entre 10.5 y 11 con NaOH l N mantenie!l 
dose asi durante 15 min, ense~ida el BrCN (Merck 820193} 
se eliminó por succión y los discos se sometieron a 12 la . -
vados con duración de 2 min cada uno, con porciones de 50 
ml de NaHco3 0,005 M, posterionnente se lavaron 2 veces -
c·1n agua bidestilada y enseguida 2 lavados de 50 ml cada 
uno con acetona al 25, 50, 75 y 100% sucesivamente. Los 
disc1s lavaqos se secaron a temperatura ambiente y se al
macenaron en un lu~ar seco hasta su uso. 

-Ac,plamiento de proteína a los discos activados: Se 
preparó una mezcla de 200 pl de proteína (Ac anti-AFP, -
SCU, AFP purificada) en 40 ml de NaHco3 0.1 M, se adici2 
n6 a 1 g de discos Rctivados secos y se dejaron reaccio
nar durflnte 24 h a 4"c en agi taci6n muy suave, posterio.!: 
mente se liwaron 2 veces c·::m duraci6n de 10 m n cada uno, 
con porciones de 100 ml de NaH~o 3 0,1 M, ense~ida se les 
adicionó 40 ml de etanola~ina 0,05 M en NaHco3 0.1 M, pH 
B.o dejan:iose reaccionP.r durante 2 h, desp•.i~s de éste 
tiempo se l~~aron 2 veces con solución reguladora de ac~ 
tatos 0.1 M, pH 4.0, finalmente se realizaron 2 lavados 
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emplean1o en cada uno 100 ml de soluci6n reguladora de -
:i..r.:::ub"-.ciSn (s:>lu<::i6n re¡;ll~u~ra de ~Jsfatn ~.(;5 Y. pE 
7.4 + Na~l 0.9~ + ASB 0.3~ + NaN

3 
0.05t + Tween 20 al 5%) 

y se dejaron en el menor volúmen posible de sJluci1n re~ 
lad·:>ra de incubación a 4ºc hasta su uso. -

Para obs~rvar si efectivamente se había aconlado pr2 
teína a los discos de papel activados, una porción ~e és
tos se introdujeron dentro de una soluci6n de NaOH 0.1 N 
y rapidamente a ésta solución se le procedi6 a cuantifi
car la concentración de rroteína por el m~todo de L0wry. 

Para ratificar la actividad enzimá~ica de los conju
gados Ac-E preparados en el laboratorio por los 2 métodos 
descri~os anterionnente, se probaron inicialmente en pr! 
sencia de orto-fenilendiamina (OPD)(Sigma) en s:>luci6n r! 
guladora de citratos 0.1 M pH 5.0 haciendo una dilición -
1:500 y 1:1 000 en PBS, se colocaron 100 pl de OPD al 
0.04~ preparada con H2o2 al 0,01% y se dejó r~accionar d~ 
ran te 30 min en obscuridad' panndose la r"éA.cci6n adicio
nando 20 pl de H2so4 8 N. 

Para observar la actividad inmunol?gica y enzimática 
de los conjugados Ac-E se analizaron mediante una prueba 
de ELU.~ en ¡¡;el: 

-Inmunoensayo enzimático (ELISA) en gel: Sobre cada 
portaobjetos se virtieron 2.1 ml de una solución de a¡¡;a
rosa al l~ preparada por ebullici?n en solución re~~lad2 
ra de barbituratos 0.1 M, pH 8.6, una vez solidificada la 
agarosa se removió la zona localizada entre 1 a 3.3 cm -
del extremo catódico, sustituyendose por una mezcla de -
0.3 ml de agarosa al 2.6% preparada en solución rel!Ulad2 
ra de barbituratos 0.1 M pH 8.6 a 56º0 adicionada de 0.5 
ml de la solución del conjugado Ac-E a probar. Los antí-
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~enos oue se probaron fueron 5 fl de SOU y de SY.N ~ue se 
c?locqron en pozos 1e 3 mm de di~metro a 0.9 cm del extr! 
mo cP.tódico. Se efectu~ la I~F-C a 12 mA durante 18 h, -
r.osteri<Jrmente las placas se incubaron en una ciS.mara húme 
da duran~e toda la noche a 4ºc, se dializaron exhAustiva
mente varios días contra soluci~n salina 0.85~ y lue~o -
contra a~a bidestilada. Para evidenciar la reacci6n enz! 
mática las placas se sumer~ieron duran~e 30 min a temner~ 
tura ar.:biente en la obscuridad en una s<Jluci6n-sustrato -
empleada para la técnica de :sLISA pre~arada de la si~ie!! 
te manera: 15 mg de 4-Cloro-l-naftol + 5 ml de metanol + 

25 ml de P:SS pH 7. 4 + 25 )11 de H2o2 al 30~. Para detener 
la reacci6n1 las placas se colocaron dentro de H2so4 2 N 
durante 3 min, se enjuaga.ron al chorro de agua y desuués 
con ae:ua destilada, por último se dejaron secar a 37°~ d~ 
re.nte 18 h. 

3.1) Montaje de la técnica de :sLISA: Para el mon
taje y estandarización de la técnica de ELISA se probaron 
CRda uno de los componentes involucrados en los sistem!ls: 
A) Sistemas: 

a) Fase s6li1a,....Ac....,AFP.....,Ac-E 
b) Fase sólida""'Ac...vBloqueador,.,.,AFP""'Ac-E 
c) Fase s6lida--Ac.....,AFP"'Blooueador...,Ac-E 
d) Fase s6lida....,Ac....,AFP"'.<\c....,Anti-Ac-E 

B) Fase sólida: 
a) Placas comerciales Microtiter (Jynatech Microelisa) 
b) 3sferas de vidrio esmerilado de aproximadamente 5 

mm de iiá.r.ietro. 
c) ".Jisc1s de membranas -le acetato de celulosa (Beckman). 

:>e tr<>.b!ljaron en tubo de ensa~ro y en plP.ca Jyn!ltech. 
d) Discos de Jl«:r:el filtro activados con BrCN acopl'l-
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dos a proteína. Se trabajaron en tubo de ensayo y placas 
Dynatech. 

C) Soluciones regulad·1ras para el forramiento de la fase 
sólida: 

a) Citrat?s O.l M, pH 5.0 
b) Salina fosfatos 0.01 M, pH 7.4 

~) Salina boratos O.l M, pH 8.4 
d) Carbona to-bi carb•)na to O. l M, pH 9. 5 

D) Anticuerpos acoplados a la fase sólida (ler Ac): 
a) SMC anti-AFP diluciones de 1:1 a 1:10. 
b) se anti-AFP monoespecífico: diluciones de 1:1 a 

1:200. 

c) Fracción GG del SMC anti-AFP: diluciones de 1:1 
a 1:1 boo. 

d) SMC anti-AFP en diluciones de 1:250 a 1:4 000 -
tratado con glutaraldehído: El SMC anti-AFP se diluyó en 
un volúmen equivalente de PBS pH 6.0 + 2 volúmenes de a
gua bidestilada + 2 volúmenes de glutaraldehído 0.02 M, -
se incub6 durante 20 min a 37ºc y se le adicionó poste-
riormente l volúrnen de PBS O.l M pH 8.5. 
E) Tiempo de incubación: Se probaron diferente tiempos de 
incubación para cada etapa de los sistemas, en la primera 
etapa de adsorci6n del Ac a la fase sólida se realizó me
diante incubaciones de 1 a 2 h ó bien de 18 a 36 h a 37º0 
con las placas herméticamente cerradas, los acoplamientos 
de las eta~as posteriores se realizaron incubando durante 
30 min 6 l h a la misma temperatura. En el caso del sist~ 
ma "a" se ads1rbi6 el primer Ac hasta seouedad incubando 
de 18 a 36 h a 37ºc. 
P) Puente de AFP: 

a) SCU: ee probaron diluciones de 1:1 a 1:10 000 ·en 
PBS 0.01 M, pH 7.4. 
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b) SMN: se probaron diluciones de 1:1 a 1:200 en PBS 
0,01 M, pH 7.4. 

c) AFP purificada: se probaron diluciones de l:l a -
1:20 en PBS 0,01 M, pH 7.4 (solo se probó en disc?s acti
vados con BrCN). 

d) SMN absorbido con sefarosa 4B-CL acoplada a GG A!! 
ti-AFP (concetraci6n "cero" de AFP): se urepararon dilu -
ciones de l:l a l:l 000 en PBS 0.01 M, pH 7,4. 
G) Anticuerpo marcado con peroxidasa (2° Ac)~ 

a) Se utilizó el preparado por el método de 2 pasos 
con glutaraldehído en diluciones de 1:500 a 1:1 000 en -
PBS.'.O, 01 M, .pH 7. 4. 

b) En el sistema "d" se utiliz6 un Ac de cone;io anti 
Ül!llunoglobulina de cabra marcado con peroxidasa (seo anti 
Ig:.cabra-PO)(Capell) diluido 1:500 en PBS 0.01 M, pH 7.4. 
IÍY Soluci6n de ],avado: Se utilizó PBS-Tween 20 °(Sigma}_ al 
o.os~. en los ensayos ou9 se realizaron en tubo, se utili 
zaron 200 pl en cada lavado, cuando se utilizaron placas 
Dynatech, los pozos se lavaron empleando dos veces el vo
lúrnen de la solución del Ac. El número de lavados varió -
entre 3 a 6 en cada etapa. 
!) Solución-sustrato: 

a} En tubo de ensayo o placa Dynatech para ELISA: se 
preparó en la obscuridad poco antes de emplearse una sol~ 
ción de OPD al 0.04% en solución de citratos 0.1 M pH 5.0 
+ 0.01% de H2o2• Se utilizaron 100 pl de ésta soluci6n p~ 
ra cada muestra incubando 30 min en la obscuridad a temp~ 
ratura ambiente. La reacci6n enzimática se detuvó con 20 

pl de H2so4 8 N, y se procedió a leer a 492 nm. 
b} En gel: 

-Las placas se sumergieron durante 30 min en la 
obscuridad en la siguiente solución: 3-amino-9-etilcarba
zol al 0.04~ en solución reguladora de acetatos 0,05 M, -



56 

pH 5.0 + 5% de N,N-dimetilf?rmamida + 0.01% de H2o2• Para 
detener la reacción se Mlocaron dentro de H2so4 2 N du
rante 3 min, se enjuaP,ar?n al chorro del agua y después 
con aP,Ua destilada, por último se dejaron secar a 37ºC d~ 
rante 18 h. 

