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INTRODUCCION

La alfa-fetoproteina (AFP) es una glicoproteina aso
ciada al embarazo cuya cuantificacién ha sido ampliamen-
te aceptada como un pardmetro auxiliar en la deteccién -
de fetos con defectos en el cierre del tubo neural {DIN),
en otras malformaciones fetales severas y en algunas en-
fermedades malignas humanas, debido a gue en éstos casos
su concentracién se encuentra generalmente aumentada.

Hirzfeld en 1932 sugirié que debido a la considera-
ble similitud morfolégica entre los tejidos cancerosos y
embrionarios, éstos deberfian compartir caracter{sticas -
antigénicas semejantes (51).

Pgderson en 1944 fué el primero en detectar en el -
suero fetal de becerros una proteina con movilidad elec-
troforética alfal la cual estaba ausente en el suero de
bovinos adultos, & ésta proteina la llamé fetuina. Poste
riormente Bergstrand y'czar en 1956 detectaron por prime
ra vez en el suero fetal humano mediante eiectroforesis
en papel, una protefna andloga a la fetuina que no fué
detectada en el suero de adultos sanos. Esta proteina se
designd con el nombre de alfa-fetoproteina por mostrar u
na movilidad electroforética entre la albimina y la re--
gién de las alfa,-globulinas (7).

Abelev y cols, en 1963 reportaron la presencia de u
na globulina fetal en el suero de ratas y ratones que -~
presentaban hepatomas primarins, la cual no fué detecta-
da en el suaro de 8stos animales con otro tipo de tumo--—
res (2).

Patarinov en 1964 y Abelev en 1967 encontraron gue
en el suero de pacientes con carcinoma hepdtico primario
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(CHP) se encontraban los niveles de AFP generalmente ele
vados (1, 72). Posteriormente Masopust en 1968 observé un
incremento similar en el suers de pacientes con terato--
blastoma maligno de testiculo y ovario (39). Debido a ég
tos hallazgos la AFP fué el primer antigeno embrionario
relacionado a tumores cancerosos, confirmando la teoria
de Hirzfeld.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA AFP

La AFP purificada a partir de suero fetal humano, de
hepatoma, de liquido aseftico y de teratocarcinoma pare-
cen ser fisicoouimicamente idénticas. La APP es una glico
proteina con movilidad electroforética alfal, constituida
por una cadena polipeptidica simple, con un peso molecu-
lar de 64 000 a 70 000 daltons, contiene 4.3% de carbohi
dratos (2,2% de hexosa no nitrogenada, 1.2% de hexosami-
na, 0,94 de 4cido siflico)(58), su secuencia de aminodei
dos es muy similar a2 la de la alblimina (60) con un punto
isoeléctrico de 4.76 y coeficiente de sedimentacidn entre
4.5 a 5.5 (40) su coeficiente de extincién a 280 nm es de
5.3 (46) y presenta una gran afinidad por los eatrfgenos
como el lT—ﬁ-@stradiol con una constante de afinidad de
108/m (3). Presenta microheterogeneidad al mostrar 2 cons
tantes de afinidad por la concanavalina A y 2 movilidades
electroforéticas (70). La APP presenta la formacion de pg
limeros que aparecen como artefactos después de congelaw

mientos y descongelamientos sucesivos ya gue en el suero
nativo no estédn presentes, pero ambas formas reaccionan
con el suero anti-—AFP {58).

LOCALIZACION DE LA AFP
I) Condiciones Normales
a) Sintesis de la AFP.- La AFP se puede detectar en
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embrién humano a los 29 dfas después de la concepeidn -
(25) ya aue pnr:a ésta etapa del desarrollo el primordio
hepdtico ya es capaz de producir ademds de la AFP otras
protefnas como la prealbidmina, albdmina, la élfal-anti--
tripsina, la alfaz-macroglobulina, 03, betal—lipoprotei-
na, inhibidor del Cl-estearasa, hemopexina y transferri-
na las cuales son secretadas al torrente circulatorio -
del feto (23, 24).

Entre los 32 a 35 dfas después de la concepcién los
1lébulos hepdticos pueden ser evidentes y aparentemente se
inicia la sintesis de la ceruloplasmina y la alfal-glicg
proteina 4cida; a ésta edad gestacional el saco vitelino
es una estructura bien desarrollada y sintet{za prealbd-
mina, slbimina, alfal—antitripsina y transferrina en adi
cién a la APP. Con excepcién de la albimina, éstas protel
nas son sintetizadas en cantidades iguales o mds grandés
que las producidas por el higado del embrién. Después de
ésta etapa el saco vitelino se va degenerando anatémica
y fisiologicamente por 1o cue la sintesis de las protei-
nas mencionadas va disminuyendo lentamente, excepto 1a
albimina. A los 60 dfas de la gestacién el saco vitelino
ha disminuido significativamente su produccién de AFP, - -
prealbimine, alfal-antitripsina y transferrina y a las -

'11.% semanas de gestacién sintetiza cantidades casi nulas
de prealbimina, alfal-antitripsina y cantidades muy pequg
fias de AFP, albumina y transferrina (23, 24).

La sintentesis de AFP también toma lugar en el trac
to gastrointestinal del feto, pero su aporte es muy pe~-
quefio comparado con el del higado fetal y el saco viteli
né. Ocasionalmente se ha detectads que el rifién fetal y
la placents 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 gestacién 1l1la concentracién de la AFP
en el suero fetal es de 67 pg/ml (22), durante las siguien
tes 3 semanas de la gestacidn la concentracién se incremen
ta aproximadamente 30 veces alcanzando niveles cercanos a
2 000‘pg/m1, ésto al parecer se debe a un incremento en -
la sintesis hep4tica ya cue en ésta etapa gestacional
el saco vitelino ha cesado casi por completo la sintesis
de AFP, por ésta razén el incremento de la APP en el sue
ro fetal durante las semanas 6.5 a las 9.5 de 1la gesta-—
cién se puede atribuir a exclusiva sintesis hepdtica.

Durante la semana 10 a la 13 de la gestacién la con-
centracién de APP en el suero fetal alecanza un nivel de
3 000 pg/ml, virtualmente toda la AFP presente en ésta -
etapa del desarrollo fetal es de origen hepdtico; a pesar
de gue la cantidad de APP sintetizada por el feto aigue -
aumentando hasta la 20 semana de la gestacién, a partir -
de la semana 14 hasta la semana 30 6 32 la concentracién
de APP disminuye de manera exponencial llegando a una con
centracifn aproximada de 200 jg/ml. Después de la semana
32 6 34 su concentracién disminuye lentamente hasta el -
término del embarazo, detectandose niveles de 13 a 86‘pg
por ml al momento del nacimiento.

¢) Niveles de APP en el suers de recién nacido.- Al
nomento del parto la concentracién de APP en el suero de
cordén umbilical es de 10 a 15 pg/ml (49). La concentra-
¢ibén de APP en el suero de recién nacido es aproximada--
mente 13-000 veces mis elevada que la encontrada en el -
suero de adulins normales y 625 veces més elevada aue en
el suero de la madre al momento del parto (14), ésta con
centracién disminuye rdpidamente durante las primeras sg
manas de vida. En la primefa semana la AFP tiene una vi-
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da media de 5 dfas y después de ésta es cercana a 10s 3
dfas, posteriormente decrece gradualmente hasta una con-
centracién 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 1los que nifios sanos mayores
de 1 afio de edad presentan una concentracién de AFP por
arriba de 200 ng/ml.

Se ha reportado que el suero de nifios al momento =~
del nacimiento tienen 1.8 veces méds APP que el suero de
nifias, pero ésta diferencia desaparece después de la pri
mera semaha, sin ambargo no se ha encontrado diferencia
en los sueros de las madres de los nifios o nifias durante
el embarazo 6 al momento del parto (14).

d)'Niveles de AFP en el lfgquido amniético.- Del 95-
al 98% de las protefnas que se encuentran en el liguido
amniético son de origen materno (29) siendo una de las
excepciones la AFP ya que es una proteina aportada por el
feto a través de la orina (22, 66). La concentracién mds
alta de APP en el liquido amnibtico se detecta alrededor
de la semana 13 de la gestacibén alcanzando un valor me-
dip de lSng/ml. posteriormente disminuye paralelamente
a como lo hace en el suero fetal.

‘@) Niveles de APFP en el suero materno.- Foy y cols.

en 1970 fueron los primeros en demostrar eh  incremento
de AFP en el suero de mujeres embarazadas (21). Durante

el embarazo la concentracién de AFP se incrementa en el
suero materno debido al paso de &sta a través de la pla-
centa o membranas amniéticas por gradiente de concentra~-
cién del feto hacia la madre (27, 66). En el primer tri-
mestre la concentracién de AFP no rebasa el rango del a-'
dulto normal, pero a partir de la semana 16 en la cue la
concentracidn es de 45 ng/ml se incrementa gradualmente
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hagta alcanzar un vivel méximo de 450 ng/ml durante el
tercer trime~'re (30 a 32 semanas de concepcién), mien~
tras en éste mismo perfodo la concentracién de AFP séri-
ca fetal disminuye de 2 X 10° ng/ml a 2 X 10° ng/ml, sin
embargo la concetracién mAxima de APP en el suero mater-
no se alcanza en las semanas 30 a 32 de la concepcién -
(27, 68). ]

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

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

han encontrado niveles aumentados de AFP en el suero fe-
tal y de recién nacidos asociados a ciertos casos de em-
barazos complicados (12, 53, 81, 83). En casos de nifios
recidn nacidos de madres disbéticas (53) o sometidas "a
isoinmunizacién Rh severa (12) se han encontrado niveles
anormalmente elevados de AFP comparadss con los niveles
encontrados en nifios sanos, mientras aque los neonatos de

madres toxémicas presentan concetraciones por debajo del
nivel normal. Se desconoce la razén de éstas discrepan--
cias, sin embargo se propone que la activacidn de las cé
lulas hematopoyéticas en el higado fetal en el caso de i
soinmunizacién Rh severa y la relativa inmadurez de la ~
funcibén hepdtica del feto de madres diabdticas nueden ex
plicar l1os niveles elevados de AFP en el suero de cordén,
mientras cue los niveles bajos de AFP en neonatos de ma-
dres toxémicas pueden reflejar una maduracién acelerada
del higado fetal.

En otros casos como en los neonatos con ataxia te--
langiectasia (81) o hepatitis neonatal (83) se pueden en
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contrar concentraciones elevadas de AFP.
b) Niveles de AFP en el liguido amnifticc.- =n 1972
Brock y Sutcliffe publicaron la existencia de ciarta asp

ciacibn entre presencia de DTN en fetos y niveles eleve-
dos de AFP en el lfouido amnibtico (9, 11). Estudiss pos
teriores realizados por otros grupos de investigadores
confirmaron tal asociaciébn (44, 45, 65, Ti, 75, 50, 82).
Dentro de las enfermedades asociadas al incremento
de AFP en el liguido amnibtico estédn: anencefalia, espi~-
na bifida, hidrocefalia, exonfalos, encefelacele, menin~
gocele, mielomeningoccle; wiocele, omfalocele; craneorra
quisquisis, atresia esofdgice, atresia duodensal, nefrd--
sis congénita, trisomfa G-21 y trisomia B, entre otras.
En los casos de DEN el feto presenta en el suero u-
na concegtracién normal de AFP, por lo tanto, el incremen
to en el liquido emniético se atribuye a la filtracién -
del flufdo cerebroespinal o bien a la transudacidn o san
grads de los capilares del feto directamente expuestos -
al 1l{ouido amnidtico (62)., Esta hipbtesis se apoya en la
observacidn de cue en fetos eon espina bifida "cerrada®
la concentracidn de AFP estd normal o ligeramente aumen-
tada. En los casos de anencefalia se confiere el incre--
mento de AFP en el 1{quido amniético a la depresién de -
la deglucidn fetal (56), lo gue contribuye al desarrollo
de hidramnios; en los casos de nefrésis congénita se con
sidera que es debido a la presencia de proteinidria, y en
las malformaciones del tracto gastrointestinal, al decre
mento de la deglucidn y digestidn del licuido amnibtico.
En la Gran Bretafia se remlizaron estudios colabora—
tivos entre varios hospitales con el fin de analizar 1=a
especificidad y selectividad de la cuantificacién de 1la
AFP en el liquido amnibético para la deteccibn de DIN. Los
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resultados demostraron oue se lograron detectar el §5%
de los casos con anencefalia y el B86% de los casos con e
pina bifida, éstos porcentajes de deteccibn se incrementa
ban s{ el estudio se realizaba antes de la semana 24 de -
la gestacidn (77).

Por lo anteriormente expuesto la cuantificacidn de
la APP en el lfquido amnibtico tiene un gran valor diag-
néstiqo en madres de fetos con DTN y, asociado con un exd
men por ultrasonido, puede ayudar a establecer un crite~
rio para realizar un aborto selectivo y evitar el nagi--
miento de nifios con problemas de éste tipa.

¢) Nivelem de AFP en el suers materno,~ De manersa -
independiente Brock y Lieek en 1973 observaron cue una e-
levacién anormal de AFP en el lfgquido amnibtico en presen
cia de DTN sec refleja generalmente en el suero materno, -
alcanzando concentraciones muy por arriba de las ocue ¢Ow=-

rresponden al embarazo normal. Se considera cue ésto se
debe sl paso de La AFP a través de las membranas amnibti
cas (8, 33). Estos hellazgos fueron posteriormente confir
mados por otros investigadores (8, 10, 62, &3, 69). -

Se han detectado concentraciones elevadas de AFP en
el suero de mzdres con embarazo multiple {27).

Debido a que la préctica de la amniocentesis lleva
el riesgo de provocar pérdida fetal, 1la posibilidad de
cuantificar la AFP en ¢l sueroc materno es de gran utili-
dad para evitar tel riesgo. hnoyados en ésto en 1977 se
reportéd un estudio colaborativo realizado en el Reino U~
nido con el objeto de evaluar la eficiencia de la prueba
de la AFP sérica materna para detectar DTN (76). En 61 se
eatableeid que 2.5 vecas el valor de la media normal era
el limite de referencia por arriba del cual se consideré
gque existfa riesgo de presentar DTN, se observé aque el -
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mejor tiempo para detectar embarazos com riesgo de DEH
estaba entrs '~ 16 a la 18 gemana de gestacidn ya que se
lograron detectar el 88% de los casos de anencefalis y -
el 79% de 1los casos con espine bifida. -

Esto demostré que la cuantificacién de la AFP en el
suero materno no es diagnéstica para DIN pero si seleccig
na 8 mujeres embarazadas con alto riesgo de tener fetos -~
afectados, sobre todo cuando la ultrasonografia no es muy
Htil en la deteccidn de éstos problemas.

Estudios similares se han llevade a cabo en otros -
paises como Suscia, Holande, Inglaterra, Canadé y Estados
Unidos en 1los aue se he confirmado que la cuantificacibn
de la AFP séricaz materna es Util como prueba de tamizaje
en la deteccién de fetos con DTN con una eficiencia del
92 al 96%, ademds de que tambidén es indicativa de otras
posibles complicaciones durante el embarazo por lo aqué se
ha establecido como prueba de futina en la gineco-obste~
tricia (69).

Otras posibles complicaciones que pudieranhaber du-~
rante el embarazo que no estdn relacionades a DIN y sin
embargo estin asociadas a2 incrementos de APP son:

-Amenaza de aborto y muerte intrauterina: ‘Wald y -
eols. enconbtraron gue habfa una probabilidad 6 veces mg

yor de amenaza ds aborto espontdneo en pacientes oue pre
sentaban increuentos anormales de AFP durante el sesundo
trimestre del emberazc. Se ha obmervado cue existe amenza
za de aborto es el momento oue se incrementaz la AFP o po
cos dfas después. La anmenazza dz aborto con niveles incre
mentados de APP estd asociada a muerte intrauberina du-
rante 103 2 trimestres del embarazo (66, 67, 79).
~Iscinmunizacidn Rh severa: Pacientes con isoinmuni
zaciones severas en donde el feto requiere de transfusig




12

nes intrauterinas es comin encontrar niveles incrementa-
dos de APP en el suero materno (13).

-Nefrésis congénita: En ocaciones las madres de fe-
tos con nefrésis congénita presentan niveles incrementa-~
dos de AFP en el suero, probablemente por exceso de trang
fusidn transaplacentaria o transamniética de éste protef
na ya que en éstos casos la placenta es muy grande (63, ~
T4).

~Toxémin y sufrimiento fetal: Se encuentran incremen

tos de APP en el tercer trimestre en el caso de existir -~
toxémia y sufrimiento fetal (15, 67).
-Y¥ola hidatidiforme v neoplasia trofobléstica: Debi~

do & que es diffcil distinguir entre un embarazo normal
y una mola hidatidiforme o nesplasia trofoblédstica se ha
tomado como referencia el oue af hay concentraciones de
APP menores que las encontradas en un embarazo normal -
es indicativo de ausencia de feto (64).

~0tras condiciones: La presencia de fetos con gas
trosquisis, ataxia telangiectasia, sufrimiento fetal 'y
tirosinemia hereditariz pueden presentar incrementos en
la concentracidn de AFP en el suerc materno (67, 81).

d4) Niveles de AFP en el suerc de pacientes con car
cinoma hepédtico primario (CHP).-~ Abelev y cols. en 1963
descubrieron una alfa-globulina embrionaria en el suers

de ratas y ratones con hepatoms rrimario, ls cusl nc se
presentaba en éstos apimales con ciro tipo de tumores -
(2).

Tatarinov en 1904 y Abslev er 1967 debectaron oue
exigtian elevaciovnes de la concentracidn de AFP en 21 sug
ro de pacientes con CONP (1, 72). )

Qbserveciones posteriores confirmaron oue existian
niveles incrementados de AFP en pacientes con CHP (73,
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T4) ¥ teratocarcinoma (1, 39); en base a ésto se propuso
la cuentificacién de la AFP como una prueba diagndstica
para éstas enfermedades malignas.

En 1966 se realizd un estudio colaborativo por la -
International Agency of Research on Cancer en el aue se
evalué la eficiencia de la prueba de la AFP para detectar
CHP (54). Las muestras analizadas se obtuvieron de Cen--
tros Kédicos de Jamaica, Kenia, Uganda, Repdblica del Cop
g0, Nigerie, Senegal, Singapur y se analizaron en PFrancis
¥y la U.R.S5.S.. En &fste estudio se encontrb oue el 66% de
aguellos pacientes gue presentaban CHP confirmado eclfinica
e histopatolégicamente mostraban conceniraciones elevadas
de AFP en el suero, el 32,4% presento resultados negati-
vos y up 6.5% presentd resultados discordantes, como gru
. po control se estudiaron sueros de pacientes con padeci-
mientos tales como cirrosis hepdtica, hepatitis, otras -
lesiones hepdticas, carcinomas extrahepdticos, enfermeda
des infecciosas, metabélicas y nutricionales y de éstos
s0lo el 2.1% mostraron niveles incrementados de AFP, &l
1.9% mostré resultados positivos o discordantes y el 96%
dié resultados francamente negativos, Algunos pacientes
del grupo control que mostraron incrementos de AFP presen
taron teratoblastoma maligno del testiculo. De los pacien
%tes con CHP confirmado, cuya prueba di6 resultados negati
vos por la téenica modificada de Ouchterlony, se pudo com
probar por el método del radioinmunoensayo gue 1os nive-
les de LFP medides eran anormalmente altos.

Aungue niveles anormales de AFP pueden aparecer en
varias enfermedades del higado es relevante su relativa
especificidad pare el CHP.

