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RESUMEN

La Alfa-fetoproteina (AFP) es una glicoproteina gque es
sintetizada en etapa fetal principalmente por el higado, y puede
ser detectada en el suero materno a partir de la séptima semana
de embarazo. Se han reportado niveles anormales de AFP en suero
maternce en un gran nuimero de condlciones patoldgicas fetales
tales como: defectos del cierre del tubo neural (DTH), toxemia,
sufrimiento fetal, iscinmunizacién severa, mola hidatiforme,
neoplasia trofoblastica y sindrome de Down.

En adultes sanos, los niveles de AFP en suero son muy bajos;
sin embargo, estos niveles sgse incrementan en pacientes con cincer
primario de higado o ciancer testicular no seminomatoso.

Por tales motivos, la cuantificacién de AFP en suero ha sido
de gran importancia. Las técnicas comunmente empleadas para este
fin son el RIA y el ELISA; ambas ofrecen una gran sensibilidad y
reproducibilidad, sin embargo, el ELISA presenta varias ventajas
como son su rapidez, la estabilidad y el Dbajo costo de los
reactivos.

Durante el desarrollo del presente trabajo se produjeron los
reactivos biolégicos necesarios para el montaje de tacnicas
inmunoenzimiticas para la cuantificacion de AFP en suero, tales
como: Ppreparaciones enriquecidas de AFP, anticuerpos monoespeci-
ficos anti AFP, conjugados enzimaticos anti AFP y anti gamma

globulina de conejo (GG de- co) Yy un suero estindar el cual



presentd una concentracidén de 430 mg de AFP por mililitro.
Mediante el emplec de los reactivos bioldgicos obtenidos, se
logré desarrcollar una técnica inmunoenzimiatica por el método
directo para la cuantificacién de AFP en suero. Esta técnica
presentéd una sensibilidad de 15 ng/ml y la ventaja de poderse

realizar en un periodo de tiempo relativamente corto (3 h)



INTRODUCCION

En 1944, se reportd el descubrimiento de una proteina en
suero fetal de becerros con una movilidad electroforética alfa
a la cual se le llamé fetuina.

Posteriormente, en 1956 se detectdé por primera vez en suero
fetal humano una proteina aniloga a la fetuina y aparentemente
ausente en suero de adultos sanos. Esta proteina se designdé con
el nombre de Alfaj-Fetoprotefina (AFP) por mostrar una movilidad
electroforética entre la de la Albdmina y la regién de las Alfa -
Globulinas (1).

Mediante estudios posteriores, y con el desarrollo de
técnicas con elevada sensibilidad, se ha podido establecer que el
suero de adultos sanos presenta concentraciones de AFF en un

rango de 4 a 10 ng/ml (2).

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA AFP

La AFP humana es una glicoproteina con movilidad electrofo-
rética de alfa; y consta de una sola cadena polipeptidica con un
47 de carbohidratos; presenta un P.M. de 68,000 a 69,000 daltones
(3). Su coeficiente de extincidn a 278 nm es de 53 , su
coeficiente de sedimentacién es de 55 S y su punto isoeléctrico
es de 4.8 (3,4).

La secuencia de aminoAcidos en la cadena polipeptidica de la
AFP es muy similar a la cle_la. albimina, lo gque suglere gque la AFP

Yy la albdmina pudieran tener un gene ancestral comin.



SINTESIS DE AFP Y NIVELES EN SUERO FETAL Y LIQUIDO AMNIOTICO

La sintesis de AFP durante el embarazo empieza alrededor de
los 29 dias después de la concepcién. En esta etapa del desarro-
llo embrionario, el primordio hepitico es capaz de sintetizar no
solo AFP sino también otras proteinas plasmaticas.

Entre los 32 a 35 dfas de gestacién se inicia la sintesis de
AFP en el saco vitelino, el cual disminuye su aporte a los 60
dias (8.5 semanas de gestacién) aproximadamente.

La sintesis de AFP también puede efectuarse en el tracto
gastrointestinal fetal, pero la cantidad producida es mucho mé&s
pequefia que la sintetizada por el higado. Aunque se ha demos-
trado que el rifén fetal ¥y la placenta ocasionalmente pueden
producir trazas de AFP, la sintesis en estos sitios no es comin y
las cantidades producidas son pequeias (5).

La AFP es secretada al torrente circulatorio, alcanzando una
concentracién maxima en el suero fetal de 3 mg/ml entre la 102 y
132 semana de gestacién. Toda la AFP presente en esta etapa del
desarrollo fetal es de origen hepitico, después de este periodo
su concentracién disminuye paulatinamente, detectandose niveles
de 13 a 86 pg/ml al momento del nacimiento (5,6,7), posteriormen-
te decrece en forma gradual hasta wuna concentracién de 2-10
ng/ml, que corresponden a los niveles encontrados en el suero de
adultos sanos (8).

La AFP es transmitida por el feto al liIqgquido amnisdtico a

través de la orina fetal (9). En embarazos normales la concen-



tracion maxima de AFP en liguido amnilético es de 15 ypg/ml,
alcanzandose entre la 102 y 132 semana de gestaclén (2). Después
de esta etapa la concentracidn de AFP disminuye en forma paralela
a su concentracién en suero fetal hasta el término del embarazo

(7).

NIVELES DE AFP EN SUERO MATERNO

Los primeros datos cuantitativos de los niveles de AFP en
suerc materno, fueron reportados en 1972 (10).

En el transcursc del embarazo la concentracién de AFP se
incrementa en el sueroc materno debido al paso de é&sta a través de
la placenta y membranas amniéticas por gradiente de concentraciédn
del feto a 1la madre (11,12).

La concentracién de AFP en el suero materno se empieza a
elevar gradualmente a partir de la 72 semana de embarazo,
alcanzando su nivel miximo durante el tercer trimestre del mismo,
siendo é&ste de 450 ng/ml. A partir de este periodo, la concen-
tracién de AFP en el suero de la madre decrece gradualmente hasta
que se alcanza el rango correspondiente a los niveles encontrados
en el suero de adultos sanos en un lapso de 4 a 5 dias después
del parto (10,14).

Al nacimiento los niveles de AFP en suero materno son de 300
a 600 veces mas bajos que los correspondientes a niveles fetales.
Los niveles de AFP en suero materno a veces se 1ncrementan
durante el parto, probablemente reflejo de transfusién fetomater-

na.



Existen diferentes condiciones patoldégicas durante el
embarazo, las cuales pueden causar un incremento en los niveles
de AFP materna, por 1lo cual la AFP se ha empleado como un

marcador bioquimico para detectar estas patologias.

TAMIZAJE PARA LA DETECCION DE DEFECTOS DEL TUBO HEURAL (DTN)
MEDIANTE LA CUANTIFICACION DE AFP EN SUERO MATERNO

En 1972, Brock y Sutcliffe fueron los primeros en establecer
una asociacién entre un feto afectado por Defectos del cierre del
Tubo HNeural abierto (DTN) ¥y un incremento por arriba del rango
normal en las concentraciones de AFP en liquido amniético (i3).

Dos reportes publicados un afic mis tarde sugirieron gue una
elevacidén en la concentracién de AFP en liquido amniético puede
reflejarse en el suero materno dando concentraciones mas elevadas
que las correspondientes a embarazos normales (i14,i15). Estos
hallazgos han sido confirmados por varios grupos de investigado-
res en embarazos con anencefalia y espina bifida (16,17,18).

La cuantificacién de AFP en liquido amniético, es un método
confiable para la deteccién de DTN, sin embargo no es recomendado
como mé&todo rutinario directo en los programas de deteccién de
estos defectos debido a gue el procedimiento de amniocentésis
implica un riesgo para el bienestar fetal.

Por este motivo, varios autores han sugerido la cuantifica-
cién de AFP en suero materno como un método de tamizaje para la
deteccidn de DTN, siendo el objetivo principal seleccionar

aquellos casos en gue la amniocentesis es necesaria (2,19).



En 1974, se obtuvieron datos preliminares de un estudio
"plloto" realizado en el Reino Unido y organizado por el "Insti-
tute for Research 1i1nto Mental and Multiple Handicap". En este
estudio sélo pudo ser detectado un pequerio nimero de embarazos
afectados con DTN, por lo que fue propuesto un estudio colabora-
tivo para poder obtener una estimacién real de la eficiencia de
la cuantificacién de AFP en el suero materno. Dicho estudio fue
realizado un afio mis tarde y publicado en 1977. En este estudio
colaboraron 19 centros hospitalarios del Reino Unido, se incluye-
ron un total de 18,684 embarazos Wdnicos, de los cuales 3014
presentaron DTN (146 con anencefalia, 142 con espina bifida y 13
con encefalocele). Los resultados establecieron gque el mejor
tiempo para discriminar entre un embarazo normal y uno afectado
es entre las semanas 16 y 18 de la gestacidn. En este estudio se
establecid la linea de corte en 2.5 veces el valor de 1la media,
de tal manera que los valores de AFP en suero materno que
estuvieron 2.5 veces por arriba del valor de la media se confir-
maron tomando una segunda muestra y realizando posteriormente un
eximen por ultrasonido para establecer si el embarazo era dnico o
miltiple, ya gque estos fdltimos estan asociados c¢on niveles
elevados de AFP en suero materno. Mediante este procedimiento se
pudieron detectar el 887 de los casos con anencefalia, el T79% de
los casos con espina bifida y el 3% de los casos de embarazos
dnicos no afectados que tuvieron concentraciones de AFP por
arriba de 2.5 veces el valor de la media. A través de este

estudio se confirmé que la cuantificaciéon de AFP en sueroc materno
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Puede conslderarse como una prueba bloguimica de gran importancia
para la deteccidn de embarazos con DTN (20)

Programas similares se han 1llevado a cabo en otros paises
como Inglaterra, Holanda, E. U. y Canada. Los resultados obteni-
dos al 1gual que en el estudio anterior, han demostrado que la
eficiencia de deteccién de defectos del tubo neural, es del orden
del 92 al 96Z de los casos, por tal motivo, estos programas se
han 1i1mplementado como una prueba de rutina en hospitales de
ginecobstetricia ya gque ademas es de gran utilidad para el
diagnéstico y manejo de otras complicaciones durante el embarazo

(21,22).