-Las placas se sumergieron durante 30 min a temp! 
ratura ambiente en la obscuridad en un~ solución de: 4-Cl~ 

ro-1-naftol al 0.015% en 16% de metanol + 84~ de PBS pH -
7.4 + 0.025% de H2o2• La reacci6n se detuvó con H2so4 y 
las placas se enjuagaron con agua corriente y agua desti
lada y se dejaron secar a 37ºc durante 18 h. 
J) Procedimiento de lavado: en cada etapa se utilizaron -
100 pl de cada solución y después de cada tiempo de inc~ 
bación 'la soluci6n se eliminó por succión efectuandose .los 
lavados como se indicó en el inciso "H". 

// 

I 
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R E S U L T A D O S 

Análisis del grado de reactividad de los sueros anti 
~·- Durante el pro~rama de inmunizaci6n y san~rado de 
los animales de experimentación (conejos y cabras) y des
de su inicio se fue analizando la reactividad de los sue
ros obtenidos en cada san~rada medáante la técnica de ISF 
e IEF-B empleando como antí~enos scry y S~H, al mismo tie~ 
po se observó QUe el suero de conejo reaccionó contra un 
mayor número de proteínas anti~énicas que el suero de C! 
bra, encontramos oue en cierto momento del pro~rama de i~ 
munizaci6n la reactividad estaba principalmente dirigida 
hacia la AFP {Figura l y 3). 

Prueba controi: Mediante IEF se hizo reaccionar un -
sea anti-SNH contra SCU y SNH el cual no fue capaz de rea~ 
cionar contra la AFP presente en el SCU (Figura 1). 

Obtención del suero monoespecífico anti-AFP.-
a) Conejos: Para la emininaci6n de los anticuerpos 

contaminantes en el suero de conejos fue suficiente abso! 
berlo durante 24 h con proteínas de SNH insolubilizadas -
con glutaraldehído. El suero adsorbido se probó por IEF e 
IEF-B contra SCU y SNH el cual mostr6 reaccionar unicame~ 
te contra la AFP (Figura 2). Este suero se utilizó para -
la preparación de los inóculos de las cabras, lo oue per
mi ti6 aumentar la pureza del inóculo e incrementar la es

cala del sistema. 
b) Cabras: Para la elimin~ci6n de los anticuerpos -

contaminantes, los sueros de cabra se sometieron a los 
procesos de a1sorci6n descritos en la página 25. De acue! 
do a los resultados obtenidos el procedimiento más eficie~ 

te corresnondi6 al # 1, curva A, ya aue al probarse media~ 



l!'IGURA 1 

REA~IVIDAD DE LOS SUEROS DE CONEJO ANTl-APP 

l 

IEF: Se probaron como antig~nos el -

SCU (1) y el SNH (2) contra suero monoes

pecífico de conejo anti-AFP (A), suero -

de conejo anti-APP sin adsorber (B) y su~ 

ro de caballo anti-SNH (O). 



FIGURA 2 

SUERO MONOESPECIFICO DE CONEJO ANTI-AFP 

Oscu 

Mediante IEP-B se comprobó la -

monoespecificidad hacia la AFP del 

suero de conejo anti-APP adsorbido -

con proteín~s de SNH insolubilizadas 

con glutaraldehído. 
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FIGURA 3 

.REACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE CABRA ANTI-APP 
" 

. . n 
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Mediante· IEP-B s~ probó.el suero de cabra hi

perlnmurie anti-AFP contra SNH ( 1) y SCU ( 2). 



:PIGURA 4 

SUERO MONOESPECIFICO DE CABRA .ANTI-AFP 

;. 

.. 

. t·' .•.•• ·. .. _• .. :¡·· .. 

Mediante IEF-B se analizó la fracci6n GG del .o 

suero .111onoespecí.fico de cabra anti-AlP contra -

SNH (1) y sau (2). 
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te IEF-B se formó con el SCU una sola banda de precipit~ 
ción. Los sueros obtenidos de la adsorción realizados con 
SNH liofilizado o insolubilizado con glutaraldehído ade
más mo~traron reactividad hacía una proteína con corrí-
miento electroforético de gamma-globulina, la cual esta
ba presente tanto en SCU como en SNH, no obstante aue se 
dejaron reaccionar hasta 9 días. 

Al efectuarse el análisis de las curvas de precipit~ 
ción (los sobrenadantes se analizaron por IEF-C y en el -
precipitado se cuantificó el contenido de proteínas) se -
le dió mayor prioridad al contenido protéico debido a que 
en la prueba de IEF-C no se pudó observar claramente un -
pico máximo de adsorción ya oue fluctuaba alrededor de u
na relación anterior o posterior a aauella en donde se e~ 
contraba la máxima concentración de proteína. 

Una vez que se demostró mediante IEF-B oue el suero 
de cabra únicamente reaccionaba contra la AFP del SCU, se 
procedi6 a probar mediante IEF-B la reactividad de 100 )11 
de la fracción GG de éste suero (68.3 mg/ml) contra 10 )11 
de SCU y 10 fl de SNH, los resultados obtenidos confirma
ron la monoespecificidad del suero de cabra anti-AFP (Fi
gura 4). 

Este procedimiento se extrapoló a mayor escala y se 
utilizó de rutina para adsorber grandes volúmenes de su~ 
ro de cabra, con el objeto de ase~rar la adsorción se -
trataron posteriormente con SNH insolubilizado con ~luta
raldehído y la fracción GG obtenida de cada lote se anal! 
zo mediante IEF-B. 

Aparición de una doble banda de precipitaci6n de co

rrimiento alfa.- Durante el proceso de análisis mediante 
IEF-B de los sueros adsorbidos se observó la aparici6n de 
una banda de precipitaci6n adicional aue no se había de~ 



FIGURA 5 

APARICION DE. UNA DOBLE BANDA 
DE PRECIPITACION DE CORRIMIENTO ALFA 

... 

~ 
/4 

o <ó 
1 2 

•. :.,:. ·,,,'. .:........, ~-~ 

Mediante IEF-B se comprob6 la aparici6n 

de una d~ble banda de precipitaci6n de corri-

miento alfa en una muestra de SCU (1) congela-

da y de~ongelada varias veces al hacerla rea~ 

cionar contra suero monoespecifico de cabra -

anti-AFP. La muestra 2 es SNH. 
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tectado anteriormente y aue se encontraba ubicada exact~ 
mente bajo la banda correspondiente a la AFP. Se consi 
der6 aue posiblemente la aparición de ésta banda de pre
cipitación se debía a oue en todas las IEF-B se habían~ 
tilizado la misma alícuota de SCU, la cual se sometió 
por consiguiente a varios procesos de congelamiento y 

descongelamiento los cuales posiblemente modificaron la 
estructura de la AFP, para verificar ésta suposición se 
procedió a congelar y descongelar varias veces una alí
cuota de SCU oue en un análisis preliminar por IEF-B se 
había demostrado la formaci6n de una sola banda de prec! 
pitación). Al realizar posteriormente una IEF-B con 5 fl 
de ésta alícuota y 200 fl de SMC anti-AFP se confirmó el 
surgim'iento de una nueva banda de precipitación ('Figura 
5). 

Deslipidización de los sueros de cabra.- I_nicialmen
te durante el análisis electroforético de los sueros ad
sorbidos de cabra anti-AFP se observó la aparición de ~ 

na zona ligeramente teñida oue no parecía ser una banda 
típica de precipitación résultante de la reacción Ag-Ac, 
se consideró aue posiblemente se debía a lípidos de alto 
peso molecular aue no se podían eliminar fácilmente me-
diante la diálisis por lo oue se pr,cedió a deslipidizar 
los sueros de cabra ant~-AFP. La deslipidización fue efe~ 
tiva para la eliminación de los lípidos, pero los suero~ 
perdieron un poco la reactividad y no eliminó la apari-
ción de la zona li~errunente teñida por lo oue se.optó 
por eliminar éste pr-,cedimiento ya oue además resultaba 
de alto costo. 

Purificación de la AFP y análisis de su pureza.- La 
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purificación de la AFP se hizo a partir de aauellas fra2 
ciones de proteínas obtenidas por EFBA aue presentaron el 
mayor contenido de AFP al ser analizados mediante EFAC 
(Figura 6) e IEF-B (Figura 7), una vez seleccionadas, se 
adsorbieron sobre Sefarosa 4B-CL acoplada a la fracción -
GG anti-AFP. La elución de la AFP adsorbida se efecu6 -
por cambio de pH con solución reguladora de glicina-HCl,
pH 2.8, el dia~rama de eluci6n se ilustra en la gráfica l. 
La proteína eluída se analizó mediante EFGP en presencia 
de SDS y mercaptoetanol (Figura 8) e IEF-B contra SCH an
ti-AF?, por éstas técnicas se detectó la presencia de AFP 
y por lo menos 2 proteínas contaminantes, para eliminar -
los contaminantes se procedió a adsorber el eluído con 
sea anti-S'.'ffi insolubilizado con glutaraldehído y el sobr! 
nadante obtenido se analizó nuevamente mediante EFGP _con 
y sin SOS y mercaptoetanol, obteniendose una sola banda -
de tinci6n (Fi!!:Ura 8 y 9). El eluído se analizó mediante 
IEF-B contra SCH anti-AFP y se empleó como prueba control 
SMC anti-AFP, en ambos casos se demostró la formación de 
una sola banda de precipitación correspondiente a la AFP 
purificada (Figura 10 y 11). 

De los 68 ml de SCU oue se procesaron y oue tenían ~ 
na concentraci6n de AFP de 10 .fg/ml, se obtuvieron 2.5 ml 
de AFP purificada con una concentración de 90 000 ng/ml -
por lo aue el rendimiento fue del 26% aproximadamente. 

