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RESUMEN 

La Alfa-fet o pro teínOl. (AF'P) e!l una glicoprot.elna que es 

sln tetizada en etapa fe tal prlncipalmente por el h1sado, y puede 

ser detectada en el suero ma terno a partir de la séptlma !lema na 

de embarazo. Se han reportado niveles anormales de AFP en suero 

materno en un gran nOmero de condlciones pat.ol6gicas fet.ale" 

tales como: defect.os del Clerre del tubo neural (DTNl, toxemia, 

sufrlmIento fetal, isoinmunizaci6n severa, mola hidatifor me , 

neoplasla tro f obU.stlea y slndrome de Down. 

En adultos s anos, los nlveles de AFP en suerO son muy baJOS; 

Sin embargo, estos nIveles se increm e nt.an en paCIentes con c.1ncer 

primario de hí(lado O c:i.ncer t.est.Icular no sellanomat.oso. 

Por t.ales motivos, la cuantificaci6 n de AFP en suero ha SidO 

d e gran i mportancia. Las t écnicas comunmente emplead as para este 

fin son e l RIA y el ELISA; ambas ofrecen una gran sensl bIlidad y 

reproducibllidad, sin embar(lo , el ELrSA pre senta varIas ventajas 

como so n su raplde z, la establlidad y el bajo costo de l a s 

rea ct lv os. 

Du rante el desarrollo d el pre sente trabajo se produjeron los 

re ... ct iv os biol6glcos nec esarios p ... ra e l monta j e de t éCnICa S 

i n munoen z imJ.ucas para la c uant.lflcac1 ón de AFP en ",u e r o, tales 

co mo: preparaciones enrIquecidas de AFP, ant.icuerpos monoespecl­

ficos ant i AFP, conjugados enZlm¡\tlcos antl AFP y anti gamma 

globulina de conejo (00 d e eo) y un suero est.1ndar el cual 
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presentó una con cen t r a c i ón de 11.30 mg de AFP por m~lilitro. 

Me d i a nte el empleo de los reactivos b~olóllllCOS ob tenid os, se 

logró desarrollar una t'c nica i nmunoenzim.ltica p o r el m't.Odo 

direct.o para l a cuant.if~caCl ón de AFP en suero. Esta t'cnica 

prese nt6 una sensib~lidad de 15 ng/ml y la vent.aJa de poderse 

realizar en un periodo de tJ.empo relat.~valllente corto (3 h ). 
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INTRODUCCION 

En 194 4, se reportó el descubrimiento de u na proteIna en 

suero fetal de becerros co n una movilidad electrofor6tlc a alfa 

a la cua l se le llamó fetulna. 

Poster iormente, en 1956 se detectó por pr imera vez en suero 

feta l humano una proteIna anlilo,a a la fetuina y aparentemente 

ausente en suero de adultos sanos. Esta protelna se desillnó con 

el nombre de Alfal - FetoproteIna (AFP) por mostrar una movilidad 

e1ectrofori!itica entre la de la Albllmin a y la re,HIO de las A1fat­

Globul1nas (1). 

Mediante estudios posteriores, y con el deaarroll o de 

t6cnicas con elevada sensibilidad, se ha podido establecer que el 

suero de adult os sanos presenta concentra Clones de AFP en un 

rango de 4 a 10 nlllml (2). 

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA AFP 

La AFP humana es una glicoproteIna con movilidad electrofo­

r6t1ca de alfal y consta de una so la cadena polipeptIciica con un 

4Y. de carbohidratos; 

(3). Su coeficiente 

presenta un P.M. de 68,000 a 69,000 daltones 

de extinción a 278 nm es de 5.3 su 

coeficiente de sedimen taCión es de 5.5 S Y su punto lsoel6ctrlco 

e3 de 11,.8 (3,4). 

La seCUenCla de aminolicidos en la cadena polipeptIdlca de la 

AFP es muy similar a la de la albl1mina, lo que s u ,iere que la AFP 

y la alb(,min3. pudleran tener un gene ancestral común . 
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SINTESIS DE AFP Y NIVELES EH SUERO FETAL Y LIQUIDO AHHIOTICO 

La slotesis de AFP durante el embarazo empieza alre<1e<1or de 

los 29 <11as despu6s de la concepc16n. En esta etapa del <1esarro-

110 embrionaria, el prlmor<110 hepltico es capaz d.e sintetizar no 

solo AFP sino tambi6n otras protelnas plasmltlcas. 

Entre los 32 a 35 dI as de iestaci6n se inicla la sInteslS d.e 

AFP en el saco vitelina, el cual disminuye su aporte a los &0 

d.las (8.5 semanas de gestaci6n) aproltimadamente, 

La sIntesis de AFP tambi6n puede efectuarse en el tracto 

iastrointestlnal fetal, pero la cantid.ad producida es mucho mis 

pequefi.a que la sint.etizada por el hlia<1o. Aunque se ha demos-

trado que el riñ6n fetal y la placenta ocasl0nalment.e pueden 

producir trazas de AFP, la sIntesis en estos SIllaS no es comOn y 

las cantidades producidas son pequel'ias (5). 

La AFP es secret.ada al t orrente circulatorIo, alcanzando una 

concen t raci 6n mlltlma en el suero fetal de 3 mi/ mi entre la lOa y 

13a semana de gestacl6n. Toda la AFP presente en esta etapa del 

desarrollo fetal es de orIgen hep.itico, despu6s de este perIodo 

su concent.rac16n dismInuye paulat.inamente, d.etectandose nIveles 

de 13 a &6 Lli/ml al momento del nacimiento (5,6,7), posteriormen­

te decrece en forma gradual hallta una concentraci6n de 2-10 

ni/mI, que corresponden a los niveles encontrados en el suero de 

adultos sanos (e). 

La AFP es transmiti<1a por el feto al lIquido amniótico a 

trav6s de la orina fetal (9). En embarazos normales la con cen-
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trac10n maXlma de AFP en liquido amnlotlco es d e 1'5 \.IlI/ml, 

alca nzándos e entre la lOa y 13a semana de lIestacl on (2). Después 

de esta eta pa la concentración de AFP dlsmlnuye en f orma paralela 

a su concentracIón en suero fetal hasta el térmlno del embarazo 

(7). 

NIVELES DE AFP EN SUERO MATERNO 

Los prImeros datos C' u antitat.lV OS de l os niveles de AFP en 

su er o materno, fueron reportados en 197.2 (10). 

En el trans curso del embarazo la concentración de AFP se 

incrementa en el suero materno debido al paso de ésta a través de 

la placenta y membranas amnl.óticas por gradiente de concent.ra c i ón 

del flH o a la madre (11,12). 

I..a concentraCIón de AFP en e l suero ma terno se empieza a 

elevar 8radualmente a partir de la 7 a semana de embarazo, 

alcanzando su nIvel m.ix l.mo duran te el tercer trlmestre del mlsmo, 

siendo éste d e 450 ng/ml. A parll r de es t e perlado, la con cen-

t r aclón de AFP en el sue ro de la madre decrece gradualmente h a sta 

que se al ca nza el rango corr espon!1ien te a I Oll niveles encontrados 

en el suero de adultos sanos en un lapso de 4 a '5 dtas después 

del parto (t O, I4. ). 

Al naClmlen tO los niveles de AFP en suero materno son de 300 

a 1500 veces más ba jOS que los correspondientes a niveles fetales. 

Los nIveles de AFP en suero materno a veces se Incrementan 

durante el parto, probahlemente refle jo de transfUSión fe t oma ter­

na. 
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EXlst.en dlferentes co ndicl OneS pa tol6gicas durante el 

embarazo, las cual es pueden causar un 1ncrement.o en los nive les 

de AFP materna , por lo cua l la AFP se ha empleado como un 

marcad or bioqulmlco para detectar est.as pa tologl a.s. 

TAKIZA.!!!: PARA LA DB:TECCIOH DE DEFECTOS Dli:L TUBO Na:URAL (DTN) 

KEDIA NTE LA CUANTIFICACION DE AFP EN SUERO KATBRNO 

En 1972, BrocK y Sutcl1'ffe fueron 108 primeros en establecer 

una asociacibn entre un 'feto a 'fect.ado por Defectos del Cierre del 

Tubo Neural abierto (DTN) y un incremento por a rriba del r a ngo 

normal en las concent.r a c i on es d e AFP en llquido amniót i co (13 ). 

Dos reportelJ publicados u n a1l.0 m:is tarde sugirieron que una 

elevaci6n en la concentraci6n de AFP en liquido amniótico puede 

reflejarse en el suero materno dando concentraclOnelJ m:i1J elevadas 

que las correspondientes a embaraoz:os nor males (1 4 ,15). E"tos 

hallazgos han sido confirmados por varios ¡rUPO" de lnve"tigado­

res en embarazo lJ con anencefalia y espina bI'fida (16,17,18). 

La c uantlficacl6n de AFP en liquido amn ibllco, elJ un método 

con'fiable para la det.eccibn de OTN, sin embargo no es recomendado 

co mo mét odo rutinari o direc t o en los programas de d etecc l6n de 

estos de'fectos debido a qu e el procedimiento de amniocentéslS 

implica un riesgo para el bien estar fetal. 

Por este mOl1vo, varios au tores han su¡erido la cuantlfica­

cibn de AFP en suero mater no como un método doe tamlzaJe para la 

deteccl6n de OT N, Siendo e l objetiVO pri n Cipal seleCCionar 

aque ll os casos en que la amnlocentesls es necesar1a (2,19). 
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En 197'l , se obtuvieron da t os preUm1nares de un eStud10 

Hp110to~ realIzado en el ReIno Unido y organIzadO por el "Inst1 -

tute for Research ln to Menta l and Mult iple Handicapft. En este 

estudio s61 0 pudo ser detectado un pequez\o númer o de embarazos 

afectados con DTN, por lo que fue propuesto un estudiO colabora ­

tlvO para poder obtener una estimacl6 n real de la efiCiencia de 

la cuanllflca c16n de AFP en el suero materno. Di Cho estudio fue 

realizado un afi o mAs tarde y publicado en 1977. En este estudio 

colaboraron 19 centros hospltalarios del Reino Unido, se incluye­

ron un total de 16,664 embarazos únicos, de los cuales 301 

presentaron DTN (1'l6 co n anencefalta, 142 con espina bífida y 13 

con encefaloc ele). Los resultados establecleron que el me jo r 

tiempo para d iscriminar entre un embarazo normal y uno afectado 

es entre las semanas 16 y 16 de la lestaclón. En este estudio se 

e.stablecló la I1nea de co rte en 2.5 veces el valor de la media, 

de tal manera qu e los valores de AFP en suero materno que 

estuvleron 2.5 veces por arriba del valor de la medla se conf i r­

maron tomando una segunda muestra y real1:tando posterlorment.e un 

exJ.men por ultrasorudo para est.ablecer si el embarazo era único o 

mOl tiple, ya que est.os últ.lmos estan asociados con niveles 

elevados de AFP en suero mat.erno. Mediante este procedimiento se 

pUdIeron d etectar el 66;: de los casos con anencefal1a, el 79;: de 

los casos con espIna bIflda y el 3z ele 101 casos ele embarazos 

úniCOS no afectados que tuvieron concentraClones de AFP por 

arriba de 2.5 veces el valor de la met11a. A trav6s de este 

e.studlo se conflrm6 que la cuantIf l CaCl 6n de AF"P en suero materno 
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pue<le cOnsl<lerarse como u na prueba bIoquimlCa <le gran Importanc la 

para la det ecclón de em b a razos con DTN (20). 