AMENAZA DE ABORTO Y MUERTE FETAL INTRAUTERINA

La primera asociacién entre aborto espontdneo y concentra-
ciones anormales de AFP en suero materno fue reportada por
Tatarinov en 1965 (23),

En un estudio realizado en 1977, se 1llegd a la conclusién de
que una elevacién de AFP en suero materno durante el segundo
trimestre del embarazo indica una posibilidad 6 veces mayor de
que el embarazo se asocie con aborto espontineo, si se compara
con embarazos con valores normales de AFP (24).

Se ha demostrado que la elevacidén de la AFP en suero materno
en los casos de amenaza de aborto, esti asociada con muerte fetal
intrauterina (25).

Cuando la muerte fetal ocurre en ttero, se supone gue la AFP

se escapa por varios compartimientos fetales a la circulaciédn

11



materna. Por lo tanto, es probable que la concentracién de AFP
en suero materno se incremente 1lnicialmente después de la muerte
fetal. Cuando el feto no es expulsado inmediatamente, la madre
puede eliminar la AFP fetal de su circulacién antes de que los

signos clinicos del disturbio se manifiesten (23,25).

TOXEMIA Y SUFRIMIENTO FETAL

La literatura sobre el tema esti en desacuerdo en cuanto a
los niveles de AFP en suero de mujeres toxémicas. Brettes y
cols. ¥y Cahill y cols. en estudios realizados independientemente,
sefalaron un aumento en los niveles de AFP en suero materno en el
tercer trimestre de embarazos afectados por toxemia severa Yy
sufrimiento fetal (26,27). Sin embargo, las publicaciones de
Garoff y Seppala, en términos generales seifialan que en toxemia
los niveles de AFP maternos tienden a ser mas bajos que los
niveles normales ¥y gque solo en algunos casos é&stos tienden a

incrementarse (28).

ISOINMUNIZACION SEVERA
La isoinmunizacién Rh severa estid frecuentemente asociada
con elevados niveles de AFP en suero, especialmente en aquellos
casos en gue se requiliere transfusién intrauterina (29,30). Brock
Y cols. han sefalade que la transfusidén intrauterina no influye
uniformemente en el patrén de AFP en el suero y gque la valoracidén
de AFP en suero materno es un parametro adicional valioso en este

tipo de embarazos (30)
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MOLA HIDATIFORME Y HEOPLASIA TROFOBLASTICA

Paclentes con carcinoma gestaclional, tlenen niveles de AFP
similares a los encontrados en mujeres no embarazadas sanas (31)
Seppala estudid un grupo de mujeres con mola hidatiforme, de las
cuales una de cada ocho presentaron niveles elevados de AFP en
suero. En estos casos, los 1dteros contenian una simple masa
molar sin evidencias del feto (19). Hishiguro describié una mola
asociada con niveles elevados de AFP en suero materno, pero en
este caso la masa molar coexistié con el feto (32).

En la mayoria de los casos es dificil distinguir entre un
embarazo anormal y una mola hidatiforme o una neoplasia trofo-
blastica, particularmente en mujeres que han tenido antecedentes

(19).

SINDROME DE DOWN

Varios autores han asociado los niveles bajos de AFP en
suero materno, con sindrome de Down (33,34,35,36).

En 1987 se realizé un estudio en el cual se estimé el riesgo
de una mujer embarazada de tener un hijo afectado per sindrome de
Down, la estimacién fue realizada correlacionandoe la edad de la
madre y los niveles de AFP en suero materno entre las 14 y 20
semanas de gestacidn.

De este estudio se concluyd que el tamizaje para sindrome de
Down usando tanto la edad materna como los niveles de AFFP en

suero materno, es mAs eficiente que el usar solo uno de ambos

13



parametros (37).

En ese mismo ano se realizé un estudio similar en el cual se
incluyeron 2104 embarazos f1dnicos, de los cuales 2018 resultaron
no afectados. En este estudio se construyd una curva de isories-
B0 que correlaciona la edad materna (16-46 afios) con los niveles
de AFP en el suero materno (mdltiplos de la media) en muestras
tomadas entre las 14-20 semanas de gestacién.

Mediante la curva de isoriesgo pudieron detectarse el 587 de
los fetos afectados, mientras gque con el empleoc de uno solo de
los parimetros sbélo se diagnosticd el 284 de los fetos afectados.

Basindose en los resultados anteriores los autores sugieren
que los valores de AFF en suero materno no pueden ser empleados
como una prueba de diagnéstico para sindrome de Down, pero si
puede ser usada conjuntamente con la edad materna para estimar la
probabilidad de gue el embarazo se asocie c¢con un feto con

sindrome de Down (38).

AFP DURANTE LA ONCOGENESIS

En 1963, por primera vez se demostrdé la asociacién entre la
presencia de una proteina fetal en sueroc y el desarrollo de
procesos cancerosos en ratones (39).

Diversos estudios indican gue la AFP es normalmente sinteti-
zada durante el desarrollo embrionario por el higado embrionario
Y el saco vitelino, pero también puede ser producida en el estado
adulto por células de cancer de higado (40). La sintesis de AFP

por estas c#&lulas se cree que resulta de la desrepresidn de genes
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los cuales estuvieron activados y después reprimidos durante la
ontogenesis  (41).

Tatarinov en 1965 demostré en pacientes con cancer primario
de higado la presencia de AFP y sugirid que esta proteina pudiera
ser la base de una prueba serolégica para esta enfermedad (42).

Estos hallazgos han sido confirmados y empleados por varios
autores (43,44,45),

En 1966 se realizé un estudio colaborativo por la Interna-
tional Agency for Research on Cancer, para evaluar y comparar la
especificidad y sensibilidad de la prueba de AFP para la de-
teccién de cancer primario de higado. Los resultados indicaron
que de los 24T pacientes diagnosticados con cAncer primario de
higado el 614 mostré niveles elevados de AFP, el 32,47 mostrsd
resultados negatives y el 6,54 resultados discordantes.

Los resultados de este estudio fueron la base de reportes
posteriores en donde se evalud la utilidad de la prueba de la AFP
para cancer primario de higado (42,46).

Otros estudios han demostrade gque la elevacidn de los
niveles de AFF en el suero ocurre ademas en otros procesos
neoplidsicos, como el cancer testicular no seminomatoso. En este
caso se ha observado gque existe una relacién entre los niveles de
AFP y el estado de la enfermedad, ya gque los niveles de AFP en el
suero de estos enfermos, frecuentemente se incrementan durante
la progresién del cincer y disminuyen durante la remisién de la
enfermedad.

La cuantificacién de la AFP en este tipo de padecimientos es

15



fitil para el seguimiento del tratamiento, ya gue se ha observadd
que cuando log valores de AFF post-operatorios dlaminuyen Y
después se 1incrementan, se ha detectado la presencia de tumor
residual. La recurrencia del tumor esti frecuentemente acompana-
da por un incremento en los niveles de AFP en el suero antes de
que la enfermedad presente sintomas clinicos (47,48).

Hiveles elevados de AFP han sido encontrados ocasionalmente
asociados con cancer del +tracto gastrointestinal con o sin
metastasis en el higado (49).

También existe un estudio en el cual se reportd un caso en
el cual se encontraron niveles elevados de AFP en suero asociados
con cancer de pulmén, en este caso, los niveles disminuyeron
hasta el rango normal, 8 semanas después de la intervencién

quirdrgica (50).

METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE AFP

El primer método introducido para la cuantificacién de AFP
fue la inmunodifusidn con la cual se podian demostrar concentra-
ciones de AFP del orden de 25 pg/ml (26).

Posteriormente fueron empleados otros métodos basados en
técnicas de inmunoprecipitacién, todos ellos con una baja
sensibilidad y aplicados sé6lo para la cuantificacién de AFP en
altas concentraciones. Ademis de los métodos de inmunoprecipita-
cidn, también fueron introducidos métodos basados en la aglutina-
cién de particulas de latex e inhibicién de la aglutinacién, con

estas t&cnicas se podian cuantificar niveles de AFP arriba de
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0.25 pg/ml y 0.4 pg/ml respectivamente (51).

En 1974, se describié la técnica del Radioinmunoensayo (RIA)
para AFP, en la cual se utilizé al antigeno o al anticuerpo
marcado con un 1isétopo radioactivo (40).

Mediante el RIA se pudo evidenciar ©por primera vez la
existencia de cantidades traza de AFP en suero humano normal.

La sensibilidad del RIA para cuantificacién de AFP esti en
el rango de { a 50 ng/ml, pero se han establecido varias modifi-
caciones que han mejorado la sensibilidad, pudiendose cuantificar
concentraciones hasta de 500 pg/ml (52,53).