Obtención del peso molecular de la AFP mediant.e EFGP 
Para verificar oue la preparación de AFP obtenida en el -
laboratorio correspondía a la reportada en la literatura 
se procedió a determinar su peso molecular, para ello se 
realizó una EFGP de una mezcla de proteínas de peso mol! 



FIGURA 6 

ELECTROFORESIS EN ACEI!ATO DE CELULOSA 

l 2 3 4 5 6 2 
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~~ -"'~k·S.~ ......_. .... 
Las fracciones de proteínas del SCU obtenidas -

por medio de EPBA se analizaron mediante EPAC. 

Fracciones: l.- SCU 

2.- Albúmina 

3.- Al!a¡-globulinas 

4.- Alfa2-globulinas 

5.- Beta-globulinas 

6.- Gamma-globulinas 
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FIGURA 7 

LOCALIZACION DE LA FRACCION ENRIQUECIDA DE AFP 

.. ~.· . .... . ': ' . ·. ": .. :.• ' 

· .... ;.• o 
2 

Mediante IEF-B se analizaron las fraccio-

'nea de proteínas del SCU obtenidas·de la EFBA 

haciendolas reaccionar contra suero de cabra hi 
perinmune anti-AFP. 

Fracciones: 1.- Alfa¡-globulinas 

2.- Alb11mina 
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GRAFICA 1 

ELUCION DE LA AFP A PARTIR DE SEPHAROSA ACTIVADA CON 
BrCN ACOPLADA A GG MONOkSPECIFICA DE 6ABRA ANTI-AFP 

o. 12 

~ 
u 
H 
E-< 
~o.os 

o 
~ 
o 
H 
Ul 

i:'iº·º6 
o 

0,04 

o ,02 -

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

FRACCIONES 



FIGURA 8 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

EN PRESENCIA DE SDS Y MERCAPTOEJ!ANOL 
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Los eluidos obtenidos durante el -

proceso de purificación ·de la APP y una 

mezcla de proteínas de peso molecular c2 

nocido se analizaron mediante EFGP. 

Muestras: l.~Marcador de peso molecular 

2.-AFP semipurificada 

3.-AFP purificada 
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FIGURA 9 

ELECTROPORESlS af GELES DE POLIACRILAJIIDA 

mf AUSBNCIA DE SDS Y MERCAP'rOE?AKOL 

-=sa.u.w---- -_.FlillllMIFlli. 'E *ft 1 ?'• az 1 

l 2 3 4 5 

El eluido obtenido del último paso 

de la purificacion de la AFP se comparó 

con los componentes del SCU y SMN mediS!l 

te EFGP. 

Muestras: l.- AFP purificada 

2.- scu diluido 1:10 

3.- scu diluido 1:5 

4.- SMN diluido l:lO 

5.- SMN diluido 1:5 
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FIGURA 10 

ANALISIS DE LA PUREZA DE LA AFP PURIFICADA 

o 
2 

Mediante IEF-B se analizó la AFP pu-

rificada haciendola reaccionar contra su~ 

ro de cabra hiperinmune anti-AFP obserVB;!! 

dose que en la preparación purificada s~ 

lo se detectó AFP. 

Muestras: 1.- SMN 

2.- AFP purificada 
o 
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FIGURA 11 

COMPROBACION DE LA OBTENCION DE AFP PURIFICADA 
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Mediante IEF-B se analizó la AFP puri!i-

cada haciendola reaccionar contra el suero m2 

noespec!fico de cabra anti-AFP confirmando 

que la proteína purificada era AFP. 

Muestras: 1.- SMN 

2.- APP purificada 
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T'ABLA #1 

PHO'rEINA 

1.- Albúmina séric
0

a bovina 
2.- Ovoalbúmina 
3.- Pepsina 
4.- Tripsin1geno 
5.- ,B-lactoglobulina 
6.- Lisozima 
7•- Ci tocrómo C 

A F P 

PESO MOLECULAR 

( dal tons) 
66 000 
45 000 
34 700 
24 000 
18 400 
14 300 
12 384 
68 000 

RF 

0.246 
0.381 
0.432 
o. 556 
0.701 
0.832 
0.856 
0.224 

Rf~ Distancia recorrida por el líquido de corrimiento 
Distancia recorrida por la proteína 
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GRAPICA 2 

ELECTROFORESIS EN ~EL DE POLIACRILAMIDA 

SERICA BOVINA 

PEPSINA 

TRIPSINOGENO 

f!- LACTOGLOBULINA 
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cular conocido (Pigura 8:1) y con la obtenci6n de sus Rf 
.(Tabla l) se constNy6 una curva estandar {Gráfica 2) en 
la que se interpoló ~l valor del Rf de la proteína puri
ficada (Rf= 0.224), c~lculandose un peso molecular de 
68 000 daltons aue cae en el rango reportado en la lite
ratura para la AFP. 

Acondicionamiento de los sueros empleados para la -
estandarización de las técnicas utilizadas para la cuan
tificación de la APP.- Se procedió a esterilizar una Pº! 
ción de SMC anti-APP primeramente haciéndolo pasar a tr~ 
ves de un prefiltro y después a través de una membrana -
Millipore de 0.45 f• éste procedimiento permitió eliminar 
una gran cantidad de lípidos aue durante todo el proyecto 
provocaron muchos problemas sobre todo porque al descong~ 
larse o al restituirse el suero liofilizado se volvía tu¡ 
bio y si se trataba de eliminar la turbidés mediante cen
trifugaci6n se formaba una capa superficial de lípidos i~ 
posible eliminar t.otalmente y permanecían las muestras -
muy turbias. El SMC anti-APP filtrado se guardó en alíeu~ 
tas de 10 ml a -20°c hasta su uso. 

Técnicas empleadas para ia cuantificaci6n de la APF: 
Se montaron y estandarizaron las técnicas de ID-R e IEP-C 
y se intentó montar y estandarizar la técnica de ELISA u
sando para ello el SMC anti-APP. 

Estandarización de la ID-R•- Se deteZ'lllinaron los e! 
guientes parámetros: 
l.- Grosor de la capa de agarosa: Se probaron placas de -
l y 2 mm de grosor y esta \U.tima se seleccionó como la -
mtls adecuada.. 
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2.- Diluyente de la agarosa: Se prob6 soluci6n regulado
ra de barbituratos 0.1 M, pH 8.6 y soluci6n salina 0.85~. 
La dltima fue la que se utiliz6 de rutina debido princi
palmente al costo ya oue con ambas los resultados fueron 
idénticos. 
3.- Tamafio d~ los pozos: Se hicieron pozos de 3·mm de di.!! 
metro ya que en pozos más peauer.os la muestra se derrama
ba. 
4.- Separaci6n de los pozos: Se probaron separaciones de 
1.0 y 1.25 cm de distancia entre los pozos, prefiriendose 
la mayor distancia ya que con ella se evit6 el entrecruz~ 
miento de los halos de precipitaci6n de los pozos vecinos. 
5.- Tamaño de la muestra: Se adicion6 a cada pozo 5 fl de 
la mue~tra de interés. 
6.- Adici6n de polietilenglicol (PEG): La adici6n de PEG 
fue con la finalidad de evitar la deshidratación de la -
capa de agarosa y favorecer la precipitación. Se proba-
ron concentraciones del O .3, 0.4, 0.5, 2, 3, 4 y 5~ sie!! 
do lo más conveniente la del 2~ ya aue en las concentra
ciones más bajas no mejoraron el sistema 1."ias más altas 
modificaro·n inconvenientemente la textura ·de la capa de 
agarosa. En las placas control (sin PEG) se observ6 un -
tiempo de difusi6n mayor de 96 h para la ooocentraci6n m.!! 
xima de Ag y los halos resultantes eran más difusos dif! 
cultándose la lectura. 
7.- Adición de glicerol: Este hidratante se prob6 en con
centraciones del 1 y 2~, pero se eliminó la posibilidad -
de utilizarlo debido a aue la adición de PEG ayud6 ade
cuadamente al sistema. 
8.- Cancentraci6n del SMC anti-APP: Se probaron concentr~ 
ciónes del SMC anti-APP del 4, 6, 8 y 10< prefiriendose -
la del 8~ debido a que las halos formados no eran muy di-
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fusos ni muy ~randes y cuando se aplicaban concentracio
nes peouef.as de Ag el halo de precipitaci6n se podía ob
servar a simple vista y sin teñir. 
9.- Gurva estándar: A partir de un SECAPP con una concen
traci6n de 322 000 ng de APP/ml se hicieron diluciones -
seriadas en soluci6n salina·0.85% abarcando un rango de 
concentraci6n de 503 a 322 000 ng/ml. Debido a oue en el 
sistema solo se pudo. observar la formaci6n de un halo 
bien definido a partir de una concentraci6n de 2012 ng -
por ml se consider6 ésta concentraci6n como el H.llli.J;e i!! 
ferior para la curva estandar (Gráfica 3) siendo su coe
ficiente de correlaci6n (r) de 0.96. 
10.- Tiempo de difusi6n: La difusi6n se efectu6 a tempe
ratura ambiente con la placa bien sellada y dentro de u-

\ 
na cámara húmeda, la medición de los halos se efectuó.en 
cada período de 24 h con una regla de Parti.gen. Se obee! 
v6 aue la máxima concentraci6n de Ag dej6 de difundir a 
las 72 h, las 3 siguientes d~luciones a las 48 n y las 6 
~ltimas diluciones a las 24 h, por lo oue se estableció 
como tiempo de difusi6n estándar 72 h, sin embargo en t~ 
das las pruebas efectuadas para la cuantificaci6n de APP 
en los líouidos biol6gicos los halos se midieron cada -
24 h. 
11.- Error de intra-ensayo e inter-ensayo: Para la obte~ 
ción del error intra-ensayo, a una muestra de SCU se le 
cuantificó 5 veces la concentraci6n de AFP durante el mi! 
mo ensayo, obteniendose un error del 1.4~. Para la.obten
ción del error inter-ensayo a una muestra de SCU se le -
cuantifico la concentraci6n de AFP por duplicado en 5 e~ 
sayos diferentes obteniéndose un error del 6·~. 