Pra l ramas similares s e han llevado a cabo en otros paIses 

co mo Inglaterra , Holanda , E. U. y Ca nada. Los resultadOS otlten i­

dos al igual que en el estudio a nterior, han demostrado que la 

efiCiencia de detección de defectos del tubo neural, es del orden 

del 92 al 96'l. de los c asos, por tal motivo, estos proeramas s e 

han lmplemen tad o como una prueba de rutina en h os pitales <1e 

'lnecobstetriCla ya que adem.l s es de gran utilidad para el 

diagnóst ico y mane j o de otras compllcaciones durante el embarazo 

(21,22). 

AMENAZA DE ABORTO T MUERTE FETAL IRTRAUTERIHA 

La primera asocia ción entre aborto espont.lneo y concentra ­

ciones an ormales de AF'P en suero materno fue reporta<1a por 

Tata ri n ov en 196'5 (23). 

En un estudio reallzado en 1977, se llegó a la con cluslon de 

que una elevaCi ón de AF'P en suero materno durante el s egund.o 

trimestre d.el embarazo i ndica una posibilidad 6 veces ma yor de 

que el embarazo se asoc ie con aborto espontAneo, s1 se compara 

con embarazos con valores normales de AFP (24). 

Se ha demostrado que la elevación de la AFP en suero materno 

en los casos d.e amenaza de aborto, estA aSOCiada con muerte fetal 

intraute r ina (25). 

Cuando la. muerte -feta l ocurre en Qtero, se supone q ue 1 .. AFP 

se esca.pa por varios compartimientos fetales a la circulac i ón 
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materna, Por lo tant o, es probable que la co n centrac16n de AF'P 

en suero matern o se ln c remente ini cIalmen t e d espués de la mue rte 

fe tal. CuandO el fet o n o e s ex p ulsado inmediatamente, la madre 

puede elimInar la AF'P f et a l de su circula cIón antes de que los 

Sl ¡nOS cHnIcos del disturbio se manifIesten (2 3,25) . 

TOXEKIA y SUFRIMIENTO FBT AL 

La literatura sobre el tema est~ en d esa cuerdo e n cuanto a 

los niveles d e AFP en suero de mUJere s tOltemIcas. Bret les y 

co1s. y Cah ill y cols. en estudios realIzados Independientemente, 

sedalaron un aumento en los niveles de AFP en suero materno en el 

te r cer tr1mestre de embarazos afectados por toxemla lIIevera y 

su frIm iento fetal (26,27). Sln embarg o , las public a c Ione s de 

Garoff y Seppala, en t 'rminos gene ra les seft a la n que en tox emla 

los niveles d e AF'P ma ternos llenden a ser mAs bajos que los 

nIveles n or males y q ue solo en algunos casos estos tienden a 

In c r e mentarse (26). 

ISOINHUNIZACION SEVERA 

La Isolnmunizac ión Rh severa est~ frec ue nt emente aSOCIada 

con elevados nIv eles de AFP e n suero, especIalmente en aquellos 

ca :lOs en que se requlere transfusión IntrauterIna (29,30). BrocK 

y cols. han ;:;eilal a do que la transfUSI ón IntrauterIna no Influye 

unIformemente en el pa trón d e AFP en el s uero y qu e la valoracIón 

d e AFP e n sue r o materno es un par! met r o adIC Ional vall Oso en este 

t !PO de embarazos (30). 
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HOLA HIDA TIFORHE '{ NEOPLASIA TROFOBLASTICA 

PaCientes con carcin oma ¡estaclo n al, tiene n niveles ele AFP 

similares a los encon trael os en mujeres no embarazaelas llanas (31). 

Seppala estuel ló un ¡rupo ele mUjeres con mola hidaUforme, ele las 

cuales una ele caela ocho presen t aron ni veles elevados de AFP en 

suero. En estos casos, los 'O.teros contenIan una slmple masa 

molar Sin evidenci a s d el feto (19). Hishi¡uro describió un a mola 

a sociada con niveles elevaelos de AFP en s uero materno, pero en 

este caso la masa molar coexisti6 con el feto (32). 

En l a ma yorIa de los casos es difIcil ellstlnlulr entre un 

embarazo anormal y una mola h l ela tlforme o una neoplasia trofo­

blA.sl1 ca, particularmente en mUjeres que han te nielo a nteceden tes 

(19). 

SINDROKE DE DOWH 

Va rios aut ores han asociad o los niveles bajos de AFP en 

s ue ro ma t ern o, con Slndrome de Down (33,34,35,36). 

En 1967 se rea liz ó u n es t udio en el cual se estim6 el rlesllo 

ele una mu jer embarazada de tener un hiJO afectado p or sindrome de 

Down, la estimac i6n fue realizada cor relacionando la e elad ele la 

madre y los niveles de AFP en suero materno entre l a s 14 y 20 

semanas de ¡estación . 

De este estud.io se concluyó que e l tamizaje para 1I1ndrome de 

Down usando tan t o la edad materna como los niveles de AFP en 

suero matern o, es m:"s eficiente que I!'I u llar solo uno de amba s 
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pa!"'.1met!"'os (37). 

En e se mumo año se !"'ealJ.zb un estudIo !'IIlmlla!'" en el c ual se 

Incluyeron 210 4 embarazos úni cos, de los cuales 20 18 resultaron 

no afectad os. En este estud10 se construyó una curva de 1sorles-

eo que co rrela c i ona la edad materna (16-46 aftos) con los n1 veles 

de APP en el suero materno (ml1ltiplos de la medIa) en muestras 

tornadas en t re las 14-20 semanas de eestacl6n. 

Mediante la curva de isor1esgo pudieron detectarse el 581. de 

los fetos afectados, mientras que con el empleo de uno solo de 

los parJ.metros 5610 se dia¡nostic6 el 28:t. de los fetos afectadoa. 

BasAndose en los r esultados anterIores los autores sugIeren 

que los valores de AFP en suero materno no pued.en ser empleados 

com o una prueba de d.iagn6stico para s ind.rome de Down, pero sr 

puede ser u sada conjuntamente con la edad materna para estimar la 

probabilidad de q u e el embarazo se asocie co n un feto con 

Slndrome de Do wn (38) . 

AFP DURANTE LA OHCOGEHESIS 

En 1983, por primera vez se demostrb la asoclacl bn entre la 

presenci a de una proteIna fetal en suero y el d.esarrollo de 

proce sos cancerosos en ratones (39). 

Diversos estudiOS ind i can que la AFP es normalmenle slnleti­

zada duran te el desarrollo embrionario por el hIgado embrlonari<:l 

y el saco vitelino , pero tambi~n puede ser producida en el es lado 

ad.ulto po r c~ l u las de c1ncer d e hIgado (40). La sInlesis de AFP 

por eS!3S -:é\u la s se c ree 'tue r es ulta de la des r epreslbn de genes 



los cuales estUVieron a ctivad os y d es p ués reprlmidos durante la 

ontogenesls ( 41 ). 

Tatarlnov en 1965 demostr6 en paCientes con c~ncer primariO 

de hIgado la presencia de AF'P y s UBiri6 que esta proteIna pudiera 

ser la bas e de una prueba serol6¡lCa para esta enfermedad (42). 

Estos hallazgos han sido confirmados y emplead os por varios 

autores (43 ,44.4 5). 

En 1966 se realiz6 un estudio colaborativo por la Interna ­

t ional Agenc y for Research on Cancer, para e valuar y comparar la 

especif icidad y sensibilidad de la prueba de AF'P para la de-

tecci6n de cAncer primariO de hI¡ado. Los resultados indicaron 

que de los 247 pac ientes diagnosll cados con c :li.ncer primariO d e 

hIgado el 61Z mostr6 niveles elevados de AFP, el 32 .4Z mostr b 

resultadOS ne¡alivos y el O.5Z resultados discordantes. 

Los resultados de este estudio fueron la base de repor t es 

posteriores en donde se evalu6 la ut1l1dad de la prueba de la AF'P 

para c~ncer prlmario de hr gado (42,46). 

Ot ro!! e!!tudio!! han dem ostrado que la elevaCi6n de l os 

ni vele s de AFP en el suer o ocurre adem's en otros procesos 

neopl.isicos, como el clncer testicular no semlnomatoso. En e s te 

caso se ha observado que existe una relaci 6n entre los niveles de 

AF'P y e l estado de la enfermedad, ya que los niveles de AFP en el 

suero de estos enfermos , frecuen t emente se i n c rementan du ran te 

la progresi6n del cAncer y disminuyen durante la remlSi6n de la 

enfermedad. 

La cuantificaci6n de la AFP en este tlpo <le padeCimientos es 
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íitil para el seguimiento del tratamiento, ya que se ha observad ó 

que cuan d O lOS Yalores ae AFF post-o peratorios d1SmH\uyen y 

des p u és se lncl'ementan, se ha detectado la p resencia de tumor 

re:HduaL La r eCUI'renCla del tumor está frecuentemente a compaña -

<la por un incremento en los n:z.veles de AFP en el suero antes de 

que la enfermedad present.e sIn t omas cH nlcos (47,46). 

IH veles elevados de AFP han sido encontrados ocaslonalmente 

asociados con cA n ce l" del tracto gastrOlnteStlnal con o Sin 

me U:stasiS en el hIgado (49). 

También e xiste un estudio en el cual se report.ó un caso en 

e l cual se encontraron niveles elevados de AFP en suero asociados 

con c á. nce r de pulmón, en est.e caso, los niveles disminuyeron 

hasta e l rango normal. 8 se manas después de la intervenCiÓn 

qUlríil' gl ca (50). 

HETODOS PARA LA CUAHTIFICACIOH DE AFP 

El prlmer m6todo introducido para la c uant lflCaC1Ó n de AFP 

fu e la inmunodlfuslón con la cual se podía n demostrar con centra­

Cl ones de AFP del orden de 2.5 Ilg/ml (26). 

Pos ter l ormente fuer on emplead OS otros mét.odos basados en 

t.écnlcas d. inmunopreclpi tación, t.odos ellos con una baja 

sensib llldad y aplicados sólo para la cuantificación de AFP en 

alta s: co n cen t.ra cion es. AdemAs de los métodos de lnmunopreciplta-

c ión. también f ueron in troducidos mé todos basados en la agl u tina­

c i6n de partícu la s de latex e inhiblci ó n de la aglutina c i ón. con 

es ta :: t éc n lC" as s e pOd fa n cuanllflcar niveles de AFP arriba de 
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0.25 LIs/mI y 0.1 Llg/mI respectlvamente (5 1). 

En 1911, se descrlblo la técnica del Radloinmun oensayo (RI A) 

para AFP, en la cual se utllizó al antIgeno o al anticuerpo 

mar cado con u n !Sotopo ra cUoactl vo (40). 

Mediante el RIA se pudo evidenclar p or primera vez la 

eKistencia de cantidades t r aza de APP en suero humano n ormal. 

La sen$lbilidad del RI A para cuantlflcacl on de AP P e stá en 

el rango de a 50 ni/mI, pero se han establecldo varlas moolfi -

caciones que han mejOrado la sensibilidad, pUdiendose cuantlficar 

conce ntraclOnes hasta de 500 PI/mI (52,53). 