Se ha aplicade exitosamente la cuantificacién de la

AFP en el sexuimiento de la terapia conira tumores produg
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tores de AFP ya que en pacientes intervenidos auirdirgica
mente con remisién total del tumor la concentracién de -
AFY sérica baja rdpidamente, pero en el cmso de existir
residuos tumorales o metéstasis ésta se incrementa paula
tinamente ¥ en el caso de pacientes sometidos a auimiote
rapia 6 radioterapia puede indicar la eliminacidn o cre-
cimiento del carcinoma (42).

e) Niveles de APP en el suero de pacientes con tu-

mores indiferenciados no seminomatosos de testficulo y o
varioc.~ En forma simultdnea Abelev (1967) y Masopust =
(1968) demostraron ocue aocuellos pacientes cue presenta-—-
ban teratocarcinoma del ovario y testfculo (1, 39) tenfan

niveles de AFP en el suero anormalmente elevadado y que
los pacientes con tumores indiferencisdos presentaban con
centraciones elevaidas de AFP no as{ los pacientes con tu
mores bien diferenciados,

Se observs que en los casss de pacientes con tumores
no seminomatosos de ovaris y testiculo la concentracién de
APP se elevaba en el suero conforme avanzaba la enfermedad,
por 1o que ase consider§ que la concentracién de AFP puede
gser utilizada como indicador biocuimico del progreso o rg
misién de la enfermedad durante la terapiz, ademds es de
gran ayuda en el prondstico de 1a aparicidn de la patolo-
gia ya oue antes de gue &sta se manifieste clinicamente,
la concentracidn de la APP aumenta en el suero {28, 39, =
68},

£) Niveles de AFP en el suerc de pacientes con otros

tumores v enfermedades.- Se ha reportads la existencia de
niveles elevalos de AFP en pacientes con carcinoma géstri
¢co y pancredtico (75, 78) y en algunas enfermedades meta-

bSlicas congénitas o inmunolégicas tales como la tirosine
mia congénita (51), la cirrosis de la niffez indd (43) y -
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en la ataxia telangiectasia (81). En 1975 Chandre detec~

t5 niveles incrementados de AFP en pacientes con fiorosis
cistica y también se pudieron detectar incrementis lige~

ros en los pacientes de éstos enfermss por lo que se su-

girid que la cuantificacién de la AFP pudiera ser de gran
utilidad para la deteccidn de portadores heterocigbticos

con riesgo a desarrollar ésta enfermedad (18) sin embar-

80 otros investigadores no han podido detectar incremen=-

tos de APP en relacién con la fibrosis eistiea.

ANTISUEROS ANPI-APE

La AFP homdloge no es inmunogénica en su especie de
origen, mientras que la AFP heterfloga es un potente in-
mundgeno gque induce la formacién de anticuerpos de reac-
cién eruzada con la AFP de la especie inmunizada, ésto ~
ha gido observado en conejos inmunizados con AFP humana
(47) y en monos inmunizados con AFP de conejo (48, 61).

Estos hallazgns han originado gran interés ya oue se con
sidera que existe la posibilidad de usar tales inmuniza-
ciones para la inmunoterapia o posible profilaxis de tu
mores productores de AFP como en el CHP, pero los resul-
tados hasta ahora no han sido concluyentes.

HMETODOS DE PURIFRICAJSION DE LA AFP

Se han utilizado diferentes procedimientos para la
purificacién de la A¥P a partir de diverses fuentes como
sont 3suers fetal humano de menos de 20 semanas de gesta

cibn o bien el higado fetal {especimenes ideales pero de
diffeil obtencidn}, suero de cordén umbilical obtenido -
al momento del parto, liquido amniético, suerc de pacien
tes con CHP o teratocarcinomza, liquido ascitico u homoge
neizado de higado fetal o de tumor. Entre las técnicas -
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oue se han usado se encuentran la precipitacién por sala
do con sulfato de amonio (48), a partir de inmunoprecipi
tados o utilizando matrices insolubles como la Sefarosa
activada con bromurs de cianégeno ya sea acorlada a anti
cuerpos anti-AFP de baja afinidad o bhien a concanavalina
A, éstas dos Ultimas alternativas han permitido obtener
preparaciones mdés puras de AFP debido a nue se elimina la
albimina que es el mayor contaminante del material puri-
ficado por otros procedimientos {55, 57).

MET0D0S DE CUANTIFICACION DE Li AFP

Se hah descrito varios métodos inmunoslégzicos para
la deteccién y cuantificacién de la AFP.

Para concentraciones de AFP por arriba de os 500 ng
por ml se han usado diversas técnicas de inmunoprecipita
cibén en gel, entre las técnicas cuantitativas en gel se
encuentran la inmunodifusién radial que puede cuantificar
concentraciones mayores a los 2.5‘yg/ml (37), mientras -
oue la inmunoelectroforesis de cohete puede detectar cer
ca de O.Z‘yg/ml (31) aumentando sulsensibilidad e 20 ng
por ml utilizando AFP marcada con 25y (50).

Las técnicas semicuantitatives como la aglutinacién
en particulas de latex detecta concentragiones de 250 ng
por ml ¥y el ensayc por fijacién de complemento puede de=-
tectar concentraciones de entre 40 a 80 ng/ml (20, 51).

Se han disefiado téenicas més sensibles como los mé-
todos autorradiserdficos, los de radisinmunoensayo y 1la
técnica de inmunoensayo-enzimdtico {ELISA) para cuantifi
car concentraciones por abajo de 40 ng de AFP por ml.

Los métodos autorradiogrdficos directos e indirectos
aue utilizan APP 4 anticusrpos anti-APP marcados con -
1257 ge pueden detectar hasta 2 ng/ml pero son de poca &
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plicacién clinica principaslmente 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 antigeno o
al anticuerpo marcado con 1251 (19, 41), el sistema més
utilizado es el constitufido por doble anticuerpo pero se
han hecho diversas modificaciones para mejorar la sensi-
bilidad, pudiendo cuantificar concentraciones hasta de -
500 pg/unl.

La aplicacién de 1la técnica de ELISA para la cuanti
ficacién de la APP ha proporcionado una excelente alter-
nativa dentro del laboratorio de diagndstico clinico y -
de investigacién ya aue ademds de ofrecer una gran sensi
bilidad (del orden de 3 a 1000 ng/ml), los reactivos im-
plicados son estables, no radiactivos ni muy cdstosos, es
rdpida y da un alto grado de reproducibilidad y se puede
efectuar con equipo sencillo de laboratorio; se han esta
blecido varias modificaciones que han mejorado la sensi-
bilidad y especificidad de la prueba (5, 6, 35, 36). To-
do lo anterior hace que lastécnicasde ELISA sean fuerte-
mente competitivas cor el método de RIA, este dltimo aun
gue es mis sensible presenta el inconveniente de que los
reactivos que son recueridos ademds de ser de alto costo
tienen una vida media corts, se manejan radioisotopos -~
que representan un riesgo para el téenico que lo realize
Y se necesita equipo complicado como un contador de .cen-
telleo gamma cue incrementa adn mds su costo.
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PLANT EAMIENTO 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 1 000 nacimientos aproximadamente, lo ocue
muestra que el riesgo de nacimientos de nifios con DIN
es considerable, dada la alta tasa de crecimiento que -
ge da en el pa{s;

Esto obliga a las instituciones encargadas de la =
saldd a adoptar alguna medida para lograr la disminucién
del ndmero de nacimientos de nifios con éste tipo de en--
fermedades y por ello se deben de tener técnicas o méto-
dos auxiliares para la deteccidén de fetos con defectos -~
del tubo neural. Una de ellas es la cuantificacibn de la
APP, que aunque no es una prueba definitiva, junto con -
el exémen por ultrasonido.& la historie clfnica de la ra
cienté, ayuda al médico a decidir si el embarazo se lle-
va a término o no.

Creemos gue es necesario el establecimiento de una
técnica confiable para la cuantificacién de la AFP de a-
cuerdo con las necesidades y posibilidades técnicas del
pafs, aue ayude tanto en el dre=z cli{nica como en el 4rea
sconémica, que evite la importacién de reaétivos; que =~
sea de fheil acceso a pacientes con embarazo de alto rieg
g0 ¥ oue sea practicable en laboratorios con equipo sen-
cillo.

Por &sto, la técnica deberd ser reproducible, con-
fiable, rdpida, sencilla, no costosa y debe existir la -
posibilidad de que 1los reactivos biolégicos sean produci

dos por un laboratorio nacioneal,
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OBJETIVOS

PARTICULARES

A)

B)

Obtencién de un suero monoespecifico’de cabra anti-
alfa-fetoprotefna.

Purificacién de la alfa-fetoproteina a partir de --

. suero de cordén umbilical mediante algin procedimien

e)

D)
E)

GENERAL

to ipmunoguimido[

Realizacidén de varias técnicas inmunoldgicas oue por
medio del suero monoeséecifico permitaﬁla cuantifica
cién de la alfa~fetoproteina en 1fouidos biolégicos
(especimenes clinicos). -
Estandarizacién de la téchica seleccionada.
Aplicacibn de la téenica estanqariéadé en la cuanti-

ficacién de la alfa-fetoproteina en muestras estdn-—

dar y lfauidos biolégicbs de interés,

14

Montar y desarrollar una técnica reproducible y con-
fiable para la cuantificacién de la alfa-fetoprotei-
na en el suerc de mujeres embarazadas y en los lfoui

dos amnibticos correspondientes.



HIPOTESTIS

"3i se obtien_; el suero monoespegifi.co, éste serd
aplicable en técnigas' inmunolégicae para cuvanti-
ficar la alfa-fetoproteina, lo que & su vez, per
mitird el diagnéstico de enfermedades perinatolé

glicas",

20
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MATERIAL Y METO0ODOS

MATERIAL
' Material bioldgico:

a) Suero de cordsn umbilical (SCU).- Se extrajé a -
'partlr de la sangre arterial ¥ venosa del cordén umbili-
cal obtenida inmediatemente después del parto. La sangre
se dejé coagular a 37°c durante 30 min, posteriormente el
codgulo se retrajé a 4°C durante 30 min y se removié, el
suero resultante se centrifugé a 3 000 rym durante 15 min
¥ se conservé a -20°C hasta su uso.

b) Liguido amnibético (LA).- Mediante amniocentesis
se obtivieron 103 muestras de liouido emnibtico a dife--
rentes‘edades gestacionales de mujeres gue 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 0.0l% a -20%C hasta su
ugo. ' -

¢} Suero de mujer embarazada (SME).- Mediante veno-
olfsis = obtuvo la sangre de mujer embarazads a diferen-
tes semanas de gestacién con y sin alguna patologfa durap
te el embarazo. La sangre se dejé coagular a 37°G durante
1 h, se removid el codgulo y el suero se centrifugé a -
3 000 rpm durante 15 min conservandose a -20°C hasta su -
uso-

d) Suero de mujer normal y suer)s de hombre normsl -
(SMN, SHN).- Se colectaron los especimenes sanguineos en
boleas de sangrado con anticoagulante, el plasma se obtu
vo por centrifugacién a 3 000 rpm durante 15 min y se =
desfibriné posteriormente con la adicidn de CaCl2 al -~
0.025 M, el suero resultante se guard$ en presencia de
merthiolate al 0,01% a -20°C hasta su uso.
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e) Suers anti-ARP comercial (5 anti-4FP),~ Obtenido
de la compafiia Behring Institute.

f) Suern estdndar comercial de AFP (3Z0APP).- Obte-
nido de la compafifa Behring Institute, AG Marburg OTOD -
49690220 (12704) con 322 000 ng de APP/ml,

£) Suero de caballo anti-SNH (SCa anti-SNH).~ Obteni
do de la compafifa Zapell 8041V001l4l.

Y.} Suero de conejo anti~inmunoglobulina de cabra mar
cado ¢on peroxidasa {5Co0 anti-Ig cabra-P0).- Obtenido de
la compafiia Capell.

METQODOS
Obtencibn del sueros anti-AFP

Con objeto de obtener un volumen adecusdo de suero
arti-APP para la realizacidn del presente trabajo, se [
fectuzron procedimientos oue permitieron extrapolar 1los
resul tados a diferentes escalas, de éste manera inisial-
mente el suero anti-AFP se obtuvo de conejo y posterior-
mente de cabras,

1) Preparacidn de inéculo:

1.1) Inbculo de conejos.— A partir de SCU y S an
ti~4FP se realizd una curva de precipitzeisdrn cuantitativa
en tubo de ensayo (curva B aue se muestra despuéds), la -
reaccidn antigeno~anticuerpo (4g-Ac) se llevdé a cabo a -
37°2 durante 1 h (bafio de agua Cuting Co., 66648) y poste
riormente se incubd a 4°C durante 24 h, el precipitado for
mado se recupers por centrifugacidén a 3 000 rpm durante 30
min a 4°C ¥y los sobrénadantes se analizaron mediante in--
munoelectraforesis bidimensional (I%P-B) empleando como
antigeno SCU. Para extrapolar los resultados a mayor es-
cala, se selecciond aouella vroporcién de Ag-Ac que pre-
sentd el menor nimero de bandas en la IEF-B as{ como 1la
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mayor formacién de precipivado. El procedimiento de pre-
cipitacidn a mazyor voldmen se llevé = cabo bajo las mis

mas eondieciones anteriores y sl trecipitado fue recurerz

isnnlizica mediante cer

-

do y lzvads con solueibn szlin:

.

hee]

51bzt 2304) hasta oue -
la absorbaencia del sobrenadante Tue menor de 0,01 a 280
nm (Esmectrofotometrs Shimszdzu UV-18, cat. 204-2T7128). E1

precipitads lavado se resucperiib en solucidn salina al

[

trifugacidn (centrifuge ciinica

[EN

0.85% lz. preparacidén se conservd en 2licuotas de 2 ml ca
da una 2 -20°C hasta su uso.

1.2) Inéculo de cabrzs.-- Para 1a prevaracidén de
los primeros indculos aplicados en cabras se siguib el -
procedimiento anteriormente descrito utilizando SCU y el
suero «de conejo anti-~AFP (SC an+ti-£PF), éste dltimo obte
nido en el laboratorio, los indculss posteriores se pre—
pararon con suero de cabra inmunizada con AFP-GG de cong
jo o cabras, obteniendose una concentracibn de proteina -~
de 1.6 mg/ml en el inbeuls.

2) Programs de inmunizacién y sangrado de animales
de experimentacidn:

2.1} Inmunizacidn ¥y sangrzds de conejos.— El i~
néculo se aplicé semanalmente por via subcutdnea o intrz
musculay alternadamente, las 2 primeras d4sis se emulsi-
ficaron con adyuvante completo de Freud (ACF) en una pro
poreidn I;1l, las 4 df5sis siguientes se emulsificaron con
adyuvanfe incompleto de Preud (AIF). El animal se sangrd
por via intracardiaca durante las 4 dltimas semanas del
programz de inmunizacién, antes de ser inoculados. Des--—
pués de la coagulacién de la sangre, el suero se recupe-
ré por centrifugacibén a 3 000 rpm durante 15 min a tempe
ratura ambiente y se conservé en alfcuotas a -20%.
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2.2) Inmunizacién y sangrado de cabras,- La inmu
nizacién fue quincenal, las 5 primeras désis de in6culo
se aplicaron por via subcutdnea en varios sitios del lo~-
mo, 4 désis fueron emilsificadas antes de su aplicacién
con ACF (1:1), 1z cuinta con AIP, posteriormente se anli
caron intramuscularmente 4 d4ésis sin adyuvante. 21 san-
grado se efectud auincenalmente con una semana de diferen
cia a la arlicaci’n del inéculo. Durante el procedimiento
de sansrads se utilizaron bolsas especiales para éste pro
pbsitn con anticnagulante (Bolsang CPD sistema Fenwdl de
500 ml). El plasma se obtuvo por centrifugacién de la san
gre a 3 000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente, la
fibrina se eliminé empleando CaCl, a una concentracién fi
nal de 0.025 M (Merck 4101784), el suero resultante se re
cuper$ por filtracidn y se conservé a -20°¢ con azida de
sodio al 0.02% (Merck 3047663) hasta su uso.

Al paguete de eritrocitos obtenido al separar el -
plasma- se le adiciond Ca012 a una concetracidn final de
0.025 M y una vez formado el codgulo fue fragmentado, el
suero resultante se recuper$ por succidn y fue centrifu-
gado a 3 000 rpm durante 15 min; para eliminar la hemo--
globina y otros contaminantes se obtuvd la fraccidn ga--
mma-globulina (5G) mediante precipitacidén con sulfato de
amonio al 33% de saturacién, con ésta preparacidén se en-~
riouecid el suero de cabra correspondiente.

3) Andlisis del grado de reactividad del suero de co
nejo anti~AFP (SC ant:-AFP) y el suero de cabra hiperinmu
ne anti-AFP (S9H anti-AFP).- Bl andlisis se realizé me--
diante inmunoelectroforesis de Grabar y Williams (IER) e
IEF~B cmpleando como antigenos S5CU, SMN o suero normal -
humano (SNH, resultante de una mezcla de SMN y SHN en u-
na relacién 1:1),
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Obtencidén del suero moncespecifico anti-AFP (SMC an
ti-AFP): '

¥l SCH anti-AFP se sometid a 3 procesos diferentes .
de inmunoadsorcidén con SNH con la finalidad de elesir a-
cuel procedimiento cue mostrara maysr adsnrecién para ex-
trapslarlo a mayor escala,

1) Inmunoadsorcién:

1.1) Procedimiento # l.~ Adsorcidén con SNH: Em--
pleands suero centrifugado inmediatamente antes de su u-
80 a 3 000 rpm durante 15 min. -

Se hicieron curvas de titulacién Ag-Ac de acuer-
do & la tabla que se ilustra en seguida. En ambos casos
los tubos se mezclaron perfectamente, se incubaron 1 h a
37°C y: posteriormente 24 h a 4°C, Los precipitados forma
dos se recuperaron y lavaron 3 veces por centrifugacién
con solucibn salina al 0.85% a 3 000 rpm durante 15 min.
Los sobrenadantes de las 2 series se analizaron por inmu
noelectroforesis de cohete (IEF-C) y a los precipitados
se les cuantificé el contenido de proteinas por el méto-
do Lowry (34).

1.2} Procedimiento # 2.~ Adsorcién con SNH liofi
lizado: se realizé un procedimiento similar al anterior-
mente descrito pers en €ste caso ge utilizé SNH linfili-
zado sin reconstituir y se emplearon los gramos eauiva~-—
lentes a los mililitros del SNH como se indica en la ta-
bla del procedimiento # 1.

En base a los resultados obtenidos en los procedi__
mientos 1 y 2 se selecciond aquella provorcidén del SCH -
anti~AFP y el SNH que mostrd una mayor formacion de preé
cipitado asi como su sobrenadante el menor mimero de ban
das de precipitacidn al ser analizado por IZPF-B.

1.3) Procedimiento # 3.,- Adsorcién con protefnas



PROTOCOLO DE LAS CURVAS DE PRECIPITACION

CURVA A CURVA B
TUBO SCHSAFP SNH NaCl 0.85% SCHe<AFD SNH
(ML) (ML) {ML) (ML) {ML)

1 1 - 1 1 -
2 1 .1 0.9 0.9 .
3 1 0.2 0. 0.8 .2
4 1 0.7 0.7 .3
5 1 0.6 .4
6 1 . 5 .

7 1 0.4 0.4 0.
8. S .3 0.3

9 . 1 .2 0.2 0.8
10" 1 0.1 0.1 .
" B - - 1

92
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de SNH insolubilizadas de acuerdo al método de Avrameas
(4).