En el mismo afio, dos grupos de investigadores por separado
proponen la técnica del Inmunoensayo Enzimatico (ELISA), en la
cual se utiliza el antigeno o el anticuerpo conjugado a una
enzima (54,55).

En 1973 se introdujo la técnica de ELISA para la cuantifica-
cidn de AFFP de rata por los métodos competitivoe y de sandwich
obteniéndose una sensibilidad de 5 ng/ml por ambos métodos (56).

En 1975 se empled el método del sandwich con el anticuerpo
inmovilizado a un polvo de celulosa. El métocdo fue utilizado
para la cuantificacidén de AFP de rata y humana obteniendose
resultados reproducibles en el rango de 10-1000 ng/ml y de 3-1000
ng/ml respectivamente (57).

Otros autores han empleado el método de sandwich en el cual
se emplean como fase sélida, microparticulas hidrofilicas
derivadas de la N-hidroxisuccimida, obteniendo un anéilisis con

una sensibilidad de 2 ng/ml (58).
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La sensibilidad de la técnica se ha tratado de elevar
empleando anticuerpos monoclonales dirigidos hacia dos diferentes
determinantes antigénicos de la AFP, logrando una sensibilidad de
01 ng/ml a 3 ng/ml (52).

Debide a gque el RIA y mis recientemente el ELISA son las
técnicas comunmente usadas para la cuantificacién de AFP en
suero, tanto en los laboratorios de diagnédstico clinico como en
los de 1investigacién, varios autores han realizado estudios
comparativos entre ambas té&cnicas, considerando que aungue el RIA
es superior en eficienclia, sensibilidad y reproducibilidad, el
ELISA ofrece una gran sensibilidad, los reactivos 1implicados son
estables, no radioactivos ni costosos, es réipida, da un alto
grado de reproducibilidad y se puede efectuar con equipo sencillo
de laboratorio. Lo anterior hace gque las técnicas de ELISA sean
fuertemente competitivas con las del RIA, ademis de gque este
ultimo presenta el i1nconveniente de que los reactivos que son
requeridos ademas de ser de alto costo tienen una vida media
corta, se manejan 1sotopos radioactivos gque representan un riesgo
para el técnico que lo realiza y se necesita equipo complicado
como un contador de centelleo gamma que incrementa ain mas el

costo (59,60).
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OBJETIVOS GENERALES

i.- Obtencidén de reactivos Dblolégicos empleados en técnicas

inmunoenzimiticas para la cuantificacién de AFP.

2.- Montaje y estandarizacién de la té&cnica de ELISA para la

cuantificacién de AFF en suero.

OBJETIVOS PARTICULARES

ia.- Purificacién de AFP.

ib.- Preparacién de un suero humano normal libre de AFP.

ic.- Obtencién de wun suero de conejo monoespecifico anti AFP.
id.- Preparacién de conjugados enzimAticos (gamma globulina de
chivo-peroxidasa anti AFP, gamma globulina de conejo-peroxidasa
anti: AFP y gamma globulina de chivo-peroxidasa anti gamma

globulina de conejo).

2a.- Desarrollo de dos técnicas inmunoenzimiticas para la
cuantificacién de AFP en suero, empleando tres diferentes
conjugados enzimaticos.

2b.- Elaboracién de una curva estidndar a partir de AFP comercial,
mediante la té&cnica de ELISA desarrollada y seleccionada.

2c.- Preparacién de un suero estiandar internoc para la sustitucién
de un suero estindar comercial en la técnica de ELISA seleccio-
nada en el laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

i{.- PRECIPITACION DE LA FRACCION GAMMA GLOBULINA DE SUERO DE

CHIVO MONOESPECIFICA ANTI ALFA-FETOPROTEINA CON SULFATO DE AMONIO

A un volumen de 50 ml de suero de chivo moncespecifico anti
Alfa-Fetoproteina (AFP) contenide en un vaso de precipitado, se
le adiciond lentamente y con agitacién constante, un volumen de
una solucidén saturada de sulfato de amonio pH 7.4 (la concentra-
cién final gqueda al 504 de saturacidn), la agitacién se mantuvo
durante 15 min después de terminada la adicion de sulfato de amo-
nioc. A continuacidn se centrifugdé la suspensidn a 5,000 rpm
durante 15 min y el precipitado se disolvié en solucidn salina al
0.85%, pH 7.4 hasta alcanzar un volumen igual al volumen original
del suero.

Posteriormente se repitid tres veces el procedimiento ante-
rior, modificando el volumen de sulfatc de amonio para tener una
concentracidn final del 33%7 de saturacién . El sedimento de la
iltima centrifugacidén se disolvid en solucién salina amortiguado-
ra de boratos pH 8.4 hasta alcanzar la mitad del velumen original
del suero y se dializéd contra la misma solucidn a 4°C durante 3
dias, realizandeo dos cambios diarios. Una vez dializada la
muestra, se centrifugé a 5,000 rpm durante {10 min para eliminar

cualguier agregado (61).
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-2~ DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODQ DE LOWRY

En tubos de ensayo de 13 x 100 mm se colocaron alicuotas
apropiadas de una solucién estindar de proteina (500 mg/ml de
albuimina sérica bovina).

Para elaborar la curva de calibracidén se dispusieron 6 tubos
por duplicado y se les agregaron 50 ul, 100 ul, 200 ul, 300 ul y
400 ul de 1la solucidn estindar de proteina, el volumen se
completo a { ml con solucién salina 0.85%. Ademas de los tubos
empleados para la curva de calibracién, se dispuso de otros tubos
para colocar las muestras problema e introducir un blanco de
reactivos. Despuds de colocar las respectivas muestras en cada
tubo se adicionaron 3 ml de una solucién de carbonato al {Z en
hidréxido de sodio 04 N conteniendo 1 ml de sulfato de cobre al
1% ¥y 1 ml de tartrato de sodio y potasio al 24 por cada 100 ml de
la solucidén anterior. —

Los tubos se agitaron con un vortex y se dejaron reposar
durante 10 min, posteriormente se agregaron 100 ul de reactivo de
Folin-Ciocalteu y se agitaron nuevamente dejando reposar 30 min,
al termino de los cuales se midié la absorbancia de cada tubo a
600 nm, ajustando el espectrofotéometro a O con el blanco de
reactivos. Para conocer la concentracién de proteinas de las
muestras problema, la absorbancia se interpolé en la curva
estandar construida con la densidad éptica (D.O) de los tubos
que contenian la concentracién conocida de proteina (62).

El rango de sensibilidad de la prueba es de 20 a 200 ug de

proteina por ml
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3.- ACTIVACION DE SEPHAROSA 4B CON BROMURO DE CIANOGENO (Br CN)

Un volumen de 30 ml de Sepharosa 4B se lavé 3 veces consecu-
tivas mediante centrifugacidn a 2,000 rpm durante 3 min, utili-
zando agua bidestilada fria, el sedimento obtenido se resuspendid
en un volumen 1gual de agua bidestilada fria y se transfirid a un
vaso de precipitados conteniende una barra magnética y mantenido
en un bafo de hielo colocado sobre una plataforma de agitacién,
posteriormente el electrodo del potenciédmetro se 1introdujo en la
suspensiéon ¥y se anadid ripidamente 150 ml de una solucién de BrCHN
con una concentracién de 30 mg de BrCH por ml de Sepharosa
{concentracién total adicionando 900 mg de BrCHN). El pH de la
suspensiéon se mantuvo entre 105 y 11 durante 25 min adicionando
al principio hidréxidoe de sodio (NaOH) 5 N (cuando baja rapida-
mente el pH) y adicionando después NaOH { N (cuando baja lenta-
mente el pH).

Posteriormente la solucidn se transfirié a un embudo
Buchner, la Sepharosa ya activada se lavdéd por centrifugacién con
10 volumenes de agua bidestilada fria y después con 10 volumenes

de amortiguador de acoplamiento (NaHCO3z 0.4 M, NaCl 05 M) (63).

4.- ACOPLAMIENTO DE GAMMA GLOBULINA DE CHIVO MONOESPECIFICA ANTI

AFP (GG ch antl AFP) A SEPHAROSA 4B ACTIVADA CON Br CH

Un volumen de 30 ml de Sepharosa se secdé y se mezcld con 30
ml de GG c¢ch anti AFP ajustada a una concentracion de 10 mg de

proteina por ml y dializada previamente contra el amortiguador
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empleado en el acoplamiento.

La muestra se dejd agitando por rotacién a 4°C durante toda
la noche y después se lavé por succien con 10 volumenes de
amortiguador de acoplamiento, se succiondé casi a sequedad y se
resuspendié en un volumen de etanoclamina 1 M, se dejé reposar a
temperatura amblente durante {1 h, posteriormente se lavd con 10
volumenes de amortiguador de acoplamiento, 5 wvolumenes de agua
bidestilada, 10 volumenes de glicina-HCl 0.2 H, pH 28 y 10
volumenes de regulador de fosfatos (NaHPOy 0.01 M, NaHpPOy 0.01
M, HNaCl 0.85%) pH 7.4 (PBS). El inmunoadsorbente se almacend a

49C en PBS conteniendo timerosal al 0.01% como conservador (63).

5.~ OBTENCION DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL Y SEPARACION DE SUERO

El especimen ideal para la purificacién de AFP es el suero
de fetos de menos de 20 semanas de gestacidén, o bién el higado
fetal; sin embargo, por su dificultad de obtencidn se prefiris
manejar el suero de la sangre extraida del cordén umbilical,
después del parto.