Al finalizar las 96 h de difusión se observó oue la 
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capa de aP,ar?sa no perdi6 hl1Inedad de manera si~ificati
va ya aue aparentemente no se modificó su textura. 

Una vez estqnlarizadas las condiciones del sistema 
se procedió a cuantificar la c?ncentración de AFP en: 
103 muestras de L. A. de mujeres emb8.razadas a diferentes 

eda~es ~estacionales (la mayoría fueron obtenidas después 
de la 35ª semana de ~estaci6n) oue presentaron algunas -
complicaciones durante el embarazo o bien de mujeres em
baraza-las con sospecha de DTN, algunos SCU de productos 
normales a término y un SCU de un producto anencéfalo -
(Figura 12). Noventa y ocho L.A. mostraron resultados n~ 
gativos (no se for~aron halos de precinitaci1n), los re
sultad0s de las demás muestras biológicas se ilustran en 
la tabla 2, los cuales fueron obtenidos interpolando el 
logaritmo del tamaño del halo d~ precipitaci6n en la gur 
va estándar correspondiente (Gr~fica 3). 

Estandarizaci6n de la IEr-C: Se estableciéron los -
siguientes parámetros: 
1.-Marca de agarosa: Se prl')b6 agarosa 11 Si~a" y agarosa 

"LKB" solubilizadas en solución reguladora de barbitura

tos 0,1 M, pH 8.6, f=0.75. Debido a oue no hubo una dif~ 
rencia si~ificativa entre ambas, por razones de costo y 
accesibilidad se utilizó de rn:;mera rutinaria la agarosa 

"Sigma". 
2.- Grosor de la capa de ap;arosa: Las placas se hicieron 
de 1 mm de grosor con la finalidad de no utilizar gran -

cantidad de SMC anti-AFP. 
3.- Tamaño de los pozos: Se hicieron nozos de 3 mm de 

diámetro. 
4.- Separaci6n entre los pozos: Se probaron separaciones 
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Cwmtifioaci6n de APP en diferentes muestraa.biol6gicas 
-CUrYa eetibldar: Se conetJ'U1'6 analizando por 

duplicado diluciones seriadas de SEOUP abarcando 
un rango de concentraciones de 503 a 322 000 ng -
de APP/ml; los pozos correspondientes a la curva 
son loe numerados del l al 10. 

-Líquidos amni6ticos: Se probaron por dupli
cado loa L.A. de mujeres embarazadas que present~ 
ron alguna complicaci6n durante el embaraso 1 que 
dieron a luz un producto normal (mueetraa aplica
das' a los pozos del B al O) o un producto anenc6-
falo'confirmado (pozos A, D y B) o con sospecha -
de. 11fR (pozos B 1 O). 

-Scth Se analiz6 en los pozos P un SOU dUu! 
do 1:2 de un producto anenc~falo post-parto. 

-SJl(lf: Se analizó 001110 prueba control una 
muestra de SMN que corresponde al pozo P. 
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de 0.5 y 0.75 cm entre pozo y pozo, prefiriéndose la dl
ti!llR distancia de sep:ir'.lci0n liebido a oue cuanno se man.!!. 
jaba lot más c·)rtct ll'ls blindas de precipitación se unían. 
5.- ~amR~o de la muestra: A cadli pozo se le adicionó 5 
fl de la.muestra de interés. 
6.- Concentr::i.ci6:i del S1l~ imti-AFP: Se probP.ron concentr,!! 
ciones 1el Sll.C anti-.~F•· de 2, 4, 5, 6, 7 y 8~ seleccioná.!l 
dose la del 5% debido a oue a ésta concentración los coh~ 
tes formados (bandas de precipitaci6n) presentaban una -
forma más afilada, cuando se aplicaron concentraciones e
levadas de Ag los cohetes formados no erlin muy lar~os y -

se podían medir a simple vista y sin teBir• 
7.- Amperaje: Se efectuaron corrimientos electroforéticos 
a 5, 10, 12 y 15 amperes. Se obtuvieron mejores resulta
dos a 12 amperes ya QUe cuando se aplicó amperaje bajq -
las ban"las de p.c·ecipi tación eran cortas, anchas y sus 
puntas muy redonieadas, cuando se a.plicó ampera:j e más a;);. 
to del elegido las bandas de precipitación eran poco evi 
dentes, muy altas y defonnes. 
8.- Tiempo y temperatura de corrimiento: La IEF se efec
tu6 a 4ºc para oue no se deshidratara la capa de a~arosa 
y el corrimiento se realizó durante 18 h o hasta oue el 
indicador del frente de corrimiento tocaba el extremo 
más lejano de la placa. 
9.- curva estándar: A partir de un SSCAFP con una conceg 
traci6n de 322 000 ng de AFP/ml se hicieron diluciones S! 
riadas abarcando un ran~o de c'ncentración de 251-322 000 
ng/ml, sin embargo en nuestro sistema sólo se pudieron d! 
tectar concentraciones por arriba de 500-1 000 ng/ml por 
lo oue ~sta concentraci6n se t~m6 como límite inferior de 
la curva estándar (Gráfica 4 y 5). Para. la realización de 
la curva estándar se consitler6 la al tura y el área de los 
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e!lhetes ft;>rma1os obtenillnd'lse en ambos casos un "r" ma-

yor de 0.95 por lo oue fue indistinto utilizar cualouie
ra de los 2 par~T.etro. 

10.- Error intra .. ensayo e inter-ensayo: El v"llor obteni
do para el error intra-ensayo fue de 8.2~ y para el e--
rror inter-ensuyo fue del 28.16%. 

Zstandarizadas las condiciones del si~tema se nrob~ 
r'ln las mism8s muestras biol6~icas oue las analizadas m! 
diante ID-R y los resultados obtenidos se ilustran en la 
tabla 2 y en la figura 13, los resultados oue no aparecen 
en la tabla di~r'ln resultados negativos por este método. 

Debido a oue en las 2 técnicas anteriores (ID-R e -
IEF-C) para la obtención de las curvas estándar se utili
zaron las mismas concentraciones de Ag, ambas técnic~s se 

. relacionar'ln de la manera aue se ilustra en la gráfica 6, 
en donde se determinó el método más sensible por el valor 
:lel parámetro "b" de la ecuación de la recta. 

Montaje de la técnica de ELISA: 
-Análisis de los conju~ados Ac-E preparados en el l! 

boratorio: 
1.- Conju~ado Ac-E preparado por el método de Avra

meas: Para la purificación del Ac-3 se efectuó una sepa
ración cromato~ráfica en Sephadex G-100. Los 2 ml obten! 
dos del proceso de conju~aci6n se hicieron nasar a través 
de la columna eouilibrada y eluida con PBS pH 7.4, se co
lectaron 68 fracciones de 2.1 ml cada una a una velocidad 
de 142 ml/h y cada fracci6n se ley6 a 280 nm. Como se ob
serva en la ?,ráfica 7 se obtuvieron 3 picos, el primer P! 
co fue el mayo y estuv? comprendido entre las fracciones 
11 y 18 correspondiend0 al conju~ado Ac-E, el se~ndo pi~ 
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FIGURA 13 

INMUNOEL~C'?ROFOR3SI~ J3. cott:::·rE 

o o r. 
A B e e D o E B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 u 12 1) 

Cuantificacion de APP en diferen~es muestras biol6gicas 
-curva estandar: Se construyó con 1iluciones seria

das de un SECAPP abarcando un rango de 271-322 000 ng/ml. 
Los pozos corres~ondientes a la curva son los numerados 
del l al 13. 

-Líquidos amnióticos: Se probaron los L.A. de muj! 
res embarazadas con complicaciones durante el embarazo 
y con sospecha de !JrN (pozo B) asi como de mujeres emb~ 
razadas con productos anencefalo confirmad·' (muestras ~ 
plicadas a los pozos C, D y E). 

-Suero de mujer normal: Se aplicó en el pozo A una 
muestra de S!·IN como control. 



CUANTIPICACION DS APP 

C A S O S e L I N I e o s 

TECNICAS P.A. 
ID-R !EF-C 

na rn 1 
LIQUIDO AMNIOTICO: 

JIMENEZ SANCHEZ 23 388 12 1 32 ? 
PEREZ SOSA 24 688 25 467 + 
Sl\NCHEZ FIGUEROA 102 756 137 oso + 
XII,OL MALACATF: 22 914 16 788 ? 

LE.ON LEON 504 326 562 341 + 

SUERO DE CORDON UMBI~ICAL: 

PRODUCTO NORMAL 65 677 42 169 
PRODUCTO ·ANENCEFALO 562 341 50 1 1 87 

AFP PURIFICAD/\ (LllB.): 82 59 4 102 287 

P.A. = Producto Anormal 
00 
O\ 
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co comprendido entre las fracciones 22 a 26 apenes fue -
visible y el tercero comprer.iido en~re las fracciones 44 
a 48 fue más evi·ien~e nu~ el sen:und;. 1)'!S'!'.·11és ie anl'lli-
zarl::is, el "Pri~er nic•> se mezcl.S c?n .t ·:~ e:-. una concen-
~raci.Sn fin~l del 5- en PB~ y ee esteriliz1 m~ii~nte fi! 
traci~n utilizando :neir.brana.s millip'>re de 0.45 p. ( c?ncen 
traci6n aproximada= l m~ de GG anti-AFP/ml de conju~a1o). 

2.- ConjuP.ado Ac-~ nreparado por el métoio 1e Nakane: 
Pe.ra la purificaci6n del Ac-:: s·e hizo pasar la pre"'araci6n 
obteni :ia a travb de una columna de Sephe.:iex li-100 eouili 
brada y elui.:ia con P3S pH 7.4. 'se colecte.ron 46 frl\ccio-
nes de 2.1 ml (50 gotas) cada una, las oue se leyeron a 
280 y 403 nm, la velocidad de flujo fue de 142 ml/h, el 
diagr~ma de eluci6n se ilustra en l!'l. gráfica 8 d'lnde se -
observa la presencia de dos picos bien definiios y el co
mienzo de un tercer pico. 31 Primer pico (fracciones 15 a 
22}'fue el correspondiente al conju~do Ac-E y el se~do 
(fracci<'mes 23 a 26) probablemente corresp'>ntia e. Ac marc.~ 
do con un menor n~mero de moléculas ~e PRF. El primer y -

se~ndo pico por sep~rado se mezclaron con ASB a una con
centración final de 10 mP,.de ASB/ml (concentración a~rox1 
mada= l mg'de GG anti-A?P/ml de con~u~ado). 