-Insnlubilizacién de protefnas del SNH {inmunoadsor
bente): Se sometié a didlisis un voldmen de 100 ml de SNH
empleando 4 1 de solucién salina 0,85% a 4°C durante toda
la noche con la finalidad de eliminar los posibles conta-
minantes oue pudieran interferir en el proceso de insolu-.
bilizacién de las proteinas del SNH, posteriormente se a-
justé el pH a 7 6 a 5 adicionando al suero dializado 10
ml de solucién reguladora de fosfdtos 1L M,pH 7, o0 bien ap
lucibn reguladora de ecetato 1 ¥ pH 5 (Potenciometro -
Beckman Zeromatic SS-3 mod. 96, car. 9608), cuando fue ne
cesario el pH se ajustd con NaOH 1N 6 HEl 1 N, inmediata
mente se adiciond lentamente y con agitacién constante -
30 ml de una solucién de.glutaraldehfdo al 2.5% (Sigma No.
G-1631) y se dejé reacbionar,en reposo a temperatura am-
biente durante t>da la noche, El gel formado se.fraccioné
¢on ayuda de una jeringa sin aguja y posteriormente con~
aguja, las particulas resultantes se lavaron de manera re
petitiva por centrifugacidén con solucién salina fosfatos
(PBS) 0.01 M pH 7 hasta obtener una densidad 6ptica (D.O.)
del sobrenadante a 280 nm igual o menor de 0,01, El sedi-
mento fue resuspendido en 200 ml de solucién reguladora -
de glicina-HCl 0.02 M, pH 2.8 (Sigma No. G~2879), se agité
durante 15 min a temperatura ambiente y la suspencién ob-
tenida se centrifugd a 3 000 rpm durante 15 min, el sedi-
mento se lavé posteriormente por centrifugacién varias ve
ces con PBS 0.01 M, pH 7, hasta aue la D.0. del sobrenadan-
te fue menor de 0,02 a 280 nm, Las proteinas as{ isnlubi-
lizadas se resuspendieron en el mismo PBS con merthiolate
a una concentracién de 1:10 000 y se conservaron a 4°c -
hasta su uso.



28

~Inmunoadsorcién: Antes de efectuarse la inmunoad--
sorcidén del SCH anti-AFP o el SC  anti-AFP, el inmunoad-
sorbente se centrifugé a 16 000 rpﬁ durante 30 min a 4°C
(Centrifuga Sorball superspeed RC-5B), posteriormente -
se mezcld con el suero anti-APP correspondiente a una con
centracidén del 33% utilizando como conservador azida de
- sodio al 0.02%, La suspenaién se dejé reaccionar 1-h a -
37%C con agitacién constante y posteriormentede 1 2 9 -
dfas a AOC, cada 24 ‘h se tomé une 2lfcuota de la mezcla
y se centrifugd a 16 000 rpm durante 30 min, el sobrena-
dente obtenidn se analizé mediantz IEF-B usando como an-
tigenos SCU y SMN o SNH, E1 sobrenzdante se eonservé a -
-20°C hasta su uso,

-Reconstitucidn del inmunoadssorvente: Tl inmunoad--
sorbhente empleado se lavd con PBS .01 W, pH 7,usando de
3 a 4 veces el volumen del suero =2dGsardido, el procedi--
miento se repitié hasta obtener une D.0. del liouido de
lavado menor de 0.04 a 280 nm, posteriormente se resus—-
pendid en solucidn reguladora de glicina~HCl 0.1 MypH =
2.8, incubandose toda l& noche aféoc v se centrifugd a -
10 000 rpm durante 15 min. El inmunoadsorbente se lavé =
posteriormente varias veces con PBZ hasta oue el sobrena
dante tuve una D.0. cercana 2 0 z 280 nm, Eliminada la -
glicina del inmunozdsorbente se mantuvo en suspensién en
PBS con merthiolate (concatracidén 1:10 000) y azida de -
sodio (concatracidn 0.024) a 4°C hasta su uso. En éstas
condiciones el inmunoadsorbente pudo reutilizarse.

-Deslipidizacidén de sueros (30): En un vaso de nre=
cipitados colocédd dentro de un bafio de congelamiento se
hizé una mezcla de 30 ml de éter dietflico con 100 ml del
suero a deslipidizar, La mezcla suero-éter se agité vigo
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rosamente con une varilla de vidric hastz cue solizifich.
Se dejé asi{ por 10 min mde y posteriormente se introdujé
el vaso a un bafio de agua tibia hasta oue el material -~
conzelado se desprendif, el botén aln congelads se vacib
a un embudo de vidrio sin papel filtro que estaba direc-
tamente conectado a un embuds de separacién perfectamente
cerrado. Al material congelado se le permitié desconge--
larse a temperatura ambiente y el lfouido se colecté den
tro del embudo de separacibn, el sistema se dejé en repo
so a 49C ¥ sin mover durante toda la noche tapando el -
embudo unicamente con un trozo de papel aluminio, Poste-
riormente, mediante corrimiento, se colecté el suero (fa
se inferior) y con la ayuda de un rotavapor se eliminé -
el éter residual., Al suero obtenido se le adiciond azida
de sodio a una concetracién final del 0.02% y se proce--
dio a esterilizarlo haciendolo pasar a través de membra-
nas Millipore de 0.45 p y se conservé en alicuotas a -
-20°C hasta su uso.

Andlisis inmunoelectroforético de sueros y antigenos:
1) Inmunoelectrnforesis de Grabar y Williams (IEP):
1.1) Prevaracidn de placas.- Se preparé mediante
ebullicibn una soslucisn de agarosa al 1% (Sigma No. ===
A-687T) en regulador de barbituratos 0.1 M,pH 8.6 (Beck-
man Paragon B-2 No. 655780) y antes de filtrarse en calien
te a través de una gasa de algoddén se le adiciond merthig
late a una concentracién final del 0.1%, de ésta solucién
se virtieron 25 ml sobre una placa de plédstico tipo Hyland
(13.8 X 8.4 X 0.8 cm) colocada sobre una superficie nive-
lada horizontalmente, la solidificacidn del ager se llevd
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a cabo a temperatura ambiente. Las placas se guardaron -
hasta su uso a 4°C en una cémara himedas perfectamente se
1llada. .

Momentos antes de su uso las placas fueron ranuradas
de acuerdo a un diagrama previamente seleccionado extra~
Yendo Unicamente los cilifndros de agarosa de 3 mm de did
metro para la formacién de los pozos donde fueron aplica
dos los antf{genos (SCU, S¥N, SNH, etc.) antes de efectuar
se la corrida electroforética.

1.2) Corrimiento electroforético.-

~Aplicacién de las muestras: Se aplicaron en
cada pozo 10 yl del Ag de acuerdo al diagrama selecciona-
do y se utilizé como indicador del frente .de corrimiento
electroforético uns peouefie czniided de azul de bromofe-
nol {Beckmen B-4).

~Electroforesis: Se uiilissd un equipo Hylend
{No. 077-922) mplicandosse en cada compartimento de la cé-
mara electroforétice 35 ml de sslucidn reguladora de bair
bituratos 0.1 M pH 8.6, las burbijas de aire que ouedaron
en las esponjas s2 eliminaron por compresién. El corri--
miento se llevé a cabo a 40 mi durante 90 min & temperatu
ra ambiente o bier se suspendid hzsta oue el azul de bro-
mofenol se despirzd de 6 a T cm Gesde el punto de aplica-
cidn.

1.3) Aplicacién del antisuero.~ Los canales del
gel previamente ranurados se removieron de las placas de
agarosa & se 1llenaron con 100 Pl del suero correspondien
te.

1.4) Inmunodifusién.- Las placas se incubaron du-
rante 24 h en una cédmara himeda a temperatura ambiente y
posteriormente se hizé la lectura de las bandas de preci-
pitacidn.
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1.5) Tincién de las placas.- Las placas se dialj
zaron contra varios cambios de solucibén salina 0,85% du-
rante varios d{as y después contra agua destilada. Se de
jaron secar a 37°G sobre una placa de vidrio y se tifieron
con azul de Coomassie al 0.25% dilufdo en &cido acético-
etanol-agua (1:4.5:4.5), posteriormente se elimind el ex
cedente de colorante mediante didlisis con la misma solu
cidn de deido acétlco~etanol-agua 8in coalorante.

2) Inmunoelectroforesis bidimensional (IEF-B)(32):
2.1) Preparacidén de placas.- Mediante ebullicién
se prepard una solucién de agarosa al 1% en regulador de
barbituratos 0,1 l,pH'B.G_y ge hicieron placas de agaro-
sa de 1 mm de grosor virtiendo 4.9 ml de la solueisn sp
bre placas de vidrio de 7 X 7 om coloczdag sobre une su-
perficie perfectamente horizontal. La agarosa se dejdé so

.lidificar a temperatura ambiente ¥ las placas se guarda-~

ron en una cdmara himeda a 4°C hasta su uso (no después
de 24 h de su preparacién). Las placas momenions antes de
usarse gse perforaron de acuerdo & un disgramsz previamen=
fe seleccionado, haeciendn 2 pnzoe por placa cada uno de
3 mm de didmetro.

2.2) Corrimiento electroforético.-

-Aplicacién del antigeno: Se aplicaron 5 pl
de los antigenos de interés evitando oue se derramaran
sobre la superficie de la agarcsa. Uno de los antigenos
se preparbé con azul de bromofenol para emplearse como in
dicador del frente de corrimiento electroforético.

~Electroforesis en primera dimensidén: Para
efectuar el corrimiento electroforétics se utilizé una -
fuente de poder Gelman (Gelman Instruments mod. 38206, se
rie 82) y una cdmara electroforética construida en el la
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boratorio (25 X 17 X 6 cm)}. En la cémara se virtieron -
450 ml de solucién reguladora de barbituratos 0.1 M pH =
8.6, las placas se colocarnn sobre un puente y ge estable
cib contacto con la solucibdn reguladora mediante unas me-
chas de papel filtro Whatman # 1 (6.5 X 3 cm). El primer
corrimientos electroforéfico se efeétud.aplicando 1} mA -
(aproximadamente 80 volts) durante 3 h o bien hasta oue
el azul de bromofenol se desplazé cerca de 2 cm desde el
punto de aplicacidén del Ag.

" =Aplicacién del antisuero: Para aplicar a la
placa de agarosa el antisuero, por absoreidn se deshidra-
to una drea de gel colocando sobre su superficie una hoja
de papel filtro Whatman # 1 (5.2 X 4.9 cm) de acuerdo a
‘ la figura 1 durante 30 a 60 seg. Posteriormente el papel
filtro se removié e inmediatamente se coloct sobre un ex
tremo de la zona deshidratada (ventana) una hoja de papel
celsfén impermeable de las mismas dimensiones que las del
papel filtro emplemda en la deshidratacién. Entre el pa-
pel celofdn y la agarisa se virtieron de 100 a 200 nl de
antisuers, ¢l cual se distridbuyd homozgeneamente por capi
laridad en toda el drca del sel deshidratads (veatenz) -

al caloecer graduslnente el papel celnfdn sobrs la super

w]

ficie del smel (Pigura 2). las placas se colocaron dentro
de una cédmara humeda durante 10 & 15 min para permitir -
que el suero se difundiera dentro del gel.
~Inmunoelectroforesis en segunda dimensién:

La siguiente slectraforésis se efectud perpendicularmente
con respectn a la primera, apllcando 5 m4 (anrox1madamen
te 40 volts) durante 18 h a 4°C.

2.3) ™incidn de las placas.~ Las placas se diali
zaron contra varios cambios de solucién salina 0.85% Yy
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después contra acua destilaia. Se secaron a 37°C y se ti
fleron ¢on azul ds Conmascie eliminandose el excedense de
colorante ¢on una soluecifn de decido acéticor~-etanol-apgua
(1:4.5:4.5).

3) Purificacién de la fraceisn gamma-globulina (GG):

Son el objeto de saber el grado de adsorcifén efectua
do en el SCH anti-APP se separé la fraccién gamma-globuli
na mediante precipitacisnes fraccionadas con sulfato de -
amonio al 33% de saturacidn empleando una solucién satura
da de sulfato de amonio a pH 7.8 (Merck 201217). El proce
dimiento consistié de las sisuientes etapas:

1.~ Un voldmen de suern se transfirié a un tubo pro-
visto de una barra magnética y se colacd sorbre un agita-
dor mamético.

2.~ Al tubo se le hiz5 una marca ocue coincidiera con
el nivel del volimen del suers.

3.~ Se 2diciond lentamernte y con agitacidn constante
una parte de s2lucibn saturada de sulfato de amonio reci-
én ajustads 2 pH 7.8 por cadiz 2 partes ds suero.

ulfatz d2 amonio se de

jo agitando la suspensidn durante 15 mirn mids.

5.- Después de éste tiempo la suspensidn se centrifu
g0 a 3 000 rpm durante 15 min = Temweratura ambiente.

6.~ El precipitado resultante se disolvid en solucién
salina 0.85% pH 7.8 empleando un volumen suficiente para
alcanzar la marca que correspondia al voldmen original del
suero.

T7.- Los procedimientos de los incisos 3, 4, % y 6 se
repitieron 2 veces més.

8.~ El Bltimo precipitado obtenido se disolvié en sp
lucién salina-boratos reconstituyendo un tercio del vold-
men original del suero. La solucidn salina-boratos emplea
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da se preparé como sifue: 95 partes de solucidn s=lina -
0.85% + 5 partes de solucién madre de boratos (6.184 z de
dcido bérico + 9.536 £ tetraborato de sodio decahidrataio
+ 4.384 g de cloruro de sodin, ajustando el pH a B.4 antes
de afsrar a 1 1%).

9.= Para eliminzr el sulfato de amonio, la prepara=-
cién se dializé a 4°C contra solucién salina-boratos du
rante varios dfas rsalizando 3 cambios dieriss de la solu
eidn dializante., Se probs la presencia de isnes sulfatos
en el lfocuido dializante empleando una solucidn saturada
de cloruro de bario el cuel forma un precipitado de sulfa
to de bario en presencia de iones sulfato.

10.~ Terminada la diflisis la muestra se centrifusé
a 3 C00 rpm durante 15 min a temperatura ambiente nara e
liminar material insoluble y el sobrenadante se guard$ -
en congelacidn a -20°C hasta su uso.

11l.- A una alfcuota de la GG obtenida se le cuanti-
ficéd el contenido de proteinas por el método de Lowry.

4) Cuantificacién de proteinzs por el méiodo de Low
ry (36):

1.~ Se mezclaron 50 ml de Na2063 al 2% en KaO¥ 0.1 N
con 0.5 ml de CuSO4 al 1% y 0.5 ml de tartrato de Na y K
al 2% (v/v). La mezcla se prepard al momento de usarse.

2.- En tubos de ensayo de 13 X 100 se colocaron por
duplicado 0.1 ml de la muestra problema y del estandar -
( 400 pe de albimina sérica bovina/ml) se ajustd el vold-
men de cada muestra a 1 ml con solucién salina 0.85% y -
se adicionéd con sgitacidn 3 ml de la mezcla de reactivos,
dejandose en repnsso de 10 a 15 min, En la serie se inclu
y6 por duplicado un ml de solucisn salina al 0.85% como
control de reactivos,
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3.~ Despuds de éste tiempo se adiciond a cada tubo
0.1 m) del reactivo de Polin Cicolteau (Reactivo de Fe-
nol, Sigma No. 2790) y se agitaron inmediatamente dejan~-
dose en repsso 30 min a temperatura ambiente.

4.- Al término de dste tiempo se determiné la D.O.
de cada tubo a 600 nm en un fotocolorimetro (Bauch and -
Lomb, Espectronic 20) ajustando el aparato a cero con el
control de reactivos.

5.« Para conocer la concentracién de proteinzs de -
las muestras, la D.D. obtenida se interpnsléd en una curva
estandar cue abarcaba un rango de concentraciones desde
20 a 200 pe de proteina por ml.

Purificacifén de la AFF

Con objeto de obtener una mustra rica en AFP se hi-
26 una separacidn electrsforética en blooue de almidén -
de las protefnas del SCU.

1) Praccionamiento de proteinas del sS4U mediante e~
lectroforesis preparativa en blocue de almidén (EPBA) =
(16):

1.1) Lavado de las particulas de almid4n: Quinien
tns grs de almiddn se dejaron hidratar durante 18 h en =
500 ml de agua destilada. Las particulas mds peouefias oue
permanecieron en suspensidén se eliminaron por decantacién
y el sedimento se lavd 12 veces mediante vacio, 10 de los
cuzles se hicieron con solucidn salina 0.85% y los 2 dlti
mos con solucidn. reguladora de barbituratoes 0.075 M, pH
8.6. Cada vez la pasta seca resultante se vacio 2 un re-
ecipiente cue contenia 400 ml del 1licuido de lavadn, se -
mezeld vigorosamente hasta formar una susnensién homogé-
nea y se virtié nuevamente al embudo blichner para someter
se 2l vacfo. El almidén lavado se dejd por lo menss 18 h
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en solueidn reguladora antes de usarse,

1.2) Preparacién del bloocue de almidén: El almi-
dén se resusverndis en el menor volumen posible de solu——
e¢idn reguladora de tal manera cue permitid la formacién
de una pasta densa y homogéneé, la cue se virtis en una
placa de material acrilico de 23.5 X 14 X 0.9 cm previa=-
mente nivelada y pravista de una hoja de pldstico y de -
un par de mechas de papel filtro de poro mediano cnloaca~
das en los extremos de la placa. El almiddn se dejé dre-
nar hasta cue se perdid el brillo de la pasta debido al
exceso de lfouido.

1.3) Aplicacifn de la muestra: En el blooue de -
almidén se ranuré un canzl de 1.5 X 13 X 0.9 cma 4 cm .
del extremo catédico, a éste se le extrajo el almidén y
se substituyd por una pasta preparada con almidén lavado
seco y 16 ml de 3CU previamente dializado contra. la misma
solucién reguladora y tefiida con azul de bromofenol (és-
te colorante se fija exclusivamente a la albimina por lo
oue puede servir como iniicador del frente de corrimien~
to electrofor &tico). El bloaue se dejd drenar nuevamen-—
te hasta que el canal perdié el brillo y se cubrid con la
hoja de pléatico.

1.4) Corrimiento electroforético: Il blooue se -
colocé dentro de una cdmara electroforética que contenia
1,5 1t de solucién reguladnra de barbituratos 0.075 M, ~
pH 8.6,de tal manera oue solo las mechas tuvieran contag
to con la solucidn remuladora. 4l sistema se le aplicd u
na corriente de 60 ma {aproximadamente 270 volts) duran-
te 18 a 22 h a 4°C o hasta aue el colorante se desplazé
cerca de 18 cm del punto de aplicacién,

1.5) Tdentificacidn, elucidn y trataniento de -
las fraccisnes separadasgt Una vez coneluids el esrrimien
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to electroforéties se tomé una impresisdn del fracciona--
miento de proteinas, colocands una tira de panel filtro
de pors fino de 1 X 23.5 cm sobre el bloocue de almiddén -
la cual se remsvié hasta aue se humedecid perfectamente
(aproximadamente 10 min), y posteriormente se sometid a
un nrocesd? de tincidn empleands una solucién de Rojo de
Ponceau al 0.5% preparada en dcido triclorracético al 5%,
el exceso de colorante se eliminé mediAnte lavados sucesi
vos con una solucibn de dcido acético al T#. Se midid el
ancho de cada una de las banias y de acuerds? a ésto se -
separaron 5 fracciones de proteinas {albumina, alfa,, al
fag, beta.y gamma~-globulinas), Utilizando una probeta se
midié el volumen de cada fraccién de almiddn, se transfi-
rieron a un vaso de precipitados, se agitaron con un vold
men ecuivalente de solucidén salina-boratos pH 8.4, se elu
yeron por filtracidn al vacio y ésta operacin se repitid
4 veces mds, 3e formaron mezclas de cada serie de elufdos,
ge virtieron a tubos de didlisis y se concetraron casi a
secuedad con goma ardbiga o goma guar, se dializarsin con-
tra variss cambios de solucidn salina-boratos pH 8.4 a -
4°0, se centrifusaron a 3 000 rpm durante 30 min y a los
sobrenadantes se les cuantific$ la concentracién de prote
ina por el métods de Lowry. Para evaluar la eficiencia -
de 1a senaracidn electroforética se analizd cada fraccidn
par IZF-B contra SCH anti-~-AFP y electrofiresis en acetato
de celulosa (ZFAC).