Para la obtencidn del suero de cordén umbilical (SCU) se
extrajo la sangre del corddédn umbilical inmediatamente después del
parto, colectandola en recipientes estériles. Se esperd a gque se
formara el coigulo, se retird y el suero se centrifugs a 2,500
rpm durante 10 min.

Con el suero obtenido de varios cordones umbillicales se

formé una mezcla la cual se almacend a -20°C hasta su uso.
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6.~ PURIFICACION DE AFP A PARTIR DE SCU

Se colocéd una Jeringa hipodérmica de 50 ml a manera de
columna c¢romatografica y se adiciond el inmunoadsorbente de
Sepharosa 4B activada con BrCN acoplada a GG ch anti AFP,
posteriormente se aplicd un volumen de 30 ml de SCU, el drenado
se recuperd y se pasd 3 veces mas a través de la columna. Se
guardé una alicuota de i1 ml para determinar mediante una prueba
de 1nmunodifusisn, si el velumen empleado de SCU fue suficiente
para saturar el i1nmunoadsorbente.

Después de hacer reaccionar el SCU con el inmunoadsorbente,
la columna se lavé exhaustivamente con FBS conteniendo timerosal
al 0.01%, el lavado se continué hasta que el drenado registré una
D.0. menor de 0.002 a 280 nm.

Posteriormente se procedié a eluir la AFP retenida en la
columna, empleando para esto, 60 ml de solucién reguladora
glicina-HCl 0.2 M, pH 2.8. Se ccolectd una fraccion de 60 ml a la
cual se le ajustd i1nmediatamente el pH a 7.4 con una solucién
saturada de tris (hidroximetil) aminometano.

El contenido de proteinas del eluido se recuperd mediante
precipitacién con sulfatoe de amonio al 60/ de saturacidén, después
de precipitar con sulfato de amonio la suspension se centrifugd a
5,000 rpm durante {5 min y el precipitado se disolvié en 2 ml de
solucién salina amortiguadora de boratos pH 8.4, la muestra se
dializé contra 1la misma solucién durante 3 dias realizando 2
cambios diarios.

Por ultimo la muestra obtenida se esterilizé por filtracién
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Y se almacend a -20°C hasta su uso. Se guardd una alicuota de 100
vl para analizar la concentracién de proteinas por el método de
Lowry Yy el grado de pureza mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida,

7.- RECONSTITUCION DEL INMUNOADSORBENTE

Inmediatamente después de eluir la AFP de la columna, el
inmunoadsorbente se reconstituyd lavando la columna con PBS hasta
registrar un pH de 7.4 en el ligquido drenado.

La columna se reutilizé tantas veces como fue necesario, el
volumen de SCU empleado fue incrementado cada vez, hasta alcanzar

un volumen de suero que lograra saturar la columna.

8- ELECTROFORES EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida se analizé
la pureza de los diferentes lotes de AFP obtenidos mediante el
emplec del inmunoadsorbente preparadoe con Sepharosa activada con
BrCH.

I.- Preparacién de geles:

a).- Gel espaciador: En un matraz Kitazato se mezclaron 2.5 ml de
solucidn reguladora tris 15 M, pH 8.8, 333 ml de wuna solucién
de acrilamida/bisacrilamida al 30/ en proporcién de 36:1 respec-
tivamente y 4.5 ml de agua bidestilada. La mezcla se desgasificé
haciende vacic durante 15 min. Poco antes de vaciar la mezcla en
el molde, se afiadieron 50 pl de wuna solucidén de persulfato de

amonio al 104 y finalmente 5 pl de N,N,NN-Tetrametiletilendi-
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amina (TEMED), la mezcla se agitd culdadosamente para no 1ncorpo-
rar aire e 1nmediatamente después se vacid en la camara hasta una
altura de 8 cm, evitando la formacién de burbujas. Antes de que
la acrilamida gelificara, se colocé en la superficie 1 ml de
regulador de corrimiento (tris 31 mM, glicina 025 M, pH 8.3) con
la finalidad de evitar la formacidéon de bordes irregulares.

La polimerizacién del gel se produjo después de 10 a 15 min
de haber sido colocada la mezcla en la camara.

b).- Gel concentrador: Para eliminar el regulador de corrimiento
del gel de poliacrilamida, se 1incliné el molde, se drend el
regulador y el remanente se absorbiéd con papel filtro.

Para la preparacién del gel concentrador, en un matraz
Kitazato se mezclaron 2.5 ml de solucidn reguladora tris 0.5 M,
PH 6.8, 1.3 ml de acrilamida/bisacrilamida al 304 y 6.2 ml de
agua bidestilada. La mezcla se desgasificd haciendo vacio durante
15 min. Poco antes de vaciar la mezcla en el molde se anadieron
50 pl de la solucién de persulfato de amonio al 104 y 10 pl de
TEMED. En seguida la mezcla se colocd sobre la superficie del gel
espaciador, cuidando de no formar burbujas. Los carriles se
formaron antes de 1la gelificacidon con un peine de 10 dientes, el
cual se sumergid hasta guedar su borde inferior a wuna distancia
de 1 cm del gel espaciador.

Una vez que se formd el gel, se retird el peine y el molde
se colocéd en la ciamara de electroforesis, la cual se llené con

500 ml de regulador de corrimiento.
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I1.- Preparacidén de las muestras y condiciones de corrimiento.

En las hendiduras del gel concentrador se aplicé un volumen
de 20 pl de las muestras por analizar, utilizandeo una microjerin-
ga Hamilton, las muestras contenian 50 pg de proteina y fueron
preparadas en solucién reguladora de corrimiento conteniendo azul
de bromofenol al 0.5% y glicerol al 20%.

Una vez aplicadas las muestras, se llevé a cabo el corri-
miento electroforético a 200 volts durante 45 min o hasta gque el
frente del corrimiento llegara a 0.5 cm del extremo inferior del

gel espaclador.

9.- TINCION DE LOS GELES

Los geles se tifieron durante 3 h con una solucidn fijadora-
colorante [azul brillante de Coomassie 0.25%4 (p/v), metanol
absoluto 45.4% (v/v), Aacldo acétlico glacial 9% (v/v)], después
del tiempo requerido para la fijacién ¥y tinclédn, los geles se
sumergieron en una mezcla de metanol absoluto-acido acetico
glacial en 1la misma proporcién gque la solucién anterior. Se
realizarén varilios cambios de esta solucién hasta eliminar el

exceso de colorante.

10.- OBTENCION DE SUERO HORMAL LIBRE DE AFP (SHN AFP7)

Para la eliminacién del fibrindégeno, a una unidad de plasma
humano normal (300 ml), se le adicionaron 3 ml de una solucidén de
cloruro de calcio 05 M y se incubéd en un bafio de agua a 37°C

durante 30 min, el coagulo formado se despegd de las paredes del
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recipiente y é&ste se refrigerd durante 15 min para permitir la
contraccion del codguleo y la liberacién del suero.

Una vez separado el suero se recuperd y se centrifugé a
10,000 rpm durante 10 min, posteriormente se pasdé a través del
inmunoadsorbente de Sepharosa.

El SHN AFP~ se colectd y se esterilizé por filtracién,

almaceniandolo en alicuotas de 5 y 10 ml a -20°C.

11.- INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)

Se prepard un veolumen de 25 ml de una soluciéon de agarosa al
172 en solucién salina 0.854 conteniendo timerosal al 0.01% vy
polietilen glicol al 2% La agarosa se disolvidé por ebullicién ¥y
el volumen evaporado se reconstituyé con agua bidestilada. Una
vez fundida la agarosa, se filtré en papel Whatman HNo. i, cuando
la temperatura de la solucién bajé a 50°C y se adiciond 1.25 ml
de suero de chivo monoespecifico anti AFP (S ch anti AFP)

La solucién de agarosa se vacié en una placa de plastico
Hyland y se dejd gelificar a temperatura ambiente.

El patrén de cortado para los geles se realizé con la ayuda
de moldes y sacabocados.

Las muestras aplicadas en los pozos fueron: SCU, SCU pasado
a través del inmunoadsorbente de Sepharosa y AFP eluida del
inmuncadsorbente., El volumen aplicado de cada muestra fue de 5
yl. Despué&s de colocadas las muestras las placas se cerraron
hermeticamente y se ilncubaron a temperatura ambiente durante 24

h. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se midié el diametro de
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los halos de precipitacién. Para conocer la concentracién de AFP
de las muestras, el diadmetro de los halos de precipitacidn se

interpoléd en una curva estindar (61).

i2.- SECADO Y TINCION DE PLACAS

Para eliminar el exceso de proteinas que no formaron el halo
de precipitacién, las placas de agarosa se colocaron en solucidn
salina 0.85/ durante 3 dias realizando dos cambios diarios. El
cuarto dia se lavaron con agua destilada para eliminar los
residuos de sal.

Los geles se desprendieron de las placas de plastico y se
transfirieron a una placa de vidrio de las mismas dimensiones que
el gel, en donde se secaron manteniendolas a 37°C durante 24 h,
posteriormente se tifieron durante 15 min con una solucidn
fijadora-colorante ([azul brillante de Coomassie 0.25% (p/vV),
metanol absoluto 45.4Y (v/v), &acido acético glacial 9% (v/v))],
después del tiempo requerido para la fijacién y tincidn, las
placas se sumergieron en wuna mezcla de metanol absoluto-icido
acético glacial en la misma proporcidén que la solucidn anterior.
Se realizaron varios cambios de esta solucién hasta eliminar el

exceso de colorante.