La actividad enzimática se probó haciendo reaccionar 
a ambos conjuiw.dos Ac-E con OP~ en soluci.Sn re~lad?ra de 
citratos pH 5.0, e~ colór desl\rrollado fue leído a 492 na 
y Se detenr.in~ OUe la m~yor actividad COrrP,Spondi6 Rl CO~ 

ju~ado prepar~do por el m~todo de Avrameas. 
Para conocer la bifuncionalidad de los conjugados •! 

diante la t~cnica de :!fi.ISA en ~el se probaron diferentes 
sistemas. 31 primer sisteml\ utilizado fue .a.PP....,.~c-:! en -
donde se evidenció la reacci~n ~el Ac al fol'!!larse un eoh! 
te tÍPiC'l de ~sta pruP,ba al reaccionar contra la A?P del 
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S~ y el SNH (Fill;Ura 14), la reacci6n enzimática se obse! 
v6 ~ar el desarrollo de cal?r debido a nue el producto de 
la reacci6n enzimática de la P!'tF s•1bre el 4-Cloro-1-mtf
tol es de color ne~ro e insoluble en ae;ua. De acuerdo a -
éste sistema ambas funciones solo fueran realizadas por -
el conjugado Ac-E preuarada por el método de Avrarneas, en 
cambio el nrep~rado por el método de Nakane no mostr6 ni 
de Ac ni de enzima. En la prueba control se hizo reaccio
nar GG anti-AFP no marcada (concentraci6n de l mv./ml) coa 
tra la AFP del SCU y el SMN nero nose observ6 la forma~-
ci 6n de una banda de precipitaci6n (cohete) oue nudiera -
ser observada sin teñir o teñida con azul de Goomassie. 

Otro sistema de 'SI.ISA en '!'.el mediante el cual se :or~ 
baron ambos C·1njui:;ad '>S fue Ac""'AFP""Ac-E. En éste sistema 
la primera reacci6n se realiz6 mediante IEF-C y la se~
da fue median te la adici6n del con,ju~ado Ac-S a la "laca 
e incuba.ci6n de acuerdo al mét'Jdo de Lebeco. Después de -
la diálisis (para eliminar lo aue no reaccion6) se adici~ 
no como sustrato el 4-Cloro-l-naftol o el 3-amino-9-etil
carbazol pero en éstos casos no se observ6 en nine:uno de 
los conjuf,ados ninguna reacci6n (ausencia de desarrollo -
de color negro o rojo respectivamente~. 

E I S A E N G EL 

~~ AFP...._.Ac-E Ac ,_, AFP ,_ Ac- E 
utilizado 

Conjugad" Ac-E 
( Avrameas) + -

Conju~adl) .l\c-E - -
( Nak"lne) 



FIGURA 14 

·ELISA EN GEL 

A B 

o g o o 
l 2 l 2 

Mediante la técnica de ELISA 
en gel se probaron los conjugados 
Ac-E preparados por los métodos de ! 
vrameas (A) y Nakane (B) haciendolos 
reaccionar contra el SCU(l) y el SIN 
(2) evidenciando la reacci~n enzimáti 
ca por medio del 4-Cloro-l-naftol. 
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Para el sistema Ac·~PP""Ac-E aue tarnbUn fue medi13!! 
te ELISA en e;el sólo se pudo observar la primera -:¡t~pa P! 
ro el acoplar.iiento del Ac-~ a la APP no se hizo nunc~ ob
serbable (ausencia de reacci6n enzimática debida a la el! 
minaqi 6n del conjul!'ado). 

Los sistem~s montados para ELIS~ en ~el también se ! 
fectuaron en di9cos de papel filtro activados con BrCN P! 
ro los resultados fueron semejantes para ambos casos, ~or 
ello el conjuP,ado Ac-E preparado por el métoio de Avrameas 
fue el utilizado para la técnica de ELISA. 



In el •il!lliente cuadro ee ilustran loe eiAtemae et.ISA que tu~ 
ron probado• 1 lae condiciones con lae que ee obtuvieron loe mejo
res reeultedo1 (•enoree valoree de r,ndo). 

SIST~AS: a) Pa81 a6lidar.1Ac""""P""""Ac-E 
b) Pase e6l1da--Ac....,Bloaueador--APP~Ac-E 
e) Pase s6lida.wAc...,APP ....... Bloauea1or....,Ac-E 
d) Pase s6lida...,Ac'""'APP"""Ac-..Ant1 Ac-E 

:~ 1 """ ºb" 
1 "e" "d*' e 
1 

! 

1 Placas para Bolitas de 1 Boli tae de 
1 

Placas para: 
! ELI:IA vidrio ' e6Uda vidrio ELIJA 1 .... 
1 1l7natech eemeril11do ! esmerilado Dynatech 1 

. . ·····t----·- - ·-·-···· . ·- --------r . 1 1 

Sol. reg, para forra- ! 1 1 111ento ele la fase e6- l PBS PBS 1 PBS 1 PBS 1 liela. i 

faee I Pracci6n 1 
! 

A.o aooplado a lll Pracci6n Pracci6n Pracci6n ; 
e6Uela, .GG anti-Ai:l'P GG anti-AFPiGG anti-APP GG anti-AFP 

1 . -·-- ··- ..... -- ••• T""••••4--•-
1 1 

1 ?iempo ele incubac16n ! A gequeelad Sn h'1meelad 1 e:n h'111e1ad ¡;;,¡ húmedad 
para primera etllpR, ¡ 37 o, is h 3700, 24 h 37°-J, 24 h 37°0, 24 h 

-1----- -· ------ __ , -- . ··-· --- -·· 
' Ti .. po ele incubaci6n i 37°a, en la• etapas poate- 37º0, 37º0, 

1 
! 37ºc, 

1 
30' 30• 30' 30• riore1<, ' ¡ - --

¡Bloqueador prote!co, ASB 
: i 

ASB AJB 

Conju¡i;11cto Ac-E 
--~reparlldo m' Prepnrndo m,¡Preparad:-m~: Preparado m~ 

!todo Avrame= todo AvrRl!le:'j tll<lo AvrRme::: todo AvrA111e-1 
______ :ªª• l :500 - ªº~_:: 500 --l~~· -~= 50~ ... ªº· .:.~ 

1--------~ ' ¡ ; ¡ 
¡ ' Sol, de laYado 

1 
1 PBS-'l'w 20 PBS-Tw 20 PBs-rw 20 : PBS-h 20 

' i 
~-----------· ---·- .... --· - ··--·---r- --~- .!·-··· ··----' 

!No. de lavados en 
i 

las j 3 3 3 3 ¡ etapa1 iniciales 1 
1 

···------·-· ¡-
No, de laYadoe en la 1 6 3 3 3 111 tima etapa. 1 

1 
·--+------··-·- ---··--

Soluoi6n-auetrato 1 OPD OPD OFD OPD 
al 0.04" al 0,04"' al 0.04 :' al 0.04~ 

Con al eiAtema que ea obtuvieron mejores resultados fue el 
primero (a) 7a aue no present6: Abaorci6n ineepec!fica, valores 
de fonda en la prueba control y valoree de tondo en l~ pru~ba -
testigo. / 

Loe demás s19te11ns presentaron velo.res de fondo elel!:i.dos 
siendo m'e marcado en el cuarto" sistema (d), 

1 

J 
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DISCUSION 

Medi~n-;e estu::l.ios retrosr.ectiv?s re"!liz;:id·Js en va
rt?s h1spi-;ales iel oa!s (Hospit~l Luis Castelazo Ayala, 
Ii3s., Hospit~l G. A. ~onzáles, S.3., Hosnital Gener~l,
s.s .. I~Per, Cen:ro Hosnit:3.lario 2C :l.e ~ovie:nbre, I~·;s:E, 

Hospital de la ~ujer; s.s., en-;re otros) se ha de:nostra
do oue las malformaciones con~énitas de mayor incidencia 
en nuestro medio son las correspondientes a los defectos 
del cierre del t•1bo neural ( D1'N) como son: anencefrtlia, -
craneosouisis, raa1.lisauisis, craneorranuisouisis, esuina 
bífida abierta y oculta siendo la incidencia entre 6 a 7 
casos por cada l 000 nifios nacidos vivos. Este "rupo de 
~alformaciones se originan alrreded?r del 27-29 día des
pu~s de la concepción y al~as de ellas no son compati
bles con lrt vida (como en el caso de la anencefalia 0·1a 
cr1:meorraouiso.uisis) y los productos aue las present"m -
mueren a lAs pocas horas o d!as de nacidos, sin embargo 
la mayoría de productos oue presentan espina bífida so-
brevi ven, siendo ~sto un grave problema sobre todo por-
oue las malfl)rmaci..,nes nue presentan no pueden ser corr_!! 
P,idas por ci~ugía, terapia o tratamiento, ouedando minu~ 
validos de por vida y ~ener'l.!ldo por consi~iente un serio 
problema social en el grupo familiar. Los DTN son malfo! 
maciones consideradas teratog6nicas y multifactoriales -
por lo r.ue el 90~ de los casos nrovienen de padres nue -
no presentan antecedentes familiares de éste tipo (1.3) y 
cuRndo se presenta un cas.., existe un alto ries~o de oue 
el pr?blema sea recurrente en embaraz's subsecuentes. 

A pesar de oue México ocupa el segundo lu~ar a nivel 
mundial entre los países oue presentan las incidencias 
más elevadas de 'JrN, no existe en los hospitales de aten-
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ción ~ineco-obstetrica, métodos adecuados para su detec
ci6n perinatal no obst~nte oue en otros países se han 1! 
sarrollado técnicas e implementado proPra~as de tamizaje 
nue permiten detectar los ryrN des1e el nrimer trimestre 
del embarazo con fines preventivos. 