2) Electrifaresis en acetato de celulosa (EFAC): La
membrana 42 acetato de celulosa se remojé en solucidn re
guladora de barbituratos 0.1 N, pH 8,6, Aurante 10 min, se
sect entre dos paneles absorbentes y se c92locéd en una cd
mara dz alectroforesis (Gelman Instruments Co.) la cual
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1len5 con la misma solueifn._de barbituratss. Despuds de
haberse aplicado 12s muestras (45 1 ul cada una) se hizd
pasar una carriente de 200 volts durante 2C min. Poste--
riormente se secé la membrana entre dos vapeles a2bsorben '
tes, se introduid dentrs de una soluciébn colorante de Ro
jo de Ponceau al 0.5% en decido triclorsacético al 5%, en
seguida se decolars mediante lavadas sucesivos en 4cido
acético al 5%, una vez eliminado el excedente el coloran
te, la membrana se deshidraté al vasarla 2 min en una -
mezcla de 95 ml de etansl + 5 ml de isnnropanol (mezcla
A) v se transvarenté al sumersirla durante 1 min en una
snolueidn formada por 70 ml de la mezela 4 y 30 ml de ci-
clohexznona. lLa membrana se dejd secer a temneratura am-
biente: eolocadr .ssbre una placa de vidrins y se ley$ en
un densitémétro (Gelman) a 520 nm.

3) Preparacidn del inmunoadsasrbente de Sefarosa:

3.1) Activaciidn de Sefarosa 4B-72L: Un voldmen de
20 ml de Sefarosa 4B-7L {Sigma) drenada se virtié a un -
embuds blchner y se lavd 10 veces por filtracién al va--
cfo con alicuotas de 20 ml de agua destilada fria, La Se
farssa lavada se resusveniid en un volimen de amua y se
transfirié a un vaso de precinitados, el cual se introdu
j6 en un bafio de hielo colocado sobre un agitaior magné-
tico, Inmediatamente se le adicion4 gota a gota y eon a-
gitacisn constante 6 ml de una solucidn recién nreparada
de BrCN a una cancentracién de 100 mg/ml (concentracibn
final= 30 mg de BriN/ml de Sefarosa), el pH semantuvd en
tre 10.5 y 11 adicionando NaQOH 2 N inicialmente y al fi-
nal NaOH 0.1 N, la preparacisn se agité durante 25 min y
después se virtis a un embudo blichner y se lav$ por fil_
tracidn al vacio con 10 voliumenes de agua destilada fria,
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resuspendisndo perfectamer.te la Sefarisa activada en ca-
da l=veado,

3.2) Acorplamiento de la proteinz: La Sefarnsa ag
tivade se lavé 10 veces con un= solucidn de N8H103 0.1 M-
NaCl 0.5 M pH 8.3 y casi seecz se hizo reaccionar durante
24 h ¢ 270 mg de 1la fraceidn GG del SMT anti-APP diali
zada previamente en la solucidn de lavado (concentracién
de 13.05 mg de G%/ml de Sefarosa). Desvués de éste tiem-
po la praoteina cue no reacciond se recurerd mediante sug
¢idn y la Sefarosa acopladz a la GG se lavd con 10 vold-
menes de la solucién de lavado, se resuspendié en 20 ml
de etanslamina 1 M pH 8.0 (Sigma No. H-5012), se dejé -
reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente, se lavé -
10 veces con la solucidn de lavads, 5 veces con agua desg
tilada frfa, 10 veces con PBS 0.01 M pH 7.4 frio y se al
macené en el mismo PBS en presencia de merthiolate a una
concentracién del 0.1%. ‘

4) Elucidn de la APP ¢nn sslucidn de glicina-HCl: -
1 inmunoadsorbente de Sefarosa acoplada a la fracecidn -
G5 se transfirié a una jerinza de 20 ml y se lav$ exhaus
tivamente con FBS pH 7.4 hasta oue el 1lfouido de elucién
did una abssrbancia menor de 0.002 a 280 nm, posteriormen
te se pasé a través de ella una solucidn de glicina-HCl
0.2 M, pH 2.8, durante 10 min y se volvid a lavar con PBS
hasta obtensr una D.0. menor de 0.002 a 280 nm en el =luj
do., La Sefarosa se dejé drenar casi a sequedad y se embe-
bid con una mezcla de las fracciones mds ricas de AFP ob
tenidas de 1los blooues de almiddn, se tapd la salida de -
la jeringa, se dej$ adsorber la ARF durante toda la no~
che a 4°C, los componentes no adsorbidas se eluyeron por
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gravedad, la columna se lavé con PBS hasta obtener una
D.0. menor de 0.0C2 a 280 nm en el lfruido de lavado. Se
procedié a la elucidn de la AFP pasands una solucidn re-
guladora de glicina-HCl 0.2 M, pH 2.8 a través del inmu-
noadsorbente hasta aue se colectarsn 10 fracciones de 10
ml cada una, las fracciones se neutralizaron a pH 7 con
une solucién saturade de hidroximetilaminometano {Tris)
(sigma No. T-1503), se ley$ su D.O. a 280 nm y posterior
mente se mezclaron formando 2 lotes (lote 1: fracciones
1-5; lote 2: fracciones 6-10), éstos se concetraron por
deshidratacién con goma suar hasta casi 1/10 del wvolumen
original, posteriormente se dializdromcontra varios cam-
bins de PBS y se centrifugaron a 3 500 rpm durante 30 min.
Los sobrenadantes se analizaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida (EPGP) e IEF-B empleando SCH.
anti-AFP y se guardaron a -20°C hasta su uso. ’

5) Adsoreién con protefnas insnlubilizadas de SCa an
t1-3NH:

5.1) Insolubilizacién de las proteinas del SCa an
t1~SNH (inmunoadsorbente): 4 pH 5 se insolubilizaron las
protefnas de 2 ml de SCa anti-SNH de acuerdo & la técnica
descrita por Avrameas (4).

5.2) Inmunonadsorcién: Antes de efectuarse la inmu
nordsoreisn, el inmunocadsorbente obtenido del proceso an
terior se centrifugdé a 16 000 rpm durante 30 min a 4°C, -
posteriormente se mezclé con la solucién del lote 1 (apro
xim=1iamente 2.5 ml), La suspensidn se dejé reaccionar 2 h
a temperatura ambiente con agitacisn constante, se centri
fugé a 16 000 rpm durante 30 min a 4°C y el sobrenadante
se angliz6 mediante ZFGP e IEP-B usando 5CH anti-AFP y -
SMC anti-AFP.

5.3) Reconstitucién del inmunsadsorbente: Las pro
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tefnas insolubilizadas del S7a anti-SNH utilizado se rege
nerd de acusrds 2 lz séczica deserita por Avrameass (4). -
En éstas condiciones el inmunoadsorbente se pudo reutili-
zar. '

6) Electroforesis en geles de poliacrilamida (EFGP):
Para conocer el grado de purificacién (nvimero de bandas -
de proteinag) de a2lgunos de 103 reactivos prepzrados en -
el laboratorin se rrocedié a analizerlos mediante SFGP al
10%, Zos geles fuersn preparadss de la siguiente manera:

6.1) Gel de corrimiento: Se prevaré en un matraz
kitazato una mezela formada por:
l.- 20 ml de una solucibn de acrilamida-bis acrilamida al
30.8% (preparada con 7.5 g de acrilamida (Sisma No. A-B887)
+ 0.2 g de bisacrilamida (Sigma M-7256) en agua bidestilg
da, la solucifn se filtré antes de afnrar a 25 ml).
2.~ 7.5 ml de solucidn reguladora de Tris-HCl 1.5 M, pH
8.8 (4.54274 g de Tris, el pH se ajustd con HC1l 1 N antes
de aforar a 25 ml con agua bidestilada).
3.- 9.6 ml de agua bidestilada.
4.- Cuanio se trabajé en condiciones de reduccidn se adi-
cionaron 0.6 ml de dodecil sulfatn de sodis (3D3)(Beckman)
al 10% y el volimen de agua se ajustdéd a 9 ml,

Ssta mezcla se desgasé mediante vacfo agitando suave
mente durante 20 min. Para acelerar la polimerizamcién de
la acrilamida se adicion$ 7.5 pl de N, N, N', N'-tetrame-
tiletilendiamina (TEMED)(Siema No. T-8133) y 37.5 pl de -
" persulfato de amonioc al 104 (0.1 g de persulfato de amonio
en 1 ml de agua) recién nreparads, se virtié rédpidamente
19 ml de 4sta mezcla en el molde de la cdmara del eouipo
de electroforesis (Bio-Rad Mod. 220 Dual-Vertical-Slab),
para obtener una superficie perfectamente horizontal del
gel, antes de oue pslimerizara la mezcla se colocd una ca-
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pa de agua de aproximadamente 1 cm de altura con la ayuda
de una jeringa con aguja y se dejé en reprso 18 h a tempe
ratura ambiente.

6.2) Gel espaciador: Una vez asegurada la polime-
rizacién del gel de corrimiento se elimind la capa de agua
por vaclamiento absorbiendo el remanente con panrel filtro,
sobre la superficie del gel se aplicé 4 ml de la mezela -
del gel espaciador la cual se prepard con:

l.- 1.25 ml de solucién de acrilamida-bis acrilamida al -
30.8%. '
2.- 1.87 ml de solucidén reguladnra de Tris-HCL 0.5 M, pH
6.8 (1.51425 g de Tris ajustando el pH con HC1 1 N antes
de aforar a 25 ml con agua bidestilada).
3.~ 4.05 ml de agua bidestilada.
4.~ Cuando se trabajé en condiciones de reduccién se adi-
cionaron 75 pl de SDS al 10% ajustando el volumen de agua
a 3,98 ml,

ista mezcla se desgasé mediante vacf{o suavemente du-
rante 20 min y después se adicioné 3.7 Pl de TEMED y 25
Pl de persulfatn de amonio al 10%, se mezclé y de inmedia
to se virtié sobre el gel de corrimients colocando antes
de su polimerizacién un molde ("peine") para la formacién
de 135 sitins de aplicacién de las muestras (canales) e=
vitando 1la formacién de burbdijas. Una vez oue el gel es-
paciador polimerizé se llenaron las comnartimentos de la
cémara can solucién reguladora de eorrimiento Tris 0,024
M-glicina 0,191 ¥, pH 8.3 (3 g de Tris + 14.4 g de glici
na/ 1 de solucifn reguladora)(al trabajarse en condicio_
nes de reduccién se adicioné 1 g de SDS por litro de so-
lucidn reguladsra) y el mnlde ("peine") se extrajé evie-
tando aue los canales se deformaran o ouebraran. En es--
tas condicinnes se efectuaron 5 lavados a los canales -
¢on snluci4n reguladora de corrimients y posteriormente
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gse realizé una p;eelectroctroforesis a 25 m4 durante 15
min.

6.3) Aplicacibn de las muestras: Las muestras se
analizaron en dos condiciones:

1l.- Muestres analizadas sin reducir.- Las muestras se mez
claran con una solucidn de sacarosa al 40% (con azul de =
bromofensl) en una relacién 1:1.
2.~ Muestras analizadas reducidas.- Las muestras se mez-
claron en una relacién 1:1 con 1la siguiente solucién: 0.4
ml de solucién reguladora de Tris 0.5 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 (Sigma) + azul de bromnfenol. Es
ta mezcla se sometid a un proceso de calentamiento en ba-
fio de agua a ebullicién durante 5 min. ' -
Las mﬁestras se virtieron en cada canal evitando nﬁe
se mezclaran con la solucifén reguladora de corrimiento. -
En el caso de oue la muestra fuera una protefna purifica-
da, se colocaron 14 pg de la proteina por cada cAnal.

6.4) Corrimiento electrsforético: Para la miara—
cién de las muestras en el gel espaciador se aplicaron -
15 mA por placa (Puente de poder ZJamag, 67803) y una vez
aue el indicador penetrd en el gel de corrimiento se in-
crementd el amperaje a 30 mA_por placa. La electroforesis
se suspendif hasta oue el eolorante se desplazf cerca de
12 cm (4 h a temperatura ambiente) desde el punto de apli
cacién.

.6.5) Tincién y secado de las placas: El gel se sg
co de la cAmara y se introduio en una solucién fijadora-
colorante (1.25 g de azul de Coomassie + 225 ml de metanol
+ 225 ml de agua destilada + 45 ml de Aecido acéties) du-
rante 2 8 3 h y para eliminar el excedente de colorante
el mel se dinlizé en una solucidn de dcido acético-meta-
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PURIFICACION DE LA AFP

PRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS DEL SCU
MEDIANTE ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN BLOQUE
DE ALMIDON : ’

LAVADO, CONCENTRACION E IDENTIFICACION DE
LAS 6(1—GL0BULINAS DEL SCU (AFP)

\
ADSORCION DE LA AFP SOBRE SEPHAROSA 4B~-CL ACTIVADA
CON BrCN ACOPLADA A GG MONOESPECIFICA ANTI-A F P

Toda la noche, 4°C

LAVADO DE COLUMNA CON PBS
(D.0.<0,002 A 280 NM)

ELUCION DE LA AFP CON SOL. REGULADORA
GLICINA-HCl pH 2.8

MEZCLA DE LAS FRACCIONES Y CONCENTRACION
CON GOMA ARABIGA

DIALISIS EXHAUSTIVA CONTRA PBS

3000 rpm, 30 min.

ANALISIS: ADSORCION CON PROTEINAS DE
EFGP SUERO DE CABALLO ANTI-SNH
IEF-B INSOPLUBILIZADAS CON GLUTA-

RALDEHIDO.

4 h, t.a.
16 000 rpm
30 min,

ANALISIS:
EFGP
. IEF~B
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nol-agua (1:4.5:4.5) efectuanio varios cambins y cuidan-
35 cue no se excedisra e nrocess de decoloraciidn, Los -
geles se dejaron sec¢ar a 4°C durante varios dfas sobre u
na placa de vidrio cubierta con ega-pack.

Cuantificacién de la AFP
1) Inmunoelectroforesis de cohete {(IzpP-C):

1.1) Preparacién de lzs placas: Se prepar$ por g
bullicisn una solucidn de mgarosa al 1% en solucibn regu
ladora de. barbituratos 0,1 M, pH 8.6, p= 0.75. Cuando la
solucifn de agarosa aleanz$ una temperatura de 56°C den-
tro de un barfio de agua se tomaron 14.4 ml y se mezclaron
con 0,72 ml de SMC anti-APP (concentracisn final del 5%)
virtiendose rdpidamente sobre una placa de vidrio (B X I8
cm) previamente calentada y colocada sobre una superficie
perfectamente horizontal, la mezcla se distribuy$ homogé-
neamente por toda la superficie de la vlaca evitando oue
se formaran burbdjes, grumos o se derramara. Una vez anli
dificada la mezcla a temperatura ambiente se hiciernn a
lo largo del extremo catédico de la placa 21 pozos de 3
mm de didmetro con una separacidn de 7.5 mm entre uno y
otro a una distancia de 1.25 cm de la orilla de la placa,
posteridrmente se guardaron dentro de una cdmara mimeda a
4°C hasta su us» (no se empled después de 24 h).

1.2) Aplicacién de las muestras: La cdmara de e~
lectroforesis conteniendo 450 ml de solucidn reguladora
de barbituratos 0.1 M, pH 8.6, se colochd en un bafio de -
hielo y dentro de ésta se puss la placa de agarosa, En -
cada pnozo de la placa se c¢orlocaron 5 pl de las muestras
problema y del estédndar, una de ellas tefiida con azul de
bromofenol para utilizarse com2 indicadnr del frente de -

corrimierto.
1.3) Inmunoelectrsforesis: La placa se puso en -
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eontacto con la solucidn reguladora por meiio de un par
de mechas de papel filtro Whatman 4 1 (17.5 X 3.5 cm), -
la electroforesis se llevd a ecabo a 12 mA (aproximadameﬂ
te 70 volts) durante 18 h a 4°C.

1.4) Tincibn de las plaecas: Las placas se dializd
ron e¢intra varios cambios de solucidn salina fisiolégica
y después contra agua destilada. Se secaron a 37°C, se ti
fieron con azul de Coomassie al 0,25% y el excesos de colo-
rante se elimind con solucién decolorante de dcido acéti-
go-etanol-acua (1:4.5:4.5).

1.5) Se pracedid a medir 1a longitud y base de -
los cohetes formados por las bandas de precipitaciédn, to
mando como referencia la orilla superior de los pozos.

2) Inmunodifusién radial (ID-R):

2.1) Preparacién de las placas: Se prepard por ca
lentamiento a etullicidn 20 ml de una solucidn de agarosa
al 1% en s>lucién salina al 0.85% conteniendo polietilen=
glicol 6 000 (PEG)(Sigma No. P-2139)(0.4 g), ésta solu-~-
cidbn se introduj& en un bafio de agua y cuando alcanzo u-
na temperatura de 56°C se le adiciond 0.2 ml de merthio-
late al 1% y 1.6 ml de SMC anti-AFP (concentracién final
del B%). Se mezcls perfectamente, se virtis de inmediato

-

sobre una placa tipo Hyland coloscada en una superficie -
perfectamente horizontal y se dejé solidificar a tempera-
tura ambiente. De ésta manara se obtuvé una nlaca de aga-
rosa de un espesor aproximado de 2 mm. La placa se perfo-
ré siguiendn un diagrama rtreviamente seleccionado haciene
49 pozos de 3 mm de didmetro con una separacibn de 12.5 -
mm entre uno y otro. Inmediatamente se procedié a la apli
cacidn del Az o2 bien se guard§ perfectamente sellada a
4%,
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2.2) Aplicacién de 1as-mueétras: Zn cada pozo se
colacaron exactamente 5)11 de las muestras de interés., -
Para la obtencidn de la curva de calibracidn se aplica--
ron dilusiones seriadas de 3ZCAFY,

2.3) Inmunodifusion: En éstas condiciones la rla
ca se guardé herméticamente cerrada dentro de una cdmara
himeda a temperatura ambiente y el Ag difundié de 24 a -
96 h. Los halos de precipitacién se midieron a interva--
los de 24 h.

© 2.4) Tincién de las placas: Para conservar la plag
ca de la prueba se sometid vrimero a una didlisis contra
varios cambios de solucisn salina 21 C,85% y después con
tra agua destilada, posteriormente la capa de agarosa se
desprehdi§ de la placa de pldstico y se transfirié a una
placa de vidrio, se secb a 17% y se tifio con azul de Coo
massie al 0,254, La decoloracisn se efectud con solucién
de 4cido acético-etanol-agua (1:4.5:4.5).