13.- OBTENCION DE SUERO DE CONEJO HIPERINMUNE ANTI AFP

Para la obtencién de suero de conejo hiperinmune anti AFP se
inmunizaron 10 conejos HNueva Zelanda de aproximadamente 3 meses

de edad, utilizando como indculo I ml de AFP eluida del inmunocad-
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sorbente de sepharcza con una concentracién de 120 pg de AFP por
ml. En la primera 1noculacién el antigeno se emulsificé con un
volumen 1igual de adyuvante completo de Freund y en la segunda con
adyuvante incompleto de Freund. En ambos casos la via de inmuni-
zacion fue 1ntradérmica en sitios multiples.

Las siguientes inmunizaciones se realizaron cada 15 dilas con
la misma dosis de antigeno pero sin adyuvante, La wvia de
inmunizacion después de la segunda dosis fue intramuscular.

El sangrado de los animales se realizé cada 15 dias después
de haber 1inoculado la tercera dosis.

Para la obtencidén del suero, la sangre se de)d coagular a
temperatura ambiente, posteriormente se retiréd el codgulo y el
suero se centrifugdé a 2500 rpm durante 10 min.

El sangrado de los anlimales, asi como la separacién del
suero se realizé en condiclones de esterilidad.

Los sueros obtenidos se conservaron a -20°C hasta su uso,
guardando wuna alicuota de 1 ml de cada suero para realizar el

analisis de reactividad (61).

14.- ANALISIS DE REACTIVIDAD DE SUERQOS DE CONEJO HIPERINMUNE ANTI

AFP POR INMUNOELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (IEB) O DE LEBEQ

Para realizar la IEB se prepardé una sclucién de agarosa al
1/ en regulador tris 37 mM, glicina 0.4 M, pH 8.8. La soclucién se
mantuvo en ebullicién hasta gque se fundié completamente la
agarosa reconstituyendo el volumen evaporado con agua destilada

Aparte se preparo uha solucién de agarosa al 1/ en agua
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destilada y se disolvié por calor, en esta solucidén se sumergie-
ron placas de vidric de 8 x 8 cm limpias y desengrasadas, las
placas se retiraron de la solucién de agarosa y se dejaron secar
a temperatura ambiente.

Las placas secas se colocaron en una superficie completamen-
te horizontal y con la ayuda de una pipeta con punta ancha se
colocaron 6.4 ml de agarosa caliente en cada placa y se dejaron
gelificar a temperatura ambiente,

El patrén de cortado para los geles se realizé con la ayuda
de moldes y sacabocados.

Para realizar la primera corrida electroforética se coloca-
ron en los pozos del gel S pl de los antigenos (SHN y SCU),
conteniendo azul de bromofenocl como indicador del frente de
corrimiento, las placas con las muestras aplicadas se transfirie-
ron a la camara de electroforesis conteniendo 500 ml de regulador
tris-glicina pH 8.8. Para establecer contacto entre el gel y el
regulador de corrimiento se emplearon tiras de papel filtro
Whatman HNo. 1 de 8 x 4 cm.

La camara de electroforesis se conectd a una fuente de poder
Y la electroforesis se corrié a 100 volts durante {1 h.

Para realizar la segunda corrida, se retird 1la placa de
agarosa de la cimara de electroforesis colociandose en forma
centrada sobre la superficie del gel una hoja de papel f£iltro
Whatman No. { de 6 x 6 cm. El papel se retird después de 20 seg
de haber estado en contacto con el gel y el regulador absorbido

se reemplazé por 200 pl del antisuero, el cual se distribuydé en
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el gel por capilaridad con la ayuda de una pelicula de PVC de las
mismas dimensiones del papel filtro (la técnica se 1llustra en la
fig. 1).

La pelicula de PVC se dej® en contacto con el gel y la
segunda electroforesis se corridé perpendicular a la primera,
aplicande 50 volts durante 18 h a 4°C.

Finalmente se retiré de la placa la pelicula de PVC y se

observd la aparicién de bandas de precipitacidn (64).

15.- OBTENCION DE SUERO DE CONEJO MONOESPECIFICO ANTI AFP

Para 1la obtencién de sueros monoespecificos fue necesario
adsorber los antisuercs con SHN, para esto se elabordé una curva
de precipltacién antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) a nivel de tubo de
ensayo, la cual nos permitidé conocer la cantidad optima de SHN
que debia adicionarse a los antisueros con el fin de eliminar los
anticuerpos dirigidos contra proteinas de SHN.

Para elaborar la curva de precipitacion se dispuso de {1
tubos de 10 x 75 mm, por duplicado, a los cuales se les adicionsd

10 siguiente:

# de Tubo vl de Antisuero pl de SHN
i 500 o}
2 450 50
- ] 400 100
4 350 150
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Zona de Aplicacion
del Anticuerpo

SCU(p SHNO

20. CORRIMIENTO

1er. CORRIMIENTO

FIG 1.- INMUNOELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (IEB)



5 300 200

6 250 250
T 200 300
8 150 350
9 100 400
10 50 450
11 o] 500

Los tubos se incubaron a 37°C durante 30 min y después se
mantuvieron a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se
centrifugaron a 2,500 rpm durante 10 min, se eliminé el sobrena-
dante y el precipitado se lavé 3 veces consecutivas mediante
centrifugacién con solucién salina 0.85%4. El1 precipitado de la
altima centrifugacidén se resuspendid en 100 pl de 1la solucidén
salina y se cuantificé la concentraciéon de proteina por el mé&todo
de Lowry.

Para la adsorcidon de los sueros se eligié a partir de la
curva de preclipitacién Ag-Ac la relacién gue mostrd la mayor
concentracién de proteina; una vez que se mezclaron ambos
reactivos, se incubaron a 37°C durante 30 min, y después a 4°C
durante toda la noche. El precipitado se eliminé por centrifuga-
cién y la monoespecificidad de los antisueros adsorbidos se probd
por IEB

Finalmente se purificdé la fraccién gamma globulina de los
antisueros adsorbidos mediante su precipitacién con sulfato de

amonlio, almacenandola a -20°C hasta el momento de usarse,
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16.- INSOLUBILIZACION DE PROTEINAS DE SHN CON GLUTARALDEHIDO Y SU

USO COMO INMUNOADSORBENTE

La adsorcion de la gamma globulina de conejo anti AFP (GG co
anti AFP) con proteinas de SHN inscolubilizadas con glutaraldehido
fue empleada solo en aquellos casos en los cuales la GG co anti
AFP no quedé monoespecifica al adsorberla con SHN.

Para la insolubilizacién de proteinas con glutaraldehido se
dializaron- 50 -.!nl de SHN contra PBS 0.0f M pH 7.0 durante toda la
noche a 4°C. El suero dializado se centrifugé a 3,000 rpm durante
15 min para remover cualquier precipitado formado en la diilisis,
después se adicionaron 10 ml de PBS 04 M pH 7.0 y finalmente se
agregd gota a gota y con agitacién constante 30 ml de una
solucién de glutaraldehido al 2.5% (v/v). Terminada 1la adicidén
del glutaraldehido, la mezcla se mantuvo en reposo hasta que se
formé un gel el cual se mantuvo a 4°C durante toda la noche para
permitir que la gelificacion fuera completa.

Al dia siguiente el gel se fraccioné pasandeolo varias veces
a través de una Jjeringa hipodérmica sin aguja y después con ella.
El gel ya fraccionado se lavd exhaustivamente en un embudo
Buchner con PBS 0.01 M pH 7.0 hasta registrar en el liquido de
lavado una absorbancia menor a 0.002 a 280 nm. Posteriormente el
gel se resuspendid en una solucidn reguladora de glicina-HCl 0.2
M pH 2.8 durante 15 min y se lavd nuevamente con PBS hasta
registrar wuna absorbancia menor a 0.002 a 280 nm. El1 gel se

resuspendisé finalmente en 50 ml de PBS conteniendo timerosal al
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0.01% como c¢onservador y se adicioné a la GG co anti AFP por
adsorber, empleando 5 ml del inmunoadsorbente por cada 10 ml de
la gamma globulina. La mezcla se dejd incubar a 37°C durante i1 h
y después a 4°C durante toda la noche. El inmunoadsorbente se
descartd por centrifugaciéon y la monoespecificidad de la GG co

anti AFP se comprobd nuevamente por IEB (65).

17.- PREPARACION DE CONJUGADOS ANTICUERPO-ENZIMA (Ac-Ez) POR EL

METODO DE OXIDACION CON PERIODATO DE SODIO

Por este método se prepararon 3 diferentes conjugados:
1.- Gamma globulina de chivo-peroxidasa anti AFP (GG ch-PO anti
AFP),
2.- Gamma globulina de conejo-peroxidasa anti AFP (GG co-PO anti
AFP).
3.- Gamma globulina de chivo-peroxidasa anti gamma globulina de
conejo (GG c¢h-PO anti GG co).

La metodologia a seguir fue la sigulente:

Se disolvieron 5 mg de peroxidasa de rabano fuerte (HRP) RZ
3.0, en 1 ml de una solucidn recien preparada de bicarbonato de
sodioc 0.3 M pH 8.4, a la solucién anterior se le adicionaron 100
pl de fluorodinitrobenceno (FDNB) al 14 en etanol absoluto, la
mezcla se mantuvo en agitaciéon durante { h a temperatura ambien-
te, después se adiciond 1 ml de periodato de sodio 0.06 M y se
mezcld nuevamente durante 30 min. Enseguida se adiciond { ml de
etilenglicol 0.6 M y se continud agitando durante 1 h. Transcu-

rride ~1 tiempo de agitacién la solucisn se dializé contra una
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solucién de carbonato de sodio 04 M, pH 95 a 4°9C durante 48 h
realizando cambios continuos.