En el mismo a60, dos grupos de investigadores por separado 

proponen la técnlca del Inmunoensayo Enzlm.itlco (ELISA ), en la 

cual se utlliza el ant ígeno o el anticuerpo conjuga<lo a una 

enZlma 

En 191 3 se introdujo la técnica de ELISA para la cuantlflca­

c16 n de AFP de ra ta por los métodos competltivo y de sandwic h 

obteniénd.ose un a senslbllldad. de 5 ng/ml p or ambos métodos (56). 

En 1975 se emple6 el método del sandWlch con el anticuerpo 

inmovllizado a un p olvo d.e celulosa. El métod.o fue utillzado 

para la cuantlficaci6n de AP P de rata Y humana obtenlendose 

r e sultados reproduci bles en el rango <le 10- 1000 ng/ml Y de 3-1000 

nglml respectivamente (57). 

Otros autores han emplea d o el métod.o de sandwlch en e l cual 

,. emplean como fase s6 li da, micropart1culas hidrofll ica s 

derivada s de la H-hid roxisucc imida, obten l endo un anAlisl S con 

una sen$lbilidad de 2 ng/ ml (58). 
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La senslbllldad de la t~ cnlca se ha tratado de elevar 

emplea n d o anticuerpos mon oclonales dlrlildos hacla dos di-ferentes 

determinantes antlllenlcos de la AFP, 10irando una senslblhdad de 

0.1 ni/mi a 3 n e /ml (52). 

De bldo a que el RIA y mis reCientemente el ELISA son las 

t~ cn l cas comunrnen t e usadas para la cuantl-ficac l ón de AFP en 

suero, tanto en los laborato rlOS d e diallnós tico cl1 n lco como en 

los de lnvestlgación, varios autores han realizado estudios 

compar a tivos entre ambas t6cnicas, conslderando que aunque el RIA 

es superlor en e-ficiencia, sensibilidad y reproduclblildad, el 

ELI SA o frece una eran senSibilidad, los react ivos lmphcados son 

e stables, n o radioactivos ni costosos, es rApida, da un alto 

grado d e reproduclbil l dad y se puede efectuar con equ ipo senclllo 

de labora t orlo. Lo anterior hace que la3 t6cnic as de ELISA .lean 

fuert e mente com p e t il1vas con las del RIA, ademAs de que este 

último presenta el Inconvenien te de que los reactiVOS que son 

requeridos ademAs de ser de alto cos t o tienen una vlda medla 

cor ta . se manejan ISOtOpos radloa c tivos que representan u n r i esio 

para el técnICO que 10 realIza y se neceSita equlpo complicado 

como un cont a ctor de centelleo lamma que lncrementa a ún mis el 

cost o (59, 60). 



OBJETIVOS QENERALES 

1. - Obtenci6n o. reactIvoS bIol0g1cos empleados .n técntcas 

lnmunoen zlm.lt1cas para la cuantlflCaCiOn de AFP. 

2.- Hon ta Je y estandarizaci6n de la técnIca de SLISA para la 

cuantIflcaciOn de AFP en suero. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1a .- Purificaci6n de AFP. 

tb.- Preparaci6n de un suero humano normal libre de AFP. 

te.- Obtenei6n de un suero de conejo monoe$pecIfieo anti AFP. 

ld.- Preparaei6n de conju,ado$ enz-lmltieos (, amma ,lobulina de 

Chlvo- peroxldasa antl AFP, gamma globul1na de conejo- perOll:idasa 

antl AFP y gamma ,lo bulina de chlvo-peroll:idasa anti gamma 

,lobulina de coneJo). 

2a.- in m unoen zi mi. t ieas para l. 

cuantlflcac16n o. AFP en suero, em pleando tres dIferentes 

eonJu,ados enzIml ticos. 

2b.- Elaborael6n de una curva est.lndar a partir de AFP comerclal, 

mediante la t6cn l.ca de ELISA d esarrollada y seleccIonada. 

2c.- Preparac i6n de un suero estlndar lnterno para la sustl.tuc16n 

de un suero est.lndar comercial en la t6cnlca de ELISA seleCCiO­

nada en el labora torio. 
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MATERIAL Y METODOS 

1.- PRECIPITACI 0 N DE LA F'RACC ION GAM MA GLOBUU NA DE SUERO DE 

CHIVO HONOESPECIF'ICA ANTI ALFA -F'ETOPROTEINA CON SULFATO DE AMONIO 

A un volumen de '50 mI de suero de ch1vO monoespeclf1co ant1 

Alfa-Fetoproterna (AFPJ con ten1do en un vaso de preclp.ltado, se 

le adic10no lentamente y con a,ltaC10n co nstan te. un volu men de 

una SoluC.lon saturada de sulfato de amoni o pH 1.4 (la concentra­

clon final queda al 501. de saturac.lonl. la a¡itaclon se mantuvo 

durante 1'5 mln des pues de terminada la adlcion de sulfato de amo­

nl0. A continuaclon se ce ntr.lfui'o la suspension a 5.000 rpm 

durante 15 mln Y el preclpltado se dl$olvl0 en solucion sal1na al 

0.851., pH 1.11- hasta alcanzar un volumen ilua l al volumen or1¡!ln.a.l 

elel sue r o. 

Posteriormente se repitio tres veces el proced1 mlentO an t e­

rior, mod.lflcand.o el volumen de sulfato de amoniO para tener una 

concentracl !>n final d.el 331, de saturacion El sedimento d e la 

úluma centrlfu¡a cio n se disolVió en solUCión sal1na amoru¡uad.o­

ra de boratos pH 8.11- hasta alcanzar la mllad del volumen original 

del suero y se dlal1zó contra la mama soluClon a q.°c durante 3 

dIa s, realizando dC'$ camb10s diarlos. Una vez d1allzada la 

muest ra. se centrifug6 a 5.000 rpm durante 10 min para ellmlnar 

cualq u l er agrelado (51) . 
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' C. - DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL HETODO DE LOWRY 

En tubos de ensayo de 13 x 100 mm se colocaron alIc uotas 

apropiadas de una Solución estándar de pro teina (500 mll'/ml de 

albúmina sérlca bovina), 

Para elaborar la curva de cal1bración se dispusieron 6 tubos 

por d upl1cado y se les agregaron 50 uI, toO ul, 200 ul, 300 ul y 

400 ul de la Soluc1ón esLlndar de prote !na, el vOlumen se 

completo a mi con solución salina 0.&5;(. Además de los tubos 

empleados para la curva de cal1brac1ón, se dlSpUSO de otros tubos 

para colocar las muestras problema e introducir un blanco de 

react1vos. Despu~s de colocar las respectlvas muestras e n cada 

tubo se adiCionaron 3 mi de una s olUCión de carbona t.o al lZ en 

hidrÓXido de sodio 0.1 H conteniendo 1 mI de sulfato d e cobre al 

1;( y 1 mI ele tartrato de SOd10 y potasio al U por cada 100 mI ele 

la Sol UCión anterior. 

Los t u b os s e asilaron con un v ortex y se dejaron reposar 

durante 10 mln, posteriormente se agregaron 100 ul de reactlvo de 

Folln-Clocalteu y se alltarOn nuevamente dejando reposar 30 mln, 

al termino de los cuales se midió la absorbanCla de cada tubo a 

600 nm, a j ustando el espec tro f ot ómetro a O con el bla nco de 

reactiVOS. Para conocer la concentrac i ón de proteinas de las 

muestras problema, la absorbanCla se InterpOló en la curva 

est;\ndar constrUida con la denSidad óptlca (0.0.) de los tubos 

que contenIan la concentración conOCida de prote!na {52). 

El rango 4e senslbll1dad de la prueba es de 20 a 200 uil de 

prote!na por mI. 
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J.- ACTIVAClON DE SEPHAROSA 4B CON BROMURO DE CIANOGENO (Br CN) 

Un volumen de JO mi de Sepharosa 48 se lav6 3 veces consecu­

tivas me!1iante centrlfugacIón a 2,000 r p m !1urante 3 min, u tlll­

zan!1o agua bidestilada fr Ia, el sedlmento obtenIdo se resuspendIó 

en un vol umen 19ua l de a gua b I destllad a frIa y se tra nsHrió a un 

vaso de precIpitados contenIendo una barra mall nétlca y mantenIdo 

en un baño de hIelo coloc ado sobre u na plataforma de agItacl6n, 

posterIormente el electrodo del p otenclóme t.ro se Int.rodujo en la 

suspenSIón y se all.adIó r~pidament.e 150 mI de una solución de BrCN 

con una concent.ración de JO ms de BrCN p or mi de Sepharosa 

(concentr a c i 6n t ota l adi CI onand o 900 ms d e Bre N). El pH de la 

suspensI6 n se mantuvo entre 10.5 y 11 durante 25 mIn adiclonando 

a l prIncIplo hIdróXi dO de sodio (NaOH) 5 N (c uando baja r;1plda­

men te el pHI y adiciona ndo de s pués NaOH 1 N (cuando baja lenta ­

mente el pHI. 

Pos terlo rmente la solucló n se transflrl6 a un embudo 

8uchner, la Sepharosa ya a ctlvada se la v6 por centrJ.fu¡aC16n con 

lO volumenes de a ll ua bidest llad a frIa y después con 10 volumenes 

de amortlguador de acoplamiento (NaHCOJ 0.1 H, NaCI 0.5 M) (53). 

4.- ACOPLAHIENTO DE GAMMA QLOBULINA DE CHIVO HONOESPECIFICA ANTI 

AFP IGG ch antl AFPI A SEPHAROSA 48 ACTIVADA CON Br CN 

Un volume n de 30 mi de Sepharosa se secó y se mezcló con 30 

mI d e GO Ch anU AFP ajustada a una concentraclón de 10 mil de 

pro t erna por mi y dlallzacla previamente cont.ra el am OrtlllUador 



empleado en el acoplam i e nto. 

La muestra se deJo asltando por rotaClon a Ij.°C durante tOda 

la noc he y después se lavo por s u cc lón con 10 volulllenes de 

amortiguador de a coplamiento, se succ i ono caSl a sequedad y s e 

resuspend16 en un volumen de e tanola mlna 1 H, s e d ejó r eposar a 

tempera t u r a ambiente d urante 1 h, posteriormente se lav 6 con 10 

volu men es de amorti suador d e acoplamiento, !5 volumen es de agua 

bidest11ada, 10 volumenes de IUcina-HCl 0 . .2 H, pH 2.8 Y 10 

volumenes de regulador d e fosfatos (NaHP0 t¡. O.OJ H, Na H2POq. 0.0 1 

H, NaCI 0.8'5Z) pH 7.4 (PBS). El lnmunoa<lsorbente se almacen6 a 

4 0C en PBS contenlen<lo time rosa l al O.OIZ como conserva<lor (63). 

5.- OBTENCION DE SANGRE DE CORDeN UHBILICAL y SEPARACION DE SUERO 

El especimen l<leal para la PUrlflCaclon <le AFP es el suero 

de f e tos <le menos de ZO semanas d e ges tac l on, o blén el hIgado 

fetal; Sin e mbargo, por su dificu ltad de obtenc l6n se preflrlo 

maneja r el suero <le la sangre extralda d el cor d6n umt>111cal, 

después <lel par to. 