3) Inmunoensayo enzimético (ELISA):

Para el montaje de la técnica de ELISA se prerararon
los conjugados anticuerpo-enzima (Ac-E) de acuerdo a los
siguientes métodos:

I.- Método de 2 pasos con glutaraldehfdo (Avra--
meas)(32): Se disolvieron 10 mg de peroxidasa de rdbano
fuerte (PRF) de R.Z2.= 1.4 (Sigma tipo II, No. P-8250) en
0.2 ml de una solucifén de glutaraldehfdo al 1.25% en so-
lucibn reguladora de fosf4tos 0.1 ¥, pH 6.8, la mezela -
se dejé reaccionar 18 h a temperatura ambiente y posterior
mente se sometidé a didlisis contra PBS pH 7.4, a 4°C. El
dializado se aforé a 1 ml con solueidn salina 0.15 M y -~
se le adicioné 5.mg.de la fraccién GG del SMC anti-~AFP v
0.1 ml de s2lucién reguladora de carbonato-bicarbonato -
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1 M, pH 9.5, vcara asegurar la reaccién de la mezcla se -
incubd 24 h a 4°C con agitacidn constante, en seguida se
le adicionéd 0,1 ml de una soluci%n de lisina 0,2 ¥ (Sig-
mz), despuds de 2 h la mezcla se dializé contra varios -
cam®tins de PBS pH 7.4 a 4% y el dializado resultante se
som2tié a proceso de precipitacién fraccionada con sulfg
to de amonin al 50% de saturacién, empleando para ello u
na solucién saturads de sulfato de amonio pH 7.0, la pre
cipitacidn se realizé 3 veces y el precipitado formado ~
se recuperd mediante centrifusacibn, se solubilizd y re-
constituyd al voldmen inicial con amua destilada antes de
efectuarse la siguiente precipitaeidén, el dltimo precipi-
tado se disnlvié en el menor volimen de azua destilada y
se dializé a 4°C contre varios cambios de PBS pH 7.4, la
preparacifn se centrifugé a 4 000 rpm durante 30 min y, -
el sobrenadante se sometié a un proceso de separacidn -
cromatogridfica en una columna de Sephadex G-100 de 50 X
1.5 cm (Sigma) eouilibrada con PBS pH 7.4. Los elufdos =
oue contenfan el conjugado Ac~E (primer pico al leerse a
280 nm), se mezcldron, se concatréron mediante deshidra-
 tacifn con goma ardbiga (Sigma No. G-9752) y posterior-
mente se dializaron varias veces contra PBS pH 7.4, el
dializado se dentrifugé 2 4 000 rpm durante 30 min y el
sobrenadante se mezclé con albimina sérica bovina (ASB)
de tal manera aue al afarar la mezcla a 5 ml la concen--
tracidn de la ASB fuera del 5%, el oreparado se fraccio-
né en alicuotas de 0.5 ml (previamente esterilizado me--
diante membranas millirore de 0.45 P) fue sSe conservaron
en conmelaecibn a -20°C hasta su uso.

II.- Método de oxidacién con meta-perindato de so
dio (Nakene)(32): Se disolvieron 5 mg de PRF de R.Z.= 3.2
(Siema tipo VI, No. P-8375) con 1 ml de una solucién de -
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bicarbonato de sodio 0.3 M, pH 8,1 recién prenarada, es—
ta soluci’in se hizo reaccionzr z2on 0.1 ml de fluorodini-
trobenceno (PDNB)(Merck) al 1% diluido en etanol absolu~
to y se mezclé durante 1 h sin agitacidén magnética a tem
peratura ambiente. Posteriormente se le adicioné 1 ml de
una solucién de metaperiodato de sodio 0.06 M (Merck --
1393124) recientemente preparada en agua bidestilada, se
mezcld§ durante 30 min a temperatura ambiente virando el
color de la mezecla de café a amarillo-verdoso. En seguida
esta mezcla se puso en contacto con 1 ml de etilenglicol
0.16 M (Merck 2575787) en agua bidestilada y se le permi
tié reaccionar con agitacibén. La mezcla se dializé duran
te 18 h a 4°C contra 3 cambios de un 1 cada uno de solu-
cifn reguladnora 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 ambiente con 5 mg -
de la fraceidn GG del SMC anti-APP previamente solubili-
zada y dializada contra solucién de carbonato-bicarbona-
to 0.01 M, pH 9.5, al preparado se le adiciond 5 mg de -
borohidruro de sodio y se le dejé reaccionar durante 18
h a 4°C con agitacién suave, después se centrifugd a -
3 000 rpm durante 30 min y la muestra se aplich a una co
lumna de Sephadex G-~100 de 50 X 1.5 cm eaquilibrada con -
PBS 0.01 M, pH 7.4, las fracciones colectadas se leyeron
a 280 y 403 nm, acuellas gue comprendieron el primer
Yy segundo pico se mezclaron por separado y se concentra-
ron por.deshidratacién ¢’n goma ardbiga, los concentrados
se centrifugaron a 4 000 rpm, 30 min y loé sobrenadantes
se mezclaron con ASB en una concentracién final de 10 mg
por ml, posteriormente se esterilizaron por filtracién -
empleando membranas millipare de 0'45.P en presencia de
merthiolate (1:10 000), las fracciones se congservaron a
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-20°C dividiendo los 5 ml de la mezcla resultante en ali
cuntas de 0.5 ml hasta su uso,

Para el montaje de la técnica de ELISA se utilizaron
varias fases sdlidas y una de ellas fueron discss de papel
filtro activados con bromuro de ciandgeno (BrCN):

-Activacidn de discos de papel activados con BrCN: A
2 g de discos de papel £iltro Whatman # 1 de 0.5 cm de =~
didmetro previamente humedecidos con 20 ml de agua bides~
tilada fria, (el excedente de agua se eliminé por decanta-
¢isn), se le adiciond 60 ml de una solucién de BrCN al 3.33
por ciento preparada &l momento de usarse, a ésta mezcla ‘
se le ajusté el pH entre 10.5 y 11 con NaOH 1 N mantenien
dose asi durante 1% min, ensemuida el BréN (Merck 820193)
se elimind por succidn y los discos se sometieron a 1? la
vados. con duracidn de 2 min cada uno, con porciones de 50
ml de NaHCO3 0,005 M, posteriormente se lavaron 2 veces =
¢on agua bidestilada y enseguida 2 lavados de 50 ml cada
uno con acetona al 25, 50, 75 y 1004 sucesivamente. Los
discys lavados se gecaron a temperatura ambiente y se alw
macenaron en un lugar seco hasta su uso.

~Acoplamiento de proteina a los discos activados: Se
preparé una mezcla de 200 P1 de proteina (Ac anti-AFP, -
80U, AFP purificada} en 40 ml de NaHCO3 0.1 M, se adiecio
né a 1l g de discos activados secos y se dejaron reaccio-
nar durante 24 h a 4°C en agitacién muy suave, posterior
mente se lavaron 2 veces e¢on duracidn de 10 m n cada uno,
enn porciones de 100 ml de NaH303 0.1 ¥, enseguida se les
adicioné 40 ml de etannlamina 0.05 M en NaHCO3 0.1 M, pH
B.0 dejandose reaccionar durante 2 h, después de éate -
tiempo se lavaron 2 veces con solucién reguladora de acg
tatos 0.1 M,'pH 4.0, finalmente se realizaron 2 lavados
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empleandn en cada uno 100 ml de solucién reguladsra de -
i1noubreidn (sslucibn regilaisre de Fasfatss .05 ¥ k-
T.4 + NaZl 0,9% + ASB 0,3% + NaN 0.054% + Tween 20 al 5%)
Yy se dejaron en el menor volumen pesible de s>luciin regu
ladora de incubacidn a 4°C hasta su uso.

Para observar si efectivamente se habia acorlado pro
tefna a 105 discos de papel activados, una porcibn de és-
tos se intrsdujeron dentro de una solucidn de NaOH 0.1 N
y rapidamente a ésta sslucidén se le procedid a cuantifi-
car la concentracidén de rrotefna por el método de Lowry.

Para ratificar la actividad enzimdtica de los conju-
gados Ac-E preparados en el laboratorio por los 2 métodos
descritos anteriormente, se probaron inicialmente en nre
sencia de orto-fenilendiamina (0PD)(Sigma) en sslucibn re
guladora de citratos O.1 M pH'S.O haciendo una diliecién -
1:500 y 1:1 000 en PBS, se colocarsn 100 Pl de OPD al —-
0.04% preparada con H,0, al 0.01% y se Hejﬁurgaccionar du
rante 30 min en obscuridad, parandose la reaccifn adicio-
nando 20 Pl de H2804 8 N. !

Para observar la actividad inmunol’zica y enzimdtica
de los conjugados Ae-E se analizaron mediante una prueba
de ELI3: en gel:

-Inmunoensayo enzimdtico (ELISA) en gel: Sobre cada
portaocbjetos se virtieron 2.1 ml de una solucidn de aga-
rosa al 1% prerarada por ebullici%n en solucifdn regulado
ra de barbituratos C.1 M, pH 8.6, una vez solidificada la
agarosa se removié la zona localizada entre 1 a 3.3 cm -
del extremo catdédico, sustituyendose por una mezela de -
0.3 ml de agarosa al 2,6% preparada en solucién reeulado
ra de barbituratsos 0.1 M pH 8.6 a 56°C adicionada de 0.5
ml de la aolucién del conjugado Ac-E a probar. Los anti-



53

fenos oue se prabaron fusron § pl de SCU y de 3MN nue se
eslocaron en pozos de 3 mm de didmetro a 0,9 om del extrg
mo catddicor. Se efectu’ la IZP-C a 12 mA durante 18 h,
rosteriormente las placas se incubaron en una cédmara hﬁmg
da durante tosda la noche a 4°C. se dializaron exhaustiva-
mente varios dfas contra sslucidn salina 0,8%% y luego -
contra agua bidestilada., Para evidenciar la reaccién enzi
mética las placas se sumergieron durante 30 min a tempera
tura ambiente en la obscuridad en una solucidn-sustrato -
empieada para la técnica de ZLISA prevarada de la siguien
te manera: 15 mg de 4-Cloro-l-naftol + 5 ml de metanol +
25 ml de PBS pH 7.4 + 25 yl de H202 al 30%. Para detener
le reaccién,las placas se colocaron dentro de H,50, 2 N
durante 3 min, se enjuagarsn al chorro de agua y desoués
con aqua destilada, por dltimo se dejaron secar a 37°Q_dg
rante 18 h.

3.1) Montaje de la técnica de BLISA: Para el mon=-
taje y estandarizacién de la técnica de ELISA se probaron
cada uno de los componentes involucrados en los sistemas:
A) Sistemas:

a) Pase sélidar~ie~~APPA~Ac-E

b) Pase sdlida~~Ac~Blooueador~~AFPavic-E

c) Pase sdlida~Ac~aFP~Blooueador~ic-&

d) Pase sélida~sic~AFPAvACc~Anti=-Ac-B
B) Fase sflida:

a) Placas comerciales Microtiter (dynatech Microeliaan)

) Zsferas de vidrio esmerilade de aproximadamente 5
mm de didmetro.

c) Discas de membranas de acetats de celulosa (Beckman).
Se trabajaron em tubo de ensayo y en rlaca Dynatech,

4) Discos de parel filtro activados con BrCN acopla-
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dos a proteina. Se trabajaron en tubo de ensayo y placas
Dynatech.
C) Soluciones reguladaras para el forramiento de la fase
s6lida:
" a) Citratos 0.1 M, pH 5.0

b) Salina fosfatos 0,01 ¥, pH 7.4

P) Salina boratos 0.1 M, pH 8.4

d) Carbonato-bicarbona%to 0.1 M, pH 9.5
D) Anticuerpos acoplados a la fase sélida (1er Ac):

a) SMC anti-APP diluciones de 1:1 a 1:10.

b) SC anti-APFP monoespecifico: diluciones de 1:1 a
1:200.

¢) Praccién 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 c¢on glutaraldehido: El SMC anti-AFPP se diluy$ en
un volimen eaquivalente de PBS pH 6.0 + 2 volumenes de a-
gua bidestilada + 2 voldmenes de glutaraldehido 0.02 M, -
se incubd durante 20 min a 37°C y se le adicioné poste--
riormente 1 volumen de PBS 0.1 M pH 8.5.
E) Tiempo de incubacién: Se probaron diferente tiempos de
incubacidn para cada etapa de los sistemas, en la primera
etapa de adsorcidn del Ac a la fase s8lida se realizé me-
diante incubaciones de 1 a 2 h 4 bien de-18 a 36 h a 37°%¢
con las placas herméticamente cerradas, los acoplamientos
de las etapas ponsterinres se realizarsnn incubando durante
3V min § 1 h a 1la misma temperatura. En el caso del siste
ma "a" se adsarbié el primer Ac hasta seouedad incubzando
de 18 a 36 h a 37°C.
P) Puente de AFP:

a) SCU: ce 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 1:20C en PBS
0.01 M, pH 7.4.

¢) AFP purificada: sé probaron diluciones de 1:1 a ~
1:20 en PBS 0,01 M, pH 7.4 (so0lo se probd en discos acti~
vados con BroN),

d) SMN absorbido con sefarosa 4B-CL acoplada a GG an
ti-APP (concetracidn "cero" de AFP): se orepararon dilu -
ciones de 1:1 a l:1 000 en PBS 0,01 M, pH 7.4. .

G) Anticuerpo marcads con pernxidasa (2° se):

~a) Se utilizé el preparado por el método de 2 pasos
con glutaraldehfdo en diluciones de 1:500 a 1:1 000 en =
PB5°0,01 M, pH 7.4. .

b) En el sistema "4d" se utilizd un Ac de conejo anti
inmunoglobulina de cabra marcado con peroxidasa (SCo anti
I‘“cabra—PO)(Capell) diluido 1:500 en PBS 0.01 M, pH 7.4.
H) 'Solucién de lavado: Se utilizé PBS-Tween 20 (Sigma) al
0.05%, en los ensayons cue 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-
limen de la sslucidn del Ac. El nimero de lavados varié -
entre 3 a 6 en cada etapa.

I) Solucisn-sustrato:

a) En tubo de ensayoc o placa Dynatech para ELISA: se
prepard en la obscuridad poco antes de emplearse una solu
¢idn de OPD al 0.04% en solucidn de citrates 0.1 M pH 5.0
+ 0.01% de Hy0,. Se utilizaron 100 pl de ésta solucién pa
ra cada muestra incubando 30 min en la obscuridad a tempe
ratura ambiente. La reacceién enzimdtica se detuvé con 20
pl de H2504 8 N, y se procedi a leer a 492 nm,

b) En gel:

-Las placas se sumergieron durante 30 min en la
obscuridad en la siguiente solucién: 3-amino-9-etilcarba-
zol al 0,04% en solucién reguladora de acetatos 0,05 M, -
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pH 5.0 + 5% de N,N-dimetilformamida + 0.01% de Hgoz. Para
detener la reaccidédn se colocaron dentro de H2504 2N du-
rante 3 min, se enjuagaron al chorro del agua y después
con agua destilada, por Wltimo se dejaron secar a 37°C au
rante 18 h.

-Las placas se sumergieron durante 30 min a tempe

ratura ambiente en la obscuridad €n una solucién de: 4~Clo
ro-l-naftol al 0.015% en 16% de metanol + 84% de PBS pH =
T.4 + 0.025% gde H202. La reaccidén se detuvd con H2504 y
las placas se enjuagaron con agua corriente y agua desti-
lada y se dejaron secar a 37°¢ durante 18 h.
J)} Procedimiento de lavado: en cada etapa se utilizaron -
100 Pl de cada solucién y después de cada tiempo de incu
bacién ‘la solucidn se elimind por succién efectuandose los
lavados como se indicé en el inciso "H".
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RESULTADOS

Andlisis del gradn de reactividad de los suercs anti
AFP.- Jurante el programa de inmunizacidén y sansrado de
los animales de experimentacién {conejos y cabras) y des-
de su inicio se fue analizando la reactividad de los sue~
ros obtenidos en cads sangrada mediante la téecnica de IBP
e IEP-B empleando como antimenos SCU y SNH, al mismo tiem
po se observéd que el suero de conejo reacciond contra un
mayor nimero de proteinas antigénicas que el suero de ca

bra, encontramos cue en cierto momento del programa de in
munizacifén la reactividad estaba principalmente dirigids
hacia la AFP (Pigura 1 y 3).

Prueba control: Mediante IEP se hizo reaccionar un -
5Ca anti-SNH contra SCU y SNH el cual no fue capaz de reac

cionar contra la AFP presente en el SCU (Pigura 1). -
{

Obtencidn del suero monoegpecifico anti-AFP.-

a) Conejos: ©Para la emininacidn de los anticuerpos
contaminantes en el suern de conejos fue suficiente absor
berlo durante 24 h con protefnas de SNH insolubilizadas -
con glutaraldehido. El suero adsorbido se probé por IEF e
IEF-B contra SCU y SNH el cual mostrd reaccionar unicamen
te contra la AFP (Pigura 2). Este suero se utilizé para -
la preperacién de los inbculos de las cabras, lo oue per-
mitié aumentar la pureza del inéculo e incrementar la es-
cala del sistema,

b) Cabras: Para la eliminacidén de los anticuerpos -
¢contaminantes, los sueros de cabra se sometieron a 1los
procesnss de aisorcién descritos en la pdgina 25. De acuer
do a los resultadns obtenidos el procedimiento mds eficien
te corresnondid al # 1, curva A, ya cue al probarse median



PIGURA 1
REACTIVIDAD DE LOS SUBROS DE CONEJO ANTI-AFP

IEF: Se probaron como antigénos el -
SéU (1) 'y el SNH (_2) contra suero monoes-
pecifico de conejo anti-APP (A), suero -
de conejo anti-AFP sin aésorber (B) y sue

ro de caballo anti~SNH (C).



FIGURA 2
SUERO MONOESPECIFICO DE CONEJO ANTI-AFP

O sau

Mediante IEP-B se comprobé la -
monoespecificidad hacia la AFP del
suero de conejo anti-APP adsorbido -
con protefinas de SNH insolubilizadas

con glutaraldehido.
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- , FIGURA 3
REACTIVIDAD DE LOS SUEROS DE CABEA ANTI-AFP

Mediante IEPF-B se probé.el suero de cabra hi-

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



PIGURA 4
SUER0C  MONOESPECIFICO DE CABRA ANTI-APP

Mediante IEF-B se analiz6 la fraccidén GG del <
suero monoespecifico de cabra anti-AFP contra -

SNH (1) y scu (2).



62
te IEF-B se formé con el SCU una ssla banda de precivita
cibn, Los sueros obtenidos de la adsorcidn realizados con
‘SNH liofilizado o insolubilizado con glutaraldehido ade-
més mostraron reactividad hacia una protefna con corri--
miento electroforético de gamma-globulina, la cual esta-
ba presente tanto en SCU como en SNH, no obstante aue se
dejaron reaccionar hasta 9 dias.

Al efectuarse el andlisis de las curvas de precipita
cién (los sobrenadantes se analizaron por I%P-C y en el -~
precipitado se cuantificé el contenido de proteinas) se -
le dié mayor prioridad al contenido protéico debido a que
en la prueba de IEF-C no se pudd observar claramente un -
pico mdximo de adsorcidn ya oue fluctuaba alrededor de u-
na relacidén anterior o posterior a aguella en donde se en
contraba la mdxima concentracién de proteina.

Una vez que se demostrd mediante IEF-B oue el suero
de cabra vnicamente reaccionaba contra la AFP del SCU, se
procedid a probar mediante IEP-B la reactividad de 100 yl
de la fraccién GG de éste suero (68.3 mg/ml) contra 10 Pl
de SCU y 10 Pl de SNH, los resultados obtenidos confirma-
ron la monoespecificidad del suern de cabra anti-AFP (Pi-
gura 4).

Este procedimiento se extrapolé a mayor escala y se
utilizé de rutina para adsorber grandes voldmenes de sue
ro de cabra, con el objeto de asesurar la adsorcién se -
trataron posteriormente con SNH insolubilizado con gluta-
raldehido y la fraccién GG obtenida de cada lote se anali
zo mediante IEP-B.