Al término de la diilisis, se mezclaron 5 mg de gamma globu-
lina (previamente dializada contra la solucién de carbonato de
sodio 04 M, pH 95) con 3 ml de la solucién de HRP-aldehido. La
mezcla se mantuvo en agitacidn durante 3 h a temperatura ambiente
Yy después se le adiciond 5 mg de borohidruro de sodio, mantenien-
dose a 4°C durante toda la noche.

La mezcla se dializé contra PBS 0.01 M, pH 7.4 a 4°C durante
24 h. Despué&s de la diialisis el material se centrifugdé a 3,000
rpm durante 15 min para eliminar el precipitado formado en el

proceso de dialisis (66).

18.- SEPARACION DE LOS CONJUGADOS Ac-Ez POR CROMATOGRAFIA EN

SEPHADEX G-200

Para eliminar de los conjugados Ac-Ez, la peroxidasa libre vy
los anticuerpos no marcados, se monté una columna de vidrio de
25 x 80 cm con Sephadex G-200 previamente hidratado con PBS 0d
M, PH T7.4; la columna se equilibré hacilendo pasar a traves de
ella 3 volumenes del mismo regulador.

Una vez equlilibrada 1la c¢olumna, se aplicé uno de los 3
conjugados Ac-Ez y se efectud la elucidén con PBS conteniendo
timerosal al 0.01% y colectando 60 fracciones de 2 ml con un
colector de fracciones automitico.

Se tomaron lecturas de absorbancia a 280 nm en un espectro-

fotémetro, mezclandose asi las fracciones del primer pico de
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elucion, correspondiente al conjugado Ac-Ez.

19.- CONCENTRACION DE LOS CONJUGADOS Ac-Ez

En un vaso de precipitados conteniendo el conjugado, se
adiciond lentamente y con agitacién constante una determinada
cantidad de sulfato de amonio en c¢ristales para obtener una
concentraciéon final del 70/Z de saturacién.

Después de terminada la adicién de sulfato de amonio, la
agitacidn se continud por 15 min mis y la suspensidn se centrifu-
gé a 10,000 rpm durante 15 min. El precipitado se resuspendid en
5 ml de wuna solucién de sulfato da amonio al 504 de saturacién.

Las muestras se conservaron a 4°C hasta su uso (67).

20.- ELISA POR EL METCODO DIRECTO EMPLEANDO LOS CONJUGADOS GG ch

anti AFP Y GG _co anti AFF

Para la estandarizacidn del ELIS4 1inicialmente se buscaron
las condicicones apropiadas para la adsorcién de la AFP a la fase
sblida (placas de poliestireno para micretitulacién Dynatech).
Fara esto se realizaron diluciones seriadas al doble de ECU en
tres diferentes reguladores con distintos valores de pH (regula-
dor de citratos 0.00 M, pH 5, solucién salina boratos 0.01 M, pH
8.4; solucidn salina amortiguadora de fosfatos 0.0f M, pH T.4) ¥y
se colocaron alicuotas de 100 pl de cada dilucién en los pozos de
la placa, dejando incubar durante toda la noche a 4°C; posterior-
mente se retiré el suero y se lavé la placa tres veces con

soluciéen de lavado (PBS contenlendo albuamina al 54 p/v, tween 20
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al 0.05Z wv/v y timerosal al 0.01%). ]Enme-d;atamente después se
adicioné en c¢ada pozZo 100 pl de solucién blogqueadora (PBS
conteniendo albumina al 5% p/v) y se dejd incubar durante 30 min
a 37°C. Transcurrido este tiempo, la placa se lavé tres veces con
solucién de lavado Yy enseguida se adiciond en cada pozo 100 pl
del conjugado AC-EZ diluido 1:500. La placa se 1incubdé con el
conjugado durante 1 h a 37°C y finalmente se lavé tres veces con
solucidén de lavado y se 1incubé durante 15 min en la obscuridad
con el sustrato de la enzima (&icido citrico 0.025 M, fosfato de
sodio monobasico 0.05 M, pH 54 conteniendo 4 mg de o-fenilendi-
amina, mas 10 pl de peréxido de hidrégeno al 30% por cada 10 ml
de solucién). Transcurridos los 15 min de incubacidén, la reaccién
se pardé adicionando en cada pozo 20 pl de Aacido sulfirico 8 HN. Se
leyd la absorbancia a 490 nm. (La metodologia se 1lustra en la

figura 2).

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

anti GG _co

Para la estandarizacién del ELISA por este método, 1inicial-
mente se buscaron las condiciones apropiadas para la adsorcién de
AFP a la fase sblida. Para esto, se emplearon los mismos regula-
dores que para el montaje del método descrito anteriormente.

Utilizando los tres diferentes reguladores, se realizaron
diluciones seriadas al doble de SCU y se colocaron alicuotas de
100 pl en los pozos de la placa, dejindose incubar toda la noche

a 49C, posteriormente se retird el suero y se lavé tres veces con
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1 - Adicion de la AFP a la fase solida
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Figura 2- ELISA por el método directo para la cuantificacion de
AFP empleando dos diferentes conjugados enzimdticos
(GG de ch-PO anti AFP ,GG de co-PO anti AFP.)



solucién de lavado. En seguida se adicioné a cada pozo 100 pl de
GG c¢o anti AFP diluida 1:500 e inmediatamente después se dejé
incubar durante § h a 37°. Transcurrido el tiempo de la incuba-
cién, la placa se lavd tres veces con solucién de lavado y se
adiciond a cada pozo, 100 pl de la solucién bloqueadora. La placa
se mantuvo a 37°C durante 30 min y después se lavé tres veces con
regulador de lavado, adicionando posteriormente a cada pozo 100
_|.|1 de GG ch-PO anti GG co, diluido 1:500, y se dejd incubar ih a
37°C. La placa se lavd tres veces y por dltimo se incubd con el
sustrato de la enzima durante {5 min en 1la obscuridad. La
reaccién se pard adicionando a cada pozo 20 pl de Aacido sulfarico
8 N vy se leyd la D. O. a 490 nm. (La metodologia se 1ilustra en

la figura 3).

22.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GG ch-PO anti GG co

Para observar el efecto de 1la concentracién del conjugado,
se recubrié una placa con AFP, para esto se realizaron diluciones
seriadas al doble de SCU en regulador de citratos 04 M, PH 50 ¥y
se siguid la metodologia descrita anteriormente, pero variando
las diluciones de la GG c¢ch-PC anti GG co (1:500, 1:1000, ¥y

1:2000).

23.- EFECTO DEL BLOQUEADOR (SHN AFP~ AL 5Y%)

Inicialmente se recubrié una placa con diluciones seriadas
al doble de SCU en regulador de citratos, para realizar el

inmunoensayo se emplearon la GG co anti AFP y la GG ch anti AFPF,
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Figura 3- ELISA por el método directo para cuantificacion de AFP empleando
el conjugado de GG de ch-PO anti GG de co



dilluidas 1:500.

Para observar el efecto del blogueador, é&ste se adiciondé al
sistema como sigue:

1) Antes de adicionar el primer anticuerpo.

2) Después de adicionar el primer anticuerpo.

3) Antes y después de adicionar el primer anticuerpo.

24.- CURVA ESTANDAR

La curva estindar se realizé empleando AFP pura (10,000
Ul/ml) a partir de la cual se realizaron diluciones apropiadas en
regulador de citratos 04 M, pPH 5.0 conteniendo SHN AFP~ al 5%
v/v para obtener las siguientes concentraciones de AFP: 15 ng
(25 UI), 342 ng (5 UI), 6.25 ng (10 UI), 125 ng (20 UI), 25 ng
(40 UI), 50 ng (80 UI), 100 ng (120 UI). Como control se empled

el mismo regulador en el que se diluyd la AFP.

25.- SUERQ ESTANDAR

A un volumen de 50 ml de SCU se le adiciond 4 ml de AFP
eluida del inmunoadsorbente, con el fin de aumentar la concentra-
cidén de AFP en el suero.

Se realizaron diluciones seriadas al doble del suero
estandar (1:25 hasta 1:12,800) en regulador de citratos 04 M, pH
5.0 conteniendo SHN AFP~ al 5Z v/v.

Con las diluciones obtenidas se recubridé una placa y el
inmunoensayo se realizé empleando ambos anticuerpos diluidos

1:500 y 1la soluciédn blogqueadora después de haber adicionado el
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primer anticuerpo.
La cuantificacién de AFP del suero estandar se realizoé
interpolando los valores de 1la D. 0. en la curva estandar

descrita anteriormente.
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RESULTADOS

PURIFICACION DE AFP

A partir del suero de chivo monoespecifico previamente
preparado en el laboratorio, se precipité 1la fraccidén gamma
globulina con sulfato de amonio y se determiné la concentracién
de proteina por el método de Lowry, ajustando la muestra a una
concentracién de 10 mg/ml.

Se acopld un volumen de 30 ml de 1la solucién de gamma
globulina de chivo anti AFP, a 30 ml de Sepharosa 4B activada con
bromuro de ciandgeno. El inmunoadsorbente asi preparado se montd
en una Jjeringa hipodérmica de 50 ml y se hizo reaccionar con SCU,
eluyendo posteriormente la AFP retenida en 1la columna con
solucién reguladora glicina-HCl] PpH 8.2,

El inmunoadsorbente se reutilizé méas de 30 veces sin perder
su reactividad.