Para la obtenc16n del suero d e cor<lon umbilical (SCU) se 

extrajo la sangre <lel cordon umbil ica l l nmedlatamen te <lesp ués d.el 

parto, colectand.ola en recl plentes estérlles . Se espero a que se 

formara el co.1gulo, se retiro y el suero se centr ifugo a Z,'500 

rpm durante 10 mln . 

Con e l suero obte n l<lo <le varios cordones u mb lllcales se 

f ormo una mezcla la cual se almaceno a -ZooC hasta su u so. 



6.- PURIFICAC!On DE ;'FP A PART IR DE SCU 

Se coloco una JerInga hIpodérmIca de 50 mI a manera de 

columna cromatogrAflca y se adIC I ono el lnmunoa<:1sorbent e d e 

Se p harosa ItB a ctivada co n Bre N a coplada a GG ch anU ;'PP. 

posteriormente se apl1 có un volumen de 30 mi d e seu, el drenado 

se recupero y se pasó 3 veces mA s a través d e la colu mna , Se 

guard ó una alIcuota de mi para determlnar mediante una prueba 

de l nmunodlfusl ón, SI el v olu men emplead o de SCU fue suficiente 

para saturar e l lnmunoadsorbente. 

Des p ués de hacer reacc Ionar el seu con el lnmunoadsorb ente, 

la columna se lavb exhaustl vam e nte con pes contenumdo ttmerosal 

al O.Ot7. , e l lavado se continuó hasta que el drenado rell'istro una 

0.0. menor de 0.002 a 280 nm . 

Posteriormente se procedIÓ a elulr la ;'FP retenida en la 

columna , e mpleando para esto, 60 mI de SO lUCI ó n rell'uladora 

gl lcina - Hel 0.2 H, pH 2.8. Se ccolectb una fracción de 60 mI a la 

cual se le ajustó Inmediatamente el pH a 7.4 con una solución 

saturada de trls (hldroximetil) amlnometano. 

El con t enido d e proteInas del eluIdo se r ec uperó medlante 

precIpitación con sulfa t o de amonl O al 60% de s aturacibn, des pués 

d e prec lpitar con sulfato de amoniO la suspensibn se centri fui' o a 

5.000 rpm durante 15 min y e l precIpitado se dlsolvlÓ en 2 mi de 

Solucl¿.n salina amort lll' ua d ora de boratos pH 8.4. la muestra se 

d 1a112ó contra la misma SolUción dura n te 3 dIas reallzando 2 

c ambiOS dia ri OS. 

Por últImo la muestra obtenid a se es t erHi2ó por fil t racl on 



y s e almacen ó a - ZOoC hasta su uso. Se guard?> una alIcuota de 100 

1./1 para anal1zar la co n centrac i ón de proteinas p or el m&todo de 

Lowry y el erado de pureza mediante electrofores1s e n gel de 

pol.lacr 11 am i d a.. 

7.- RECONSTITUCION DEL INMUNOADSORBENTE 

In mediatamente d.espulis d.e elUlr la AFP d.e la columna, el 

inmunoadsorbente se recons tituy6 lavand.o la column a con PBS hasta 

regl.$trar un pH d e 7.lj. en el liquld.o drena<1o. 

La columna se r eu til1 zó t.ant.as veces como fue necesario, el 

volumen de SCU empleado f ue Incrementado ca d a vez, hasta alcanzar 

un volumen de suero que lograra s aturar la columna . 

a.- ELECTROFORES EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Median t.e el ec t.rofores is e n ge l de p oliacrllamld a se anal1zó 

la pureza de los dIferent.es lo les de AFP obt.enidos medlant.e el 

empleo del lnmunoadsorbente preparado con Sepharosa a ct.lvada con 

BrCN. 

1. - Preparaclón de geles: 

a).- Gel espaciador: En u n mat.raz Kit.azato se mezclaron 2.5 mi d e 

Solucl6n reguladora t.rlS 1.5 M, pH a.a, 3.33 mi de una solUCión 

de acrllam.lda /bisacrllamlda al 30% en proporc.lón de 36:1 respec­

tivament.e y lj. .15 mi de agua bidesti lada. La mezcla se desgaslflc6 

haciendO vacIo durant e 15 mino Poco antes de vac1ar la mezcla en 

el molde, se a llad1eron 50 1./1 de una soluc16n de persulfato de 

amonio al 10Z y finalment.e 5 1.11 de N,N,N,H- Tetrametllet llendl -
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a mIn a (TE ME D). la mezcl a se a gIto c UIdadosamen t e para no l n cor po­

r a r ai r e e InmedI a t amen t e des p ués se vaCIÓ en la coima r a h asta una 

altu r a de 8 c m. e VIt ando la f o r ma CI ó n de burb u Jas. Antes de q ue 

la ac rl larnlda ¡ eI I flcar a . se co locó en la su perfIc le mi de 

r e¡ ulador d e cor r I mIento (trIs 31 mM, ¡ IlC Ina 0.25 N, pH 8 .3 ) con 

la fl n alldao:t d e evltar l a f orm a c i ón de borcies Irresulares . 

La p Ol Imer Iza c Ión ciel gel se produjo desp u és d e 10 a 15 min 

de haber Sl dO co locada la mezcla en la coimara. 

b).- Ge l con centrado r : Para ellm I nar el regulaci or de corrimle n to 

del gel d e p oll a cr llamlcia, se In c linó e l mo lde, se dren ó el 

regulad or y e l rem ane n t e se absorbió con papel fUtro. 

Para la pre p a r aCIó n ciel sel co n centrat1or, en un matraz 

J::ltazato s e mezcl a ron 2. 5 mi de sol uci ón regulado ra trlS 0 .5 N, 

pH 6.6, 1.3 mi d e a c rIlamlda/b1sacrllamlda al 3 0 Z y 6.2 mi de 

asua bIdestilad a . La mezcla se dessasIflcó haclend o vac lo durante 

15 min o Poco a ntes d e v aci a r la mezc la e n e l molde se añat1leron 

5 0 Vi de la Sol UCIón d e pe rs ulfato d e amonIO a l 10Z y lO Vi de 

TEMED. En :::e gulda la mez cla s e colocó s obre la superfICIe d el sel 

es paclado r , cU Htando d e no f ormar burbUJas . Lo s carrIles s e 

f o rmaron a nte s de l a se h fIcac I 6n con un peine de lO d I entes , el 

c ual se SUmer¡I Ó hasta quedar SU b orde inferior a una d IstanCIa 

d e cm del se l espa CI a dor. 

Una vez q u e se f orm ó el gel, se ret i r 6 el peI ne y el molde 

se colocó e n la c:i.mara de elec trof oresls, la c ual se llen ó con 

500 mi d e r e s u lador d e COrr.lm Iento. 
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JI.- PreparaCIón de las muestras y condiciones <1e corrim iento. 

En las hend.id.uras del gel concentra<1or se aplic6 un volumen 

<1e 20 !JI de las muestras por anall'l:ar, utilizando una microjerin­

ga Hamllt on, las muestras conten ran 50 I)g de pro terna y fuer on 

preparadas en solucl6n reguladora de corrimiento conteniendO azul 

de :bromofenol al 0.5% y ¡l1cerol al 20;-:. 

Una vez aplicadas las muestras , se llev6 a ca:bo el corri­

mI ento electrofor6tlco a 200 volts durante 4~ min o hasta que el 

frente del corrimiento lIe¡ara a 0.5 cm del extremo inferior d el 

sel espaciador . 

9.- TINCIOR DE LOS GELES 

Los geles se tltleron durante 3 h con una solUCión f1Jad.ora ­

colorante [azul brillante de CoomaSSle 0.25Z (p/ v), metanol 

absolut o 45.!t- Z (v/v), AC1do acético glacial 9z (v/V)], <:lespu6s 

<1el tIempo requerl <:lo para la fiJa c1ón y tinc l ón, los geles s e 

sumerllleron en una mezcla <:le metanol absoluto-Acl<1o acé t1co 

glacial en la mlSma propo rCión que la solUCión anterior . Se 

real1zar6n variOS cambios <:le esta Soluci6n hasta elimlnar el 

exceso <:le colorante. 

10.- OBTENCION DE: SUERO NORMAL LIBRE DE AFP !SHN AFP-) 

Para la eliminacIón <:lel flbrlnógeno, a una uni<:la<:l <:le plasma 

humano n ormal (300 mi), se le a<:llclonaron 3 mI <:le una solución <:le 

cloruro óe c alcio 0.5 H Y se Incu bó en un bai\o ele a¡ua a 37 0C 

durante 30 m1n, el coa¡ulo formado se elespe¡6 <1e las paredes c:lel 



reClplE'nte y ést e se refrlger6 dura.nte 15 mln pa.ra p e rmltl r la 
contracclón o e t col.gulo y la Ilberacl o n Oel sue r o. 

Un a vez s eparaOo el suero se r ecuperó y se centrl f ugó a 

10 ,000 rpm du r ante 10 mln, posterlorment.e se pasó a traves Oe! 

l n munoad so rbente Oe Sepnarosa. 

El S HN AFP - se colectó y se es t e r ll1zó por flltra c.16n , 

almacen~ndolo en a l1cuot a s ae 5 y 10 mi a -cooe. 

11.- INHUNODIF"U SIO N. RA DIAL (IDR ) 

Se prepar6 un volumen ae 25 mi ae una Soluc16n d e a¡arosa a l 

11. e n solució n salina 0.a51. contenlendo t.1merosal a l 0.011. y 

polletllen ¡ IICol al 21.. La a¡arosa s e d lSOlvl6 po r ebullición y 

el volumen evaporado se reconstituyó con agua bldestllada. Una 

vez f undida la a ¡arosa, se flltr6 en papel wnatman No. 1, cuandO 

la temperatura de la s olU Ción bajó a 500e y se adiCionó 1.25 mi 

de suero lie Cn l vo monoespec Iflco anll AF'P IS cn anll AF" P). 

La Soluclón de agarosa se vació e n una placa lie pl~stlco 

Hyland y se deJ6 gellf1car a temperat.ura amb.1ente. 

El pa trón de co r t ad o para los geles se realiz6 con la aYUda 

de moldes y sacabocaelos. 

Las muestras aplicad a s en los pozos fueron: seu, seu pasado 

a traves elel lnmu n oa elso rbl'! nte d e Sepharosa y AF'P elu lda del 

lnmun oaelsorbent.e. El vo lu men apllcado d e cada muestra fue dE! 5 

1)1. Despues de co locadas las muestras las placas se cerraron 

hermell cament e y se Incubaron a temperatura ambiente durante 24 

h . Tr a n scurrili o e l tlempo de Incubacl6n, se m.ld i ó el ell~metro dI'! 
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los hal os de prec.lpitación. Para conocer la. concentración d_ AFP 

d e la s muestras, el diámetro de los halos de preclpltaci ón se 

lnterpo ló en una curva estj.ndar (61). 

12.- SECADO Y TINCIOR DE PLACAS 

Para eliminar el exceso de proteInas que no formaron el halo 

de preclpltación, las 

saUna 0.a57, durante 

placas de alarosa se colocar on en Soluclón 

3 dIas real1zando dos cambios diarlos. El 

cuarto dIa se lavaron con alua destllada para el1mlnar los 

residuos de sal. 