Aparicién de una doble banda de prebipitacidn de co-

rrimiento alfa.-~ Durante el proceso de andlisis mediante
IEP-B de los sueros adsorbidos se observé la aparicidn de

" una banda de precipitacién adicional cue no se habia de—



FIGURA 5

APARICION DE UNA ©DOBLE BANDA
DE PRECIPITACION DE CORRINIENTO ALFA

Mediante IEP-B se comprobé la aparicién
de una doble banda de precipitacién de corrie-

miento alfa en una muestra de SCU (1) congela-
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da y deaﬁongelada varias veces al hacerla reac

cionar contra suero moncespecifico de cabra -

anti-AFP. La muestra 2 es SNH,
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tectado anteriormente y aue se encontraba ubicada exacta
mente bajo la banda correspondiente a la AFP. Se consi
derd aue posiblemente la aparicién de ésta banda de pre~
cipitacién se debia a cue en todas las IEF-B se habfan u
tilizado la misma alfcuota de SCU, la cual se sometid =
por consiguiente a varios procesos de congelamiento y =
descongelamiento los cuasles posiblemente modificaron 1la
estructura de la APP, para verificar ésta suposicién se
procedié a congelar y descongelar varias veces una ali-
cuota de SCU cue en un andlisis preliminar por IEF-B se
habia demostrado la formacidn de una sola banda de preci
pitacién). Al realizar posteriormente una IEF-B con § Yl
de ésta alicuota y 200 rl de SMC anti-AFP se confirmé el
surgimiento de una nueva banda de precipitacién (Figura

5).

Deslipidizacién de los sueros de cabra.- Inicialmen-

te durante el andlisis electroforético de los sueros ad-
sorbidos de cabra anti-AFP se observé la aparicién de u
na zona ligeramente tefiida oue no parecia ser una banda
tipica de precipitacién rdésultante de la reaccibn Ag-Ac,
se considerd aue posiblemente se debia a lfpidos de alto
peso molecular aue no se podfan eliminar fédcilmente me~--
diante la didlisis por lo oue se procedid a deslipidizar
los sueros de cabra anti-AFP. La deslipidizacién fue efec
tiva para 1la eliminacién de los lipidos, pero los sueros
perdieron un poco la reactividad y no eliminé la apari--
¢ién de la zona ligeramente tefiida por lo oue se.opté -
por eliminar éste procedimiento ya oue ademéds resultaba
de alto costo,.

Purificacidn de la AFP y andlisis de su pureza.- ILa

.-
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purificacién de la AFP se hizo a partir de aauellas frac
ciones de proteinas obtenidas por EFBA oue presentaron el
mayor contenido de AFP al ser analizados mediante EFAC -~
(Pigura 6) e IEP~B (PFigura 7), una vez seleccionadas, se
adsorbieron sobre Sefarssa 4B-CL acoplada a la fraecibn -
GG anti-AFP. La elucidén de la AFP adsorbida se efecué -
por cambio de pH con solucidn reguladora de glicina~HCl,-
pH 2.8, el diagrama de elucibén se ilustra en la grdfica 1.
La protefna elufda se analizé mediante EFGP en presencia
de SDS y mercaptoetanol (Pigura 8) e IEP-B contra SCH an-
ti~-AFP, por éstas técnicas se detectéd la presencia de AFP
y por lo menos 2 proteinas contaminantes, para eliminar -
los contaminantes se procedié a adsorber el elufdo con =
SCa anti-SNH insolubilizado con glutaraldehfdo y el sobre
nadante obtenido se analizdé nuevamente mediante EFGP _con
y sin SDS y mercaptoetanol, obteniendose una ssla banda -
de tineién (Pigura 8 y 9). El elufdo se analizé mediante
IEF-B contra SCH anti-AFP y se emple6 como prueba control
SMC anti-~AFP, en ambos casos se demostré la formacibn de
una sola banda de precipitacidn correspondiente a la APP
purificada (Figura 10 y 11).

De los 68 ml de SCU oue se procesaron y aue tenfan u
na concentracién de AFP de lO.Fg/ml, se obtuvieron 2.5 ml
de AFP purificada con una concentracién de 90 000 ng/ml -
por lo cue el rendimiento fue del 26% aproximadamente,

Obtencidn del peso molecular de la AFP mediante EFGP
Para verificar oue la preparacién de AFP obtenida en el =~ .
laboratorio correspondfa a la reportada en la literatura
se procedid a determinar su peso molecular, para ello se
realizé una ZFGP de una mezcla de proteinas de peso molg




PIGURA 6
ELECTROPORESIS EN ACEPATO DE CELULOSA

1 2 3 4 5 6 2
Foweey
B
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Las fracciones de protefnas del SCU obtenidas -
por medio de EFBA se analizaron mediante EPAGC.
Pracciones: 1l.- SCU

2.- Albimine

3.~ Alfa,-globulinas

4.~ Alfa2-globulinas

5.- Beta-globulinas

6.- Gamma-globulines



FIGURA 7
LOCALIZACION DE LA FRACCION ENRIQUECIDA DE AFP

Mediante IEF-B se analizaron las fraccio-

' nes de protefnas del SCU obtenidas de la EPBA
haciendolas reaccionar contra suero de cabra hi
perinmune anti-AFP.

Pracciones: 1.~ Alfal-globulinas
2.~ Alb¥imina
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GRAPICA 1

BLUCION DE LA AFP A PARTIR DE SEPHAROSA ACTIVADA CON
BrCN ACOPLADA A GG MONOESPECIFICA DE CABRA ANTI-AFP
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FIGURA 8
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

EN PRESENCIA DE 8DS Y MERCAPILOETANOL

1l

e

N

ios eluidos obtenidos durante el -
proceso de purificacién de la AFP y una
mezcla de proteinas de peso molecular co
nocido Se analizaron mediante EFGP,
Muestras: l.-Marcador de peso molecular
2.-AFP semipurificada

3.-AFPP purificada
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FIGURA 9

ELECTROPORESIS BN GELES DE POLIACRILAMIDA
BN AUSENCIA DE SDS Y MERCAPTOEPANOL

El eluido obfenido del iltimo paso
de 1arpurificacion de la AFP se compard
con los componentes del SCU y SMN median
te’EFGP.

Muestras: 1l.- AFP purificada
2.~ SCU diluido 1:10
3.
4.
5.— SMN dilutdo 1:5

SCU diluido 1:9

SMN diiuido 1:10
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FIGURA 10
ANALISIS DE LA PUREZA DE LA AFP PURIFICADA

Mediante IEF-B se analizé la AFP pu-

rificada haciendola reaccionar contra sue
ro de cabra hiperinmune anti-APP observan
dose que en la preparacién'purificada sg‘
lo se detectd AFP. '
Muestras: 1.; SMN

2.~ AFP purificada

n
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PIGURA 11
COMPROBACION DE LA OBTENCION DE APP PURIPICADA

Mediante IEP-B se analizé la AFP purifi-

cada haciendola reaccionar contra el suerp mo
nsespecifico de cabra anti-AFP confirmando =
que la protefna purificada era AFP,
Muestras:  1l.- SN

2.~ APP purificada.
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PROTEINA PESO MOLECULAR RF
' _ (daltons)
1,- Albdmina sérica bovina 66 000 0,246
2.- Ovoalb¥mina 45 000 0.381
3.~ Pepsina 34 700 0.432
4.~ '!'ripsinfgeno 24 000 0.556
5~ ﬁ—lactoglobulina 18 400 0.701
6.~ Lisozima ' 14 300 0.832
7.~ Citoerdomo C : 12 384 0.856
APP : 68 000 0.224

f= Distancia recorrida por el liquido de corrimiento

R Distancia recorrida por la proteina

tL
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GRAPICA 2
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cular conocido {Pigura 8:1) y con la obtencién de sus Rf
{Tabla 1) se construyé una curva estandar (Grifica 2) en
la gue se interpol$ ¢l valor del Rf de la protefina puri-
ficada (Rf= 0,.224), calculandose 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 -
estandarizacidn de las técnicas utilizadas para la cuan-
tificacién de la APP.- Se procedié a esterilizar una por
cién de SMC anti-APP primeramente haciéndolo pasar a tra
ves de un prefiltro y después a través de una membrana -
Millipore de 0,45 P éste procedimiento permitié eliminar
una gran cantided de 1{pidos aue durante todo el proyecto
provocaron muchos problemas sobre todo porque al desconge
larse o al restituirge el suero liofilizado se volvia tur
bio y si se trataba de eliminar la turbidés mediante cen-
trifugacién se formaba una capa superficial de lipidos im
posible eliminar totalmente y permanecian las muestras -
muy turbias., El SMC anti-AFP filtrado se guardé en alicuo
tas de 10 ml a -20°C hasta su uso,

Técnicas empleadas para la cuantificacién de la AFP:

Se montaron y estandarizaron las técnicas de ID-R e IEP-C
y se intenté montar y estandarizar la técnica de ELISA u-
sando para ello el SMC anti-APP.

Estandarizacién de la ID—B.- Se determinaron los si
guientes parémetros: .
l.- Grosor de la capa de agarosa: Se probaron placas de -
1y 2 omm de grosor y esta dltime se seleccioné como la -

més adecuada.
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2.~ Diluyente de la agarosa: Se probé solucidén remulado=-
ra de barbituratos 0.1 M, pH 8.6 y solucién salina 0.85%.
La dltima fue la que se utilizé de rutina debido princi=
ralmente al costo ya oue con ambas los resultadoss fueron
idénticos.

3.~ Tamafio de los pozds: Se hicieron pozos de 3-mm de did
metro ya que en pozos mds peauefios la muestra se derrama-~
ba.

4.- Separacién de los pozos: Se probaron separacionés de
1.0 y 1.25 cm de distancia entre los pozos, prefiriendose
la mayor distancia ya que con ella se evité el entrecruza
miento de 1os halos de precipitacién de los pozos vecinos.
5.~ Tamafio de la muestra: Se adicioné a cada pozo 5 Pl de
la muestra de interés. :
6.~ Adicidén de polietilenglicol (PEG): La adicién de PEG
fue con la finalidad de evitar la deshidratacidén de 1la -
capa de agarosa y favorecer la precipitacidn. Se proba--
ron concentraciones del 0.3, 0.4, 0.5, 2, 3, 4 y 5% sien
do 1o mds conveniente la del 2% ya que en las concentra-
ciones m4s bajas no mejoraron el sistema y,ias més altas
modificaron inconvenientemente la textura ‘de la capa de
agarosa. En las placas control (sin PEG) se observé un -
tiempo de difusién mayor de 96 h para la cancentracién mg
xima de Ag y 10s halos resultantes eran mds difusos difi
cultdndose la lectura.

7.~ Adicién de glicercl: Este hidratante se probé en con~
centraciones del 1 y 2%, pero se eliminé la posibilidad -
de utilizarlo debido a oue la adicidn de PEG ayudé ade—
cuadamente al sistema,

8.- Concentracidn del SMC anti-AFP: Se probaron concentra
cifnes del SMC anti-APFP del 4, 6, 8 y 10% prefiriendose -
la del 8% debido a oue los halos formados no eran muy di-
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fusos ni muy #grandes y cuando se aplicaban concentracio-
nes peouefias de Ag el halo de precipitacidén se podfa ob=-
servar a simple vista y sin tefiir.

9.~ Surva estdndar: A partir de un SECAFP con una concen~-
tracién de 322 000 ng de AFPP/ml se hicieron diluciones -
seriadas en solucién salina-0.85% abarcando un rango de
concentracién de 503 a 322 000 ng/ml. Debido a oue en el
sistema solo se pudo observar la formacién de un halo -
bien definido a partir de una concentracidn de 2012 ng -
por ml se consideré ésta concentracién como el 1imite in '
ferior para la curva estandar (Gréfica 3) siendo su coe-
ficiente de correlacidén (r) de 0,96,

10.- Tiempo de difusién: La difusién se efectud a tempe-
ratura ambiente con la placa bien sellada y dentro de u-
na cdmara himeda, la medicién de los nalos se efectud_en
cada periodo de 24 h con una regla de Partigen. Se obser
vé que la mdxima concentracién de Ag dejé de difundir a
las 72 h, las 3 siguientes diluciones a las 48 h y las 6
dltimas diluciones a las 24 h, por lo cue se establecid
como tiempo de difusidén estdndar 72 h, sin embargo en to
das las pruebas efectuadas para la cuantificacién de AFP
en los l{iouidos biolégicos los halos se midieron cada -
24 h,

1l.- Error de intra-ensayo e inter-ensayo: Para la obten
cibén del error intra-ensayo, & una muestra de SCU se le
cuantificd 5 veces la concentracién de APP durante el mis
mo ensayo, obteniendose un error del 1.4%. Para la obten-
cién del error inter—ensayo 2 una muestra de SCU se le -
cusentifico la concentracién de AFP por duplicado en 5 en
sayos diferentes obteniéndose un error del 6%,

Al finalizar las 96 h de difusién se observé ocue la
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capa de agarosa no perdié himedad de manera sisnificati-
va ya gue aparentemente no se modificéd su textura.

Una vez estaniarizadas las condiciones del sistema
se procedid a cuantificar 1la concentracién de AFP en:
103 muestras de L.A. de mujeres embarazadas a diferentes
edaies gestacionales (la mayoria fueron obtenidas después
de la 3Sa semAana de gestacidn) oue presentaron algunas -
complicaciones durante el embarazo o bien de mujeres em-
barazaias con sospecha de DPN, algunos SCU de productos
normales a término & un SCU de un producto anencéfalo —-
(Pigura 12), Noventa y ocho L,A, mostraron resultados ng
gativos (no se formaron halos de precivitacidn), los re-
sultados de las demds muestras biolégicas se ilustiran en
la tabla 2, los cuales fueron obtenidos interpolando el
logaritmo del tamafio del halo de precipitacién en la cur
va estdndar correspondiente (Grifica 3).

Estandarizacién de la IEF-C: Se estableciéron los -
siguientes pérémetrOS: 5
1.~Marca de agarosa: Se probd agarnsa "Sigma" y agarosa
"IKB" solubilizadas en solucidn reguladora de barbitura-
tos 0,1 M, pH 8.6, P=0.75. Debido a cue no hubo una dife
rencia significativa entre ambas, por razones de costo y
accesibilidad se utilizé de manera rutinaria la agarosa
"S3igman.
2.- Grosor de la capa de agarosa: Las placas se hicieron
de 1 mm de grosor con la finalidad de no utilizar gran -
cantidad de SMC anti-AFRP.
3.- Tamafio de los pozos: Se hicieron nozos de 3 mm de -
didmetro.
4.~ Separacifn entre los pozos: Se probaron separaciones
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FIGURA 12

INMUNO-DIFUSION RADIAL

Cusntificacién de APP en diferentes muestras bioldgicas

~Curva estdndar: Se construyé analizando por
duplicsdo diluciones seriadas de SECAFP abarcando
un rango de concentraciones de 503 a 322 000 ng -
de AFP/ml; los pozos correspondientes a la curva
gon los numerados del 1 al 10,

~L{quidos amnidticos: Se probaron por dupli-
cado los L.A, de mujeres embarazadas que presenta
ron alguna complicacién durante el embarazo y que
dieron a luz un producto normal (muestras arlica~
das a 1los pozos del H al 0) o un producto anencé-
falo confirmado (pozos A, D y B} o con sospecha -
de DTN (pozos B y (),

~5CU: Se analizé en los pozos F un 3SCU dilu!
do 1:2 4¢ un producto anencéfalo post-parto,

~3MN: Se analizé como prueba control una -
muestra de SMN gue corresponde al pozo P,
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de 0.5 y 0.7% cm entre pozo y po2z0, prefiriédndose la dl-

timA disvancia de separiacidn debido a oue cuando se mane

jzba 1a mds coarta las bandas de precipitacidn se unian,

5.~ Tamaro de la muesztra: A cada pozZo se le adiciond 5

Pl de la muastra de interés.

6.~ Concentracifn del SMT anti-AFP: Se probaron concentrs
ciones del SMC anti-AFT de 2, 4, 5, 6, 7 y 8% selecciondn
dose la del 5% debido a oue a ésta concentracién los cohe
tes formados (bandas de precipitacién) presentaban una -
forma mds afilada, cuando se aplicaron concentraciones e-
levadas de Ag l92s cohetes formadoss no eran muy larsos v -
se podfan medir a simple vista y sin tefiir.

T.- Amperaje: Se efectuaron corrimientos electroforéticos
a 5, 10, 12 y 15 amperes. Se obtuvieron mejores resulta—
dos a 12 amperes ya que cuando se aplicé amperaje bajo -
las banilas de precipitacidén eran cortas, anchas y sus -

puntas muy redonieadas, cuando se aplicS amperaje méds al

to del elegido las bandas de precipitacién eran poco evi

dentes, muy altas y deformes.

8.~ Tiempo y temperatura de corrimiento: La IEF ge efec~
tué a 4°¢ para ocue no se deshidratara la capa de agarosa

y el corrimiento se realizé durante 18 h o hasta oue el

indicador del frente de corrimiento tocaba el extremo ~

més lejano de la placa. '

9.~ Curva estdndar: A partir de un SECAPP con una concen

tracidn de 322 000 ng de 4FP/ml se hicieron diluciones se
riadas abarcando un rango de concentracién de 251-322 000
ng/ml, sin embargo en nuestro sistema sdlo se pudieron de
tectar concentraciones por arriba de 500-1 000 ng/ml por

lo oue ésta concentracién se tomd como limite inferior de
la curva esténdar (Grdfica 4 y 5). Para la realizacién de
la curva estdndar se considerd la altura y el drea de los
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eohetes formalos obtenisndnse en ambos casos un "r" mae-
yor de 0.95 por lo gque fue indistinto utilizar cualouije-
ra de los 2 pardmetro.
10.~ Error intra-ensayo e inter-ensayo: E1 valor obteni-
4o rara el error intra-ensays fue de 8.2% y vara el e---
rror inter-ensayo fue del 28,16%.

sstandarizadas las condiciones del sistema se nroba
ron las mismRs muestras bioldzicas oue las analizadas me
diante ID-R y los resultadoss obtenidos se ilustran en la
tabla 2 y en la figura 13, los resultadss cue no aparecen
en la tabld dizron resultads,s negativos por este método.

Debido a oue en las 2 técenicas anteriores (ID-R e -
IEF-C) para 1z obtencién de las curvas estdndar se utili-
zaron las mismas concentraciones de Ag, ambas técnicgg se

~relacionaron de la manera ague se ilustra en la grifiea 6,
en donde se determiné el método mds sensible por el valor
jel pardmetro "b" de la ecuacién de la recta.

Montaje de la técnica de ELISA:
-Andlisis de los conjugados Ac-E preparados en el la
boratorio:

1.~ Conjumado Ac-E prevarado por el método de Avra-
meas: Para la purificacién del Ac-I se efectud una éepa-
racién cromatogréfica en Sephadex G-100. Los 2 ml obteni
dos del proceso de conjugacidn se hicieron nasar a través
de la columna eocuilibrada 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 fracecidn se leyé a 280 nm. Como se ob-
serva en la grédfica 7 se obtuvieron 3 picos, el primer oi
co fue el mayo y estuvo comprendido entre las fracciones
11 y 18 correspondiends al esjugado Ac~E, el segundo pi-
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PIGURA 13

INMUNOELECPROFORISIS D3 COHATE

OUUBBLE e s s s hOUUULY

ABCCDDEEBLl 234561789101 12}2ﬂ‘

Cuantificacion de APP en diferentes muestras biolégicas

=Curva estsandar: Se construyé con diluciones seria=-
das de un SECAPP abarcando un rango de 271-322 000 ng/ml.
Los pozos enrresyondientes a la curva son los numerados
del 1 al 13. ‘

~Lfquidos amnifticos: Se probaron los L.A. de muje
res embarazadas con complicaciones durante el embarazo
y con sospecha de DEN (pozo B) asi como de mujeres emba
razadas con productos anencefalo confirmado (muestras a
plicadas a los pozos C, Dy E).