Para conocer el grado de pureza de la AFP obtenida a través
del inmunoadsorbente, se procedié a analizar la muestra mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (EGPA) (Fig. 4). En el
electroferograma se observd la presencia de una banda muy marcada
con corrimiento de alfa globulina, correspondiendo a la AFP, vy
otras con diferente corrimiento, lo c¢ual indica gque no se
obtuvieron muestras puras, pero si ricas en AFP.

La concentracidn de AFP de cada una de las muestras eluldas

del inmunoadsorbente se determind por inmunodifusién radial (Fig.
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Fig\ira 4.- Electroforesis en gel de poliacrilamida de la AFP
eluida del inmunoauasorbente de Sepharosa.
A) SHN
B) sCU
C)-J) Diferentes eluidos del inmunoadsorbente de

Sepharosa.
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Figura 5.- IRD para determinar la concentracién de AFP de los
eluidos del inmunoéadsorbente de Sepharosa.
A) ¥ B) sCU
P) SHN
C)-0) Diferentes eluidos del i1inmunoadsorbente de

Sepharosa.
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5}, obteniendose una concentracidn promedio de 300 pg/ml de mues-
tra.

Por otra parte también se realizd la determinacién de pro-
teinas por el métado de Lowry, obteniendose una concentracién
promedio de 2 mg/ml de muestra.

La AFP recuperada del inmunoadsorbente fue empleada como
inéculo para la inmunizacién de conejos, asi como para enriquecer
una muestra de SCU, empleado como estindar interno de AFP para

ensayos tipo ELISA.

OBTENCION DE SUERO DE CONEJO MONOESPECIFICO ANTI AFP

Una vez que se purificé la AFP se procedid a la inmuniza-
c1én de conejos. El sangrado de animales se realizé después de
haber aplicado la tercera doésis del antigeno, probando la
reactividad de los antisueros por IEB. En la figura 6 se muestra
una IEB de suero de conejo hiperinmune anti AFP, en la cual se
emplearon como antigenos SCU y SHH. En ella se observa la
presencia de una banda de precipitacién con corrimiento de alfa
globulina correspondiente a la AFP cuando se utilizé como
antigeno SCU y no se presenta cuando se utiliza como antigeno
SHN. También se observd la presencia de otras bandas de precipi-
tacién correspondientes a proteinas de SHN.

Con el fin de eliminar de 1los antisueros los anticuerpos
dirigidos contra proteinas del SHN, éstos se adsorbieron utili-
zando SHHN, probando la monoespecificidad de los sueros adsorbidos

par IER (Fig. T)
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Figura 6.- IEB de suero de conejo hiperinmune anti AFP.
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s conejo anti- AFP (ME)
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Figura 7.- IEB de =suero de conej)o monoespecifico anti AFP.

50



o

Figura 8.- IEB de gamma globulina de cone)o monoespecifica anti

AFP.
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Después de haber adsorbido varios lotes de antisuero se hizo
una mezcla de éstos Yy se purificéd 1la fraccién r-globulina
mediante su precipitacién con sulfato de amonio.

Para probar 1la monoespecificidad de 1la GG co anti AFP gse
realizdé otra IEB, en la cual se observé la aparicién de otras
bandas de precipitacién, por lo que se decidié adsorber la gamma-
globulina c¢on proteinas de SHH, insolubilizadas c¢on glutar-
aldehido. Se decidid emplear este inmunoadsorbente debido a que
tiene la ventaja de no diluir la muestra.

Finalmente se probdé la monoespecificidad de la muestra

realizando otra IEB (Fig. 8).

PURIFICACION DE LOS CONJUGADOS ANTICUERPO-ENZIMA

Después de la preparacidén de los conjugados enzimaticos por
el método de oxidacién con periocdato de sodio, éstos se purifica-
ron pasiandolos a través de una columna de Sephadex G-200. De las
fracciones colectadas se tomaron lecturas de la absorbencia a 280
nm (Figs. 9, 1C y 11)

Del conjugado de GG c¢o-PO anti AFP se mezclaron de la
fraccidn 20 a la 34; del conjugado GG ch-PO anti AFP se mezclaron
de la fraccién 25 a la 31 y del de GG c¢ch-PO anti GG co se
mezclaron de la fraccidén 24 a la 33

La mezcla de cada uno de los conjugados enzimaticos se
concentréd y se resuspendié finalmente en 5 ml de sulfato de

amonio al 50% de saturacién, almacenindolas a 4°C hasta su uso.
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CROMATOGRAFIA DE CONJUGADO ENZIMATICO
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CROMATOGRAFIA DE CONJUGADO ENZIMATICO

(BG-PO vs AFP)

D.O. 280 nm
0.6

0.5

04

0.3

0.2

(2 1% [ o

GG vs AFP obtenida en chivo




CROMATOGRAFIA DE CONJUGADO ENZIMATICO
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ELISA POR EL METODO DIRECTO

Para la estandarizacién del ELISA por este mé&todo, en donde
se emplearon los conjugados de GG co-PO anti AFP y GG ch-PO anti
AFP, se trataron de establecer las condiciones o6ptimas de
adsorcién de la AFP a la fase soélida. Para esto se incubd una
placa durante toda 1la noche con diluciones seriadas de SCU
(1:100-1:51200) en diferentes reguladores a distintos valores de
PH; encontrindose que en cualquiera de los reguladores empleados
para ambos conjugados, las lecturas de D.O, a 492 nm resultan de
0, tomando como referencia las lecturas de los Ppozos en los que
se colocd el blanco de reactivos (0 ng de AFP). Sin embargo,
cuando se empled el conjugade de GG ch-PO anti GG co, los mejores
resultados se obtienen con el regulador de citratos 04 M pH 5.4

en el forramiento de la placa con SCU (Fig. 12).

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GG ch-PO anti GG co

Una vez determinadas las condiciones &ptimas de adsorcién de
AFP a 1la fase sdlida, se tratd de establecer la concentracién
éptima de conjugado gque deberia emplearse en el inmunoensayo.
Las diluciones de conjugado gque se probaron fueron: 1500, 11000
y 1:2000.

En la figura 13 se puede observar gque Dbajo las condiciones
empleadas, la concentracidn m&s apropiada del conjugado enzimi-
tico fué la de 1:500, ya gque es en esta dilucién en donde se

obtienen los valores mis altos de D.O. a 492 nm.
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MONTAJE DE LA TECNICA ELISA
(EFECTO DEL pH EN EL RECUBRIMIENTO
DE LAS PLACAS CON SCU.)
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MONTAJE DE LA TECNICA ELISA
(EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AC-PO)
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MONTAJE DE LA TECNICA ELISA

(EFECTO DEL BLOQUEADOR SHN-AFP 6%)
FIG. 14
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EFECTO DEL BLOQUEADOR (SHN AFP~ AL 5%)

Para observar el efecto del blogqueador, &ste se adiciond en
tres diferentes pasos del inmunoensayo: 1) antes de adicionar el
primer anticuerpo, 2) después de adicionar el primer anticuerpo Yy
3) antes y después de adicionar el primer anticuerpo.

En la figura {4 se observa que los mejores resultados se
obtienen cuando el blogueador es adicionado al sistema despusés

del primer anticuerpo.

CURVA ESTANDAR Y SUERO ESTANDAR

Una vez estandarizada la técnica de ELISA por el método
directo empleando el conjugado de GG ch-PO anti GG co, se elaborsd
una curva estandar utilizando AFP comercial, a partir de la cual
se practicaron cinco diluciones para abarcar un rango de 15 a
100 ng/ml. La curva se construydé graficando D.O. contra concen-
tracién de AFP (Fig. 15). La curva asi obtenida se ajusté a una
recta empleando el método de regresion lineal por minimos
cuadrados (Fig. 16).

Para la preparacidn del suero estindar fue necesario
enriquecer un volumen de 50 ml de SCU con AFP eluida del inmuno-
adsorbente. Una vez preparado el suero se realizaron diluciones
seriadas al doble en regulador de citratos 04 M PpH 54 y el
inmunoensayo se realizé bajo las mismas condiciones que para la
curva estindar (Fig. 17). Para determinar la concentracidn de
AFP del suero estandar se interpolaron los valores de D.O. de las

diluciones del suere estindar que gquedaron dentro del rango de
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sensibilidad de la curva estindar, resultande por este método una

concentracidn de 430 mg de AFP por 1 ml de suerc estandar.
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CURVA ESTANDAR PARA AFP
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CURVA ESTANDAR PARA AFP

(CURVA AJUSTADA POR MINIMOS CUADRADOS)

D.O. 492 nm
0.6

0.4

0.3

0.2 / TS S
0 " 1 e et e o e oS S . e 1 -2 5 St e et

0 dl: | L 1 |
0 20 40 60 80 100
ng de AFP/10G0 ul
FIG. 16

r-0.28 m=0.0038 b=0.037

120




DISCUSION

Dentro de la gran variedad de métodos desarrollados a la
fecha para la purificacién de proteinas, nosotros decidimos
utilizar un métode de inmunoadsorcidén selectiva para la purifica-
cién de la AFP. Se selecciondé este método debido a que permite
aislar grandes cantidades de proteina, ademids de gque tiene la
ventaja de gque los inmunoadsorbentes preparados pueden reutili-
zarse varias veces. En el caso concreto del presente trabajo se
empled un inmunoadsorbente de Sepharosa 4B-anti AFP, el cual fue
utilizado mas de 30 veces consecutivas y solamente hasta el final
sufrié una pequefia pérdida de su actividad.