Los l eles s e d esprendieron de las placas de plj.stico y se 

transfirieron a una placa de vidrio de las mismas dimensiones que 

el lel , en donde se secaron manteniendolas a 370C durante 24 h, 

posteriormente se t iñeron durante 15 min con una soluclón 

fijad ora-colorante [azul brillante de CoomasSl e 0 .257, (P / V), 

metano l absoluto 45.47, (v/ v), ácido ac6 t1co .lacla l 97, (v/ v )], 

despu6s del tiempo requerido para la fiJaclón y tincl ón, las 

placas se sumerlleron en una mezcla de metanol 411so1uto-lc i do 

acHico ¡laclal en la misma proporCión q ue la solución anter ior. 

Se rea l1zaron varios cambios de esta solución hasta eliminar e l 

exceso de colorante. 

13.- OBTERCION DE SUERO DE COREJO HIPERINHUNE AliTI AFP 

Para la obtención de suero de conejo hiperlnmune anti AFP se 

inmunlzaron 10 coneJos Nueva Zelanda de aproximadamente 3 meses 

de edad, utiUzando como ln6culo 1 mI de AFP eluida del inmunoad-
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sor bente de sepharoza con una conce ntraclb n de 120 IJ I!! de AFP por 

ml. En la pr l mera lnoc u la C16 n el antigeno se emulSlflc6 con un 

volumen 19ual de adyuvante compl e t o de Freund y en la segunda con 

adyuvante lncompleto de Freund. En ambos casos la vIa de l nmunl ­

zac16 n fue lntradé rmlca e n salOS multlples. 

Las slguIentes Inmuniza ciones se reallzaron cada 15 dlas con 

la misma dOS1S de antigeno pero Sln adyuvante. La vIa de 

lnmun i zac16n después de l a segunda dOSlS fue Intramuscular. 

El san8rad.o d. e los anlmales se real1z6 cad.a 15 d.las después 

de haber lnoculad. o la tercera dOS1S. 

Para la obtenci6n d.el s uero, la sansre se d.eJ6 coagu lar a 

temperatura a mbIente, posterIormente se retlr o e l coásulo y e l 

suero s e centrli'u ~6 a 2,500 rpm d.urante 10 mln. 

El sa n8rado de los anImales, a sI como la separac16n del 

suero s e reallzó en cond.IClones d.e este rll1dad . 

Los sueros obtenldos se conservaron a - 20°C hasta. su uso, 

guardando una a lIcu ota de mi d.e cad.a suero para realizar el 

anállsis de reac tlvH1ad (61). 

14.- ANA LISIS DE REA CTIVIDAD DE SUEROS DE CONEJO HI PERINM UNE ANTl 

AFP POR lNH UUOELECTROFORESlS BIDIMENSIONAL (IEB) O DE LEBEG 

Para realizar la IEB se preparó una Sol ucl6n de agarosa al 

Ii': en regulador trIS 37 mM, glI clna 0.1 1"1 , p H 8.8. La s olUCión se 

mantuv o en ('bulllCl 6 n hasta que se fundl o co mpleta mente l a 

a garosa reconstituyendo e l volumen evapora d o con agua deslllada 

Apart e se p r eparo u na solU Ción d.e asarosa al Ii': en a¡¡ua 
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d ~s l.llaaa y s~ disolvi ó p or c al or, en esta solución se sumergIe­

ron plac as de vidri o de 8 x 8 c m l1mplas y desengrasadas, las 

plac as S~ retiraron de la solución de agarosa y se dejaron secar 

a temperatura ambiente. 

Las placas secas se colocaron e n una superfIcie comple t.amen­

te h orizontal y con la ayuda de una plpet.a con punta ancha se 

colocaron 5.1j. mi de agarosa cal1ent.e en cada placa y se dejaron 

gelifi car a temperatura ambIente. 

El palrón de cortado para los geles se realU:ó con la ayuda 

de moldes y sacabocados. 

Para real.l Zar la pr1mera corrida elect.rofor6tica se coloca­

ron en los pozos del gel 5 1)1 de los antI¡enos (SHN y SeU), 

conten1endo azul de bromofenol como indicador del fren te de 

corri miento, las placas con las muestras apl1cadas se transfirie­

ron a la clmara de elect.rof oreslS conteniendo 500 mi de regulador 

trlS-,llcina pH 8.8. Para establecer con tact.o e ntre e l ¡el y el 

regulador de corrimi ento se emplearon tiras de papel filtro 

."hatman No. t de 8 x Ij. cm. 

La colmara de electroforesl$ se conectO a una fuente de poder 

y la eleclro foresis se COrr1Ó a 100 volts durante h. 

Para realizar la se¡unda corrida, se retiró la placa de 

agarosa de la colmara de electroforests colocAndose en forma 

centrada sobre la superfiCIe de l gel una h OJa de papel fUt ro 

""hatman No. de 5 x 6 cm. El papel se retlrO después de 20 seg 

de haber estado en contacto con e l ¡el y el re¡uladOr absorbido 

se reemplazO por 200 111 del anusuero, el cual se distribUYÓ en 



el gel por .-:apllarldad con la ayud a de una pel!c ula de PVC de las 

mlsmas dlm~nsl o nes del papel flltr o {l a téc nIca se llustra en la 

h e· 1). 

La pel(cula de PVC se deJ6 en contacto con el gel y la 

segunda elec tr oforeslS se corr16 perpendlcular a la prlmera, 

apllcando 50 volts durante 16 h a 4 oC. 

Finalmente se retiró de la placa la pelIcula de PVC y se 

observó la aparlclón d e bandas de preclpitaclón (64). 

15.- OBTENCION DE SUERO DE CONEJO KONOESPECIFICO ANTI AFP 

Para la obtenc1ón de sueros monoespecIflcoS fue necesarlO 

adsorber los antlsueros con SH N, para esto se elaboró una curva 

de precIpItaclón antígeno-antlcuerpo (Ag- Ac) a nlvel de tubo de 

ensayo, la cual nos perm1l16 conocer la canlldad ópl1ma de SHN 

que debla adicl onarse a los antlsueros con el f in de elimInar los 

antlcuerpos dIrIgIdos contra proteinas de SHN. 

Para elaborar la curva de precipItaclón se dlspuso de 11 

tubos de 10 x 7'5 mm, por dupllcado, a los cuales se les adIcIon6 

l o stguIen t e: 

# de Tubo 

• , 
, 

!JI de AntlSuero 

500 

. 50 

.00 

350 

1.11 de SH N 

o 

50 

, 00 

<50 
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, 300 200 

, 250 250 

7 200 300 

6 >50 350 

9 100 400 

10 'O "O 

11 O '00 

Los tubos se incubaron a 37°C durante 30 ml.n y después se 

mantuvi e r on a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se 

centrifugaron a 2,'500 rpm <1urante 10 mln, se ellmlnó el sobrena­

dante y el precipltado se lavó 3 veces consecutivas meCllante 

ce n t rif ug& c Hm con solucll>n salina O.85Z. El preCipItado de la 

ultlma centrHUS&C1Ón se resuspend16 en 100 VI de la s o lUCión 

salina y se cuant1ficó la concentración de protelna por el m,Hooo 

<1e Lowry. 

Para la adsor Ción d e los sueros se el1glo a partl.r de la 

curva de preCipitaCión Ag-Ac la relaCión que mostro la mayor 

concentraci6n de prolelna; una vez que se mezclaron ambos 

reactlvos, se lncubaron a 370C durante 30 mln, y después a II. °C 

durante toda la noche. El preCipitado se elimln6 por centrlfuea­

c l 6n y la monoespeCL1'icldad de los antlsueros adsorbldos se prob6 

por IEB 

FInalmente se purlflc6 la fracción (lamma elobullna de los 

a:111SUerOS adsorbldos med lan te su preClpltaclón con sulfato de 

amoniO, almacenand ola a - 20°C nasta el momento de usarse. 



16. - INSOLUBILIZA CI ON DE PROTEINAS DE SHN CON GLUTARALDEHIOQ y SU 

USO COHO lNHUNOADSORBENTE 

La adsorclón de la ramma rlobullna de conejO ant1 AFP (GG co 

a n tl AFP) con protelnas de SHH lnsolublUzadas con ¡lutaralde hldo 

fue empleada solo en aquellos cas os en los cua les la GG co anti 

AFP n o quedó monoespecIfica al adsorberla con SHH. 

Para la lnsolublUzaclón de protelnas con ¡lutaraldehldo se 

dlalizaron- 50 -mI de SHK contra PBS 0.01 H pH 7.0 durante tod.a la 

noche a q.°C. El suero dlal.1zado se centr1fu¡ó a 3,000 rpm durante 

15 min para remover cualquier precipitado formado en la di;l11sis, 

después 

a¡re¡ó 

solucl6n 

se adicionaron 10 mi de PBS 0.1 H pH 7.0 Y finalmente se 

iota a gota y con al.ltación cons tante 30 mi de una 

de ¡lutaraldehld o al 2.5Z (v / v ). Terminada la adici6n 

del rlutaraldehIdo, la mezcla se mantuv o en reposo hasta que se 

formó un gel el cual se mantuvo a 40C durante toda la n oche para 

perml tlr que la ¡el1f1 caclón f uera co mpleta. 

Al dla sl¡ulente e l ¡el se fraccion6 pas.indolo va rias veces 

a través de una Jerin¡a hlpod6rmlca sin aguja y despui!5s con ella.. 

El ¡el y a fra ccionado se lavó exhaustivam ente en un em budo 

Buchner con PBS 0.01 H pH 7.0 hasta rellSt rar en el lIqUido d.e 

lavado una absorban cia menor a 0.002 a 280 ntll . Pos teriormente el 

le l se resuspendi6 en una solución relulad.ora de IUcina -HCI 0.2 

H pH 2.8 d urante 15 min y se lavó nuevamente con PBS has ta 

r e l i strar una absorbancia menor a 0.002 a 280 nm . El ,el se 

res uspend ió finalmente en 50 mi de PBS contenien d.o tlmerosal al 



0.0 1Y. como co nservad or y se adL c Lon ó <1 la GG co a nh AFP por 

adsorber, empleando '5 mi del inmun oadsorbenle por ca da 10 mi de 

la eamma gl obul1na. La mezcla se deJQ Inc ubar a J70 C durante I h 

Y después a 4 0C durant.e t. oda la noc he. El l nmu noadsorbent.e se 

descart. O por ce n l r1f u ea C1Qn y la monoespecLf!cldad o e la GG co 

a nl L AFP se comprobO nuevament.e po r IE8 (65). 

17.- PREPARACION DE CONJ UGADOS ANTICU ERPO-ENZIMA (Ac- Ez! POR EL 

HETODO DE OXI DACION CON P ERIODATO DE SODIO 

Po r e ste mét od o se prepararon J diferen t es con Ju¡aoos: 

1. - Gamma gl obu l1na de c hlvo-peroxloasa antl AF'P (GG ch-PO ant1 

AF'P). 

2.- Gamma globullna de coneJo-per ox to a sa antl AFP tGG co-PO anU 

AF'P). 

J.- Oamma slobullna de chtvo-peroxl0asa anu eamma rlo))ul1na de 

conejo (00 eh-PO antL GO COI. 