=Suero de mujer normal: Se aplicé en el pozo A una
muestra de SMN como control,



CUANTIFICACION DE AFP

CASOS CLINTICOS
TECNICAS P.A.
"ID-R IEF-C
ng/ml
LIQUIDO AMNIOTICO:
JIMENEZ SANCHEZ 23 388 12 132 ?
PEREZ SOSA 24 688 25 467 +
SANCHEZ FIGUEROA 102 756 137 880 +
XILOL MALACATE 22 914 16 788 ?
LEON LEON 504 326 562 341 +
SUERO DE CORDON UMBILICAL:
PRODUCTO NORMAL 65 677 42 169
PRODUCTO ‘ANENCEFALO 562 341 501 187
AFP PURIFICADA (LAB.): 82 594 102 287

PuA. = Producto Anormal
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LOG ALTURA DEL COHETE (MM}

r=

GRAFPICA 6

0.9755

RELACION ID-R--IEF-C

y= 2.1682%-2.5876

1.2 ‘1.6 2.0
‘LOG AREA DEL HALO

L8
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co comprendido entre las fracciones 22 a 26 apenas fue -
visible y el tercers compreniids en<re lag fracciones 44
2 48 fue mds evidjenie oue el seaqunds. Nesrués de anali--
zarlins, el vrimer nico se mezels con £3% en una CoNCen=-
vracidn finml del 5% en PBS v se esterilizd mediante fil
traci’sn utilizando membranas millipare de (.45 A {eoncen
tracidn aproximzda= 1 me de GG anti-AFF/m) de esnjusado).

2.~ Conjumads Ac-Z preparado por el métnio de Nazkane:
Pera la purificacidn del Ac~2 se hizo pasar la pre—aracién
obteniia & través de una columna de Sephzdex %~100 ecuili '
brada y eluida con P3S pH 7.4. ‘Se colecteron 46 fraccio--
nes de 2.1 ml (5C gotas) cada una, las oue e leyeron a
280 y 403 nm, la velocidad de flujo fue de 142 ml/h, el
diagréma de elucidn se ilustra en la grdfica 8 dnnde se =
observa 1la presencia de dos picos bien definidos y el co=-
mienzo de un tercer pico. 31 primer pico (fraccisnes 15 a
22) ‘fue el corregpondiente al conjuegads Ac-E y el segundo
(fracciones 23 a 26) probablemente corresponda a Ac marca
d0 con un menor ndmero de moléculas dAe PRF. El orimer y ;
semundo pico por separads se mezclaron con ASB a una cone
centracidén final de 10 me de ASB/ml (concentracifn aproxi
mada= 1 mg de GG anti-APP/ml de eoniugado).

La actividad enzimdtica se probé haciendo reaccionar
a ambos cnniusmdos ic~E con OPD en solucidn regulaidsra de
citratos pH 5.0, el enlor desarrollado fue lefdo a 492 nm
¥y se determind oue la mayor actividad correspondid al con
jugado preparado por el método de Avrameas.

Para conocer la bifuncionalidad de los conjugados me
diante la téerica de EZLISA en eel se probaron diferentes
sistemas., =1 primer sistema utilizado fue AFPAsiC-E ent -
donde se evidencid la reacci’sn del Ae al formarse un cohe
te tirico de ésta prusba al reaccionar contra la APP del



GRAFICA 7

SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL ANTICUERPO ANTI-AFP MARCADO
CON PEROXIDASA MEDIANTE EL METODO DE 2 PASOS CON GLUTARALDEHIDO
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GRAFICA 8

SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL ANTICUERPO ANTI-AFP
MARCADO CON PEROXIDASA MEDIANTE EI METODO DE OXIDACION CON M-=PERIODATO
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SCU y el SNH (Pigura 14), 1la reaccién enzimdtica se obser
v ror el desarrollo de c2lar debids a aue el producto de
la reaccifén enzimdtica de la PRF sobre el 4-Cloro-l-naf—
121 es de color negro e insoluble en agua. De acuerds a -
éste sistema ambas~funciones solo fueron realizadas por -
el conjugado Ac-% prevarads por el método de Avrameas, en
cambio el wrepprado por el métndo de Nakane no mostré ni
de Ac ni de enzima. En la prueba control se hizo reaccio-
nar GG anti-AFP no marcada (concentracifn de 1 mg/ml) con
tra la AP?P del SCU y el SMN nero nose observd la formar-=
cifn de una banda de precipitacién (cohete) oue nrudiera -
ser observada sin teflir o tefiida con azul de Coomassie,

‘Otro sistema de SLISA en =<el mediante el cual se pro
baron ambos conjusadnss fue Ac~~AFP~~Ac-E. En éste sistema
la primera reaccién se realizé mediante IEP-C y la segun-
da fue mediante la adicidn del conjugado Ac-% a la nrlaca
e incubacién de acuerdo al método de Lebecn., Después de =
la didlisis (para eliminar lo oue no reaccion$) se adicio
no ¢como sustrato el 4-Cloro-l-npaftsl o el 3~amino-9-etil-
carbazol pero én éstos casos no se observéd en ninguno de
los conjugados ninguna reaccidn (ausencia de desarrollo -
de color negro o rojo respectivamente).

ELISA EN GEL

: Sistema
Reactiv AFP ~~Ac~E Ac~~ AFP A=~ Ac-E

utilizado

Conjugadn Ac-E
{ Avrameas)

Conjugadn Ac~-E
(Nakane)
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PIGURA 14
FLISA BN 6L
A B

o B o o
1 2 1 2

Mediante la técnica de ELISA
en gel se probaron los conjugados -
Ac-E preparados por los métodos de A
vrameas {A) y Nakane (B) haciendolos
reaccionar contra el SCU(1l) y el SMN
(2) evidenciando la reaccisn enziméti
ca por medio del 4-Cloro~l-naftol.
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Para el sisteme Ac™~APP~~Ac-E aue también fue median
te ELIS2 en gel sélo se pudo observar la primera etapa pe
ro el acoplamiento del Ac~-% a la AFP no se hizn nunca ob-
serbable (ausencia de reaccin enzimdtica debida a la eli
minacién del conjusado). o .

Los sistemas montados para ELIS4 en sel tamblén se e
fectuaron en discos de papel filtro activados con BrCN pe
ro lo8 resultadss fueron semejantes para ambos casons, por
ello el conjugado Ac-E preparado por el método de Avrameas
fue el utilizado para la técnica de BLISA.



En el siguiente cuadro se ilustran los siatemas ELISA que fue
ron probados y las condicinnes con las que se obtuvieron los mejo-

eblida.

GG anti-APP

GG anti-APFP| GG anti=ARP

res resultados (menores valores de fondo). ?4
SISTEMAS: a) Pase sélida~sAc~~iPP~vAc=B
b) Pase 8élida~~Ac~Bloaueador~APP~<Ac-E
c) Pase sélida~Ac~~APP~Blooueador~Ac-E
4) Pase sélida~Ac~APP~Ac~Anti Ac-E
Sistema ]A
e «bn nat Ild"
Condicionas
Pigcas para| Bolitas de ! Bolitas de | Placas parni
ELISA vidrio ! vidrio ELI3A
Pase sélida Dynatech esmerilado | esmerilado Dynatech
. .,..-*.._._,.... PRSURORI— N T 1
S0l, reg. para torra-§ l
siento de la fase 8b- PB3 PBS ! PBS PB3
lida, i
t
‘| Ao acoplado a la fase | Praccién Praccién Pracecién Praccién

GG anti-AZP

[

1

Tiempo de incubacién ! A geauedad | En himedad ! En hdnednd 2n hidmedad
pars primera etana. | 37°C, 18 h | 379¢, 24 h ' 3797, 24 h |379C, 24 h
: e e i I S ____—___W
T
Tiempo de incubacién | on o i o .
en las etapas pomte- , 37°C, 30° 37%, 10° 31%, 30* |37%, 30°
rioresx, H }
i i

Bloqueador protefco, - - - ASB ; ASB i A3B

l

p—

Conjugado Ac-E

Preparado mé
‘todo Avrame=
'as, 1 :500

Preparado mélPreparndo mé.
todo Avrame=|todo Avrame=.
ag, 1:500 'us. 1 500

Sol, de lavado i
1

PB3-Tw 20

No. de lavados en las

etapas iniciales 3

e e - —_— — — L
No. de lavados en la 6
dltima etapa,

. oPD
Solucidn-sustrato al 0.04%

s L

PBS~Tw 20 i PB3~Tw 20

OPD OFD
al 0.04% al 0,04 %

Preparado m§
todo Avrame—,
as. 1:500

i
PBS-tw 20 |

OPD
al 0.04%

Ll

Con el siatema que se obtuvieron mejores reaultados fue el
primero (a) ya aue no presents: Abeorcidn inespecffica, valores
de fondo en la prueba control y valores de fondo en la prueba -

testigo.

/

Los demds sistemas presentaron valores de fondo elegudos

siendo mds marcado en el cuarto siatema (d),

3



95
DISCUSION

Median%e estudins retrosnectivos re=lizadss en va-
riss hargnisales del pafs (Hosrital Luis Castelazo Ayvala,
IN3S., Hospital G. 4. %onzédles, 35.3., Hospital feneral,=-
S+S.. INPer, Cen-ro Hosrvitalario 2C de Noviembre, ISSSCE,
Hospitzl de la Mujer, 5.3., ensre otras) se ha demostra-
ds aue las malformaciones congénitas de mayor incidencia
en nuestro medio son las correspondientes a los defectos
del cierre del tubo neural (DTN) como son: anencefalia, —
craneosouisis, raguisaquisis, craneorranuisouisis, esnina
bi{fida abierta y oculta siendo la incidencia entre 6 a 7
cesns por cada 1 000 nifios nacidos vivos, Este gruvo de
malformaciones se originan alrrededor del 27-29 dia des-
pués de la concepcién y algunas de ellas no sosn compati-
bles con la vida (como en el caso de la anencefalia o'la
craneorraquisquisis) y los productos aue las nresentan -
nueren a las pocas horas o dias de nacidos, sin embarego
la mayorfa de productos cue presentan espina bffida so--
breviven, siendo &sto un grave problema sobre todo POr—-
oue las malformacinnes nue presentan no pueden ser corre
gidas por cifugia, terapia 0 tratamiento, cuedando minus
validos de por vida y generando por consiguiente un serio
problema social en el grupo familiar. Los DTN son malfor
maciones consideradas teratogénicas y multifactoriales -
por 1o cue el 90% de los casos nrovienen de padres nue -
no presentan antecedentes familiares de éste tivro (13) ¥y
cuAndo se presenta un casn exigte un alto rieseo de aue
el problema sea recurrente en embarazias subsecuentes.

A pesar de oue México ocupa el segundo lugar a nivel
mundial entre los paises aue presentan las incidencias
mis elevadas de 7PN, no existe en los hospitales de aten-
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cibén gineco-obstetrica, métodos adecuados para su detec-
cibén perinatal no obstante cue en otras pafses se han de
sarrollade técnicas e implementado programas d4e tamizaje
nue permiten detectar los UMN desde el primer trimestre
del embarazo con fines preventivos,

La primera demostracidn de nue existia una relaci‘n
directa entre la preaencia de DTN e incrementos de AFP -~
en el l{quido amnidtico y en el suero de mujeres embara-
zadas fue realizado principalmente por Brock y su gruno
de enlaboradores (8, 9, 11), a partir de entonces en va
rios pafses desarrollados se han establecido. la cuanti-
ficaecién de la AFP para la deteccifn de D®N., A la fecha
se han empleado diferentes técnicas para la cuantifica--
¢idn de la AFP entre las cue se encuentran algunas muy -
sencillas de baja sensibilidad o hnasta técnicas més sen-
sibles como las autorradiosrédficas o el rajioinmunocensa
vo. '

Dada la ausencia total de éste control perinatal en
el pafs, es necesario establecer una prusba clinica de -~
rutina .cue ayude a detectar a edad temprana éate tivo de
anormalidades, evitando la importacién de reactivos bio-
14giens, Con éste fin en el laboratorio se disefid un pro
grama de trabajo para la preparacidn de los reactivos -
biolsgicos necesarios para el montaje de las técnicas de
ID-R, IZP-C y ELISA. Para ello en la etapa inicial se -
preparé un suero de conejo anti~AFP/GG de conszjo cue fue
capaz de reaccionar contra un gran nimers de antiéenos -
debido a cue el indculo se 1lavé poco y el suero anti-APP
econ el oue fue preparadn no era altamente especf{fico, =
‘sin embargzs el suero de las cabras reacciond contra me--
nos de 6 proteinas antigénicas del SNH debido a nue el =
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precipitado del indculo se lavé exhaustivamente ademds -
de haber sido preparado c£on un suers de ¢onejo monoespe-
cifico anti-APP,

Durante la inmunizacién de los conejos se pudo de~—
tectar cue no obstanie cue la AFP es un excelente inmung
ger:o y aue todos los conejos se inocularin en las mismas
condiciones, solo uno reacc;oné adecurndamente contra 1la
APP y los restantes reaccionaron muy poco o no lo hicie-
ron de manera detectable, en cambis la reactividad ocue -
presentaron los sueros de cabra contra la AFP/GG de cone
33 se incremento sucesivamente de tal manera oue para -
probarlos muchas veces se tuvo oue utilizar un menor vo-
limen de suero o bien diluirlo, por lo oue al parecer la
AFP es mds inmunogénica en las cabras aue en los conejos.
Dado el largo programa de inmunizacién al oue se somepie
ron las cabras se obtuvieron anticuerpos policlonales de
alta afinidad.

Con la’ prueba control se pudo observar aue el sue-
ro anti=-SNH no fue capaz de reaccionar contra la AFP, -
vor ello el SNH se pudo utilizar como inmunoadsorbente.

En el proceso de adsorecién de los SCH anti-APP con
el SNH liofilizado o insolubilizado con glutaraldehido -
no se eliminaron los "anticuerpos contaminantes™ por 1lo
oue se opté eliminarlos con SNH auncue el efecto de dilu
‘cidn bajbé la reactividad 4el suero pero de manera voco -
importante. Tal vez el suero pretratado no eliminé los -
*anticuerpos contaminantes® porbue la proteina reouerida
para la adsorcidn se modificé durante el tratamiento. ©n
el caso del SNH insolubilizado con glutaraldehido se sa-
be oue al procesarse a pH 7 (como se hizo en el laborato
tio) la concentracién de proteina insolubilizada es del
4.5%, mayor oue a pH 5 oue es del 0,.5% (4) ror ésto es -
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muy probable oue la protefna de interés se haya perdido
durante 1ns lavados, 0 bien, también pudn ser nue se ha-
ya hidrolizads por tratamiento excesivo con la solucién
resuladora de glicina-HZl pH 2.8. Zn el caso del suero -
liofilizado pudo suceder cue la nrotefna de interés se -
haya desnaturalizado durante el rroceso de deshidratacién.

La utilizacién de la técnica de Lebeca para la anli
cacién del suero a las placas de IEF-B fue de aran utili
dad ya que evité la preparacién doble de agarosa, mayor
requerimiento de tiempo, reactivos y voldmen de suero, -
posible desnaturalizacién del Ac por exposicidén al calor
Y la probable separacién de la fase de agarosa oue conte
nfa al Ac de la fase de agarosa aue contenfa al Ag, ade-
néds en'una sola placa se pudieron analizar diferentes -
" suerns utilizando un pecuefio voldmen y en el caso de aue
rerse analizar una cantidad mayor de éste, se aplicé va
rias veces a la placa una vez aue se difundid el de la [
- plicacidén anterior. La sensibilidad aque ofrecié ésta mo-
dificacién fue muy semejante a la del método tradicionai
con pequefias diferencias en cuanto a la nitidez de las -
bandas de precipitacién.

Una observacién muy interesante fue la aparicién de
una doble banda de precipitacién adicional con corrimien
to electroforético alfa. Debido oue al momento de ser de
tectada desqonociamos ocue Rouslathi en 1971 habf{a repor=
tado éste hallazgo en el suers fetal humano como conse=-=-
cuencia de congelamientos y descongelamientos, el proceso
que se siguid para verificar ésta informacisn nos condu-
§6 a corroborar aue la "nueva" banda de precipitacién co
rrespondfa a un dimero o trimero de APP ya oue fueron ca
paces de ser reconocidos por el SMC anti-APP y al rare--
cer ambas formas de APP se encuentran en concentraciones
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diferentes.

Una vez ratificada 1a monoespecificidad de la frac-
cidn GG del SMC anti-APP mediante IEP-B se procedié a pu
rificar AFP por un método inmunoauimico. Uno de los mayo
res problemas que se presentan durante la purificacién -~
de la APP es la eliminacién de la albimina debido a que
ésta proteina presenta propiedades fisicoaufmicas muy se
mejantes & las de la AFP (peso molecular, punto isoeléc-
trico, coeficiente de sedimentacidn, ete.).

Mansoor (38) y otros grupos de investigadores han e
liminado la mayor parte de la albimina mediante cromato-
grafia de afinidad empleando Affi-gel azul, con la misma
finalijad en el laboratorio se realizaron electroforesis
preparativas en bloaue de almidén, ésta técnica permitié
la seleccién de las fracciones con migracién electroforé
tica alfa eliminando asi la mayor parte de la albdmina Yy
otras protefnas con migracién electroforética de beta y
gamma-globulinas.

Al efectuarse la elucién de la AFP con solucién re-
guladora de glicina-HCl pH 2.8 seguida por la inmediata
neutralizacién del elufdo a pH 7 no afecté las caracte--
risticas de la protefna.

Cuando se analizé el grado de pureza del eluido me
diante EFGP aparecieron trazas de protefnas contaminan-
tes, é3tos resultados podrian inducir a dudar sobre la =

-monoespecificidad de la fraccidn GG anti-AFP, pero en ba
se a las pruebas de IEF-B realizadas inicialmente asi co
mo el andlisis mediante la técnica de ELISA en gZel se -
considera oue la fraccién 3G anti-APP si ers monoespeci-
fica y que la aparicidén de trazas de proteinas contami—-
nantes mds bien se debié a una absorcién inespec{fica ya
oue se dejé un tiempo de contacto excesivo entre la Sefa
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rosa y las fracciones enriauecidas de AFP, las proteinas
contaninuntes se eliminaroyn facilmente madian<te el emnleo
de 3Ca anti=-SNHE insslubilizads con zlu*araldehids, 4sts -
se 25nfirn§ madiante el andlisis en ZFGP e IZP-B en el sue
anareci$ una sola bania 4e tineisn y vrecinitacién, resnec
tivamente, nara la proteinz purificada.

El valor de peso molecular de 68 000 daltons sue se
obtuvéd rvara la premnaracidn de AFP nbtenida en el labora-
torio cayé dentro del rango de pesos moleculares nue se
rerortan en la biblingraffa para la 4PF (58), éste dato
corroboré cue la wroteina purificada era AFP, otro andli
sis oue contribuyé adn mds en ésta identificacifn fue ha
ciendola reaccionar contra el SMC anti-APF. El método in
munoouimico utilizado para la purificacidn fue convenien
te, ya nue la proteina oue se nsbtuvs nresentd buenas con
diciones antigénicas, un egrado de pureza acentahle y pro
porciond un rendimiento aproximado al 30% el cual se a--
cerca al reportado por Rouslahti (58).