La primera demostraci5n de oue existía una relaci1n 
directa entre la presencia de ~T~ e incrementos de AFP -

~n el líquido amni~tico y en el suero de mujeres embara
zadas fue realizado principalmente por Brock y su ~rupo 
de C'.llaborad·:>res ( 8, 9, 11.) , a partir de entonces en v11 
rios países desarrollados se han establecido. la cuanti
ficación de la AFP para la detección de D!N. A la fecha 
se han empleado diferentes técnicas para la cuantifica-
ción d~ la AFP entre las aue se encuentran al~nas muy -
sencillas de baja sensibilidad o h~sta técnicas más sen
sibles como las autorradio~ráficas o el ra1ioinmunoens~ 
yo. 

Dada la ausencia total de éste c?ntrol per.inatal en 
el país, es necesario establecer una prueba clínica de -
rutina.cue ayude a detectar a edad temprana éste tipo de 
anormalidades, evitando la importación de reactivos bio
l~gicos. Con éste fin en el laborat?rio se diseñó un pr2 
grama de trabajo para la preparación de los reactivos 
b~ol~gicos necesarios para el montaie de l~s técnic~s de 
ID-R, I~F-C y ELISA. Para ello en la etapa inicial se 
preparó un suero de conejo anti-AFP/GG de conejo oue fue 
capaz de reaccionar contra un gran número de antí~enos -
debido. a oue el in6culo se lavó poco y el suero anti-APP 
con el oue fue preparado no era altamente específico, 
sin embar~o el suero de las cabras reaccionó contra me-
nos de 6 proteínas anti11;énicas del SNH debido a oue el -



97 

precipitado del in6culo se lav6 exhaustivamente además -
de h~ber sido preparado ~?n un suero de c1nejo monoespe
CÍfico anti-A.!i'P. 

Durante la inmunizaci6n de los conejos se pudo de-
tectar aue no obstante aue la AFP es un excelente inmun2 
geno y aue todos los conejos se inocular'>n en las mismas 
condiciones, solo uno reacc~on6 adecuadamente contra la 
AFP y los restantes reaccionaron muy poco o no lo hicie
ron de manera detectable, en cambio la reactividad oue -
presentaron los sueros de cabra contra la AFP/GG de cone 

1 -
jo se incremento sucesivamente de tal manera oue para 
probarlos muchas veces se tuvo oue utilizar un menor vo
lWrien de suero o bien diluirlo, por lo oue al parecer la 
AFP es más inmunog6nica en las cabras aue en los conejos. 
Dado el largo programa de inmunización al oue se someti,! 
ron las cabras se obtuvieron anticuerpos policlonales de 
alta afinidad. 

Con la' prueba control se pudo observar oue el sue
ro anti-SNH no fue capaz de reaccionar contra la APP, 
por ello el SNH se pudo utilizar como inmunoadsorbente. 

En el proceso de adsorci6n de los SCH anti-AFP con 
el SNH liofilizado o insolubilizado con glutaraldehído -
no se eliminaron los "anticuerpos contaminantes" por lo 
oue se opt6 eliminRrlos con SNH aun.oue .el efecto de dil!!, 
'ci6n baj6 la reactividad del suero pero de manera poco -
importante. Tal vez el suero pretratado no eliminó los -
"anticuerpos contaminantes" por~ue la proteína reouerida 
para la adsorción se modific6 durante el tratamiento. ~ 
el caso del SNH insolubilizado con glutaraldehído se sa
be oue al procesarse a pH 7 (como se hizo en el laborat2 
tio) la concentración de proteína insolubilizada es del 
4. 5{, mayor oue a pH 5 oue es d.el o. 5'' ( 4) r.or 6sto e's -
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muy probable oue la proteína de interés se haya perdido 
durante los lavados, o bien, también pu1o ser nue se ha
ya hidrolizado por tratamiento excesivo con la solución 
re~lad?ra de glicina-HCl pH 2.8. En el caso del suero -
liofiliz~do pudo suceder oue la n~?te!na de interés se -
haya desnatu~RlizRdo durante el r.·roceso ".le deshi".irataci'Sn. 

La utilizaci6n de la técnica de Lebeco para la anl! 
caci6n del suero a las placas de IEF-B fue de ~ran util! 
dad ya que evit6 la preparaci~n d?ble de agarosa, mayor 
requerimiento de tiemno, reactivos y volúmen de suero, -. 
posible desnaturalizaci6n del Ac por exp?sici6n al calor 
1 la probable separación de la fase de a~arosa oue cont! 
nía al Ac de la fase de agarosa oue contenía al Ag, ade
m4s en•una sola placa se pudieron analizar diferentes -
suer?s utilizando un peoueHo volúmen y en el caso de ou! 
rerse analizar una cantidad mayor de éste, se aplicó . V! 
rias veces a la placa una vez oue se difundió el de la ! 
plicaci6n anterior. La sensibilidad oue ofreció ésta l!I~:. 
dificación fue muy semejRnte a la del método tradicional 
con pequeñas diferencias en cuanto a la nitidez de las -
bandas de precipitación. 

Una observación muy interesante fue la aparici6n de 
una doble banda de precipitación adicional con corrimie~ 
to electroforético alfa. Debido oue al momento de ser d! 
tectada desconocíamos oue Rouslathi en 1971 había repor
tado és~e hallazgo en el suero fetal humano como c'.lnse-
cuencia de congelamientos y descon~elamientos, el proceso 
que se sigui6 para verificar ésta informaci6n nos condu~ 
j6 a corroborar oue la "nueva" banda de precipitación C,2 

rrespond!a a un dímero o trímero de AP'P ya oue fueNn C!, 

paces de ser reconocidos por el SMC anti-AP'P y al pare-
cer ambas formas de AP'P se encuentran en c?ncentraciones 



99 

diferentes. 
Una vez ratificada la monoespec~ficidad de la frac

ci.6n GG del SMC: anti-APP mediante IEP-B se procedió a ~ 
rificar APP por un m6todo inmunoauímico. Uno de los may~ 
res problemas aue se presentan durante la purificación -
de la A'YP es la eliminación de la albdmina debido a Que 
6sta proteína presenta propiedades fieicoau!micas muy ª.! 
mejan tes a las de la APP (peso molecular, punto isoel6c
trico, coeficiente de sedimentación, etc.). 

Manaoor (38) y otros ~pos de investigadores han ! 
liminado la mayor parte de la albdmina median'e cromato
jJraf{a de afinidad empleando Affi-~el azul, con la misma 
finalidad en el laboratorio se realizaron electroforesis 
preparativas en bloaue de almidón, ásta t6onica permitió 
la selección de las fracciones con mi~ación electrof'Jr! 
tica alfa eliminando asi la mayor parte de la alblimina y 

otras proteínas con migración electrof'orática de beta y 

g&11111a-globulinas. 
Al efectuarse la elución de la APP con soluci6n re

guladora de glicina-HCl pH 2.8 seguida por la inmediata 
neutralización del elu{do a pH 7 no afectó las caracte-
rísticas de la proteína. 

cuando se analizó el grado de pureza del eluído m~ 

diante EIPGP aparecieron trazas de proteínas contaminan
tes, ástos resultados podrían inducir a dudar sobre la ~ 
monoeapecificidad de la fracción GG anti-APP, pero en b! 
se a las pruebas de IEF-B realizadas inicialmente asi c~ 
mo el análisis mediante la tácnica de ELISA en ~el se 
considera oue la fracción GG anti-APP si era monoespec!
f'ica y que la aparición de trazas de proteínas contami-
nantes más bien se debi6 a una absorción inespecífica ya 
aue se dejó un· tiempo de contacto excesivo entre la Sef! 
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rosa y las fracciones enrioueci1as de AFP, las proteínas 
conta~in::;r.tes se eli:nin3.r;n facilmente :n'?dian-:;e el emr.leo 
de SOa anti-S~H ins,lubilizad' c?n ~lU~P.raldehÍdo, ~st? -
se '.l·?nfir"'16 m~di~.nte el análisis en :!:FGP e ISF-B en el oue 
"l.n~reci6 un::t srJl::i bania :le tinci1n y nrecipi taciiSn, respe~ 
tivamente, P~ra la rroteína nurificada. 

El valor de peso molecular de 68 000 daltons nue se 
obtuv6 r.a.ra la pren:>.raci6n rle AFP ?bteni-ta en el labora
torio cay6 dentro del ran~o 1e pesos moleculares nue se 
reT1ortan en la bi bli OP,raf:!a para la t.?F ( 58), éste da to 
corroboró oue la nroteína purificada era A?P, otro análi 
sis oue contribuyó ::tún más en ésta identificación fue h~ 
ciendola reaccionar contra el SMC anti-AFP. El método i~ 
munoouímico utilizado para la purificaci6n fue convenien 
te, ya oue la proteína oue se obtuvo presentó buenas co~ 
diciones anti~énicas, un ~rado de pureza acentable y pr2 
p?rcion6 un rendimiento aproximado al 30~ el cual se a-
cerca al reportado por Rouslahti (58). 