La met.ooologia a seiu Lr f ue la s lgulenl/'! : 

Se duol v leron '5 mi d e peroxLoa sa de r ábano fuer t.e (HRPI RZ 

J.O, en I mi oe una soluc l On rect en preparada de b i ca rbo nato oe 

sodio O.J H pH 8. 1; a la SOluCl0n anterLOr se le a diCionaron 100 

1.11 de fl uo r -:> d l nitro benc eno (F DliB) a l IZ en el a nol a bso luto, la 

mezcla se mant u vo en agllaclOn ourant e I h a t.empe ratura ambien­

te, oespués se adlclo n 6 1 mi de perlodato oe sod i O 0.06 M Y se 

mezclO nue vamente durante JO mln. Ensegulda s e aOlcl0nO mi oe 

elLlengli col 0.16 H Y se co nlLnu ó agitando durant e I h . Transc u ­

rl' l't o "1 lI"mT''' 01 (" ilji'l ta"'l ó n \a s<""> lu c l ':' n se 'ÍlalL zó con tra un a 
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s olución de c a rbonat o d e SOd IO 0.1 H, pH 9.5 a 40C durante 46 h 

r eallza.nd o cambIOS contInuos . 

Al t4irmlno de la d1.111S15, se mezclaron 5 m, de ,amma ,lobu­

llna (prevla mente dlal1zada contra la s oluclón de carbonato de 

so<:11o 0.1 H, pH 9.5) con 3 mi de la soluClon de HRP- aldehIdo. La 

mezcla se mantuvo en aj'ltac16n durante 3 h a temperatura ambIente 

y d.espu6s se le adlcl on ó 5 mil' de borohldruro de S0<110, mantenlen­

dose a Ij,°C durante toda la noche. 

La mezcla se dlallzó con tra PBS 0.01 H, pH 7.4 a Ij, °C durante 

24 h . Despu6s de la dU.l1sis el mater1al se centrlfuj' ó a 3,000 

rpm durante 15 IDIn para el1mInar el preCIpitad.O f o rmad O en el 

proceso de dU.lulS (66) . 

16.- SEPARACION DE LOS CONJUGADOS Ac- Ez POR CROKATOGRAFIA EN 

SEPHADEX 0-200 

Para el1mlnar de los conJu,ados AC- Ez, la peroxldasa llbre y 

los antI cuerpos n o marcados, se mon t o una columna de vIdrIo de 

2.5 x 60 cm con Sephadex (]-200 preV Iamente hidratado con PBS 0.1 

11, pH 7.4; la columna se equ.ll Ibró haciend o pasar a traves de 

ella 3 volumenes del mlSmo relulador. 

Una vez equ1l1brada la colu mna , s e apllc6 uno de los 3 

conJulados AC-Ez y se efectuó la eluclón con PBS conten1endo 

tlmerosal al O.O IZ y colectando 60 fracciones de 2. mi con un 

colect or de fracc10nes au t omlt1co. 

Se t omaron lect uras de absorbancla a 260 nm en un espectro­

fotómetro, mezclandose as! las fraccI o nes del pr1m e r p1CO de 
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elUClón, co r respondIente al con jugad o Ac-Ez. 

19.- CONS ENTRAClON DE LOS CONJUGA DOS AC-EZ 

En un \'as o d e preCIpitados con tenie ndo el conjugad o, se 

a<1lcIo n ó lent a me n te y con ag1tacI ón constant e una determInad.a 

cantldad de sulfato de amonio en c r1stales para ol:ltener una 

concentraCión flna l del 70Z de saturacIón. 

Despué s de terminada la adic I 6n de sulfato de amon10, la 

3gltaClón se cont I nu6 por 15 mln m.is y la suspensión se centrifu-

gó a 10,000 rpm du ran te 15 mi.n. El preCIpita d O se resuspendI6 en 

5 mi de una sol u Cl6n de sul fato da amoni o al 50Z de saturaCIón. 

Las mues tra ::: se conservaron a 4 0C hasta su uso (67). 

20.- ELISA POR EL I1ETODO DIRECTO EMP L EA NDO LOS CONJUGA DOS GG ch 

anti AFP '{ GG co antl AFP 

Para la esta ndar Izac I ón del ELISA Inicialmente se buscaron 

las condlclones a propIadas para la adsorclón de la AFP a la fase 

sóllda {placas de pollestlren o para ml c r ot l tu lacló n Dynatech). 

Para e sto se realizaron dlluci.ones seriadas al d oble de SCU en 

tres diferentes r eguladores con dlStlntos valores de pH (regula ­

<1or de citratos 0.01 H, pH 5; SolUCIón sallna borat.:>s 0.01 H, pH 

8.4; solUC i ón salina amortlgua <1o ra d e fosfatos 0.01 11 , pH 7.4) Y 

s e colocaron allcuotas de 100 ~l de cada dilUCI ón en los pozos de 

la plaea, d ejando Incubar durante toda la noc he a 4 oC; poster 1or ­

mente s e retlró el suero. y se lavó la placa t res veces con 

SolUCIón de lavado [PBS ,;onlen l end o albúmina al 5z PI II, l ween 20 



al O.OS/. V / II y tlmerosa l al 0.01Z). InmedIatamente despu6s se 

a(U CIO n ó en c ada p ozo 100 ul o. e SolUCi ó n bloqueadora (PBS 

conteniendo albümina al 51: P/v ) y se deJ6 .lncubar durante 30 min 

a 37 oC. Transcurrido este tiempo, la placa se lav6 tres veces con 

solUCión de lavado y enseguida se adiclon6 en cada pozo 100 1.11 

del conjugado AC-EZ diluido 1:500. La placa se incub6 con el 

conjugado durante h a 370 C y finalmente se lavo tres veces con 

soluci6n de ¡avao:1o y se incubo durante 15 mln en la obscuridad 

con el sustrato de la enZlma (.lcido cítrlco 0.025 M, f os fato (te 

SOdlO monob.lslco 0.05 M, pH 5.1j. conteniendo Ij. mil" de o-fenllendl­

amina, m.ls 10 ul de peroxido de hldrogeno al 30/. por cada 10 mi 

de SoIUClon). Transcurridos los 15 ID ln de lncubaclón, la reacci6n 

se par6 adicionando en cada pozo 20 ul de .lcido sulffirico e N. Se 

leyo la absorba ncla a 490 nm . (La metodologla se Ilustra en la 

fi¡¡ura 2). 

21.- ELISA POR EL METODO DIRECTO EMPLEANDO EL CONJUGADO DE GG ch 

anti GG co 

Para la estandarizaci6n del ELISA por este método, lniclal­

mente se buscaron las condiCiones apropiadas para la adsorCión de 

AFP a la fase s611da. Para esto, se emplearon los mi3mos regula­

dores que para el montaje del método descrito anteriormente. 

Utilizando los tres diferentes regulad or es, se realizaron 

diluciones seriadas al doble d.e seu y se colocaron alIcuotas de 

100 1.11 en los pozos d.e la placa, dejindose Incubar toda la noche 

a Ij.0C, posteriormente se retiro el suero y se lavo tres veces con 
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, ,., 

1 ~ Miclan de la AFP a la fase solida 

LAVADO 

2.- Adic¡ón del conjugado (GG de ch - PO 
anti AFP o· GG de ca -PO anti AFP. 

LAVADO 

F guro 2 ~ EUSA por el método directo poro lo cuantificación de 
AFP empleondo dos diferentes conjugados enzimóticos 
(GG de ch -PO anti AFP ,GG de ca-PO anti AFP. ) 



Solucl on d e lavado. En s eeulda se ad1 c l0nó a cada pozo 100 vi d e 

GG co antl AF P dl l u l d.a 1:500 e lnmed.lalamenle d.espués se d e j ó 

Inc ubar d.uran l e h a 370C. Transcurrldo el tiempo de la lncuba-

cl0n, la placa se lav ó tres veces con soluclon de lavado y se 

adlclon6 a cada p ozo, 100 1.11 de la Solucl6n bloqueadora. La placa 

se mantuvo a 370C durante 30 mln y d.espués se lav6 tres veces con 

resulador d.e lavado, adlcionando posteriormente a cada pozo 100 

1-11 de GO ch-PO antl 00 co, diluido 1:500, y se dejó incubar lh a 

37 0C. La placa se lavó tres veces y por ültlmo se incubó con el 

sustrato de la enz i ma durante 15 min en la obscuridad. La 

reacción se paró adlclOnando a cada pozo 20 1.11 de i.cido sulfürico 

6 H Y se ley ó la D. O. a 490 nm. (La melodolo,Ia se ilustra en 

la fisura 3). 

22.- EFECTO DE LA COHCEHTRACIOH DE GG ch- PO ant1 (30 co 

Para observar el efecto de la concentrac ión d e l con JUljad o, 

se r ecubri ó una pla ca con AFP, para esto se reallzaron d llucl ones 

seriadas al doble de SCU en re,ulador de cUratos 0.1 H, pH 5.0 Y 

se Sl,UI6 la metodolosIa descrlta anteriormente, pero variand.o 

las dlluClones de la GG ch - PO antl GG co (1:500 , 1:1000, y 

1:2000). 

23.- EFECTO DEL BLOQUEADOR (SHN AFP- AL 5:1.) 

Inicialmente se recubrlo una placa con d1lucl0nes seriadas 

al doble de SCU en resulador de cltratos, para realizar el 

lnmunoensayo se emplearon la GG co antl AFP y la GG ch antl AFP, 



1:- AdsorciOO de lo AFP a la fas816iida 

LAVADO 

2.- Adición de la GG de ca anti AFP 

LAVAOO 

3.- Adición de GG de eh - PO ont i GG de ca " 

LAVAOO 

4 .- Adición del sustrato 

Figuro 3 :- ELlSA por ,1 rM"todo directo para cuontificocion de AFP ~o 
el conjugado de GG "de eh-PO onti GG de ca 



dllu i <la s 1:500, 

Para observar el e fe c t o de l bloqu e ador, éste se adi c i on ó al 

sIstema como SI¡¡:ue: 

1) Ant.es de adl CIonar el primer ant.lcuerpo. 

2) De spués de adi cIonar el prlmer anticuerpo. 

3) Antes y después de adiclonar el prlmer antlcuerpo. 

24.- CURVA ESTANOAR 

La curva es\J.ndar se realizó empleando AFP pura (10,000 

UI /ml) a partIr de la cual se realizaron dilUCiones apropladas en 

reiulaelor ele c1t.ratos 0.1 H, pH 5.0 conten1e ndO SHN AFP- al 5z 

v/v para obt.ener las siiuient.es con centrac1ones de AFP: 1.5 ni 

(2.5 UI), 3.12 ni (5 UI), 6.25 ni (10 UI ), 12.5 ni (20 UI), 25 ni 

{40 UI), 50 ng (80 UI), 100 n , (120 UI). Como control se empleó 

el m1smo regulador en el que se dlluyó la AFP. 

25. - SU ERO ESTANDAR 

A un volumen de 50 mI d e SCU se le adlc1on o 4 mi d e AFP 

eluIda del inmunoadsorbente, con el fln de aumentar la concent.ra­

ción de AFP en el suero. 

Se real1zaron diluc iones seriadas al d o ble el e l suero 

est.J.ndar (1:25 hast.a 1:12,800) en relulador de clt.rat.os 0 .1 H, pH 

5.0 conteniendo SHN AFP - al 5i( v/v. 

Con las diluciones obtenidas se rec ubrlO una placa y e l 

inmun oensayo se realiZÓ em p leando ambos anticuerpos diluIdos 

1:500 y la soluc i ón bloqueadora después de haber adi c i onado el 



prlme!' antIcuerpo. 