Las preparaciones de AFP obtenidas del inmunoadsorbente
presentaron pequefias cantidades de proteinas contaminantes.
Seguin se pudo observar en la EGPA estas proteinas fueron princi-
palmente gamma globulinas, las cuales se liberaron del adsorben-
te, asl como otras proteinas de suero normal gue se retuvieron de
manera inespecifica en el adsorbente y después se liberaron al
eluir 1la AFP.

Las preparaciones de AFP fueron empleadas sin remover de
ellas las proteinas contaminantes, debido a gue para nuestros
fines no era necesario obtener preparaciones puras de AFP, sino
mas bien con concentraciones relativamente elevadas de AFP.

En lo gue respecta a la obtencién de suero de conejo
monoespecifico anti AFP, inicialmente los sueros hiperinmunes

fueron adsorbidos con SHH, las preparaciones obtenidas se
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analizaron mediante IEB y se observé una sola bancda de precipita-
c1én utilizando como antigeno SCU. Sin embargo, al purificar la
fraccién gamma globulina se detectaron otras bandas de precipita-
c1én en la IEB; esto se atribuye a que la técnica de electrofore-
sis empleada para analizar las muestras no tlene un alto grado de
sensibilidad, por lo gue no pudileron ser evidentes las pequefdas
cantidades de anticuerpos dirigidos contra proteinas de SHN que
contenia la muestra, y estas solo se pudieron detectar cuando la
muestra se concentré mediante el procedimiento de purificacién de
la fraccién gamma globulina del antisuero.

Finalmente los anticuerpos contaminantes fueron eliminados
mediante la inmunoadsorciédn con proteinas de SHN insolubilizadas
con glutaraldehido y los resultados de 1la dltima IEB realizada,
comprobarcn la monoespecificidad del antisuero anti-AFP, al
aparecer una sola banda de precipitacién cuando se empled como
antigeno SCU.

Por otra parte la purificacidn de conjugados Ac-Ez se
realizé mediante fraccionamiento cromatogridfico utilizando
Sephadex G-200. El perfil de elucidn de la GG co-PO anti AFP
mostré dos picos; el primero de ellos correspondid a los comple-
Jos Ac-Ez (este pico presentd una cauda de la fraccién 35 a la
154, la cual corresponde @posiblemente a los anticuerpos no
acoplados) y un segundo plco correspondiente a la enzima libre.
Los perfiles de elucién tanto de la GG ch-PO anti AFP como de la
GG ch-PO anti GG c¢o, mostraron un solo plco gque corresponde a

complejos Ac-Ez, y una cauda de la fraccidn 26 a la 65 para el
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conjugado de GG ch-PO anti AFP y de la 34 a la 52 para el
conjugado de GG c¢ch-PO anti GG co, las cuales corresponden
posiblemente a anticuerpos no acoplados y/o enzima libre.

Las diferencias observadas en los perfiles de elucién de las
tres diferentes muestras se debe a la técnica seleccionada para
la preparaciédn de los conjugados Ac-Ez, ya gque algunos autores
han reportado grandes variaciones en cuanto a la eficiencia,
empleando el mismo método de acoplamiento (66).

Los ensayos tipe ELISA comunmente empleados para la cuanti-
ficacién de AFP son el método del sandwich y el método del doble
anticuerpo. Preliminarmente a este trabajo intentamos desarro-
llar el mé&todo de sandwich para la cuantificacién de AFP, sin
embargo, en los diferentes ensayos realizados no se observaron
diferencias entre las muestras problema y los blancos de reactivo
(0 ng de AFP), atribuyendo esto a gqgue no fue posible unir el
primer anticuerpo a los diferentes materiales utilizados como
fase sélida, entre los cuales se probaron poliestireno en forma
de perlas, discos de papel activados con BrCHN, placas para ELISA
Dynatec y placas de ELISA forradas con proteina A.

Por lo anterior se decididé utilizar un método directo gque es
comunmente empleado para la cuantificacién de anticuerpo,
adaptandolo para los fines de este trabajo para cuantificar
antigeno. De esta ma-nera, la fase sélida fue recubierta con el
antigeno a ser cuantificado.

Al tratar de implementar el método directe empleando los

conjugados de GG co-PO anti AFP y GG ch-PO anti AFP no se
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obtuvieron buenos resultados, pues las lecturas de D.O a 492 nm
dieron cero en todas las muestras problema tomando como referen-
cia los pozos en los que se colocd el blanco de reactivos (0 ng
de AFP), sin embargo, al ser empleado el conjugado de GG ch-FO
anti GG co se encontraron diferencias entre el blanco de reacti-
vos Yy las distintas diluciones de SCU. Estos resultados se
pueden deber a gque al emplear un segundo anticuerpc se aumentd la
sensibilidad del método.

En nuestros resultados obtenidos para establecer Ilas
condiciones optimas de adsorcidn de la AFP a la fase sélida,
observamos gque en el regulador de citratos pH 54 se obtiene la
mayor adsorcién, mientras gque para los reguladores de fosfatos pH
7.4 y boratos pH 8.8 la adsorcién es mas baja siendo casi igual
para ambos en las diluciones de SCU mis elevadas.

En cuanto a la concentracién del Ac-Ez la dilucién {11000 da
una D.O. baja sin mostrar grandes diferencias entre las lecturas
de las diluciones mas altas de SCU; la dilucidén 1:2000 no muestra
ninguna diferencia entre las distintas diluciones de SCU utiliza-
das; la dilucidén 1:500 da una adecuada respuesta, por lo gue fue
usada rutinariamente.

Al probar el suero humano normal libre de AFP (SHHN-AFP7)
empleado como blogueador en las diferentes etapas del sistema, se
decidi1dé llevar a cabo la adicidén de é&ste después de poner en el
sistema el primer anticuerpo, ya gque a este nivel es cuando mas

se reduce la adsorcién no especifica del Ac-Ez. Se han citado

una gran variedad de proteinas gque pueden ser empleadas como
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blogqueador, peroc nosotros decidimos emplear SHN AFP~ por ser méas
accesible y de bajo costo.

Los resultados obtenidos de la curva estindar en donde se
empled AFP comercial muestran gque a partir de los 50 ng/pl la
curva presenta una tendencia lineal, no asi concentraciones
inferiores, por lo gque se procedidé a ajustar la curva realizando
una regresién lineal por el método de minimos cuadrados; sin
embargo, se observa gque es probable que puedan ser cuantificadas
concentraciones mas elevadas de AFP, ya que parece ser que cumple

con la ley de Lamber y Beer por arriba de los 100 ng/100 pl
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CONCLUSIONES

Los reactives Dbiolégicos que son requeridos para las
té&cnicas inmunoenzimiticas para la cuantificacién de AFP en
suero, son en su mayoria de i1mportacidn; en consecuencia presen-
tan costos elevados y su 1importacidén estid sujeta a trimites
administrativos muy tardados, situacién gque representa un
problema serio ya gque los reactivos mencionados presentan fecha
de caducidad.

En base a lo anterior, consideramos gque la produccién de
tales reactivos bioldgicos en el laboratorio, es de gran impor-
tancia.

Durante el desarrollo del presente trabajo se lograron
producir en el laboratorio preparaciones enriquecidas de AFP
provenientes de SCU, SHN libre de AFP, GG de conejo anti AFP,
tres diferentes conjugados enzimiticos (GG de ch-PO anti AFP, GG
de co-PO anti AFP y GG de ch-PO anti GG de co) asi como un suero
estindar 1interno.

Mediante el empleo de algunos reactivos arriba mencionados
(GG de co anti AFP, GG de ch-PO anti GG de co y SHHN libre de AFP)
se 1mplementd en la técnica de ELISA un método directo para la
cuantificacién de AFP en suero, el cual tiene la ventaja de que
se puede realizar en un periodo de tiempo relativamente corto (3
h).

Desarrollada la técnica, se elaboré una curva estandar
empleando para ésto un estindar de AFP comercial. La curva se
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linearizé por el método de minimos cuadrados Yy se utllizé para
determinar la concentracién del suero estindar interno producido
en el laboratorio, siendo ésta de 4320 mg/ml

Con la obtencién de la curva estindar también fué posible
determinar el rango inferior de sensibilidad de la té&cnica,
siendo é&ste de 15 ng/ml.

La sensibilidad de este método es baja, si se le compara con
la obtenida en otros métodos de ELISA descritos por Belanger vy
cols,, en los cuales la mayor sensibilidad reportada es de 5
ng/ml. Sin embargo, consideramos gque aungue la sensibilidad
obtenida no fue la deseada, &sta es lo suficientemente alta como
para ser utilizada en la deteccidn de algunas patologias que
involucran elevacién en los niveles normales de AFP.

Un ejemplo claro de la utilidad del método desarrollado es
en patologias durante el embarazo, ya gque los niveles de AFP en
suero materno durante el segundo trimestre de é&ste, estin por
arriba del rango inferior de sensibilidad de la técnica (se toma
como referencia el segundo trimestre porque es el mejor tiempo
para discriminar entre un embarazo normal y uno afectado).

También consideramos gque 1la técnica desarrollada puede ser
4dtil como prueba complementaria en el diagnéstico de cancer
primario de higado, ya que los niveles de AFP en é&stos padeci-
mientos son mucho m&s elevados que los niveles normales, y pueden

ser detectados facilmente por este método.
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