3n el proceso de estan1arización de la técnica de -
ID-R fue de gran utilidad el uso del PEG por varias raz2 
nes: evitiS la deshidrataci6n de la ca~a de aRarosa, por 
ésto se podían prenarar varias placas a 18 vez y conser
varlas a 4º0 perfectamente sellqdas hacienio posible su 
uso despu4s de varios días, favoreció la forrnaci6n de 
los halos de prP.cipitaci6n haciéndolos más evidentes de 
tal manera oue facilitó la medici6n tanto de los halos -
P,randes co~o de los halos neauP.ños y redujo el tiernr.o de 
difusi6n; la técnica es~anlarizada fue bastante reprodu
cible como lo indica el error de inter e intra-ensayo, ~ 
freci6 una ~an capacidad de pr,cesamiento ya nue en una 
sola placa se pudieron anRlizar hasta 45 muestras, la 



101 

prepqración ~e la pl~ca fue sencilla y no reouiri6 de 
reactivos o eouipo complicado y la cantidad de muestra -
biol1r;ica nRra el an~lisis fue muy peouef.a, La obstante 
la buena reproducibilidad del m'todo, en CRda ensayo se 
efectuó una curva estándar para m~yor control evitando -
Cln ~sto oue los resultados estuvieran alterados debido 
a cue durante la preparaci1n de la plflca el Ac pudiera -
haber sufrido desnaturalizflci6n por calenta:niento o por
que hubiera perdido paulatinr.mente su reactividad duran
te el almacenamiento (aunoue ésto ~ltimo no lo pudimos ~ 
nalizar). Uno de los defectos de aue adolece ésta nrueba 
es aue presenta una baja sensibilidad.ya aue no permiti6 
detectar clarEl!llente concentraciones por debajo de 2 rg -
por ml sin embargo fue lo suficientemente capaz de dife
renciar aouellos líouidos amni6ticos de casos patol6~~-
cos c'n concentraciones elevadas de APP, Al momento del 
parto en el SCU la concentración de AFP es aproximadamen 
te 250 veces más elevada aue la detectada en el l!ouido 
amni6tico, por lo tanto mediante ~sta técnica ~e nudo 
cuantificar la concentración de AFP en el SCU de reci~n 
nacidos sanos de embarazos normales y en aouellos casos 
correspon~ientes a los patológicos oue aumentan la con-
centraci6n de AFP en el SCU fue necesario diluir lfls 
muestras originales para oue los ran~os de concen~raci6n 
cayeran dentro de la curva estándar, 

La IEF-C fue una técnica que m,str6 mayor sensibili 
lidad comparada con la de la ID-R debido a oue con ella 
se logr6 detectar concentraciones de AFP del orden de 0,5 
a 1 pg/ml; En cada prueba oue se realizo para cuantifi-
car la concentración de AFP en líouidos biol6isicos fue -
necesario incluir una curva estÁ.n'iar debido a aue duran
te el corrimiento electroforético había una. vari?.ci6n 
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considerable lo oue ocasionAba oue la altura de los coh~ 
tes vari4ra de un enFayo a otro a pesar de oue se trabajó 
tratando de conservar las mismr.s condiciones. Esto se d~ 
mostró estadísticamente me:iiante un análisis de "Andeva" 
oue indicó oue la variaci6n de debía al azar. Otro fac-
tor oue afectó considerablem~nte la rrueba fue la solu-
ci6n regul~dora ~e c1rrimiento ya oue debido a su alto -
costo se utilizaba varias veces por lo aue era necesario 
incrementar el voltaje en cada corrida subsecuente para 
alcanzar una corriente de 12 mA, ésto se debi6 a aue•n 
cada corrida electrofl)rética se evaporaba una peaueña 
cantidad de agua ocasionando asi el incremento de la fue~ 

za iónica <r>· Al igual aue en la ID-R, en ésta técnica -
no se pudo detectar la concentración de AFP en muchos de 
los líauidos amni6ticos debido a que la mayoría eran de 
productos normales a término y además fueron tomados de~ 
pués de la 35ª se·mana de la gestación en la aue la con-
centraci6n de AP? ya está por debajo de 0.5-1 pg/ml. Pn
el caso de líouidos amni6ticos de productos con patolo-
gía d..(lf11rN confirmada post-parto, solamente un L.A. fue 
tomad~ en la semana 16ª de la gestación, de los restantes. 
no se obtuvo el dato. Con el fin de saber si coincidía la 
identificaci6n de los líouidos amnióticos de los produc
tos anonnales en base al incremento de AFP se efectuó la 
cuantificaci6n de AFP mediante un estudio a doble ciego 
empleando ambas técnicas. Los resultados obtenidos en 8!!! 

bos casos coincidieron en la identificación. Uno de los 
inconvenientes de ésta prueba es oue los resultados son 
obtenidos despu~s de varios días debido a oue los proce
sos de diálisis y tinci6n a los oue se someten las pla-
cas con muy lar~os. La lectura también puede realizarse 

con la placa en fresco pero muchas veces en concentraci~ 
nes bajas de A~ no se pueden ver las bandas de precipit! 
ci6n haciendo imposible su medición. 
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Es incuestion?.ble el potencial oue ofrece el poder 
ef~ctuar la cue.ntificaci6n de AFP en el suero materno P! 
ra la detección de "!HN y otros problemas durante el emb! 

· razo, por ello se han diseñado técnicas aue son capaces 
de detectar concentraciones de A~~ por deba.io de 1 ¡El/ml, 
entre ellas se encuentra la técnica de ~!A y de Jil.ISA -
que son las más importantes, con el RIA se pueden detec
tar concentraciones hasta de 500 pg/ml pero además de ser 
sofisticada, se trabaja con material radiactivo, reauie
re de eouipo automático y muy costoso, su ejecución ·es de 
tiempo prolon~ado, en cambio el ELISA aunoue posee una -
sensibilidad un poco menor (3 nir/ml) es más rápida, de -
menos costo, los rea~tivos implicados son más estables y 

puede llevarse a cabo con eouipo ordinario de laborato-
rio. Se considera oue puede mejorarse la sensibilidad_ de 
la técnica de ELISA al grado de acercarse o i~alar a la 
sensibilidad aue ofrece la técnica de RIA dependiendo de 
las características del sistema aue se maneje. 

En el laboratorio se preparáron los reactivos nece
sarios para el montaje de un sistema ELISA. Los conju~
dos Ac-E preparados se evaluaron bajo las mismas condi-
ciones. La cromatografía en Sephadex G-100 del lote pre
parado' por el método de Avrameas reveló 3 picos, el pri
mero correspondió al conjugado Ac-E, el segundo a los di 
neros de peroxidasa y el tercero a la peroxidasa no con
jugada, por lo tanto el primer pico fue el oue se uso P! 
ra el montaje del ELISA. En el caso de la cromato~rafia 
en Sephadex G-100 del lote preparado por el método de N! 
kane también se obtuvieron 3 picos, 2 de ellos muy ola-
ros y el.último solo se empezó a formar, consideramos oue 
durante el proceso de conjugaci6n se pueden for:nar conju
~ados de diferente peso molecular debido al variado núme-
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ro de moléculas de enzima oue se acoplan a cada inmuno-

gl obulina, sin embP.reo el primer pico se consi1er6 como 
el conju~Rri·o Ac-E más importan te ya aue mostr6 mayor ho
mogeneidad, mayor concentraci6n de proteína y mayor con
tenido de peroxidasa acoplada, el segundo pico probable~ 
mente correspondía a inmuno~lobulina marcada de manera -
más hetero~énea (pico ralo) y no se utilizó debido a la 
baja concentraci6n de proteína y perJxidasa, el tercer -
pico oue fue apenas detectable ouizá correspondía a per2 
xidasa libre. En base a aue en la literatura se ha repo~ 
tado que aproximadamente el 99% de la fracción GG se ac2 
pla a la enzima creemos que en ambos procesos de conjug~ 
ción no se obtuvo algún pico con ésta proteína libre. 

Al evaluar la actividad del Ac y la enzima de los -
conjugados de ambos lotes sólo el preparado por el méto

do de Avrameas demostr6 oue conservó ambas actividades -
al probarse bajo las condiciones del laboratorio. Sl. lo
te oue fue preparado por el método de Nakane demostró t~ 

ner actividad enzimática pero no de actividad de Ac nro
bablemente debido a oue durante el tratamiento con el b2 
rohidruro de sodio se perdió una ~ran cantidad de Ac 
(teórico del 50 al 60~) y la peoueña cantidad oue se co~ 
servó no pudo detectarse p·:>r el método utiliz::itlo, por 
consiguiente ésta dltima preparación no se utilizó para 
el montaje de la técnica de ELISA. Con lo anterior se o~ 
servó oue aunque el método de Avrameas no es muy nuevo, 
es efectivo, más simple, menos drástico, más rápido, se 
utilizan menos reactivos y las condiciones del nroceso -
son más fáciles de controlar ya oue en el método de Nak~ 
ne es importante cerciorarse de los virajes de color po~ 
aue de no visualisarse la preparación debe ser desechada 
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e iniciar el proceso nuevamente, es probable Que éste mf 
todo no sea conveniente para marcar Ac de cabra. 

La prueba de ELISA en ~el fue muy importante ya oue 
ayudo a evaluar la actividad de los conjugados Ac-E, a
demás c'.ln ella se pudo observ11r oue existía reacción de
tectable entre la cantidad de AFP oue está presente en -
el suer'.l h~~ano y el Ac-E por lo tanto con éste sistema 
fue posible detectar concentraciones muy bajas de Ag y ~ 

demás ratificó la monoespecificidad de la fracción GG 11!! 

ti-AFP. Al~o nue sorprenJi6 durante éste análisis fue --
oue: 

a) Con el sistema APP'"""Ac-E: Se hizo evidente la -
reacción Ag-Ac al desarrollarse color porQue se llevó a 
cabo la reacción enzimática efectuada por el Ac-E oue se 
uni6 al Ag. 

b) Con el sistema Ac......,APP,.....Ac-E: No se desarrollo 
el color de la reacción enzimática, probablemente esto se 
debió a oue el conjugado no se uni6 a la APP y oue por lo 
tanto se eliminó durante la diálisis. 

No obstante que para el montaje de la técni~a de -
ELISA se probaron multiples sistemas y condiciones de tr! 
bajo (fases sólidas, soluciones regulad.oras, oriR:en de an 
tisueros, tratamientos previos de los Ac, tiem~os, tempe
raturas y condiciones de incubaci6n, diluciones de los 
reactivos, etc.) consideramos aue los mejores resultados 
obtenidos pueden servir como informací6n preliminar oue -
pu~íera ~r,licarse para seleccionar las con<liciones más a
propiad.as para el montaje de un sistema en el aue se pro
bará una fracción enríouecida de Ac adherido a la fase s~ 
lida. Con las condiciones oue se manejaron en todos los -
sistemas ELISA nunca se pudo observar oue a mayor concen
traci6~ de AFP correspondiera un mayor desarrollo de co--
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lor por la reacción enzimática, inicialmente se pensó 
oue 'stos resultados se debían a oue la fase s6lida no ! 
ra capaz de fijar al Ac y para favorecer la adsorción 
se probaron diferentes fases sólidas y soluciones rep;ul~ 
1oras que cubrian un rango de pH 5,0 hasta 9,5, encluso 
el Ac tambi'n se mod fic6 tratándolo con glutaraldehído 
o bien uniéndolo covalentemente a la fase sólida (discos 
activados con BrCN) pero en todos éstos casos no se ob-
serv6 una diferencia muy clara entre concentraciones al
tas, bajas y nulas de AFP. 