La c uantificac I ón de AF'P del suero est1ndar se real12Ó 

interpol and o los valores d e la D. 

descrIta ant@rlorm@nte. 

o. en la cu rva estJ.n d ar 



RESULTADOS 

PURIFICACI ON DE AFP 

A partir del suero de Ch iVO monoespeclfico previamente 

preparado en el laboratorio, se precipito la fraccion ramma 

globulina con sulfato de amonio y se determi no la concent.racion 

de proteIna por el m,e,to40 de Lowry , a justando la muestra a una 

concentracioO de 10 mg/mI. 

Se acoplo un volumen de 30 mi de la soluci on de ramma 

globul1na de chivo ant1 AFP, a 30 mi 4e Sepharosa 4B act1vada con 

bromuro 41' cianogeno. El lnmunoadsorbente asI preparado se monto 

en una Jer inga hipodErmica de 50 mI y se hizo reaCCionar con SCU, 

eluyendo posteriormente la AFP retenida en la colu mna con 

soluclon reguladora gl1clna -HCI p H 6.2. 

El inmunoadsorbente se reutlllzo mi.s de 30 veces stn perder 

su reactividad. 

Para conocer el grado de pureza de la AFP obten Lda a traves 

del lnmunoadsorben te, se procedi':' a analizar la muestra median te 

electroforesis e n gel de pollacrllamida (EOPA) (Fig. 4). En el 

electroferograma se observo la presencla de una banda muy marcada 

con corrim i ento de alfa globulllla, correspondiendo a la AFP, y 

otras con diferente corr imien to, lo cu a l i ndic a que no se 

obt uvieron muestras puras, pero sI ricas en AFP, 

La concentraclon de AFP de cada una de las muestras e lu Idas 

del inmunoadsorbente se determino por i nmunodifu.u6n radLal (Fill. 



G H I J 

F igura 4.- Electroforesis en ¡el de pollacrllamlda de la AF? 

eluIda del inmunoa-..l$orbente de Sepharosa. 

AlSHN 

Bl seu 

el-J) Diferentes elutelas del lnmunoadsorbente d.e 

Sepharosa. 

4. 
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Figura 5.- JR D para d~termln3.r la concent rac l ón d e AFP de los 

e lu Idos del lnmunoadsorbente de Sepharosa. 
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el-O) Diferentes eluIdos del 1nmunoadsorbente de 

,sepha r osa . 



5), Ob t enle nd ose una con ce n tr3.Cl Ón p r omed IO de 300 Vi / mi de mues­

tra. 

Por o tra parte tamblén se realiz6 la determInaclón de pro­

telna s POI" e l m~t (\d o de Lo wl"y, o bteniendose una con celltl"a Clon 

promedio de 2 mg / ml de muestra. 

La AF'P recuperada del inmunoadsorbente fue empleada como 

Inoculo para la inmuniz a cion de coneJos, asi Como para enriquecer 

una muestra de SCU, empleado como est.indar interno de AF'P p a ra 

ensayos tiPO ELISA. 

OBTENCION DE SUERO DE CONEJO HONOESPECIF'ICO AHTI AFP 

Una vez que se purlUc6 la AFP se procec1ió a la inmun.1za-

c i6n de conejos. El sangrado de animales se reali Zó después de 

haber aphcado la tt'rcera d6sis del an t Iseno, probando l a 

reac tlvldad de los antlsueros por lES. En la flgura 6 se muestra 

una lES de s uero de co ne jo hiperlnmune anti AFP, en la cual se 

emplearon como antIgenos SCU y SHN, En ella se observa la 

presenCi a de una banda de precipitacl6n con corrimien to de alfa 

globul1na co rrespondiente a la AFP cuando se utiliz6 co mo 

antIgen o seu y n o se presenta cuando se utiliza como antIgeno 

SH N. También se observo la preSenCia de otras bandas de preCi pl-

t a ci6n corre spondientes a prote1nas d.e SHN. 

Con el fIn de ehmlnar c1e los antisueros los anticuerpO); 

dIrl¡¡ld os contra prote1nas del SHN, éstos se adsorbieron utill ­

zan:1o SHN , probando la monoespeclficidad c1e los sueros adsorbldos 

F' '' !' !EB (F t S. 1 ) 
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Figura 6.- lES ele suero de conejo hiperlnmune antl AFP. 
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f'igura 7.- JES de suero de coneJo monoespeciflco antl AF'P, 
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G G Conejo Antl. AFP (ME' 

Figura a. ~ l ES de gamm.;1 globul¡na de coneJo monoespeclf l ca anti 

AFP. 
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Despue s c1e haber adsorbldo variOS lotes c1e antlSuero se h izo 

una mezcla c1e estos y se purifico la fraccl o n T- lI'l obullna 

med i ant.e su prec iplt.ac i on con sulfato de amoniO. 

Para probar la monoespecif1c lclad c1e la ao co antl APP s e 

realizo otra IEB, en la c ual s e observo la aparlcion de otras 

banc1as c1e preclpl tacion, por lo que se decldl6 aelsorber la lI'amma­

II'l obul1n a con proteInas ele S HN, insolubll1zac!.as con II'lutar­

alc!.ehlc!. o. Se c!.ecld.i6 emplear este lnmunoad.sorbente c!.ebid.o a que 

tiene la ventaJa d.e no d.ilulr la muestra. 

Finalmente se prob6 la 1Il0noes pecificic!.ac!. d.e la muestra 

realizanc!.o otra lEa (Fill'. 8). 

PURIFICACIOH DE LOS CONJuaADOS ARTICUERPO-ERZIHA 

Despu4!i s c!.e la prepa rac16n c!.e los conJu,ac!.os enzim.l tlcos por 

el m4!it.oc!.o d.e oxidac lon con perloelato de sOd i O, estos se purIfica­

ron pas.lnd olos a trav6s de una columna de Sephac!.ex a -200. De las 

fracci ones colectac1as se t omaron lectura s c!.e la absorben Cla a 280 

nm (Fi¡s. 9, 10 Y 11 ) 

Del conjulI'ado de aG co-PO anti AFP se mez.::laron de la 

fracción 20 a la 31j,; del conjugado GG ch-PO antl AFP se mezc laron 

c!.e la fracció n 25 a la 31 y del de aa c h-PO an tl 00 co se 

mezclaron ele la fracc16n 24 a la 33. 

La mezcla de cada u no ele los conjugados enzlmitlcos se 

concentro y se resuspendió final mente en 5 mi de sulfato de 

amonio al 50Z ele saturaCión, almacen.lndola s a 40C hasta su uso. 
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CROMATOGRAFIA DE CONJUGADO ENZIMATICO 
(OO-PO V8 AFP) 
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ELISA POR EL HETODO DIRECTO 

Para la e:standaruaCl6n de l ELISA p or este m6todo, en donde 

se emplearon lo:s conjugados de aa co- PO anu AFP y GG ch-PO antl 

AFP , se trataron de establecer la s cond iclones op timas de 

adsorClon de la AFP a la fase s6 l1da. Para ellto se incubo una 

placa d urante toda la noche con diluclones seriadas de seu 

(1:100-1:51200) en diferentes r eg uladores a disu.n tos valores de 

pH: encontrJ.ndose que en cualquiera de los reguladores empleados 

para ambos conjugados, las lecturas de 0.0. a 492 nm resultan de 

O, tomando co mo referencia las lecturas de los pozos en los que 

se coloco el blanco de reacu vos (O ng de AFP). Sin embargo, 

cuando se empleo el conjugado de aG ch-PO antl aa co, los mejores 

resultados se obtienen con el regulador de citratos 0.1 H pH 5.4 

en el forramiento de la placa con seu (FlII. 12). 

EFECTO DE LA conCERTRACIOR DE Ga ch-PO ant1 <la co 

Una vez determinadas las cond Iciones 6pUmas de adsorcl6n de 

AFP a la fase s611da, se trat6 de establecer la concentraclon 

optlma de conjugado que deberla elllplearse en el lnmunoensayo. 

Las dilUCIones de con j ugado que se probaron fueron: 1:500, 1:1000 

y 1:2000. 

En la flllura 13 se puede observar que baJO las con<1ic iOnes 

empleadas, la concentracion m~s apropiada del conJulado enzim.i­

t l co fu6 la de 1:500, ya que es en esta dilucion en donde se 

Obtienen los valores m.is altos de 0.0. a 492 nlll . 

" 
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MONTAJE DE LA TECNICA ELlSA 
(EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AC-PO) 
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MONTAJE DE LA TECNICA ELlSA 
(EFECTO DEL BLOQUEADOR SHN-AFP 6%) 

FIG.14 
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EFECTO DEL BLOQUEADOR (SHN AFP- AL !5ZI 

Para observar el efecto del bloqueador, 6ste se adlcJ.onó en 

tres diferentes pasos del lnmunoensayo: 1) an tes de adlclonar el 

primer antlc uerpo, 2) d es pu6s c1e ac11clonar el prlmer antlcuerpo y 

3) antes y despufs de adlclonar el prlmer anticuerpo. 

En la f i¡ura 14 se observa que los mejores resultados se 

ob tienen c uando el bl oqueador es adJ.clonado al slstema de.spues 

del primer anti cuerpo. 

CURVA ESTABDAR 1 SUERO ESTANDAR 

una vez estandarlzac1a la tecnlca de ELISA por el m6todo 

directo empleando el conJu¡ado de GG ch-PO antl GG co, se e laboró 

una curva est.1ndar utlllZando AFP comerclal, a partlr de la cual 

se practicaron Clnco d l l uc iones para abarcar un ran¡o de 1.5 a 

100 ng/ml. La cur \' a se construyó ¡raflCando 0.0. contra concen-

traCión de AFP (Fl¡. 15). La curva asI obtenic1a se ajustó a una 

recta empleando el metodo de regres10n lineal por mIn l mo s 

c uadra d os 

Para 

(F1e · 16). 

la preparación del suero est.1 n dar fue nec esar iO 

enrlquecer un volumen de 50 mi c1e SCU con AFP eluIda del lnmuno-

adsorbente. Una vez preparado el suero se realizaro n dllUCl ones 

ser lada s al doble en regulador de citratos 0 .1 H pH 5.4 Y e l 

i nmunoensayo se realizó bajo la.s ml s mas conc1ic lones que para la 

curva est.1ndar (F1g. 17 ). Para d eterminar la con centración c1e 

AFP del suero est.1ndar se ln t erpolaron los val ores de 0.0. de las 

-:1J.!U -:: l<:l:'leS '.1~1 s uel"C estj,ndar que quedaron de ntro del ran¡o de 



senSIbIlidad de la curva estándar, r esU ltandO por este meto<1o una 

concentracl>!Jn de 430 mi de AFP por I ml d.e suero estindar . 

. , 
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CURVA ESTANDAR PARA AFP 
(CURVA AJUSTADA POR MINIMOS CUADRADOS) 
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DISCUSIOH 

Dentro de la gran variedad de métodos de!arrollado! a la 

fe c ha para la purlficac i ón de protelnas, nosotros decidimo! 

utllizar un método de lnmunoadsor c16n selectiva para la purlflca-

c 16n de la AFP. Se seleccion6 este métoelo elebielo a que permlte 

aislar grandes cantidades de protelna, ademi1s de que tiene la 

v en taja de que los inmunoadsorbentes preparaelos pueden reut.ili-

zarse varias veces. En el ca so concreto elel presente trabajo se 

emple6 un inmunoaelsorbente de Sepha rosa 4B-ant1 AFP, el cual fue 

utilizado mis de 30 veces consecut.ivas y solamente hasta el Unal 

sufrió una pequei'la pérdida de su activ1dad. 