™n el prnzeso de estandarizacidn de la técnica de -
ID-R fue de gran utilidad el uso del PEG por varias razo
nes: evit$ la deshidratacisn de la canra de agarosa, por
ésto ce podfan prevnarar varias placas a la vez y conser-
varlas a 4°c perfectamente selladas hacienio posible su
uso despuds de varios dias, favorecid la formacién de =
los halos de precipitacién haciéndolos méAs evidentes de
tal manera aue facilité la medicidn tants de 1lss halos -
grandes como de los halos neaurfids y redujo el tiemmno de
difusibén; la téenica estaniarizada fue bastante reprodu-
cible como 1o indica el error de inter e intra-ensayo, 0
freci% una gran capacidad de procesamientn ya oue en una
sola nlaca ge pudieron analizar hasta 45 muestras, la -
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preparacién de la placa fue sencilla y no reouirid de -
reactivos o eouipo complicado y 1la cantidad de muestra -
tinlésica nara el andlisie fue muy veauefa, La obstante
lg buenz reproducibilidad del método, en cada ensayo se
efectud una curva estdndar para mayor control evitando -
¢in £sto oue l9s resultados estuvieran alterados debido
a cue Jdurante la preraracijn de la placa el Ac pudiera -
haber sufrido desnaturalizaci’n por calentamiento o por-
aque hubiera perdido paulatinamente su reactividad duran-
te el almacenamiento (auncue ésto dltimo no 1o pudimos a
nalizar). Uno de los defectos de aue adolece ésta pruebs
es aue presenta una baja sensibilidadlya aue no permitid
detectar claramente concentraciones por debajo de 2 Pg -
por ml sin embargo fue 1o suficientemente c¢apaz de dife-
renciar acuellos liouidos amniéticos de casos patolbgi--
cos con concentraciones elevadas de APP, Al momento del
parto en el SCU la concentracién de AFP es aproximadamen
te 250 veces mis elevads aque la detectada en el 1{ouido
amnidtico, por lo tanto mediante &sta técnica se pudo -
cuantificar 1a concentracifn de AFP en el SOU de recién
nacidos sanos de embarazos normales y en aouellos casos
corresponiientes a los patolsdgicos oue aumentan la cone~-
centracifn de AFP en el SCU fue necesario diluir 128 ==
muestras originales para oue 1los rangos de concentracifn
cayeran dentro de la curva estdndar,

La IEP-C fue una técnica aue mdstré mayosr sensibili
lidad comparada con la de la ID-R debido a oue con ella
se logréd detectar concentraciones de APF del orden de C,5
al Pg/ml; ™n cada prueba oue se realizo para cuantifi--
car la concentracidn de APP en l{focuidns bioldgicos fue -~
necesario incluir una curva estdndar debido a aue duran~
te el corrimiento electroforético hab(a una variaeidn -
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considerable lo cue ocasionaba oue la altura de los cohe
tes varifdra de un ensayo a otro a pesar de oue se trabajé
tratando de conservar las mismas condiciones. Esto se dg
mostré estadisticamente mediante un andlisis de "Andeva"
oue indicé oue la variacibn de debfa al azar. Otro fac--
tor oue afectd considerablemente la prueba fue la solu--
cidn reguladdra 1e corrimiento ya que debido a su alto -
costo se utilizaba varias veces por 1o aue era necesario
incrementar el voltaje en cada corrida subsecuente para
alcanzar una corriente de 12 mA, ésto se debid a aue-en
cada corrida electroforética se evaporaba una pequefia -
cantidad de agua ocasionando asi el incremento de la fuer
za idnica (P). Al igual que en la ID-R, en ésta técnica -
no se pudo detectar la concentracién de AFP en muchos de
los 1fouidos amniéticos debido a que la mayorfia eran de
productos normales a términd y adem4s fueron tomados des
pués de la 35a semana de la gestacién en la que la con--
centracién de AFP ya estd por debajo de 0.5-1 Pg/ml. BEn .-
el caso de lfouidos amniéticos de productos con patolo--
gla q@mn confirmada post-parto, solamente un L.A. fue
tomado en la semana 162 de la gestacidn, de los restantes
no se obtuvo el dato. Con el fin de saber si coincidfa la
identificacién de los liquidos amniéticos de los produc-
tos anormales en base al incremento de APP se efectud la
cuantificacibn de APF mediante un estudio a doble ciego
empleando ambas técnicas. Los resultados obtenidos en am
bos casos coincidieron en la identificacién. Uno de los
inconvenientes de 4sta prueba es aue los resultados son
obtenidos despuéds de varios dias debido a oue los proce-
sos de diflisis y tincién a los aue se someten las pla~-
cas con muy largos., La lectura también puede realizarse

con la placa en fresco pero muchas veces en concentiracio
nes bajas de Ag no se pueden ver las bandas de precipitg
cién haciendo imposible su medicién.
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Es incuestionable el potencial oue ofrece el poder
efectuar la cuantificacién de AFP en el suero materno pa
ra la deteccién de DIN y otros problemas durante el emba

‘razo, por elln se han disefiado técnicas oue son capaces
de detectar concentraciones de AFP por debajo de l_ya/ml,
entre ellas se encuentra la técnica de RIA y de ELISA --
que son las mds importantes, con el RIA se pueden detec-
tar conceniraciones hasta de 500 pg/ml pero adem4s de ser
sofisticada, se trabaja con material radiactivo, recuie-
re de eouipn automético y muy costoso, su ejecucidén es de
tiempo prolongado, en cambio el ELISA auncue posee una -
sensibilidad un poco menor (3 ng/ml) es mds rdpida, de -
menos costo, los reattivos implicados son més estables y
nuede llevarse a cabo con eouipo ordinario de laborato-=
rio, Se considera que puede mejorarse la sensibilidad de
la técnica de ELISA al grado de acercarse o igﬁalar a la
Sensibilidad aue ofrece la técnica de RIA dependiendn de
las caracteristicas del sistema cue se maneje.

En el laboratorio se prepardron los reactivos nece-
sarios para el montaje de un sistema ELISA. Los éonjuga—
dos Ac~E preparados se evaluaron bajo las mismas condi--
ciones, La cromatografis en Sephadex G-100 del lote pre-
parado’ por el método de Avrameas revelé 3 picos, el pri-
mero correspondié 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 aue se uso‘pg
ra el montaje del ELIS4. En el caso de la cromatografia
en Sephadex G-100 del lote preparado por el método de Na
kane también se obtuvieron 3 picos, 2 de ellos muy cla=--
rog y el dltimo solo se empezd a formar, consideramos oue
durante el proceso de conjuzacidén se pueden formar conju-
gados de diferente peso molecular debido al variado mime-
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ro de moléculas de enzima cue se acoplan a cada inmuno--
glohbulina, sin embargn el primer pico se considerd como
el conjugads Ac-£ més importante ya que mostréd mayor ho-
mogeneidad, mAayor concentraciédn de proteina y mayor con-
tenido de peroxidasa acoplade, el segund» pico nrobable-
mente correspondia a inmunoslobulina marcada de manera -
més heterogénea (pico raloa) y no se utilizé debido a 1la
baja concentracidén de proteina y perixidasa, el tercer =~
pico oue fue apenas detectable ouizd correspondia a pero
xidasa libre. En base a cue en la literatura se ha reﬁ3g
tado que aproximadamente el 99% de la fraccién GG se aco
pla 2 la enzima creemos que en ambos procesos de conjuga
cién no se obtuvo algin pico con ésta proteina libre.

Al evaluar la actividad del Ac y la enzima de los -
conjugados de ambos lotes s841o el prevarado vor el méto-
do de Avrameas demostré ocue conservd ambas actividades -
al probarse bajo las condiciones del laboratorio., El lo-
te oue fue preparado por el métsdo de Nakane demostré te
ner actividad enzimdtiea pero no de actividad de Ae vro-
bablemente debido a que durante el tratamiento con el bo
rohidruro de sodio se perdié una gran cantidad de Ac -
(tebrico del 50 al 60%) y la peouefia cantidad oue se con
servé no pudo detectarse por el métndo utilizado, por -
consiguiente ésta dltima preparacién no se utilizé para
el montaje de la téenica de ELISA. Con lo anterior se ob
servé aue aunaue el método de Avrameas no es muy nuevo,
es efecﬁivo, mds simple, menos drdstico, mds rdpido, se
utilizan menos reactivos y las condiciones del nracesc -
gon més fdciles de controlar ya aue en el método de Naka
ne s importante cerciorarse de los virajes de color por
que de no Visualisarée la preparacién debe ser desechada



105

e iniciar el proceso nuevamente, es probable que éste mé
todo no gea conveniente para marcar Ac de cabra,

La prueba de ELISA en gel fue muy importante ya ocue
ayudo a evaluar la'actividad de los conjugedos Ac=Z, a=-
demds con ella se pudo observar cue existfa reaccién de-
tectable entre la cantidad de APP oue estd presente en -
el suers humano y el Ac~-E por lo tanto con éate sistema
fue posible detectar concentraciones muy bajas de AZ ¥y 8
demds ratificé 1la monoespecificidad de la fraccidén GG ap
ti=A®F, Algo nue sorprendié durante éste andlisis fue ==
oues

a) Con el sistema APP~“Ac-E: Se hizo evidente la -
reaccién Ag-Ac al desarrollarse color poroue se llevé a
cabo la reaccifdn enzimdtica efectuada por el Ac-E cue se
unié al Ag. ' ' R

b) Con el sistema Ac~~AFP~~Ac-E: No se désgrrollo
el color de la reaccidn enzimdtica, probablemente esto se
debid a oue el conjugado no se unié a la AFP y oue por lo
tanto se eliminé durante la diflisis.

No obstante que para el montaje de la téenica de -
ELISA ge probaron multiples sistemas y condiciones de tra
bajo (fases s6lidas, soluciones reguladoras, origen de an
tisueros, tratamientos previos de los Ac, tiemvos, tempe-
raturas y condiciones de incubacibn, diluciones de los . -
reactivos, etc.) consideramos aue los mejores resultados
obtenidos pueden servir como informacidn preliminar ocue -
yudiera aplicarse para seleccinnar las eondiciones més a-
propiadas para el montaje de un sistema en el oue se pro-
bard una fraccién enriouecida de Ac adherido a la fase sé
lida. Con las condiciones oue se manejarcn en todos los -
gistemas FLISA nunca se pudo observar cue a maysr concen-
tracifn de APP correspondiers un mayor desarrollo de co--
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lor por la reaccién enzimdtica, inicialmente se pensé -
oue éstos resultados se debfan & cue la fase sflida no e
ra capaz de fijar al &4c y para favorecer la adsorcién -
se probaron diferentes fases sélidas y soluciones regula
4sras gue cubrian un rango de pH 5.0 hasta 9.5, encluso
el Ac también se mod fiecd tratdéndolo con glutaraldehfdo
0 bien uniéndolo covalentemerte a la fase sélida (discos
activados con BrCN) pero en tndos &stos casos no se ob--
servé una diferencia muy clara entre concentraciones al-
tas, bajas y nulas de AFP.

Cuando se fijé el Ac y en especial la fraccién GG -
anti-AFP por medio de seocuedad a 37°C a los pozos de las
placas Dynatech para ELISA, se observé una ligera diferen
cia de desarrollo de color entre las muestras de cslor, -
negativas y positivas, pudiendo indicar ésto dos cosas: -
cue a pesar de la alta reactividad de los sueros anti-APP
su avidez por el Ag no era buena por 1o cue era necesario
incrementar su concentracién y/o oue éste pldstico era un
buen soporte para el Ac pero debian mejorarse las condi—
ciones del sistema, Posteriormente se pengo nue los conju
gados Ac~E no reaccionaban de manera adecuada o aue su
concentracién era muy baja, por ellc fus oue se prerara—
ron 2 lotes por dos métodos diferentes, ambos se evalua-—
ron y el mds reactivo se prob$ por los criterios ya men-
cionados.

Debido a oue cuando se utilizaron bloqueadores pro-
tefcos (ASB y gelatina) se obtuvieron valores de fondo -
muy elevados, se decidid no utilizarlos para tener un -
gistema mds limpio. Los valores de fondo elevados proba-
blemente se debfan a absorcién inespecifica.

Para el montaje de la técnica de ELISA directa se -
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recomiends aue las fuentes de los anticuerpos involucra-
dos sean de animales de especie zoologicamente lejanas -
con el propésito de manejar inmunoglobulinas inmunologi-
camente distintas, en el laboratorio se utilizaron como
primer Ac uno obtenido de conejo el aque se unid a la fa-
se sélida y como segundo Ac uno de cabra empleado en la
preparacién del conjugado Ac~E, sin embargo los resulta-
dos no fueron diferentes a los que se obtuvieron al usar
Ac de cabra anti-APP unido a la fase sblida.

La dltima alternativa que se prob6 para el montaje
de éste ELISA fue un sistema indirecto en el que se uti-
zé un Ac de conejo anti-inmunoglobulina de cabra-peroxi-
dasa, de acuerdo al sistema Ac cabra~vAFP~~Ac cabra~eSC
anti~Ig cabra-P0 que nuevamente dié resultados muy poco
satisfactorios. . :

Es necesario hacer notar que gl probar 1os sigui;n-
tes gsistemas: .

A) Ac de conejo o cabra anti-APPAsAPRP,~ Hubo reac-
cidn aparente obgervable en IEP-B,

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

C) Ac de conejo o cabra anti-AFP~AFP~sAc-E.- No hu-
bo reaccidn observable ni en el ELISA en gel ni en pozos
de placas Dynatech para ELISA.

Es dificil entender la razén del poroue las 3 protei
nas juntas (inciso "C") no efectuan aparentemente una -
resceibn Ag-Ac tipica en la oue se basa la técnica de ELI
SA, sin embargs se podria pensar lo siguiente:
1.~ Palta de concentracion de Ac anti-AFP especifico -
contra la AFP.

2.- Interacciones muy débiles entre la fase sélida y el
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Ac el aue por consiguiente es eliminado fécilmente en ca
da proceso de lavado. Si consideramos que una de las li-
mitantes de la técnica de ELISA es oue su sensibilidad -
estd sujeta, entre otros factores, a la cantidad de Ac ~
absorbido gracias a las propiedades fisicoguimicas de la
fase sélida, es evidente la importancia cue tiene la na-
turaleza de ésta.

3.~ El Ac anti-AFP obtenido en el laboratorio fue muy -
reactivo contra un limitado mimero de determinantes anti
génicos estericamente cercanos. Existe un gran mimero de
publicaciones referentes al montaje de la técnica de ELL
SA directa en las que inicialmente se obtienen Ac anti-
APP de baja afinidad por inoculacién de conejos con AFP
purificada principalmente por métodos inmunoquimicos y -
absorbiendo al Ac en fases sflidas como placas comercia
les para ELISA o incluso en microparticulas hidrof{licas
de derivgdos de N—hidroxisucéinimida. En nuestro caso se
inoculé un precipitado formado por un complejo AFP-GG de
conejo o cabra anti~AFP y aunque teoricamente éste tipo
de complejos se metabolizan in vivo, probablemente en -
nuestros animales el metabolismo modificé algunos de los
determinantes antigéninos de la AFP o bien el metabolis-
mo se efectud parcialmente dejando snlo expuesta una par
te de 1la molécula y el resto gquedd neutralizado por anti
cuerpos, por lo tanto el suero producido contenia anti--
cuerps?s que solo reaccionaban o reconocian cierta zona -
llmitada de la molécula pudiendo haber en ella algin de-
termlnante antigénico inmunodnminante causante de la al-
ta react1v1dad del suern en el aue predomina el Ac diri-
gido contra éste Ag, obviamente al efectuarse la primera
reaccién sobre la fase sélida Ac/~AFP se bloauea el de--
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terminante antigénico mAs importante por el Ac dominante
¥y el segundo Ac del econjugado Ac-E ya no tiene a su dis-
posici’in la zona antigénica contra la aue ésta dirigida
ya que éste conjugado se prepard con el mismo SMC anti-A
FP que estaba absorbido en la fase sdélida. Probablemente
el acomodo espacial de los determinantes no permiten la
accesibilidad al Ac¢ por un simple impediﬁento estérico a
pesar de gque el Ac es policlonal. Fsta dUltima aseveracién
ouizéd no sea la mds acertada pero pudiera explicar un po
co mejor el fendémeno suscitado en ésta_parte del proyec-
to (inciso "C"). .

Al parecer las posibles alternativas oue podrian so
lucionar el problema serfan:
a) Purificar AFP humana e inocularla a animales sin im--
portar gue los anticuerpos utilizados en ambas fases del
sistema ELISA sean obtenidos de la misma especie.
b) Obtener una concentracién elevada de Ac ant{i~AFP alta
mente purificada y especifica {teoricamente es suficien-
te 1 Pg/ml para el forramiento de un pozo de las placas
de Dynatech}.
¢) Utilizar un soporte, por ejemplo de algin pldstico{co
mo el poliestireno) cuya absorcién hidrofflica sea eleva-
da hacia el Ac,
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CONCLUSIONES
1.~ Es mds diffecil trabajar con sueros de cabra que -

con sueros de conejo por su alto contenido en lipidoa.

2,- La modificacién de Lebeca para la IEF-B ofrece u=~
na sensibilidad semejante a la del método tradicional y es
mds sencilla de realizar.

3.~ La aparicién de polimeros de APP se debe al conge
lamiento y descongelamiento sucesivo de las muestras biolg
glcas que la contienen.

4.~ Log métodos inmunoquimicos, en combinacién con o-
tros, permiten obtener preparaciones altamente purificadas
de ARP.

S5.- El método de Avrameas para la preparscidn de con-
Jugados Ac-E sigue siendo bastante eficiente,

6.~ La IEF-C es ligeramente més sensible gue la ID-R.

7.~ Es posible detectar embarazos con alto riesgo de
DTN mediante la cuantificacién de la AFP en el 1fquido am-
miético empleando la técnica de IEF-C & ID-R.

8.~ En virtud de gue no fue posible detectar la cone-
centracifn de AFP en el suero materno mediante la técnica
de IEP-C e ID-R que se montaron en el laboratorio {debido
a su baja sensibilidad) comaideramos que es necesario afi-
nas las condiciones de 1la técnica de ELISA aque fue probada
en &ste trabajo.

9.~ Para el montaje de 1a técnica de TLISA es mds ade

cuado utilizar el sistema rds "1impio" posible,
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RESUNEN

La finalidad del trabajo fue el disefio de técnicas
sensibles, confiables y de bajo costo que permitieran -
cuantificar la concentracién de AFP en diferentes liqui
dos biolégicos para ayudar a la deteccidén de un tipo de
enfermedades perinatolégicas, principalmente las relati
vas a defectos del cierre del tubo neural (DPN), que -
son muy frecuentes en nuestro pafs,

Para ello, mediante inmunoadsorciones con suero -
normal humano se obtuvo un sueroc monoespecifico anti-AFPP
el cual fue utilizado para la purificacién de AFPP, 1la
preparacién de conjugados anticuerpo-enzime, montaje y
estandarizacién de las técnicas de inmunodifusién ra-—
dial (ID-R) e inmunoelectroforesis de cohete (IEP-C) ¥y
se intenté el montaje de una téonica de ELISA. .

Mediante las técnicas de ID-R & IEP-C se cuantifi-
¢o la concentracién de APP en 1fquidos amnibticos de ma
dres con complicaciones durante el embaragzo y en sueros
de cordén umbilical de productos normales a término y a
fectados con DN, Ambas téonicas seleccionaron adecuada
ménte aquellos 1liquidos amniéticos de mujeres embaraza-
das con alto riesgo de tener fetos afectados con DIN.

Para la cuantificacién de la AFP en el suero de mu
jeres embarazadas se intent$ montar y estandarizar un -
sistema para la técnica de ELISA debido a que con ella
se pueden cuantificar concentraciones por debajo de 1
pg/nl. No obstante aque se realizaron un gran ndmero de
modificaciones en las condiciones para dicho montaje, =
fue imposible, hasta el momento, establecer las condi--
eiones Sptimas para un sistema adecuado y funcional,
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