Cuando se fijó el Ac y en especial la fracción GG -
anti-AFP por medio de seouedad a 37ºc a los pozos de las 
placas Dynatech para ELISA, se observ6 una ligera difereu 
cia de ~esarrollo de color entre las muestras de color, -
negativas y positivas, pudiendo indicar 'sto dos cosas: -
~ue a pesar de la alta reactividad de los sueros anti-AFP 
su avidez por el Ag no era buena por lo oue era necesario 
incrementar su concentración y/o oue éste plástico era un 
buen soporte para el Ac pero debían mejorarse las condi~ 
ciones del sistema. Posteriormente se penso nue los conj~ 
gados Ac-E no reaccionaban de manera adecuada o aue su _ 
concentración era muy baja, por ello fue oue se pre~ara,
ron 2 lotes por· dos m'todos diferentes, ambos se evalua
ron y el más reactivo se probó por los criterios ya men
cionados. 

Debido a oue cuando se utilizaron bloaueadores pro
teicos (ASB y gelatina) se obtuvieron valores de fondo -
muy elevados, se decidió no utilizarlos para tener un 
sistema más limpio. Los valores de fondo elevados proba
blemente se debían a absorci6n inespecífica. 

Para el montaje de la tácnica de ELISA directa se -
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recomienda aue las fuentes de loe anticuerpos involucra
dos sean de animales de especie zoologicamente lejanas -
con el propósito de manejar inmunoglobulinae inmunologi
camente distintas, en el laboratorio se utilizaron como 
primer Ac uno obtenido de conejo el oue se unió a la fa
se sólida y como segundo Ac uno de cabra empleado en la 
preparación del conjugado Ac-E, sin embargo los resulta
dos no fueron diferentes a ios que se obtuvieron al usar 
Ao de cabra anti-AFP unido a la fase sólida. 

La última alternativa que se probó para el montaje 
de éste ELISA fue un sistema indirecto en el que se uti
zó un Ac de conejo anti-inmunoglobulina de cabra-peroxi
dasa. de acuerdo al sistema Ac cabra.....,APP.-.JAO cabra--SC 
anti-Ig cabra-PO que nuevamente di6 resultados muy poco 
satisfactorios. 

Es necesario hacer notar que al probar los siguien
tes sistemas: 

A) Ac de conejo o cabra anti-AFP..-...JAFP.- Hubo reac
ción aparente observable en IEF-B. 

B) AFP~Ac-E.- Hubo reacción aparente observable en 
el ELISA en gel. 

C) Ac de aonejo o cabra anti-AFP ....... AFP,.....Ac-E.- No hu
bo reacción observable ni en el ELISA en gel ni en pozos 
de pl~cas Dynatech para ELISA. 

Es difícil entender la razón del poroue las 3 protei 
nas juntas (inciso "C") no efectuan af.larentemente una 
reacción Ag-Ac típica en la aue se basa la técnica de EL! 
SA, sin embar~o se poiría pensar lo si~iente: 
1.- Falta de concentracion de Ac anti-AFP específico -

.• 
contra la AFP. 

2.- Interacciones muy débiles entre la fase sólida y el 



• 

106 

Ac el aue por consi~iente es eliminado fácilmente en ca 
da proceso de lavado. Si consideramos aue una de las li
mi tantes de la técnica de ELISA es oue su sensibilidad -
está sujeta, entre otros factores, a la cantidad de Ac -
absorbido gracias a las propiedades fisicoquímicas de la 
fase s6lida, es evidente la importancia oue tiene la na
t11raleza de ésta. 
3.- El Ac anti-AFP obtenido en el laboratorio fue muy 
reactivo contra un limitado número de determinantes anti 
génicos estericamente cercanos. Existe un gran número de 
publicaciones referentes al montaje de la técnica de EL! 
SA directa en las que inicialmente se obtienen Ac anti
AFP de baja afinidad por inoculación de conejos con APP 
purificada principalmente por métodos inmunoquímicos y -

absorbiendo al Ac en fases s6lidas como placas comercia . . . . -
~es para ELISA o incluso en microparticulas hidrofílicae 
de 4erivados de N-hidroxisuccinimida. En nuestro caso se 
inocul6 un precipitado formado por un complejo AFP-GG de 
conejo o cabra anti-AFP y aunque teoricamente éste tipo 
de complejos se metabol~zan in vivo, probablemente en -
nuestros animales el metabolismo modific6 algunos de los 
determinantes antigénicos de la AFP o bien el metabolis
mo se efectu6 parcialmente dejando solo expuesta una PªI 
te de la molécula y el resto quedó neutralizado por ant1 
cuerpos, por lo tanto el suero producido contenía anti-
cuerpos que solo reaccionaban o reconocían cierta zona -
limitada de la molécula pudiendo haber en ella algiin de-

" . 
terminante antigénico inmunodominante causante de la al-
ta reactividad del suero en el aue predomina el Ac diri
gido contra éste Ag, obviamente al efectuarse la primera 
reacci6n sobre la fase sólida Ac"'AFP se bloauea el de--
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terminante an+.ig-énico más importante por el Ac dominante 
y el segundo Ac del conju~ado Ac-E ya no tiene a su dis
posici 1n la zona anti~énica contra la aue ésta dirigida 
ya que éste conjugado se preparó con el mismo SMC anti-A 
PP que estaba absorbido en la fase sólida. Probablemente 
el acomodo espacial de los detenninantes no permiten la 
accesibilidad al Ac por un simple impedimento estérico a 
pesar de que el Ac es policlonal. Esta última aseveración 
ouizá no sea la más acertada pero pudiera explicar un P2 
co mejor el_fen6meno suscitado en ésta ,parte del proyec
to (inciso "C"). 

Al parecer las posibles alternativas aue podrían s~ 
lucionar el problema serían: 
a) Purificar APP humana e inocularla a animales sin im-
portar que los anticuerpos lÍltilizados en ambas. _fases ~el 
sistema ELISA sean obtenidos de la misma espec_ie. 
b) Obtener una concentración elevada de Ac anti-AFP alt! 
mente purificada y específica (teoricamente es suficien
te l pg/ml para el forramiento de un pozo de las placas 
de Dynatech). 
e) Utilizar un soporte, por ejemplo de algún plástico(c2 
mo el poliestireno)cuya absorción hidrofílica sea eleva
da hacia el Ac. 
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a o N e L u s I o N E s 
1.- Es más difícil trabajar con sueros de cabra aue -

con sueros de conejo por su alto contenido en lípidos. 

2,- La modificaci6n de Lebecq para la IEF-B ofrece u

na sensibilidad semejante a la del método tradicional y es 

más sencilla de realizar. 

3.- La aparici6n de polímeros de AFP se debe al cong! 

111111iento y descongelamiento sucesivo de las muestras biol& 

gicas que la contienen. 

4.- Los métodos inmunoquímicoa, en combinación con o

tros, permiten obtener preparaciones altamente purificadas 

de AFP. 

5.- El método de Avrameas para la preparación de con

jugados Ac-E sigue siendo bastante eficiente. 

6.- La IEF-C es ligeramente más sensible que la ID-R. 

7.- Es posible detectar embarazos con alto riesgo de 

DTN mediante la cuantificaci6n de la AFP en el líquido am

mi6tico empleando la técnica de IEF-C e ID-R. 

8.- En virtud de aue no fue posible detectar la con~ 

centraci6n de AFP en el suero materno mediante la técnica 

de IEF-C e ID-R que se montaron en el laboratorio (debido 

~ su baja sensibilidad) consideramos que es necesario afi

nas las condiciones de la técnica de ELISA que fue probada 

en éste trabajo. 

9.- PRra el montaje de la técnica de ELISA es más ad~ 

cuado utilizar el sistema cáa "limpio" posible. 
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RESUIEN 

La finalidad del trabajo fue el diseffo de t~cnicas 
sensibles, confiables y de bajo costo que permitieran -
cuantificar la concentraci6n de APP en diferentes líqu! 
dos biol6gicos para ayudar a la detección de un tipo de 
enfermedades perinatológicas, principalmente las relati 
vas a defectos del cierre del tubo neural (.IJl!N), que -
son muy frecuentes en nuestro país. 

Para ello, mediante inmunoadsorciones con suero -
normal humano se obtuvo un suero aonoespecífico anti-APP 
el cual fue utilizado para la purificaci6n de APP, la 
preparación de conjugados anticuerpo-enzima, montaje y 

estandarización de las técnicas de inmunoditusi6n ra-
dial (ID-R) e inmunoelectroforeeis de cohete (IBP-0) 1 
se intentó el montaje de Ulla t~onica de BLISA. 

Mediante las técnicas de ID-R e IEP-C se cuantifi
co la concentración de APP en líquidos amnióticos de m! 
dres con complicaciones durante el embarazo 7 en sueros 
de cordón umbilical de productos normales a término y ! 
rectados con D!'N. Ambas t~cnicas seleccionaron adecuad! 
mente aquellos líquidos amnióticos de mujeres embaraza
das con alto riesgo de tener fetos afectados con D?N. 

Para la cuantificación de la APP en el suero de m~ 
jeres embarazadas se intentó montar y estandarizar un -
sistema para la técnica de ELISA debido a que con ella 
se pueden cuantificar concentraciones por debajo de 1 
p&lml. No obstante que se realizaron un gran ndmero de 
modificaciones en las condiciones para dicho montaje, -
fue imposible, hasta el momento, establecer las condi-
ciones óptimas para un sistema adecuado y funcional. 
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