Las preparaciones de AFP obtenidas del lnmunoadsorbente 

presentaron pequei'las cantidade! de proteInas contamInantes. 

Según se pudo observar en la EGPA estas proteInas fueron pr1nci­

palmente gamma globulinas, las cuales se llberaron del adsorben­

te, asI como otras proteInas de suero normal que se retuvieron de 

manera inespecIfica en el adsorbente y después se liberaron al 

e lu ir la AFP. 

Las preparaciones de AFP fueron empleadas sin remover de 

ellas las proteInas contamInantes, debido a que para n uestros 

fines no era necesarlO ob tener preparaciones puras de AFP, .uno 

mis bien con concentraciones relativamente elevadas de AFP. 

En lo que respecta a la obt.ención de sue r o de co nejo 

monoe!pecIfico a nti AFP, inic la lmente los sueros h i perinmunes 

fueron adsorbidos con SHN, las preparaclones obtenidas se 



anall zarc- n me1.ian te IEB y se observ 6 una sola ban(!-a d e preclpn a.-

c16n utlllzando como anti geno s eu . SIn embargo, al purIficar la 

fracCl6n gamma globul1na s e detectaron otras bandas de preciplta­

cI6 n e n la lES: esto se atribuye a que la tócnlca de elec trofore­

SIS empleada para analIzar las muestras n o tlene un alto erado de 

senslbllldad, p or lo que no pudleron ser eVldentes las peq ue t.a s 

cantldades de antlcuerpos d1r181dos contra prote{nas de SHN que 

con tenIa la muestra, y estas s olo se pudleron detectar cuando la 

muestra se conce n tr 6 med lante el procedimiento de purlflca c16n de 

la fracci6n gamma globu llna del antlsuero. 

F inalmente los antl cuerpos contam lnantes fueron ellmlna<1os 

medl,¡¡nte la l n munoa dso rc16n con proteInas <1e SHN in.solublllzadas 

con glutara ldeh l do y los resultados de la Olt lma JES reallzada, 

comprobaron la monoesp e ci fici<1a<1 d.el anl1suero anll-AFP, a l 

aparece r una sol a banda de precipItaci6n cuando .se emple6 como 

antlge:l.o seu. 

Por o tra parte la purIfl cac16n d e conJusados Ac-Ez se 

realiz6 me<1i a nte fra cClo namlen to c roma togr.i fico utilizando 

SephadeJt 0-200. El perfil d e elUC16n de la GG co- PO an tl AFP 

mostr6 dos P 1COS; el prlmero de ellos correspond16 a los com ple­

JOs Ac-Ez (este PiCO present6 una cauda de la fracci6 n 35 a la 

151 , l;a c ual corresp onde poslblemen t e a lOS antic uerpos no 

a coplados) y un segundo PICO correspondlen te a la e nZlma llbre. 

Los perf iles de e luc16 n tanto de la GG ch- PO a nti AFP como d e la 

GG c h -PO antl GG co, most r aron un solo PICO que corres p onde a 

complejos Ac-Ez, y una cauda de la fraCC16n 26 a la 65 pa ra el 

.s 



conjugado de aa eh - PO antJ. AFP y de la 34 a la 52 para el 

conJuead o de aa ch-PO anti <la co, las cuales corresponden 

posiblem!'!nte a anticuerpos no a co plados y/o enzima libre. 

Las diferencias observadas en los perflles de eluciOn de las 

tres diferentes muestras se debe a la técnica seleccionada para 

la preparaClOn de los conju,ados Ac-Ez. ya que algunos autores 

han reportado erandes varlaciones en cuant o a la eficiencia, 

empleando el mumo método de acoplamiento (66). 

Los ensayos tipo ELISA comunmente empleados para la cuanti­

flcaciOn de AFP son el método del sandWich y el mitodo del doble 

anticuerpo. Preliminarmente a este trabajO intentamos desarro-

llar el m6todo de sandWich para la cuant lflcaciOn de AFP, sin 

embario. en los diferentes ensayos realizados no se o bservaron 

diferencias en t re la$ muestra" problema y 10$ blancos de reactivo 

(O ng de AFPl, atribuyendo esto a que no fue posible unir el 

prlmer anticuerpo a los difere ntes materiales utilizados como 

fase "Olida. entre los cuales se pro baro n pollestireno en f orma 

de perlas, discos de papel activados con BreN, placas para ELISA 

Dynatec y placas de ELlSA forradas con prot erna A. 

Por lo anterlor se decidlO IItlllzar un m6todo directo que es 

co munment e empleado para l. cuantificaclOn d. an t icuerpo, 

a da ptandolo para los fines de este trabaJO para cuantlficar 

anUeeno. De estil manera, la fa s e sOlida fue recubierta con el 

anUeeno a ser cuantiflcado. 

Al tratar de lmple mentar el mitodo direc t o empleando los 

conjugados de aa co-PO anti AFP y aa ch- PO anti AFP no se 

•• 



obtuv.Leron buenos resultados, pues la s lecturas de D.O a 1192 nm 

dIer on cero en t oda s las muestras problema tomando como refe ren­

Cla los pozos en los que se colocó el blanco de reactivos (O ng 

de AFP), Sln embargo, al s~r empleado el conjugado de GG ch-PO 

ant.L GG co se encontraron c1.Lferenclas entre el blanco de reactl-

vos y las distintas diluciones de seu. Estos resultados se 

pueden deber a que al emplear un segundo antlcuerpo se aument.ó la 

sensibllidad del m¡todo. 

En nuestros resu l tados obtenldos para establecer 

condiciones ópt. lmas de adsorclón de la AFP a la fase sólida, 

observamos que en el regula<1or de Citratos pH 5.4 se obt.lene la 

mayor adsorclón, mientras que para los reguladores de f osfatos pH 

7.1~ Y borat.os p H 5.8 la adsorclón es mas baja siendo caSl igual 

para ambos en las diluciones de seu mAs elevadas. 

En cuanto a la concent ración del AC-Ez la dilución 1:1000 da 

una D.O. baja Sin mostrar gran<1es <1lferenCias entre las lect.uras 

de las diluclones mAs altas de seu; la dilUCión 1:2000 no muestra 

nlnguna dlferenCla entre las distlntas dlluCiones de seu utll.Lza­

das; la dilución 1:500 da una adecuada respuesta , por lo que fue 

usada rutinariamente. 

Al probar el sue r o humano normal libre de AFP (SHN - AFP-) 

empleado como b loqueador en las diferentes et.apas del s ist.ema. se 

dec.Ld.Ló llevar a cabo la adicl6n de ¡st.e despu6s de poner en el 

Sist.ema el primer ant.Lcue rpo, ya que a este nlvel es cuando mis 

se reduce la adsorCión n o especifica del Ac-Ez. Se han Cl tado 

'.loa ~r:an ·:<1r1ed::l..1 :l.e proteinas que pueden ser empleadas co mo 
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bloqueado r, pero nosotros deC1dimos emplear SHN AFP- por ser mis 

acc@slble y de ba Jo costo. 

Los resultados obtenidos d_e la curva estindar en donde se 

emple6 AFP comerc1al muestran que a part1r de los 50 n'/!JI la 

curva presenta una tendenc1a lineal, no as! concentraciones 

infer1ores , p or lo que se procecti6 a a justar la curva reallzancto 

una regresi6n lineal por el m6t octo cte m!nimos cuactractos; Sln 

embargo. se observa que es probable que puectan ser cuantlflcactas 

concentraciones mis elevactas cte AFP, ya que parece ser que cu mple 

con la ley cte Lamber y Beer por arriba cte los 100 n,/l00 Vi. 

" 



CONCl.USION ES 

Lo. reactivos biol6¡p c os qu. . o n requerid os para ,., 
t6cnl cas inmun oenZlmáti cas para la c uantlflcac i6n de AFP en 

suero, s on en su mayorla de lmporta cl 6n; en consecuenCla presen­

tan costos elevados y su importac1 6 n est.1 su j eta a trAmltes 

admlnlstratl v os muy tardados, situac.l.6n que un 

problema serio ya que los reactivos menclonados presentan fecha 

de caducidad. 

En base a lo anterior, conslderamos que la producci6n de 

tales reactivos blOl6g1COS en el laboratorlo, es de gran impor­

tanCla. 

Durante e l desarro llo del presente trabajo se lograron 

produclr en el laboratorio preparaC10neS enriquecidas de AFP 

proven i entes de seu, SHN libre de AFP, GG de conejo a n ti AFP, 

tres diferentes conj ugados enzl mAtlcos (GG de ch-PO anti AFP, GG 

de co-PO antl AFP y GG de ch-PO anti Ga de co) asl como un suero 

estAndar I n terno. 

Medlante el empleo de algunos reactlvos arriba menc Ionados 

(aG de co anti AFP, GG de eh-PO anti GG de eo y SHN libre de AFP) 

se lmplement6 en la Hicnlea de ELISA un m6todo dlr ec to par a la 

cuanUficacl6n de AFP en suero, el cual tlene la ventaja de que 

se puede realizar en un periOdO de t iempo relallvamente corto (3 

h). 

Desarro llada la t6cnica, se elabor6 una curva estándar 

empleandO para oIisto un estándar de AFP comercial. 
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llnearlZo p or el método de minimos cuadrados y s e utiliz6 para 

determlnar la concentraci6 n del suero est;lndar i nterno producido 

en el la b oratorio, siendo és ta de 4 30 mi/ ml. 

Con la ob t enci6n de la curva est;lndar tamblén fué posible 

determinar e l rango i nferi or de senSibilidad de la técnica, 

siendo éste de 15 ni / mI. 

La sensibi lidad de este m,Hodo es ba ja , .si se le compara con 

la ob tenida en otros métodos de ELlSA <1escrltos p or Bela ng e r y 

cols., en los cuales la mayor sensibilida<1 reporta<1a es de 5 

ng/ml. Sin embargo, con si<1eramos que aunque la sen.sibll1dad 

obtenida no fue la deseada, ésta es lo suficientemente alta como 

para ser utll1zada en la detecci6n de al,unas pato lo¡Ias que 

involuc ran elevaci6n en los niveles n ormales de AFP. 

Un eJemplo claro de la utilidad del mét od o desarrollado es 

en patolo,Ias durante el embarazo, ya que los nivele.s de AFP en 

suer o materno durante el seg und o trimestre de éste, e .s t ;ln p or 

a rriba del rant o inferior de sensibl l idad de la técnica (se toma 

como referenCia el segund o trimestr e p orque e s el mejor t i empo 

para discriminar entre u n embarazo normal y uno afectado). 

Ta mbién consideramos que la tócnlca desarrollada puede ser 

ütil como p rueba comple mentarla en el diatn6st ico de clncer 

primariO de hi ga do, ya que los nlv eles de AFP e n éstos padeC i ­

mientos son mucho m;ls elevados que los niveles normales, y pueden 

ser detec tad os f;lcH me n te por este métod o. 
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